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CELULA DE LEVEDURA OLEAGINOSA, METODO DE PRODUCAO
DE UM ALCOOL GRAXO DESSATURADO, CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICO, E, KIT DE PARTES

Campo Técnico
[001] A presente invencao refere-se a células de levedura
oleaginosas para a producdo de élcoois graxos e derivados dos mesmos, em
particular dlcoois graxos dessaturados, acetatos de acila graxos dessaturados e
aldeidos graxos dessaturados. Também sdo providos métodos para a obtencdo
de tais compostos, que sdo tteis nas composi¢oes de feromodnio.

Fundamentos

[002] Alcoois graxos sio um grupo de produtos quimicos com
amplas aplicagdes. Alcoois graxos sdo usualmente dlcoois primérios retos que
variam no comprimento da cadeia (C¢-Cars) € podem carregar ligaches
carbOnicas saturadas ou insaturadas. Dependendo das caracteristicas
mencionadas acima, os dlcoois graxos podem ser usados como combustivel,
detergentes e tensoativos, cosméticos, controle de pragas de inseto e muito
mais.
[003] Desde o advento do DDT mais do que 50 anos atras,
inseticidas neurotéxicos de amplo espectro tém provido os meios principais
para o controle de insetos economicamente importantes na agricultura e
programas de satide publica. Apesar de que o uso de inseticidas sintéticos
inicialmente resultassem em aumentos espectaculares nos rendimentos de
safra e a supressao de alguns vetores de doenca humana e animal importantes,
o desenvolvimento de resisténcia a inseticida em populacdes de praga de
inseto e o dano ambiental causado pelos inseticidas tem se tornado
amplamente reconhecido como sérias desvantagens para o seu uso. Entre os
problemas ambientais mais significantes associados com a fabricacdo e uso de
inseticidas sdo 1) a sua toxicidade direta para os organismos ndo alvos

(incluindo seres humanos); 2) a sua persisténcia na bioesfera onde eles podem
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acumular e causar efeitos desenvolvimentais e reprodutivos adversos em
organismos superiores; 3) poluicdo de fonte pontual significante associada
com a sua fabricagdo e distribuicdo; 4) a sua dispersao no mundo todo.

[004] Feromonios podem ser usados como controle de praga ao
invés de pesticidas. (Z)19-14:0Ac por exemplo foi descoberto romper a
eficiéncia do combinag¢do da lagarta do cartucho do milho com 86% de
eficiéncia quando aplicado sozinho, isto € sem outros componentes de
feromo6nio. O uso comercial de feromOnios para controlar pragas de inseto
pelo rompimento do combinacdo tem diversas vantagens em relacdo aos
inseticidas convencionais. Os feromdnios sdo: 1) ndo téxicos e
ambientalmente benignos; 2) especificos para uma espécie alvo e ndo afetam
adversamente insetos benéficos nao alvo, tornando-os extremamente bem
apropriados para o uso nos programas de controle de praga integrados; e 3)
muito menos provavel (e nunca foi mostrado) produzir resisténcia no inseto
alvo. Ao contrario da sintese de feromdnio na natureza, métodos correntes
para a producdo comercial de feromdnios utilizam vias quimicas sintéticas
tradicionais. Porque os feromOnios requerem pureza muito alta para evocar
uma resposta do inseto, estas sinteses sdo caras e dificeis, e geram grandes
quantidades de residuos organicos que requerem tratamento.

[005] Assim o principal obsticulo que se encontra no caminho de
usar feromOnios sexuais permanece no custo de producdo. Como um
resultado, uma parte muito grande de terra agricola global utiliza feromo6nios
(esttimado a menos do que 0,05%). A producdo de feromonio a partir de uma
fabrica de célula é esperado diminuir significantemente os custos de produgao
de feromonios.

[006] Os alcoois graxos sao usualmente produzidos quimicamente
com base nas matérias-primas petroquimicas ou naturais. Alguns métodos
foram feitos para produzir alcoois graxos em microorganismos tais como

Escherichia coli e levedura usando matéria-prima renovdvel tal como por
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exemplo glicose. Os hospedeiros preferiveis para a producdo oleoquimica
microbiana s3o levedura oleaginosa, que sdo especializadas em acumular e
consumir compostos derivados de lipideo. Entre as leveduras oleaginosas
pesquisa mais avancada foi conduzida sobre a levedura Yarrowia lipolytica.
[007] Métodos e cepas hospedeiras sdo necessdrias para melhorar a
producdo de 4lcoois graxos e derivados dos mesmos.

Sumario da invencdo
[008] A invenc¢do é como definida nas reivindicacgdes.
[009] Os élcoois graxos podem ser produzidos em microorganismos
pela expressao heterdloga da enzima acil redutase graxa que reduz os ésteres
graxos de acil-CoA nativamente produzidos para 4lcoois graxos. Nos
microorganismos os ésteres graxos de acil-CoA sdo usados para a produgao
de lipideo de membrana ou armazenado em corpos lipidicos. Alguns
microorganismos sdo capazes de degradar 4lcoois graxos. Y. lipolytica
degrada produtos quimicos derivados de 4cido graxo derivados por
intermédio da beta-oxidagdo, que ocorre nos peroxissomas, ou por intermédio
do caminho da 6mega-oxidac¢do, ocorrendo no reticulo endoplasmético.
[0010] A presente divulgacdo prové métodos e cepas hospedeiras que
aumentam a producdo de &lcool graxo pela diminuicdo da atividade do
caminho da biossintese de lipideo competidor e pela diminuicdo da
degradacdo de dlcool graxo. Estes métodos e cepas hospedeiras sdo
particularmente adequados para a producdo de dlcoois graxos dessaturados e
seus derivados (por exemplo, acetatos de acila graxos), tais como feromonios
de Lepidoptera.
[0011] Os ésteres graxos de acil-CoA com comprimento de cadeia
carbonica diferente sdo sintetizados pelo complexo da acil-CoA graxa
sintetase (FAS1 e 2) a partir de acetil-CoA e malonil-CoA e servem como
substratos para a lipideos de armazenagem e membrana. A reacdo inicial para

lipideos é a transferéncia de acil-CoAs graxas para glicerol-3-fosfato,
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catalisada pela glicerol-3-fosfato 1-O-aciltransferase (GPAT) e resultando na
formacdo de 4cido lisofosfatidico. A superexpressio de GPAT em Y.
lipolytica foi mostrada aumentar o acimulo de lipideo.

[0012] A levedura oleaginosa Y. lipolytica é conhecida ser capaz de
utilizar compostos hidrofébicos como alcoois graxos como a tnica fonte de
energia e carbono. Alcoois graxos sdo considerados ser oxidados em aldefdos
graxos pelas dlcool graxo desidrogenases presentes tanto no ER quanto nos
peroxissomas e dlcool graxo oxidases (FAO) presentes nos peroxissomas. Os
aldeidos graxos sdo oxidados ainda para acidos graxos pelas aldeido graxo
desidrogenases (HFD). Adhlp, Adh3p e Faolp de Y. lipolytica foram
sugeridos desempenhar um papel na degradacdo de dlcoois graxos exdgenos,
enquanto os dlcoois graxos resultantes da degradacdo de alcano foram
sugeridos ser oxidados por Adhlp-Adh7p, Fadhp e Faolp (Iwama, 2015). Y.
lipolytica codifica quatro aldeido graxo desidrogenases, Hfd1p a Hfd4p, que
foram mostradas ser essenciais para o crescimento nos n-alcanos (Iwama,
2014). O gene PEXI0 codifica o fator da biogénese de peroxissoma Peroxin
10. A delecdo de PEXI0 em Y. lipolytica resulta na auséncia de peroxissomas
e em defeito na assimilacdo de n-decano (Sumita et al, 2002).

[0013] A presente invencdo descreve a infrarregulagem da expressao
de GPAT, Hfdl, Hfd4, Faol e/ou Pexl0 como uma estratégia para
redirecionar o fluxo de precursores de éster da acil-CoA graxa da sintese de
lipideo de armazenagem e membrana para a producdo de 4lcool graxo. Em
combinacdo com a introdugdo de dessaturases heterdlogas e acil-CoA graxa
redutases, isto permite a producdo de alcoois graxos e derivados dos mesmos
com altos titulos, em particular tais 4lcoois graxos e derivados que sao
compreendidos nos feromdnios de Lepidoptera, em um célula de levedura
oleaginosa tal como uma célula de Yarrowia lipolytica.

[0014] E aqui provida uma célula de levedura oleaginosa capaz de

produzir um 4lcool graxo dessaturada, a dita célula:
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1) expressando pelo menos uma dessaturase heterdloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressar pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um édlcool graxo dessaturado; e

1i1) ter atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou ter atividade reduzida de pelo menos
uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de homologia,
tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia a um de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6),
Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[0015] Também € provido um método de producdo de um &lcool
graxo em uma célula de levedura oleaginosa, o dito método compreendendo
as etapas de prover uma célula de levedura e incubar a dita célula de levedura

em um meio, em que a célula de levedura:
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1) expressa pelo menos uma dessaturase heterloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacio dupla em uma acil-CoA graxa,
convertendo deste modo pelo menos parte da dita acil-CoA graxa para uma
acil-CoA graxa dessaturada; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um &lcool graxo dessaturado, produzindo deste modo o dito
alcool graxo dessaturado; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de homologia, tal
como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10).
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[0016] Também ¢é provido uma constru¢do de 4cido nucleico para
modificar uma célula de levedura, a dita constru¢do compreendendo:

1) um primeiro polinucleotideo codificando pelo menos uma
dessaturase heterdloga capaz de introduzir pelo menos uma ligacao dupla em
uma acil-CoA graxa; e

1) um segundo polinucleotideo codificando pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase heter6loga (FAR), capaz de converter pelo menos
parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um 4lcool graxo dessaturado; e

1i1) opcionalmente, polinucleotideos adicionais para reduzir a
atividade de pelo menos uma de Hfd1l (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10) ou de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para
uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO:
8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10),

em que opcionalmente o primeiro polinucleotideo e/ou o
segundo polinucleotideo e/ou os polinucleotideos adicionais estdo sob o
controle de um promotor.

[0017] Também € provido um kit de partes compreendendo:

a) a célula de levedura como aqui definida e instru¢des para o
uso; e/ou

b) uma constru¢do de 4cido nucleico como aqui definido, em
que a dita constru¢ao € para modificar uma célula de levedura, e

c¢) opcionalmente a célula de levedura a ser modificada.

[0018] Também € provido um élcool graxo dessaturado, um acetato
de acila graxo dessaturado ou um aldeido graxo dessaturado obtenivel pelos
métodos aqui divulgados.

[0019] Também ¢ provido o uso de um alcool graxo dessaturado, um
acetato de acila graxo dessaturado ou um aldeido graxo dessaturado obtenivel

pelos métodos aqui divulgados.
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Descricdo dos desenhos
[0020] Figura 1: caminho para Z9-C14:0Ac. (1) tetradecanoil-CoA
(miristoil-CoA), 14:CoA (2) (Z)9-tetradecen-1-11-CoA, 79-14:CoA, (3) (Z)9-
tetradecen-1-0l, Z9-14:0H, (4) acetato de (Z)9-tetradecen-1-ila, Z9-14:0Ac,
(5) (Z)9-tetradecenal, Z9-14:Ald. A9 FAD - Z9-acila graxa dessaturase, FAR

— acil-CoA graxa redutase, AcT — acetil-CoA transferase.

[0021] Figura 2: mapa de BB1963 (cassete marcador de selecdo
LEU?2). Leu2 term.: terminador Leu?2.
[0022] Figura 3: mapa de BB1360 (terminador Pex/0 e lip2). ECS:

Sitio de Clonagem Facil. Pexl0 term.: terminador Pex10. lip2 term.:
terminador lip2.
[0023] Figura 4. mapa de cassete de expressao de Dmd9 e HarFAR.
pex20 term: terminador pex20. Tefl prom.: promotor Tefintron. lip2 term.;
terminador lip2.
[0024] Figura 5: cassete de expressdao de Atfl. Atfl IL cddon opt:
Atfl otimizado no cédon para Yarrowia lipolytica
[0025] Figura 6: producdo de alcoois graxos em vérias cepas de Y.
lipolytica; além do gendtipo indicado no eixo X, as cepas também todas
expressam a Al 1 dessaturase de Amyelois transitella e a redutase de Heliothis
subflexa (Hs_FAR). Sat.: 4lcoois graxos saturados (15:0OH e 16:0H). Desat.:
alcoois graxos dessaturados ((Z2)9-16:0H e (£)11-16:0H).

Descri¢do detalhada da invencédo

Defini¢des

[0026] Biopesticida: o termo “biopesticida” é uma contracdo de
“pesticida bioldgico” e refere-se a diversos tipos de intervencdo de controle
de praga: através das relacdes predatorias, parasiticas, ou quimicas. Na EU, os
biopesticidas foram definidos como “uma forma de pesticida com base em
micro-organismos ou produtos naturais”. Nos US, eles sd@o definidos pelo

EPA como “incluindo substincias que ocorrem naturalmente que controlam
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pragas (pesticidas bioquimicos), microorganismos que controlam pragas
(pesticidas microbianos), e substincias pesticidas produzidas pelas plantas
contendo material genético adicionado (protetores incorporados em planta) ou
PIPs”. A presente divulgacdo refere-se mais particularmente aos biopesticidas
compreendendo produtos naturais ou substincias que ocorrem naturalmente.
Eles sdo tipicamente criados pelo cultivo e concentrando organismos que
ocorrem naturalmente e/ou seus metabolitos incluindo bactérias e outros
microbios, fungos, nematéides, proteinas, etc. Eles sdo frequentemente
considerados ser componentes importantes de programas de controle de praga
integrados (IPM), e receberam muita atenc¢ao pratica como substitutos para os
produtos de protecdo de planta quimica sintética (PPPs). O Manual of
Biocontrol Agents (2009: antigamente o Biopesticide Manual) d4 uma revisao
dos produtos inseticidas biolégicos disponiveis (e outro controle com base na
biologia).

[0027] Dessaturado: o termo “dessaturado” serd aqui usado
intercambiavelmente com o termo “insaturado” e refere-se a um composto
contendo uma ou mais ligacdes duplas ou triplas de carbono-carbono.

[0028] Acido graxo: o termo “dcido graxo” refere-se a um 4cido
carboxilico tendo uma cadeia alifédtica longa, isto é uma cadeia aliftica entre
4 e 28 atomos de carbono, tal como 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 atomos de carbono. A maioria
dos acidos graxos que ocorrem naturalmente sdo ndo ramificados. Eles podem
ser saturados, ou dessaturados.

[0029] Acetato de acila graxa: o termo serd aqui usado intercambidvel
com ‘“‘acetato graxo” e refere-se a um acetato tendo uma cadeia carbOnica
graxa, isto € uma cadeia alifética entre 4 e 28 4tomos de carbono, tais como 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27 ou 28 atomos de carbono. Os acetatos de acila graxos podem ser saturados

ou dessaturados.
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[0030] Acil-CoA graxa: o termo serd aqui usado intercambidvel com
“éster de acil-CoA graxa”, e refere-se a compostos da férmula geral R-CO-
SCoA, onde R é uma cadeia carbOnica graxa. A cadeia carbdnica graxa €
unida ao grupo —SH da coenzima A por uma ligacdo de tioéster. As acil-CoA
graxas podem ser saturadas ou dessaturadas, dependendo se o 4cido graxo que
€ derivado de € saturado ou dessaturado.

[0031] Alcool graxo: o termo “dlcool graxo” refere-se aqui a um
alcool derivado de uma acil-CoA graxa, tendo um comprimento de cadeia
carbdnica de 4 a 28 atomos de carbono, tais como 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 4dtomos de
carbono. Os 4lcoois graxos podem ser saturados ou dessaturados.

[0032] Aldeido graxo: o termo refere-se aqui a um aldeido derivado
de uma acil-CoA graxa, tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 4 a 28
atomos de carbono, tal como 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 atomos de carbono. Os aldeidos
graxos podem ser saturados ou dessaturados.

[0033] Heterdlogo: o termo “heter6logo” quando da alusdo a um
polipeptideo, tal como uma proteina ou uma enzima, ou a um polinucleotideo,
deve ser aqui interpretado referir-se a um polipeptideo ou um polinucleotideo
que ndo estd naturalmente presente em uma célula do tipo selvagem. Por
exemplo, o termo “A9 dessaturase heter6loga” quando aplicada a Yarrowia
lipolytica refere-se a uma A9 dessaturase que ndo estd naturalmente presente
em uma célula de Y. lipolytica tipo selvagem, por exemplo uma A9
dessaturase derivada de Drosophila melanogaster.

[0034] Nativo: o termo “nativo” quando da alusdo a um polipeptideo,
tal como uma proteina ou uma enzima, ou a um polinucleotideo, deve ser aqui
interpretado referir-se a um polipeptideo ou um polinucleotideo que estejam
naturalmente presentes em uma célula do tipo selvagem.

[0035] Praga: como aqui usado, o termo “praga” deve referir-se a um

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 203/374



11/172

organismo, em particular um animal, nocivo aos seres humanos ou interesses
humanos, em particular no contexto de produgdo agricola ou de criacdo. Uma
praga € qualquer organismo vivo que € invasivo ou prolifico, nocivo,
incomodo, pernicioso, destrutivo, um transtorno para as plantas ou animais,
seres humanos ou interesses humanos, animais de criacdo, estruturas
humanas, ecossistema selvagem etc. O termo frequentemente sobrepde com
os termos relacionados vermina, erva daninha, parasitas e patdgenos vegetais
e animais. E possivel para um organismo ser uma praga em um cendrio mas
benéfico, domesticado ou aceitavel em um outro.

[0036] Feromonio: feromdnios s3o compostos que ocorrem
naturalmente designados por uma cadeia alifdtica ndo ramificada (entre 9 e 18
carbonos) terminando em um grupo funcional 4lcool, aldeido ou acetato e
contendo até 3 ligacdo duplas na cadeia principal alifatica. As composicdes de
feromo6nio podem ser produzidas quimica ou bioquimicamente, por exemplo
como aqui descrito. FeromOnios podem assim compreender dlcoois graxos
dessaturados, aldeidos graxos ou acetatos de acila graxos, tais como podem
ser obtidos pelos métodos e células aqui descritos.

[0037] Atividade reduzida: o termo “atividade reduzida” pode referir-
se aqui a uma perda total ou um parcial de atividade de um dado peptideo, tal
como uma proteina ou uma enzima. Em alguns casos, os peptideos sao
codificados pelos genes essenciais, que ndo podem ser deletados. Nestes
casos, a atividade do peptideo pode ser reduzida pelos métodos conhecidos na
técnica, tais como infra-regulagem de transcri¢do ou tradugdo, ou inibi¢ao do
peptideo. Em outros casos, o peptideo € codificado por um gene ndo
essencial, e a atividade pode ser reduzida ou pode ser completamente perdida,
por exemplo como uma consequéncia de uma delecdo do gene codificando o
peptideo.

[0038] Saturado: o termo “‘saturado” refere-se a um composto que é

destituido de ligacdes de carbono-carbono.
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[0039] A presente divulgacdo refere-se a uma célula de levedura
oleaginosa util para a producao de feromodnios de Lepidoptera. Os inventores
descobriram que a infra-regulagem de uma ou mais de HFD1, HFD4, PEXI0,
FAOI e GPAT em uma célula de levedura oleaginosa, em particular em uma
célula de Y. lipolytica, combinada com a expressdo heterdloga de pelo menos
uma dessaturase heter6loga e pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, resulta na producdo de alcoois graxos dessaturados uteis por
exemplo para formular composi¢des de feromodnio para o controle de praga.
Em particular, a infra-regulagem de PEX/0 e uma ou mais de HFDI, HFD4,
FAOI ou GPAT ¢ de interesse. A célula pode ser engenheirada ainda para
permitir também a producao de derivados de dlcool graxo tais como aldeidos
e acetatos, em particular derivados de alcool graxo dessaturados tais como
aldeidos dessaturados e acetatos dessaturados, que também sdo tteis para tais
composi¢des de feromonio.
[0040] Em um aspecto, uma célula de levedura oleaginosa € provida,
que ¢ capaz de produzir um dlcool graxo dessaturado, a dita célula:

1) expressar pelo menos uma dessaturase heter6loga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressar pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um édlcool graxo dessaturado; e

111) tendo atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tendo atividade reduzida de pelo
menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfd1
(SEQ ID NO: 4), Htd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ
ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de
homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos

75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo
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menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como
pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal
como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de
homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos
88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo
menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo
menos 99% de homologia para uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID
NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID
NO: 10).
[0041] Em algumas modalidades, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heterloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um édlcool graxo dessaturado; e

1i1) tem um mutacdo que resulta na atividade reduzida de
Pex10 (SEQ ID NO: 8) e uma mutagdo que resulta na atividade reduzida de
pelo menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ
ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tendo um mutacdo que resulta na
atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de
homologia a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e uma mutacdo que resulta na atividade
reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos
65% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo

menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
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pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e pelo menos uma de
Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ ID NO: 22) e
GPAT (SEQ ID NO: 10).

[0042] Também € provido um método de producdo de um &lcool
graxo em uma célula de levedura oleaginosa, o dito método compreendendo
as etapas de prover uma célula de levedura e incubar a dita célula de levedura
em um meio, em que a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heterloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacio dupla em uma acil-CoA graxa,
convertendo deste modo pelo menos parte da dita acil-CoA graxa para uma
acil-CoA graxa dessaturada; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um &lcool graxo dessaturado, produzindo deste modo o dito
alcool graxo dessaturado; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
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NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de homologia, tal
como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10).
[0043] Em algumas modalidades, as etapas do método de prover uma
célula de levedura e incubar a dita célula de levedura em um meio, em que a
célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heterloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um édlcool graxo dessaturado; e

1i1) tem uma mutagcdo que resulta na atividade reduzida de
Pex10 (SEQ ID NO: 8) e uma mutagdo que resulta na atividade reduzida de
pelo menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ
ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tem uma mutagdo que resulta na

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 208/374



16/172

atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de
homologia a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e uma mutacdo que resulta na atividade
reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos
65% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e pelo menos uma de
Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ ID NO: 22) e
GPAT (SEQ ID NO: 10).

[0044] Também € provida uma constru¢do de 4cido nucleico para
modificar uma célula de levedura, a dita constru¢do compreendendo:

1) um primeiro polinucleotideo codificando pelo menos uma
dessaturase heterdloga capaz de introduzir pelo menos uma ligacao dupla em
uma acil-CoA graxa; e

1) um segundo polinucleotideo codificando pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase heter6loga (FAR), capaz de converter pelo menos
parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um 4lcool graxo dessaturado; e

1i1) opcionalmente, polinucleotideos adicionais para reduzir a

atividade de pelo menos uma de Hfd1l (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
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6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10) ou de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para
uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO:
8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10),

em que opcionalmente o primeiro polinucleotideo e/ou o
segundo polinucleotideo e/ou os polinucleotideos adicionais estdo sob o
controle de um promotor.
[0045] Também € provido um kit de partes compreendendo uma
célula de levedura como aqui descrita e instrugdes para o uso; €/ou uma
construcdo de acido nucleico como aqui descrita, em que a dita construcdo €
para modificar uma célula de levedura, e opcionalmente uma célula de
levedura a ser modificada.
[0046] Também € provido um élcool graxo dessaturado, um acetato
de acila graxo dessaturado ou um aldeido graxo dessaturado obtenivel pelos
métodos aqui descritos.
[0047] Também ¢ provido o uso de um alcool graxo dessaturado, um
acetato de acila graxo dessaturado ou um aldeido graxo dessaturado obtenivel
pelos presentes métodos.
Dessaturase (FAD)
[0048] Na presente divulgacdo, os termos “acil-CoA graxa
dessaturase”, “dessaturase”, “acila graxa dessaturase” e “FAD” serdo usados
intercambiavelmente. O termo refere-se a uma enzima capaz de introduzir
pelo menos uma ligacdo dupla nas confirmagdes E/Z em uma acil-CoA tendo
um comprimento de cadeia de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21 ou 22 4tomos de carbono. A ligacdo dupla pode ser introduzida em
qualquer posi¢do. Por exemplo, uma dessaturase introduzindo uma ligacdo
dupla na posi¢do 3 € chamada A3 dessaturase. Uma dessaturase introduzindo
uma ligacdo dupla na posicdo 5 € chamada A5 dessaturase. Uma dessaturase

introduzindo uma ligagdo dupla na posicdo 6 € chamada A6 dessaturase. Uma
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dessaturase introduzindo uma ligacdo dupla na posicdo 7 € chamada A7
dessaturase. Uma dessaturase introduzindo uma ligacdo dupla na posicdo 8 €
chamada A8 dessaturase. Uma dessaturase introduzindo uma ligacao dupla na
posicao 9 é chamada A9 dessaturase. Uma dessaturase introduzindo uma
ligacdo dupla na posicdo 10 é chamada A10 dessaturase. Uma dessaturase
introduzindo uma ligacdo dupla na posicdo 11 € chamada All dessaturase.
Uma dessaturase introduzindo uma ligacdo dupla na posi¢ao 12 € chamada
A12 dessaturase. Uma dessaturase introduzindo uma ligacdo dupla na posi¢ao
13 € chamada Al3 dessaturase. Uma dessaturase introduzindo uma ligagdo
dupla na posicio 14 €é chamada Al4 dessaturase. Uma dessaturase
introduzindo uma ligacdo dupla na posicdo 15 é chamada Al5 dessaturase.
Uma dessaturase introduzindo uma ligacdo dupla na posicao 16 € chamada
A16 dessaturase. Uma dessaturase introduzindo uma ligacdo dupla na posi¢ao
17 € chamada Al7 dessaturase. Uma dessaturase introduzindo uma ligagdo
dupla na posicio 18 € chamada Al8 dessaturase. Uma dessaturase
introduzindo uma ligacdo dupla na posicdo 19 € chamada A19 dessaturase.
Uma dessaturase introduzindo uma ligacdo dupla na posi¢ao 20 € chamada
A20 dessaturase.

[0049] As redutases reduzem as acil-CoAs em dlcoois do
comprimento de cadeia correspondente.

[0050] Em uma modalidade, a célula € capaz de expressar pelo menos
uma A5 dessaturase heter6loga. Em uma outra modalidade, a célula é capaz
de expressar pelo menos uma A6 dessaturase heter6loga. Em uma outra
modalidade, a célula € capaz de expressar pelo menos uma A7 dessaturase
heter6loga. Em uma outra modalidade, a célula é capaz de expressar pelo
menos uma A8 dessaturase heter6loga. Em uma outra modalidade, a célula é
capaz de expressar pelo menos uma A9 dessaturase heterdloga. Em uma outra
modalidade, a célula é capaz de expressar pelo menos uma A10 dessaturase

heter6loga. Em uma outra modalidade, a cé€lula € capaz de expressar pelo
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menos uma All dessaturase heteréloga. Em uma outra modalidade, a célula é
capaz de expressar pelo menos uma Al2 dessaturase heter6loga. Em uma
outra modalidade, a c€lula € capaz de expressar pelo menos uma Al3
dessaturase heteréloga. Em uma outra modalidade, a célula é capaz de
expressar pelo menos uma Al4 dessaturase heteréloga. Em uma outra
modalidade, a célula é capaz de expressar pelo menos uma Al5 dessaturase
heter6loga. Em uma outra modalidade, a célula é capaz de expressar pelo
menos uma A16 dessaturase heteréloga. Em uma outra modalidade, a célula é
capaz de expressar pelo menos uma Al7 dessaturase heter6loga. Em uma
outra modalidade, a célula € capaz de expressar pelo menos uma AlS8
dessaturase heteréloga. Em uma outra modalidade, a célula é capaz de
expressar pelo menos uma Al19 dessaturase heter6loga. Em uma outra
modalidade, a célula € capaz de expressar pelo menos uma A20 dessaturase
heterdloga.

[0051] A pessoa versada saberd, dependendo de qual alcool graxo
dessaturado € desejado, que tipo de dessaturase usar. Por exemplo, para a
producdo de um élcool graxo dessaturado na posicao 11, uma Al1l dessaturase
tendo pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de Amyelois
transitella como apresentada na SEQ ID NO: 2, uma All dessaturase tendo
pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de Choristoneura
rosaceana como apresentada na SEQ ID NO: 19 ou uma All dessaturase
tendo pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de
Choristoneura parallela como apresentada na SEQ ID NO: 20 podem ser
usadas. Preferivelmente, uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de
homologia com a Al1l dessaturase de Amyelois transitella como apresentada
na SEQ ID NO: 2. Se um dalcool graxo dessaturado na posicdo 9 € desejada,
uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a A9
dessaturase de Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ ID NO:

18 podem ser usadas. O gene codificando a dessaturase heter6loga pode ser
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otimizado no cédon para qualquer propodsito para a célula hospedeira dada,
por exemplo Yarrowia lipolytica, como € conhecido na técnica. Em uma
modalidade, o acido nucleico codificando a dessaturase heterdloga ¢ como
apresentado na SEQ ID NO: 63 ou um homélogo da mesma tendo pelo menos
60% de homologia a esta, tal como pelo menos 61% de homologia, tal como
pelo menos 62% de homologia, tal como pelo menos 63% de homologia, tal
como pelo menos 64% de homologia, tal como pelo menos 65% de
homologia, tal como pelo menos 66% de homologia, tal como pelo menos
67% de homologia, tal como pelo menos 68% de homologia, tal como pelo
menos 69% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como
pelo menos 71% de homologia, tal como pelo menos 72%, tal como pelo
menos 73%, tal como pelo menos 74%, tal como pelo menos 75%, tal como
pelo menos 76%, tal como pelo menos 77%, tal como pelo menos 78%, tal
como pelo menos 79%, tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos 81%,
tal como pelo menos 82%, tal como pelo menos 83%, tal como pelo menos
84%, tal como pelo menos 85%, tal como pelo menos 86%, tal como pelo
menos 87%, tal como pelo menos 88%, tal como pelo menos 89%, tal como
pelo menos 90%, tal como pelo menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal
como pelo menos 93%, tal como pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%,
tal como pelo menos 96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos
98%, tal como pelo menos 99% de homologia com a SEQ ID NO: 63.

[0052] Consequentemente, em uma modalidade, a pelo menos uma
dessaturase heterdéloga ¢ uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de
homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como apresentada
na SEQ ID NO: 2, tal como pelo menos 61% de homologia, tal como pelo
menos 62% de homologia, tal como pelo menos 63% de homologia, tal como
pelo menos 64% de homologia, tal como pelo menos 65% de homologia, tal
como pelo menos 66% de homologia, tal como pelo menos 67% de

homologia, tal como pelo menos 68% de homologia, tal como pelo menos
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69% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 71% de homologia, tal como pelo menos 72%, tal como pelo menos
73%, tal como pelo menos 74%, tal como pelo menos 75%, tal como pelo
menos 76%, tal como pelo menos 77%, tal como pelo menos 78%, tal como
pelo menos 79%, tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos 81%, tal
como pelo menos 82%, tal como pelo menos 83%, tal como pelo menos 84%,
tal como pelo menos 85%, tal como pelo menos 86%, tal como pelo menos
87%, tal como pelo menos 88%, tal como pelo menos 89%, tal como pelo
menos 90%, tal como pelo menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal como
pelo menos 93%, tal como pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal
como pelo menos 96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98%,
tal como pelo menos 99%, tal como 100% de homologia com a All
dessaturase de Amyelois transitella como apresentada na SEQ ID NO: 2.

[0053] Em uma modalidade, a pelo menos uma dessaturase heteréloga
€ codificada por um 4cido nucleico tendo pelo menos 60% de homologia com
o 4cido nucleico codificando a Al1l dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 1, tal como pelo menos 61% de homologia, tal
como pelo menos 62% de homologia, tal como pelo menos 63% de
homologia, tal como pelo menos 64% de homologia, tal como pelo menos
65% de homologia, tal como pelo menos 66% de homologia, tal como pelo
menos 67% de homologia, tal como pelo menos 68% de homologia, tal como
pelo menos 69% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal
como pelo menos 71% de homologia, tal como pelo menos 72%, tal como
pelo menos 73%, tal como pelo menos 74%, tal como pelo menos 75%, tal
como pelo menos 76%, tal como pelo menos 77%, tal como pelo menos 78%,
tal como pelo menos 79%, tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos
81%, tal como pelo menos 82%, tal como pelo menos 83%, tal como pelo
menos 84%, tal como pelo menos 85%, tal como pelo menos 86%, tal como

pelo menos 87%, tal como pelo menos 88%, tal como pelo menos 89%, tal
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como pelo menos 90%, tal como pelo menos 91%, tal como pelo menos 92%,
tal como pelo menos 93%, tal como pelo menos 94%, tal como pelo menos
95%, tal como pelo menos 96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo
menos 98%, tal como pelo menos 99%, tal como 100% de homologia com o
acido nucleico codificando a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 1.

[0054] Em uma outra modalidade, a pelo menos uma dessaturase
heterloga € codificada por um 4cido nucleico tendo pelo menos 60% de
homologia com o 4cido nucleico codificando a All dessaturase de Amyelois
transitella como apresentada na SEQ ID NO: 64, tal como pelo menos 61%
de homologia, tal como pelo menos 62% de homologia, tal como pelo menos
63% de homologia, tal como pelo menos 64% de homologia, tal como pelo
menos 65% de homologia, tal como pelo menos 66% de homologia, tal como
pelo menos 67% de homologia, tal como pelo menos 68% de homologia, tal
como pelo menos 69% de homologia, tal como pelo menos 70% de
homologia, tal como pelo menos 71% de homologia, tal como pelo menos
72%, tal como pelo menos 73%, tal como pelo menos 74%, tal como pelo
menos 75%, tal como pelo menos 76%, tal como pelo menos 77%, tal como
pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%, tal como pelo menos 80%, tal
como pelo menos 81%, tal como pelo menos 82%, tal como pelo menos 83%,
tal como pelo menos 84%, tal como pelo menos 85%, tal como pelo menos
86%, tal como pelo menos 87%, tal como pelo menos 88%, tal como pelo
menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo menos 91%, tal como
pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como pelo menos 94%, tal
como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal como pelo menos 97%,
tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%, tal como 100% de
homologia com o 4cido nucleico codificando a All dessaturase de Amyelois
transitella como apresentada na SEQ ID NO: 64.

[0055] Em uma outra modalidade, a pelo menos uma dessaturase
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heter6loga € uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de
Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ ID NO: 18, tal como
pelo menos 61% de homologia, tal como pelo menos 62% de homologia, tal
como pelo menos 63% de homologia, tal como pelo menos 64% de
homologia, tal como pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos
66% de homologia, tal como pelo menos 67% de homologia, tal como pelo
menos 68% de homologia, tal como pelo menos 69% de homologia, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 71% de homologia, tal
como pelo menos 72%, tal como pelo menos 73%, tal como pelo menos 74%,
tal como pelo menos 75%, tal como pelo menos 76%, tal como pelo menos
77%, tal como pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%, tal como pelo
menos 80%, tal como pelo menos 81%, tal como pelo menos 82%, tal como
pelo menos 83%, tal como pelo menos 84%, tal como pelo menos 85%, tal
como pelo menos 86%, tal como pelo menos 87%, tal como pelo menos 88%,
tal como pelo menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo menos
91%, tal como pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como pelo
menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal como
pelo menos 97%, tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%, tal
como 100% de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster
como apresentada na SEQ ID NO: 18.

[0056] Em uma modalidade, a pelo menos uma dessaturase heteréloga
€ codificada por um 4cido nucleico tendo pelo menos 60% de homologia com
o 4cido nucleico codificando a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster
como apresentada na SEQ ID NO: 17, tal como pelo menos 61% de
homologia, tal como pelo menos 62% de homologia, tal como pelo menos
63% de homologia, tal como pelo menos 64% de homologia, tal como pelo
menos 65% de homologia, tal como pelo menos 66% de homologia, tal como

pelo menos 67% de homologia, tal como pelo menos 68§% de homologia, tal
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como pelo menos 69% de homologia, tal como pelo menos 70% de
homologia, tal como pelo menos 71% de homologia, tal como pelo menos
72%, tal como pelo menos 73%, tal como pelo menos 74%, tal como pelo
menos 75%, tal como pelo menos 76%, tal como pelo menos 77%, tal como
pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%, tal como pelo menos 80%, tal
como pelo menos 81%, tal como pelo menos 82%, tal como pelo menos 83%,
tal como pelo menos 84%, tal como pelo menos 85%, tal como pelo menos
86%, tal como pelo menos 87%, tal como pelo menos 88%, tal como pelo
menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo menos 91%, tal como
pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como pelo menos 94%, tal
como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal como pelo menos 97%,
tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%, tal como 100% de
homologia com o 4cido nucleico codificando A9 dessaturase tendo pelo
menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster
como apresentada na SEQ ID NO: 17.

[0057] Em uma outra modalidade, a pelo menos uma dessaturase
heter6loga € codificada por um 4cido nucleico tendo pelo menos 60% de
homologia com o 4cido nucleico codificando a A9 dessaturase de Drosophila
melanogaster como apresentada na SEQ ID NO: 63, tal como pelo menos
61% de homologia, tal como pelo menos 62% de homologia, tal como pelo
menos 63% de homologia, tal como pelo menos 64% de homologia, tal como
pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 66% de homologia, tal
como pelo menos 67% de homologia, tal como pelo menos 68% de
homologia, tal como pelo menos 69% de homologia, tal como pelo menos
70% de homologia, tal como pelo menos 71% de homologia, tal como pelo
menos 72%, tal como pelo menos 73%, tal como pelo menos 74%, tal como
pelo menos 75%, tal como pelo menos 76%, tal como pelo menos 77%, tal
como pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%, tal como pelo menos 80%,

tal como pelo menos 81%, tal como pelo menos 82%, tal como pelo menos
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83%, tal como pelo menos 84%, tal como pelo menos 85%, tal como pelo
menos 86%, tal como pelo menos 87%, tal como pelo menos 88%, tal como
pelo menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo menos 91%, tal
como pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como pelo menos 94%,
tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal como pelo menos
97%, tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%, tal como 100% de
homologia com o 4cido nucleico codificando A9 dessaturase tendo pelo
menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster
como apresentada na SEQ ID NO: 63.

[0058] A dessaturase heter6loga pode preferivelmente ser derivada de
um inseto, por exemplo da ordem de Lepidoptera. Em uma modalidade, a
dessaturase heterdloga é derivada de Amyelois transitella. Em uma outra
modalidade, a dessaturase heteréloga é derivada de Helicoverpa assulta. Em
uma outra modalidade, a dessaturase heter6loga € derivada de Helicoverpa
armigera. Em uma outra modalidade, a dessaturase heterloga é derivada de
Choristoneura rosaceana. Em uma outra modalidade, a dessaturase
heter6loga € derivada de Choristoneura parallela.

[0059] Uma dessaturase heterdloga pode ser expressa a partir de um
acido nucleico introduzido na célula, por exemplo em um vetor tal como um
plasmideo, ou pela integracdo gendmica. O acido nucleico pode ser otimizado
no codon para qualquer propdsito como € conhecido na técnica para a célula
de levedura especifica usada.

[0060] A célula de levedura a ser modificada pode expressar uma
dessaturase nativa, que pode ter um impacto sobre a producdo de alcool graxo
dessaturado e/ou acetato de acila graxo dessaturado. Consequentemente, se a
célula de levedura a ser modificada expressa uma tal dessaturase nativa, a
célula pode ser modificada de modo que a atividade da dessaturase nativa é
reduzida ou ausente.

[0061] Para garantir a falta de atividade de uma dessaturase nativa,
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métodos conhecidos na técnica podem ser utilizados. O gene codificando a
dessaturase nativa pode ser deletado ou parcialmente deletado de modo a
garantir que a dessaturase nativa ndo seja expressa. Alternativamente, o gene
pode ser mutado de modo que a dessaturase nativa seja expressa mas falte
atividade, por exemplo pela mutacdo do sitio catalitico da enzima.
Alternativamente, a traducdo de mRNA para uma proteina ativa pode ser
prevenida pelos métodos tais como RNA silenciador ou siRNA.
Alternativamente, a célula de levedura pode ser incubada em um meio
compreendendo um inibidor que inibe a atividade da dessaturase nativa. Um
composto inibindo a transcricio do gene codificando a dessaturase nativa
também pode ser provido de modo que a transcricdo € inativada quando o dito
composto estéd presente.
[0062] A 1nativagdo da dessaturase nativa pode assim ser permanente
ou de longa duragdo, isto é a célula de levedura modificada ndo exibe a
atividade da dessaturase nativa em condicdes estdveis, ou a mesma pode ser
transitoria, isto € a célula de levedura modificada pode exibir atividade da
dessaturase nativa durante periodos de tempo, mas esta atividade pode ser
suprimida durante outros periodos de tempo.
[0063] Acil-CoA graxa redutase que forma dlcool (EC 1.2.1.84)
[0064] Os termos “acil-CoA graxa redutase que forma alcool”, “acil-
CoA graxa redutase” e “FAR” serdo aqui usados intercambidvel. O termo
“FAR heterdloga” refere-se a uma FAR que ndo € naturalmente expressa pela
célula de levedura.
[0065] FARs catalisa a reacdo de duas etapas (figura 1):

acil-CoA + 2 NADPH <=> CoA + alcool + 2 NADP(+)
[0066] em que em uma primeira etapa, a acil-CoA graxa € reduzida
para um aldeido graxo, antes que o aldeido graxo seja reduzido ainda para um
alcool graxo em uma segunda etapa. A acil-CoA graxa pode ser uma acil-

CoA graxa dessaturada.
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[0067] As FARs capazes de catalisar tal reacdo sdo a acil-CoA graxa
redutase que forma dlcoois com um ndmero EC 1.2.1.84. A célula de levedura
da presente divulgacdo expressa pelo menos uma dessaturase heterdloga
capaz de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa
como descrito acima, e pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heter6loga
capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para
um alcool graxo dessaturado, e tenha além disso atividade reduzida de pelo
menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID
NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tendo atividade
reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia
para uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID
NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo
menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como
pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal
como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de
homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos
84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo
menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como
pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal
como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de
homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos
93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo
menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como
pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal
como pelo menos 99% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4),
Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e
GPAT (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades, a célula de levedura
expressa pelo menos uma dessaturase heter6loga, pelo menos uma acil-CoA

graxa redutase heterdloga e tem atividade reduzida de Pex10 e pelo menos
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uma de Hfd1, Hfd4, GPAT e Faol ou um homdlogo dos mesmos.

[0068] Em algumas modalidades, a pelo menos uma FAR heter6loga
¢ derivada de um organismo pertencente a ordem Lepidoptera.

[0069] Uma acil-CoA graxa redutase heteréloga pode ser expressa a
partir de um 4cido nucleico introduzido na célula, por exemplo em um vetor
tal como um plasmideo, ou pela integracdo gendmica. O acido nucleico pode
ser otimizado no cddon para qualquer propdsito como € conhecido na técnica
para a célula de levedura especifica usada.

[0070] Em uma modalidade, a pelo menos uma FAR heterdloga ¢
capaz de converter uma A3 acil-CoA graxa para um A3 4lcool graxo. Em uma
outra modalidade, a pelo menos uma FAR heter6loga € capaz de converter
uma AS acil-CoA graxa para um A5 alcool graxo. Em uma outra modalidade,
a pelo menos uma FAR heter6loga é capaz de converter uma A6 acil-CoA
graxa para um A6 dlcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos uma
FAR heter6loga € capaz de converter uma A7 acil-CoA graxa para um A7
alcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos uma FAR heterdloga ¢
capaz de converter uma A8 acil-CoA graxa para um A8 4lcool graxo. Em uma
outra modalidade, a pelo menos uma FAR heter6loga € capaz de converter
uma A9 acil-CoA graxa para um A9 dlcool graxo. Em uma outra modalidade,
a pelo menos uma FAR heter6loga é capaz de converter uma A10 acil-CoA
graxa para um AlQ alcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos
uma FAR heterdloga € capaz de converter uma All acil-CoA graxa para um
All A4lcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos uma FAR
heteréloga € capaz de converter uma A12 acil-CoA graxa para um Al2 dlcool
graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos uma FAR heter6loga € capaz
de converter uma Al3 acil-CoA graxa para um Al3 alcool graxo. Em uma
outra modalidade, a pelo menos uma FAR heter6loga € capaz de converter
uma Al4 acil-CoA graxa para um Al4 alcool graxo. Em uma outra

modalidade, a pelo menos uma FAR heterdloga € capaz de converter uma A15
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acil-CoA graxa para um AlS5 dlcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo
menos uma FAR heter6loga € capaz de converter uma A16 acil-CoA graxa
para um A16 élcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos uma FAR
heterdloga € capaz de converter uma A17 acil-CoA graxa para um A17 alcool
graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos uma FAR heter6loga € capaz
de converter uma Al18 acil-CoA graxa para um Al8 alcool graxo. Em uma
outra modalidade, a pelo menos uma FAR heter6loga é capaz de converter
uma Al9 acil-CoA graxa para um Al9 alcool graxo. Em uma outra
modalidade, a pelo menos uma FAR heterdloga € capaz de converter uma A20
acil-CoA graxa para um A20 alcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo
menos uma FAR heterdloga € capaz de converter uma A21 acil-CoA graxa
para um A21 élcool graxo. Em uma outra modalidade, a pelo menos uma FAR
heterdloga € capaz de converter uma A22 acil-CoA graxa para um A22 alcool
graxo.

[0071] Em algumas modalidades, a FAR € selecionada de uma FAR
tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR derivada de Helicoverpa
armigera, como apresentada na SEQ ID NO: 14, uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na
SEQ ID NO: 16, uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12 e uma FAR tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24. Preferivelmente, a FAR € selecionada de uma
FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR derivada de
Helicoverpa armigera e uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com
a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12.

[0072] Em uma modalidade, a FAR é Har_FAR (SEQ ID NO: 14,
FAR de Helicoverpa armigera) ou uma variante da mesma tendo pelo menos
75% de homologia com a Har_FAR, tal como pelo menos 76%, tal como pelo

menos 77%, tal como pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%, tal como
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pelo menos 80%, tal como pelo menos 81%, tal como pelo menos 82%, tal
como pelo menos 83%, tal como pelo menos 84%, tal como pelo menos 85%,
tal como pelo menos 86%, tal como pelo menos 87%, tal como pelo menos
88%, tal como pelo menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo
menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como
pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal
como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%,
tal como 100% de homologia com a Har_FAR (SEQ ID NO: 14).

[0073] Em uma outra modalidade, a FAR é Has_FAR (SEQ ID NO:
16, FAR de Helicoverpa assulta) ou uma variante da mesma tendo pelo
menos 75% de homologia com a Has_FAR, tal como pelo menos 76%, tal
como pelo menos 77%, tal como pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%,
tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos 81%, tal como pelo menos
82%, tal como pelo menos 83%, tal como pelo menos 84%, tal como pelo
menos 85%, tal como pelo menos 86%, tal como pelo menos 87%, tal como
pelo menos 88%, tal como pelo menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal
como pelo menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%,
tal como pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos
96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98%, tal como pelo
menos 99%, tal como 100% de homologia com a Has_FAR (SEQ ID NO:
16).

[0074] Em uma outra modalidade, a FAR é Hs_FAR (SEQ ID NO:
12, FAR de Heliothis subflexa) ou uma variante da mesma tendo pelo menos
75% de homologia com a Hs_FAR, tal como pelo menos 76%, tal como pelo
menos 77%, tal como pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%, tal como
pelo menos 80%, tal como pelo menos 81%, tal como pelo menos 82%, tal
como pelo menos 83%, tal como pelo menos 84%, tal como pelo menos 85%,
tal como pelo menos 86%, tal como pelo menos 87%, tal como pelo menos

88%, tal como pelo menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo
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menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como
pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal
como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%,
tal como 100% de homologia com a Hs_FAR (SEQ ID NO: 12).

[0075] Em uma outra modalidade, a FAR é Ban_FAR (SEQ ID NO:
24, FAR de Bicyclus anynana) ou uma variante da mesma tendo pelo menos
75% de homologia com a Ban_FAR, tal como pelo menos 76%, tal como pelo
menos 77%, tal como pelo menos 78%, tal como pelo menos 79%, tal como
pelo menos 80%, tal como pelo menos 81%, tal como pelo menos 82%, tal
como pelo menos 83%, tal como pelo menos 84%, tal como pelo menos 85%,
tal como pelo menos 86%, tal como pelo menos 87%, tal como pelo menos
88%, tal como pelo menos 89%, tal como pelo menos 90%, tal como pelo
menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal como pelo menos 93%, tal como
pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo menos 96%, tal
como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98%, tal como pelo menos 99%,
tal como 100% de homologia com a Ban_FAR (SEQ ID NO: 24).

[0076] Em algumas modalidades, a expressao da dessaturase e/ou da
FAR pode ser induzida, por exemplo se os genes codificando estas enzimas
estdo sob o controle de promotores indutiveis, como é conhecido na técnica.
A célula de levedura € incubada sob condi¢des adequadas, tais como em um
meio apropriado e em uma temperatura apropriada como € conhecido por uma
pessoa versada na técnica. Os meios adequados que sustentam o crescimento
da levedura sao conhecidos na técnica e incluem, mas nao sao limitados a:
meio indefinido, completo tal como YEPD (ou YPD, Extrato de Levedura
Peptona Dextrose); meio definido, completo tal como SC (Completo
sintético); meio definido, de desprendimento tal como SD (Dextrose
Sintética) faltando um ou mais elementos tais como um aminodcido ou um
indutor; ou meio mineral, consistindo em sais, vitaminas € uma fonte de

carbono, e outros.
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Atividade reduzida de Hfdl, Hfd4, Pexl0, Faol, GPAT ou um homologo dos
mesmos

[0077] Por toda esta divulgacdo, o termo “atividade reduzida” pode
referir-se a uma atividade parcial ou totalmente perdida. A atividade reduzida
pode ser obtida pelos métodos conhecidos na técnica, por exemplo pela
mutacdo ou delecdo do gene codificando o peptideo que apresenta a dita
atividade, pela repressdo de transcri¢ao usando um promotor repressivel, pela
inibicdo da atividade ou pelo silenciamento ao nivel de traducdo.

Fator de biogénese de peroxissoma 10 Pex10

[0078] Na Yarrowia lipolytica, PEX10 (YALIOC01023g, SEQ ID
NO: 7) codifica o fator de biogé€nese de peroxissoma 10 (SEQ ID NO: 8). O
mesmo estd envolvido na importacao de proteinas da matriz de peroxissoma e
localiza para a membrana peroxissomica.

[0079] Os inventores descobriram que a atividade reduzida de Pex10
resultou em titulos aumentados de dalcoois graxos dessaturados na Y.
lipolytica.

[0080] Consequentemente, a célula de levedura oleaginosa da
presente divulgacdo expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa como
descrita acima, pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga, capaz de
converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um élcool
graxo dessaturado como descrito acima, e tem atividade reduzida de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID
NO: 8), tal como pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70%
de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos
80% de homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo
menos 82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como
pelo menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal

como pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de
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homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos
89% de homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo
menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como
pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal
como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de
homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos
98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia para um de
Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0081] Reducdo ou perda total da atividade de Pex10 ou de uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para esta podem ser obtidas
pelos métodos conhecidos na técnica. Em uma modalidade, a atividade
reduzida € a perda total de atividade. Por exemplo, o gene codificando Pex10
ou a proteina tendo pelo menos 60% de homologia com estas podem ser
nocauteados, ou deletados, ou a sua transcri¢do pode ser prevenida como €
conhecido na técnica, por exemplo pela introducdo de um promotor
repressivel a montante do gene que resulta na inativacdo total de transcri¢ao
na presenga de um composto repressor.
[0082] Em algumas modalidades, o gene codificando Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com estas € deletada. Em uma
modalidade, o gene ¢ PEXI/0O (SEQ ID NO: 7) e a célula de levedura
oleaginosa € Yarrowia lipolytica.
[0083] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heterdloga selecionada a partir do
grupo que consiste em uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de
homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como apresentada
na SEQ ID NO: 2, uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia
com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ
ID NO: 18, uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a

A11 dessaturase de Choristoneura rosaceana como apresentada na SEQ ID
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NO: 19 e uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura parallela como apresentada na SEQ ID
NO: 20; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heteréloga
selecionada a partir do grupo que consiste em uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada
na SEQ ID NO: 14, uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a
FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID NO: 16, uma FAR
tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID
NO: 24; preferivelmente, a FAR € selecionada de uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR derivada de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID
NO: 12; ¢

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como

pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
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como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0084] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0085] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
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pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0086] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de

homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
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83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0087] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo

menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
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pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0088] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0089] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%

de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como

apresentada na SEQ ID NO: 18; e
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pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0090] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal

como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
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homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[0091] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos

92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
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menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).

[0092] Em modalidades preferidas, a célula de levedura € uma célula
de Yarrowia, tal como um célula de Yarrowia lipolytica.

Aldeido graxo desidrogenase Hfd1

[0093] Na Yarrowia lipolytica, HFD1 (YALIOF23793g, SEQ ID NO:
3) codifica uma aldeido graxo desidrogenase (SEQ ID NO: 4). A mesma
catalisa a oxidacao de aldeidos graxos para 4cido graxos.

[0094] Os inventores descobriram que a atividade reduzida de Hfd1
resultou em titulo aumentado de édlcoois graxos dessaturados em células de
levedura oleaginosas tais como Y. lipolytica. Em modalidades especificas, a
célula de levedura também tem atividade reduzida ou perda total de atividade
de Pex10 ou de uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a
Pex10 (SEQ ID NO: 8), como descrito acima.

[0095] Consequentemente, a célula de levedura oleaginosa da
presente divulgacdo expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa como
descrito acima, pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga, capaz de
converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um élcool
graxo dessaturado como descrito acima, e tem atividade reduzida de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Hfdl (SEQ ID
NO: 4), tal como pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70%
de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos
80% de homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo
menos 82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como
pelo menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal

como pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de
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homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos
89% de homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo
menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como
pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal
como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de
homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos
98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia com a Hfdl
(SEQ ID NO: 4).
[0096] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[0097] A atividade reduzida de Hfdl ou de uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com estas pode ser obtida pelos métodos
conhecidos na técnica. Em uma modalidade, a atividade reduzida € a perda
total de atividade. Por exemplo, o gene codificando Hfd1 ou a proteina tendo
pelo menos 60% de homologia com estas podem ser nocauteados, ou
deletados, ou a sua transcricdo pode ser prevenida como é conhecido na
técnica, por exemplo pela introducdo de um promotor repressivel a montante
do gene que resulta na total inativacdo da transcricdo na presenca de um
composto de repressao.
[0098] Em algumas modalidades, o gene codificando Hfdl ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com estas sdo deletados. Em
uma modalidade, o gene ¢ HFDI (SEQ ID NO: 3) e a célula de levedura
oleaginosa € Yarrowia lipolytica.
[0099] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heterdloga selecionada a partir do
grupo que consiste em uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de

homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como apresentada
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na SEQ ID NO: 2, uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia
com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ
ID NO: 18, uma Al1 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura rosaceana como apresentada na SEQ ID
NO: 19 e uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura parallela como apresentada na SEQ ID
NO: 20; preferivelmente a pelo menos uma dessaturase heteréloga é uma Al1l
dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de
Amyelois transitella como apresentada na SEQ ID NO: 2 ou uma A9
dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de
Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heteréloga
selecionada a partir do grupo que consiste em uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada
na SEQ ID NO: 14, uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a
FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID NO: 16, uma FAR
tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID
NO: 24; preferivelmente, a FAR € selecionada de uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR derivada de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID
NO: 12; ¢

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de

homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
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83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
[00100] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8).
[00101] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal

como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
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homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
[00102] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00103] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo

menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
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pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
[00104] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00105] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de

homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
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[00106] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00107] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
[00108] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina

tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
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descrito acima.
[00109] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
[00110] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00111] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
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de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
[00112] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00113] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
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pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).
[00114] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00115] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd1 ou
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de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd1 (SEQ ID NO: 4).

[00116] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.

Aldeido graxo desidrogenase Hfd4

[00117] Na Yarrowia lipolytica, HFD4 (YALIOB01298g, SEQ ID NO:
5 codifica uma aldeido graxo desidrogenase (SEQ ID NO: 6). A mesma
catalisa a oxidacao de aldeidos graxos para dcido graxos.

[00118] Os inventores descobriram que a atividade reduzida de Hfd4
resultou em titulo aumentado de 4lcoois graxos dessaturados na Y. lipolytica.
Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem atividade
reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como descrito
acima.

[00119] Consequentemente, a célula de levedura oleaginosa da
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presente divulgacdo expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa como
descrito acima, pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heter6loga, capaz de
converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um élcool
graxo dessaturado como descrito acima, e tem atividade reduzida de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Hfd4 (SEQ ID
NO: 6), tal como pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70%
de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos
80% de homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo
menos 82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como
pelo menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal
como pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de
homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos
89% de homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo
menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como
pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal
como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de
homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos
98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia com a Hfd4
(SEQ ID NO: 6).

[00120] Atividade reduzida de Hfd4 ou de uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com estas pode ser obtida pelos métodos
conhecidos na técnica. Em uma modalidade, a atividade reduzida € a perda
total de atividade. Por exemplo, o gene codificando Hfd4 ou a proteina tendo
pelo menos 60% de homologia com estas podem ser nocauteados, ou
deletados, ou a sua transcricdo pode ser prevenida como é conhecido na
técnica, por exemplo pela introducdo de um promotor repressivel a montante
do gene que resulta na inativacdo total de transcricdo na presenca de um

COmposto repressor.
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[00121] Em algumas modalidades, o gene codificando Hfd4 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com estas sdo deletados. Em
uma modalidade, o gene ¢ HFD4 (SEQ ID NO: 5) e a célula de levedura
oleaginosa € Yarrowia lipolytica.
[00122] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heterdloga selecionada a partir do
grupo que consiste em uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de
homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como apresentada
na SEQ ID NO: 2, uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia
com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ
ID NO: 18, uma Al1 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura rosaceana como apresentada na SEQ ID
NO: 19 e uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura parallela como apresentada na SEQ ID
NO: 20; preferivelmente a pelo menos uma dessaturase heteréloga é uma Al1l
dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de
Amyelois transitella como apresentada na SEQ ID NO: 2 ou uma A9
dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de
Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heteréloga
selecionada a partir do grupo que consiste em uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada
na SEQ ID NO: 14, uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a
FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID NO: 16, uma FAR
tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID
NO: 24; preferivelmente, a FAR € selecionada de uma FAR tendo pelo menos

80% de homologia com a FAR derivada de Helicoverpa armigera como
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apresentada na SEQ ID NO: 14 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID
NO: 12; ¢

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00123] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00124] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como

apresentada na SEQ ID NO: 14; e
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tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00125] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00126] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como

pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
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como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00127] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00128] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos

83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
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menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00129] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00130] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal

como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
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homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00131] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00132] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo

menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
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pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00133] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00134] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de

homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
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[00135] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00136] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00137] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina

tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
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descrito acima.
[00138] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Hfd4 ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Hfd4 (SEQ ID NO: 6).
[00139] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00140] Em modalidades preferidas, a célula de levedura € uma célula

de Yarrowia, tal como uma célula de Yarrowia lipolytica.
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Alcool graxo oxidase Faol

[00141] Na Yarrowia lipolytica, FAOI (YALIOB14014g, SEQ ID NO:
21) codifica uma 4alcool graxo oxidase (SEQ ID NO: 22). A sua dele¢do
resulta no acimulo aumentado de w-hidréxi acido graxos.

[00142] Os inventores descobriram que a atividade reduzida de Faol
resultou em titulo aumentado de 4lcoois graxos dessaturados na Y. lipolytica.
Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem atividade
reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como descrito
acima.

[00143] Consequentemente, a célula de levedura oleaginosa da
presente divulgacdo expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa como
descrito acima, pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga, capaz de
converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um élcool
graxo dessaturado como descrito acima, e tem atividade reduzida de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Faol (SEQ ID
NO: 22), tal como pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70%
de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos
80% de homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo
menos 82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como
pelo menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal
como pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de
homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos
89% de homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo
menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como
pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal
como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de

homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos
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98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia para um de Faol
(SEQ ID NO: 22).
[00144] Atividade reduzida de Faol ou de uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com estas pode ser obtida pelos métodos
conhecidos na técnica. Em uma modalidade, a atividade reduzida € a perda
total de atividade. Por exemplo, o gene codificando Faol ou a proteina tendo
pelo menos 60% de homologia com estas podem ser nocauteados, ou
deletados, ou a sua transcricdo pode ser prevenida como é conhecido na
técnica, por exemplo pela introducdo de um promotor repressivel a montante
do gene que resulta na inativacdo total de transcricdo na presenca de um
COmposto repressor.
[00145] Em algumas modalidades, o gene codificando Faol ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com estas € deletado. Em uma
modalidade, o gene € Faol (SEQ ID NO: 21) e a célula de levedura
oleaginosa € Yarrowia lipolytica.
[00146] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heterdloga selecionada a partir do
grupo que consiste em uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de
homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como apresentada
na SEQ ID NO: 2, uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia
com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ
ID NO: 18, uma Al1 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura rosaceana como apresentada na SEQ ID
NO: 19 e uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura parallela como apresentada na SEQ ID
NO: 20; preferivelmente a pelo menos uma dessaturase heteréloga é uma Al1l
dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de
Amyelois transitella como apresentada na SEQ ID NO: 2 ou uma A9

dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de
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Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heteréloga
selecionada a partir do grupo que consiste em uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada
na SEQ ID NO: 14, uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a
FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID NO: 16, uma FAR
tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID
NO: 24; preferivelmente, a FAR € selecionada de uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR derivada de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID
NO: 12; ¢

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de

homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
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[00147] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00148] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
[00149] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina

tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
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descrito acima.
[00150] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
[00151] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00152] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
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de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
[00153] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00154] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
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pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
[00155] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00156] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
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de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
[00157] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00158] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal

como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
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homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
[00159] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00160] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo

menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
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pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).
[00161] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00162] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Faol ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de

homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
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92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22).

[00163] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.

[00164] Em modalidades preferidas, a célula de levedura € uma célula
de Yarrowia, tal como uma célula de Yarrowia lipolytica.

Glicerol-3-fosfato aciltransferase GPAT

[00165] Na Yarrowia lipolytica, GPAT (YALIOC00209¢g, SEQ ID NO:
9) codifica uma glicerol-3-fosfato aciltransferase (SEQ ID NO: 10). GPAT
catalisa a primeira reacdo para a biossintese de glicerolipideos. O gene €
essencial na Yarrowia lipolytica.

[00166] Os inventores descobriram que a atividade reduzida de Faol
resultou em titulo aumentado de 4lcoois graxos dessaturados na Y. lipolytica.
Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem atividade
reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como descrito
acima.

[00167] Consequentemente, a célula de levedura oleaginosa da
presente divulgacdo expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa como
descrito acima, pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga, capaz de
converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um élcool
graxo dessaturado como descrito acima, e tem atividade reduzida de Faol ou

de uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a GPAT (SEQ ID
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NO: 10), tal como pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70%
de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos
80% de homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo
menos 82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como
pelo menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal
como pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de
homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos
89% de homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo
menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como
pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal
como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de
homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos
98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia para um de
GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00168] A atividade reduzida de GPAT ou de uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com estas pode ser obtida pelos métodos
conhecidos na técnica. Em uma modalidade, a atividade reduzida € a perda
parcial de atividade. Por exemplo, o gene codificando GPAT ou a proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com estas podem ser mutados ou a sua
transcricao pode ser reduzida como € conhecido na técnica, por exemplo pela
introdu¢cdo de um promotor repressivel a montante do gene que resulta na
inativagdo parcial da transcricdo na presenca de um composto repressor. Se a
célula de levedura é Yarrowia lipolytica, a atividade de GPAT € reduzida sem
deletar o gene.
[00169] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heterdloga selecionada a partir do
grupo que consiste em uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de
homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como apresentada

na SEQ ID NO: 2, uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia
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com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ
ID NO: 18, uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura rosaceana como apresentada na SEQ ID
NO: 19 e uma All dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a
A1l dessaturase de Choristoneura parallela como apresentada na SEQ ID
NO: 20; preferivelmente a pelo menos uma dessaturase heter6loga € uma All
dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de
Amyelois transitella como apresentada na SEQ ID NO: 2 ou uma A9
dessaturase tendo pelo menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de
Drosophila melanogaster como apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heteréloga
selecionada a partir do grupo que consiste em uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada
na SEQ ID NO: 14, uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a
FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID NO: 16, uma FAR
tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID
NO: 24; preferivelmente, a FAR € selecionada de uma FAR tendo pelo menos
80% de homologia com a FAR derivada de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14 e uma FAR tendo pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID
NO: 12; ¢

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos

83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
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menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00170] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00171] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal

como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
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homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00172] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00173] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo

menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 269/374



771172

pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00174] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00175] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de

homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
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[00176] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00177] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como
apresentada na SEQ ID NO: 16; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00178] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina

tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
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descrito acima.
[00179] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00180] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00181] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
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de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID NO: 12; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00182] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00183] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
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pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00184] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.
[00185] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa:

pelo menos uma dessaturase heteréloga tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18; e

pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga tendo
pelo menos 80% de homologia com a FAR de Bicyclus anynana como
apresentada na SEQ ID NO: 24; e

tem atividade reduzida ou perda total de atividade de GPAT ou
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de uma proteina tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como
pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal
como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de
homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos
83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo
menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como
pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal
como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de
homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos
92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo
menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como
pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal
como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de
homologia com a GPAT (SEQ ID NO: 10).

[00186] Em modalidades especificas, a célula de levedura também tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima.

[00187] Em modalidades preferidas, a célula de levedura € uma célula
de Yarrowia, tal como uma célula de Yarrowia lipolytica.

Reducdo de atividade de duas ou mais de Hfd1, Hfd4, Pex10, Faol e GPAT
[00188] Pode ser vantajoso reduzir a atividade de mais do que uma das
proteinas listadas acima. Em algumas modalidades, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10 ou de uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8), como
descrito acima, ¢ de uma ou mais de Hfdl, Hfd4, Faol e GPAT, ou
homoélogos das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal
como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de

homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
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81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia com a Hfd1 como apresentada na SEQ ID NO: 4, com a
Hfd4 como apresentada na SEQ ID NO: 6, com a Faol como apresentada na
SEQ ID NO: 22 ou com a GPAT como apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00189] Consequentemente, em algumas modalidades a célula de
levedura tem atividade reduzida de duas ou mais de Hfd1, Hfd4, Pex10, Faol
e GPAT, ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia
com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos
75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo
menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como
pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal
como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de
homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos
88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo
menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo

menos 99% de homologia com a Hfdl como apresentada na SEQ ID NO: 4, a
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Hfd4 como apresentada na SEQ ID NO: 6, a Pex10 como apresentada na SEQ
ID NO: 8, com a Faol como apresentada na SEQ ID NO: 22 ou com a GPAT
como apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00190] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa pelo menos
uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma acil-CoA
graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de Hfd1 e Hfd4
ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia com estas,
tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia com a Hfd1 como apresentada na SEQ ID NO: 4 ou Hfd4
como apresentada na SEQ ID NO: 6.

[00191] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl e Pex10 ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal

como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
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homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia com a Hfdl como apresentada na SEQ ID
NO: 4 ou a Pex10 como apresentada na SEQ ID NO: 8.

[00192] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heterdloga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl e Faol ou homélogos das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia
com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos
75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo
menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como
pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal
como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de
homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos
88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo
menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo
menos 99% de homologia com a Hfdl como apresentada na SEQ ID NO: 4
ou a Faol como apresentada na SEQ ID NO: 22.

[00193] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
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menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia com a Hfdl como apresentada na SEQ ID
NO: 4 ou com a GPAT como apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00194] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd4 e Pex10 ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como

pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
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como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia com a Hfd4 como apresentada na SEQ ID
NO: 6 ou a Pex10 como apresentada na SEQ ID NO: 8.

[00195] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd4 e Faol ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia
com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos
75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo
menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como
pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal
como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de
homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos
88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo
menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo
menos 99% de homologia com a Hfd4 como apresentada na SEQ ID NO: 6
ou a Faol como apresentada na SEQ ID NO: 22.

[00196] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd4 e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de

homologia com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
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menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia com a Hfd4 como apresentada na SEQ ID
NO: 6 ou com a GPAT como apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00197] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heterdloga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Pex10 e Faol ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo

menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
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pelo menos 99% de homologia com a Pex10 como apresentada na SEQ ID
NO: 8 ou a Faol como apresentada na SEQ ID NO: 22.

[00198] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Pex10 e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia com a Pex10 como apresentada na SEQ ID
NO: 8 ou com a GPAT como apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00199] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heterdloga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Faol e GPAT ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de

homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
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86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como
pelo menos 99% de homologia com a Faol como apresentada na SEQ ID NO:
22 ou com a GPAT como apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00200] Em outras modalidades a célula de levedura tem atividade
reduzida de trés ou mais de Hfd1, Hfd4, Pex10, Faol e GPAT, ou homdlogos
das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como pelo
menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal como
pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal
como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos 83% de
homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo menos
85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como pelo
menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal como
pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal
como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de
homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos
94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo
menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como
pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia com
a Hfd1 como apresentada na SEQ ID NO: 4, com a Hfd4 como apresentada
na SEQ ID NO: 6, com a Pex10 como apresentada na SEQ ID NO: 8§, com a
Faol como apresentada na SEQ ID NO: 22 ou com a GPAT como
apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00201] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa pelo menos
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uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma acil-CoA
graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de Hfd1, Hfd4 e
Pex10 ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia com
estas.

[00202] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd1l, Hfd4 e Faol ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00203] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl, Hfd4 e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00204] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl, Pex10 e Faol ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00205] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl1, Pex10 e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00206] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl, Faol e GPAT ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de

homologia com estas.
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[00207] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd4, Pex10 e Faol ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00208] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd4, Pex10 e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00209] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd4, Faol e GPAT ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00210] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Pex10, Faol e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00211] Em outras modalidades a célula de levedura tem atividade
reduzida de quatro ou mais de Hfdl, Hfd4, Pex10, Faol e GPAT, ou
homoélogos das mesmas tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal
como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal

como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
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homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia com a Hfd1 como apresentada na SEQ ID NO: 4, com a
Hfd4 como apresentada na SEQ ID NO: 6, com a Pex10 como apresentada na
SEQ ID NO: 8, com a Faol como apresentada na SEQ ID NO: 22 ou com a
GPAT como apresentada na SEQ ID NO: 10.

[00212] Em uma modalidade, a célula de levedura expressa pelo menos
uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma acil-CoA
graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de Hfd1, Hfd4,
Pex10 e Faol ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65% de
homologia com estas.

[00213] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd1l, Hfd4, Pex10 e GPAT ou homélogos das mesmas tendo pelo menos
65% de homologia com estas.

[00214] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfdl, Pex10, Faol e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos
65% de homologia com estas.

[00215] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de

Hfd1, Hfd4, Faol e GPAT ou homodlogos das mesmas tendo pelo menos 65%
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de homologia com estas.

[00216] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa pelo
menos uma dessaturase heterdloga como descrita acima e pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase como descrita acima, e tem atividade reduzida de
Hfd4, Pex10, Faol e GPAT ou homdlogos das mesmas tendo pelo menos
65% de homologia com estas.

[00217] Em outras modalidades a célula de levedura tem atividade
reduzida de todas de Hfd1, Hfd4, Pex10, Faol e GPAT, ou homdlogos das
mesmas tendo pelo menos 65% de homologia com estas, tal como pelo menos
70% de homologia, tal como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo
menos 80% de homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como
pelo menos 82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal
como pelo menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de
homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos
87% de homologia, tal como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo
menos 89% de homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como
pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal
como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de
homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos
96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo
menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia com a
Hfd1l como apresentada na SEQ ID NO: 4, com a Hfd4 como apresentada na
SEQ ID NO: 6, com a Pex10 como apresentada na SEQ ID NO: 8, com a
Faol como apresentada na SEQ ID NO: 22 ou com a GPAT como
apresentada na SEQ ID NO: 10.

Acetiltransferase (EC 2.3.1.84)

[00218] O termo “acetiltransferase” refere-se as enzimas de numero
EC 2.3.1.84 e também pode ser chamada “alcool-O-acetiltransferase” ou

“AcT”. A mesma atua sobre dlcoois alifaticos, e catalisa a reacao:
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[00219] Acetil-CoA + um 4alcool <=> CoA + um éster acetilico.
[00220] A célula de levedura da presente divulgacdo pode expressar ou
superexpressar uma acetiltransferase. A acetiltransferase pode ser uma
acetiltransferase nativa que a célula a ser modificada ja € capaz de expressar,
ou a mesma pode ser uma acetiltransferase heterdloga. Se a célula de levedura
expressa uma acetiltransferase nativa, a célula de levedura € preferivelmente
modificada de modo que a expressdo da acetiltransferase nativa € aumentada.
Isto pode ser feito pelos métodos conhecidos na técnica, tais como mas nao
limitados a introdugdo de cdpias adicionais do 4cido nucleico codificando a
acetiltransferase no genoma ou em um vetor, modificacdo do promotor para
um promotor constitutivo com um alto nivel de expressdo, ou para um
promotor indutivel que na indugdo leva aos altos niveis de expressao. Uma
acetiltransferase heterdloga pode ser expressa a partir de um 4cido nucleico
introduzido na célula, por exemplo em um vetor tal como um plasmideo, ou
pela integracdo gendmica. O 4cido nucleico pode ser otimizado no cédon para
qualquer propdsito como € conhecido na técnica para a célula de levedura
especifica usada.

[00221] Se a célula de levedura ndo expressa uma acetiltransferase
nativa, um 4cido nucleico codificando uma acetiltransferase heteréloga pode
ser introduzido na célula, em uma localizacdo gen6mica ou em um vetor, para
permitir a expressdo da acetiltransferase. Preferivelmente, a acetiltransferase €
expressa em um nivel alto, por exemplo pela introducdo de copias multiplas
do 4cido nucleico codificando a acetiltransferase, ou levando-se a vantagem
de um promotor constitutivo com um alto nivel de expressdo, ou de um
promotor indutivel que na indu¢ao leva a altos niveis de expressao.

[00222] O termo “‘superexpressa’ refere-se assim a superexpressao de
uma acetiltransferase em uma célula de levedura quando comparada com uma
célula de levedura que ndo foi modificada para superexpressar a

acetiltransferase, isto € a cepa precursora.
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[00223] Em algumas modalidades, a acetiltransferase ¢ a AcT da SEQ
ID NO: 62 (Atfl, a AcT da S. cerevisiae) ou uma variante da mesma tendo
pelo menos 75% de homologia com a Atfl de Sc, tal como pelo menos 76%,
tal como pelo menos 77%, tal como pelo menos 78%, tal como pelo menos
79%, tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos 81%, tal como pelo
menos 82%, tal como pelo menos 83%, tal como pelo menos 84%, tal como
pelo menos 85%, tal como pelo menos 86%, tal como pelo menos 87%, tal
como pelo menos 88%, tal como pelo menos 89%, tal como pelo menos 90%,
tal como pelo menos 91%, tal como pelo menos 92%, tal como pelo menos
93%, tal como pelo menos 94%, tal como pelo menos 95%, tal como pelo
menos 96%, tal como pelo menos 97%, tal como pelo menos 98%, tal como
pelo menos 99%, tal como 100% de homologia com a SEQ ID NO: 62.
[00224] Em outras modalidades, a conversdo de pelo menos parte dos
alcoois graxos dessaturados para acetatos de acila graxos dessaturados ¢ feita
quimicamente, como é conhecido pela pessoa versada. Por exemplo, cloreto
de acetila pode ser adicionado ao élcool graxo e a mistura incubada na
temperatura ambiente depois de misturar.

Produc¢do de compostos de feromdnio

[00225] As células de levedura da presente divulgacdo podem ser
usadas para a producido de compostos que estdo naturalmente compreendidos
dentro dos feromOnios, em particular feromonios de Lepidoptera. Tais
compostos tipicamente ndao sao naturalmente produzidos pelas células de
levedura oleaginosas.

[00226] Os compostos de feromdnio compreendem &lcoois graxos
dessaturados e saturados, acetatos de acila graxos dessaturados e saturados, e
aldeidos graxos dessaturados e saturados. Preferivelmente, os compostos
produzidos pelas células e métodos da presente divulgacdo sao dessaturados.
[00227] Os compostos obteniveis pelos presentes métodos usando as

presentes células podem ser compostos de feromdnio que ocorrem
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naturalmente de vérias espécies de Lepidoptera. As larvas de muitas espécies
de lepidoptero sdo pragas principais na agricultura. Algumas das pragas
principais incluem Tortricidae, Noctuidae, e Pyralidae. As larvas dos géneros
Noctuidae, Spodoptera (lagartas), Helicoverpa (caruncho da espiga do milho),
ou Pieris brassicae podem causar dano extensivo a certas safras. As larvas de
Helicoverpa zea (lagartas da cipsula do algodao ou lagartas da fruta de
amato) sdo polifagos, significando que elas comem uma variedade de safras,
incluindo tomates e algoddo.

[00228] Em algumas modalidades, os compostos obteniveis pelos
presentes métodos usando as presentes células podem ser compostos de
feromdnio que ocorrem naturalmente dos géneros Tortricidae, Noctuidae, €
Pyralidae. Por exemplo, os compostos sdo de ocorréncia natural em
Spodoptera ou Helicoverpa. Em algumas modalidades, os compostos sao de
ocorréncia natural em Tuta absoluta (traga do tomate), Lobesia botrana (traga
da videira), Ectomyelois ceratoniae (traca de alfarroba) ou Epiphyas
postvittana (traca da maca marrom clara).

Producdo de élcoois graxos dessaturados

[00229] As células de levedura da presente divulgacdo podem ser
usadas para a producdo de édlcoois graxos dessaturados. Tais compostos sao
naturalmente compreendidos dentro dos feromdnios, em particular
feromonios de Lepidoptera, como detalhado acima.

[00230] A presente célula de levedura oleaginosa expressa pelo menos
uma dessaturase heteréloga capaz de introduzir pelo menos uma ligacao dupla
em uma acil-CoA graxa; e pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um dalcool graxo dessaturado; e tem atividade reduzida de
pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou

atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de
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homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como
pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal
como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de
homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos
82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo
menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como
pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal
como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de
homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos
91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo
menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como
pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal
como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de
homologia, tal como pelo menos 99% de homologia para uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10). Em modalidades especificas, a célula de
levedura também tem atividade reduzida ou perda total de atividade de Pex10
ou de uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ
ID NO: 8), como descrito acima.

[00231] Consequentemente, € aqui provido um método para produzir
um dlcool graxo dessaturado em uma célula de levedura oleaginosa, o dito
método compreendendo as etapas de prover uma célula de levedura e incubar
a dita célula de levedura em um meio, em que a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacio dupla em uma acil-CoA graxa,
convertendo deste modo pelo menos parte da dita acil-CoA graxa para uma
acil-CoA graxa dessaturada; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
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heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um &lcool graxo dessaturado, produzindo deste modo o dito
alcool graxo dessaturado; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de homologia, tal
como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10).
[00232] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00233] A célula de levedura, a dessaturase, a acil-CoA graxa redutase,
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Hfdl, Hfd4, Pex10, Faol e GPAT ou homdlogos das mesmas podem ser
como aqui definidos em outro lugar.
[00234] Os alcoois graxos produzidos por tais métodos podem ser
saturados ou dessaturados. Geralmente, alcoois graxos dessaturados sdo mais
desejdveis, e € um objetivo da presente divulgacdo prover métodos para a
obtencdo de alcoois graxos dessaturados e derivados dos mesmos com um
alto titulo.
[00235] A célula de levedura da presente divulgacdo pode assim ser
usada para a produc¢do de uma faixa de dlcoois graxos dessaturados, tais
como:
(£)-A3 élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 ;
(E)-A3 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(£)-AS élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 ;
(E)-AS alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(£)-A6 élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-A6 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(£)-A7 élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-AT alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(£)-A8 élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A8 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 293/374



101 /172

cadeia carbonicade 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A9 élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A9 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A10 4lcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonicade 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A10 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbdonicade 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(Z£)-Al1 &lcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A11 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A12 &lcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A12 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A13 &lcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22; ¢

(E)-A13 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbdnica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.
[00236] Em uma modalidade, o dlcool graxo tem um comprimento de
cadeia de 8. Em uma outra modalidade, o dlcool graxo tem um comprimento
de cadeia de 9. Em uma outra modalidade, o dlcool graxo tem um
comprimento de cadeia de 10. Em uma outra modalidade, o dlcool graxo tem
um comprimento de cadeia de 11. Em uma outra modalidade, o dlcool graxo
tem um comprimento de cadeia de 12. Em uma outra modalidade, o dlcool
graxo tem um comprimento de cadeia de 13. Em uma outra modalidade, o

alcool graxo tem um comprimento de cadeia de 14. Em uma outra
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modalidade, o 4lcool graxo tem um comprimento de cadeia de 15. Em uma
outra modalidade, o alcool graxo tem um comprimento de cadeia de 16. Em
uma outra modalidade, o dlcool graxo tem um comprimento de cadeia de 17.
Em uma outra modalidade, o 4lcool graxo tem um comprimento de cadeia de
18. Em uma outra modalidade, o dlcool graxo tem um comprimento de cadeia
de 19. Em uma outra modalidade, o dlcool graxo tem um comprimento de
cadeia de 20. Em uma outra modalidade, o dlcool graxo tem um comprimento
de cadeia de 21. Em uma outra modalidade, o &lcool graxo tem um
comprimento de cadeia de 22.

[00237] A célula de levedura aqui divulgada pode assim expressar uma
A9 dessaturase heter6loga e uma acil-CoA graxa redutase, e ser usada para
produzir dlcoois graxos abrigando uma dessaturacdo na conformagdo Z na
posicao 9, por exemplo tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 14
((2)9-14:0H). Este élcool graxo € um precursor de (Z2)9-C14:0Ac, que é um
componente importante de feromodnios derivados de varios espécies, por
exemplo a lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda.

[00238] Em outras modalidades, a célula de levedura expressa uma
A11 dessaturase heterdloga e uma acil-CoA graxa redutase, e pode ser usada
para produzir dlcoois graxos abrigando uma dessaturacdo na conformacgao Z
na posicdo 9. Por exemplo, (Z)11-C14:0OH pode ser produzido, isto € um
alcool graxo tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 14 abrigando uma
dessaturacdo na conformacdo Z na posicdo 9. Este dlcool graxo é um
precursor de (Z2)11-C14:0Ac, que € um componente importante de
feromonios derivados de vérias espécies, por exemplo o furador do milho
europeu Ostrinia nubilalis e o enrolador de folha de faixa vermelha
Argyrotaenia velutinana.

[00239] A célula de levedura aqui divulgada pode assim expressar uma
A11 dessaturase heter6loga, uma acil-CoA graxa redutase, e acetiltransferase

e ser usada para produzir acetatos de dalcool graxo abrigando uma

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 295/374



103 /172

dessaturacdo na conformacdo Z na posicdao 11, por exemplo tendo um
comprimento de cadeia carbdonica de 16 ((Z)11-16:0H). Este alcool graxo
pode ser oxidado em (Z)11-16:Ald, que € um componente importante dos
feromoOnios derivados de vérias espécies, por exemplo a lagartas da cdpsula do
algoddo Helicoverpa armigera.

[00240] Em outras modalidades, a célula de levedura expressa uma
A1l dessaturase heter6loga e uma acil-CoA graxa redutase, e pode ser usada
para produzir dlcoois graxos abrigando uma dessaturacdo na conformacgao E
na posi¢ao 9. Por exemplo, (E)11-C14:0H pode ser produzido, isto € um
alcool graxo tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 14 abrigando uma
dessaturacdo na conformacdo E na posicdo 9. Este 4lcool graxo € um
precursor de (E)11-C14:0Ac, que € um componente importante de
feromoOnios derivados de varias espécies, por exemplo a traca da maca
marrom claro Epiphyas postvittana.

[00241] Os 4lcoois graxos dessaturados produzidos pela presente célula
de levedura também podem ser dessaturados em mais do que uma posi¢cao. Os
alcoois graxos dessaturados podem ser dessaturados em pelo menos duas
posic¢des, tal como pelo menos trés posi¢des, tal como quatro posigdes.
[00242] Por exemplo, os 4lcoois graxos dessaturados (E)7, (£)9 podem
ser produzidos tendo um comprimento de cadeia carb6nica de 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22. Os élcoois graxos dessaturados (FE)3,
(2)8, (Z)11 podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia carbOnica
de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22, por exemplo 14. Os dlcoois
graxos dessaturados (£)9, (E)11, (E)13 podem ser produzidos tendo um
comprimento de cadeia carbdnica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.
[00243] Os 4lcoois graxos dessaturados assim produzidos podem ser
modificados ainda como € conhecido na técnica, por exemplo pelo
encurtamento da cadeia carbonica.

[00244] Em algumas modalidades, os dlcoois graxos dessaturados (E)7,
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(£)9 podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22. Em outras modalidades, os
alcoois graxos dessaturados (E)3, (£)8, (Z)11 podem ser produzidos tendo um
comprimento de cadeia carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22.J4 em outra modalidade, os dlcoois graxos dessaturados (Z)9, (E)11, (E)13
podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia carbonica de 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.
Produc¢do de um acetato de acila graxo dessaturado
[00245] Os acetatos de acila graxos, em particular acetatos de acila
graxos dessaturados, também sdo naturalmente compreendidos dentro dos
feromoOnios, em particular feromonios produzidos pelas espécies pertencentes
a ordem Lepidoptera. As células de levedura e métodos da presente
divulgacdo também podem ser usados para se obter tais acetatos de acila
graxos.
[00246] Isto pode ser feito pela introducdo de um gene codificando
uma acetiltransferase, como detalhado acima, ou pode ser feito pelos métodos
dos produtos quimicos, como sdo conhecidos pela pessoa versada. Por
exemplo, cloreto de acetila pode ser adicionado ao dlcool graxo e a mistura
incubada na temperatura ambiente depois de misturar.
[00247] A célula de levedura da presente divulgacdo pode
opcionalmente expressar ou superexpressar uma acetiltransferase capaz de
converter pelo menos parte dos dlcoois graxos dessaturados produzidos pela
célula em acetatos de acila graxos dessaturados, e pode assim ser usada para a
producdo de uma faixa de acetatos graxos dessaturados tendo um
comprimento de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21 ou 22, tal como:

(£)-A3 élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 ;

(E)-A3 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
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cadeia carbdnicade 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(£)-A5 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-AS dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(Z£)-A6 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-A6 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(Z£)-A7 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-AT dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(Z£)-A8 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-A8 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(Z£)-A9 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-A9 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(£)-A10 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-A10 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(Z£)-Al1 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
(E)-A11 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de

cadeia carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;
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(£)-A12 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A12 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(Z£)-A13 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbonica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,21 ou 22; ¢

(E)-A13 dessaturada acetato graxos tendo um comprimento de
cadeia carbdnica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.
[00248] Em uma modalidade, o acetato de acila graxo tem um
comprimento de cadeia de 8. Em uma outra modalidade, o acetato de acila
graxo tem um comprimento de cadeia de 9. Em uma outra modalidade, o
acetato de acila graxo tem um comprimento de cadeia de 10. Em uma outra
modalidade, o acetato de acila graxo tem um comprimento de cadeia de 11.
Em uma outra modalidade, o acetato de acila graxo tem um comprimento de
cadeia de 12. Em uma outra modalidade, o acetato de acila graxo tem um
comprimento de cadeia de 13. Em uma outra modalidade, o acetato de acila
graxo tem um comprimento de cadeia de 14. Em uma outra modalidade, o
acetato de acila graxo tem um comprimento de cadeia de 15. Em uma outra
modalidade, o acetato de acila graxo tem um comprimento de cadeia de 16.
Em uma outra modalidade, o acetato de acila graxo tem um comprimento de
cadeia de 17. Em uma outra modalidade, o acetato de acila graxo tem um
comprimento de cadeia de 18. Em uma outra modalidade, o acetato de acila
graxo tem um comprimento de cadeia de 19. Em uma outra modalidade, o
acetato de acila graxo tem um comprimento de cadeia de 20. Em uma outra
modalidade, o acetato de acila graxo tem um comprimento de cadeia de 21.
Em uma outra modalidade, o acetato de acila graxo tem um comprimento de
cadeia de 22.
[00249] Consequentemente, em uma modalidade, a célula de levedura

expressa uma A9 dessaturase heter6loga, uma FAR heter6loga e uma

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 299/374



107 /172

acetiltransferase, e tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), e pode ser usada para se obter (£)9-C14:0OAc,
isto € um acetato de acila graxo tendo um comprimento de cadeia carbdnica
de 14 abrigando uma dessaturacdo na conformacdo Z na posicdo 9. Este
acetato de acila graxo é um componente importante de feromdnios derivados
de vérias espécies, por exemplo a lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera
frugiperda. Em modalidades especificas, a célula de levedura tem atividade
reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e pelo
menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00250] Em outras modalidades, a célula de levedura expressa uma
A1l dessaturase heter6loga, uma FAR heterdloga e uma acetiltransferase, e
tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4
(SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT
(SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo
pelo menos 60% de homologia para uma de Hfd1l (SEQ ID NO: 4), Hfd4
(SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT
(SEQ ID NO: 10), e pode ser usada para produzir (Z)11-C14:0Ac, isto € um
acetato de acila graxo tendo um comprimento de cadeia carbOnica de 14
abrigando uma dessaturacdo na conformacdo Z na posicao 9. Este acetato de
acila graxo € um componente importante de feromoOnios derivados de varias
espécies, por exemplo o furador do milho europeu Ostrinia nubilalis e o
enrolador de folha de faixa vermelha Argyrotaenia velutinana. Em
modalidades especificas, a célula de levedura tem atividade reduzida ou perda

total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma proteina tendo pelo menos
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60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e pelo menos uma de Hfdl,
Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00251] Em uma outra modalidade, a célula de levedura expressa uma
A1l dessaturase heterdloga, uma FAR heterdloga, e tem atividade reduzida de
pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou
atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de
homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), e pode
ser usada para se obter (Z£)11-C16:0OH. Este alcool graxo pode ser oxidado em
(2)11-C16:Ald, que € um componente importante de feromonios derivados de
varias espécies, por exemplo das lagartas da cdpsula do algoddo Helicoverpa
armigera. Em modalidades especificas, a célula de levedura tem atividade
reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e pelo
menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00252] Em outras modalidades, a célula de levedura expressa uma
A1l dessaturase heter6loga, uma FAR heterdloga e uma acetiltransferase, e
tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1l (SEQ ID NO: 4), Hfd4
(SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT
(SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo
pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4
(SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT
(SEQ ID NO: 10), e pode ser usada para produzir (E)11-C14:0Ac, isto € um
acetato de acila graxo tendo um comprimento de cadeia carbonica de 14
abrigando uma dessaturacdo na conformacao E na posicdo 9. Este acetato de
acila graxo € um componente importante dos feromonios derivados de varias
espécies, por exemplo a tragca da ma¢a marrom claro Epiphyas postvittana.

Em modalidades especificas, a célula de levedura tem atividade reduzida ou
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perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma proteina tendo pelo
menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e pelo menos uma de
Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00253] Em outras modalidades, a célula de levedura expressa uma
A10 dessaturase heter6loga, uma FAR heterdloga e uma acetiltransferase, e
tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1l (SEQ ID NO: 4), Hfd4
(SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT
(SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo
pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4
(SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT
(SEQ ID NO: 10), e pode ser usada para produzir (£)10-C14:0Ac, isto é um
acetato de acila graxo tendo um comprimento de cadeia carbonica de 14
abrigando uma dessaturacdo na conformac¢do Z na posi¢ao 10. Este composto
pode ser encurtado para se obter (Z)8-C12:0Ac, que € um componente
importante de feromonios derivados de varias espécies, por exemplo a tragdo
da fruta oriental Grapholita molesta. Em modalidades especificas, a célula de
levedura tem atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos
Pex10 ou uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10
(SEQ ID NO: 8 e pelo menos uma de Hfdl, Hfd4, Faol ou GPAT), como
descrito acima.

[00254] Os acetatos graxos dessaturados produzidos pela presente
c€lula de levedura também podem ser dessaturados em mais do que uma
posicdo. Os acetatos graxos dessaturados podem ser dessaturados em pelo
menos duas posi¢des, tal como pelo menos trés posicoes, tal como quatro
posicoes.

[00255] Por exemplo, os acetatos graxos (E)7, (Z)9 dessaturados
podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia carbonica de 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22. Os acetatos graxos (E)3, (Z)8,

()11 dessaturada podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia
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carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22. Os acetatos graxos
(£2)9, (E)11, (E)13 dessaturados podem ser produzidos tendo um comprimento
de cadeia carbdnica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.

[00256] Os acetatos graxos dessaturados assim produzidos podem ser
modificados ainda como € conhecido na técnica, por exemplo pelo
encurtamento da cadeia carbOnica. Assim, acetatos graxos (E)7, (Z)9
dessaturados podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia
carbonica de 12 partindo de acetatos graxos tendo um comprimento de cadeia
carbonica de 14, acetatos graxos (E)3, (£)8, (Z)11 dessaturados podem ser
produzido tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 12 partindo de
acetatos graxos tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 14, e acetatos
graxos (£)9, (E)11, (E)13 dessaturados podem ser produzidos tendo um
comprimento de cadeia carbdnica de 12 partindo de acetatos graxos tendo um
comprimento de cadeia carbonica de 14.

[00257] Em algumas modalidades, a célula de levedura expressa uma
A9 dessaturase heter6loga, uma Al1l dessaturase, uma FAR heter6loga e uma
acetiltransferase, e tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), e pode ser usada para produzir (E)9, (Z)11-
C14:0Ac, isto € um acetato de acila graxo tendo um comprimento de cadeia
carbdnica de 14 abrigando uma dessaturacdo na conformacao E na posicao 9 e
uma dessaturacdo na conformacdo Z na posicdo 11. Este composto pode ser
encurtado para se obter (E)7, (£)9:0Ac, que € um componente importante dos
feromoOnios derivados de vérias espécies, por exemplo a traca da videira
Lobesia botrana. Em modalidades especificas, a célula de levedura tem

atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
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proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
Producdo de um aldeido graxo dessaturado

[00258] Embora a presente divulgacdo proveja métodos para produzir
alcoois graxos dessaturados e acetatos de acila graxos dessaturados, pode ser
de interesse converter ainda os ditos dlcoois graxos para os aldeidos
correspondentes. Assim em algumas modalidades, o método pode
compreender ainda a etapa de converter pelo menos parte dos 4lcoois graxos
para aldeidos graxos, produzindo deste modo aldeidos graxos. Isto pode ser
obtido pelos métodos quimicos ou engenheirando-se ainda a célula de
levedura.

[00259] Em algumas modalidades, a etapa de converter pelo menos
parte dos dlcoois graxos para os aldeidos correspondentes é uma etapa de
conversao quimica. A conversao quimica estd fundamentada na oxidagao de
alcoois graxos para os aldeidos correspondentes. Os métodos para realizar
esta conversdo sdo conhecidos na técnica. Os métodos preferidos sdo
ecolégicos e minimizam a quantidade de residuo nocivo. Em algumas
modalidades, o método compreende uma reacdo de oxidacdo de d&lcool
aerdbica catalisada por Cobre(I)/ABNO (Steves & Stahl, 2013).

[00260] Assim em algumas modalidades, a conversdo quimica pode ser
livre de metal, evitando reagentes com base em metal pesado toxico tais como
oxidos de manganés, 6xidos de cromo (Jones ox. PDC, PCC) ou compostos
de ruténio (TPAP, Ley-Griffith ox.). Em algumas modalidades, a conversao
nao envolve reacdes com sulféxido de dimetila ativado tais como a oxidagao
de Swern ou o tipo Pfitzner-Moffat. Tais reacdes podem envolver a formacado
estereotipica de tracos de compostos de enxofre organicos que cheiram
intensivamente tais como sulfeto de dimetila que podem ser dificeis de
remover do produto alvo.

[00261] Em algumas modalidades, o método compreende uma reacao
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de Dess-Martin (Yadav et al., 2004, Meyer et al., 1994).

[00262] Em outras modalidades, a conversdo quimica compreende a
oxidagdo com hipoclorito de sdédio sob condi¢cdes de duas fases
aquosa/organica (Okada et al., 2014; Tamura et al., 2012; Li et al., 2009).
[00263] Em algumas modalidades, a oxidacdo quimica pode ser
realizada com 1-clorobenzotriazol em um meio de cloreto de metileno
contendo 25% de piridina (Ferrell e Yao, 1972).

[00264] Alternativamente, a oxida¢do de um dalcool graxo ao aldeido
graxo correspondente pode ser realizada enzimaticamente pelas &4lcool
desidrogenases. A pessoa versada saberd como realizar a oxidagdo
enzimatica. Por exemplo, a oxidacdo enzimatica pode ser realizada
contatando-se as enzimas purificadas, extratos celulares ou células inteiras,
com o élcool graxo.

[00265] Os 4lcoois graxos obteniveis pelas células e métodos aqui
descritos podem ser convertidos ainda em aldeidos graxos pela introducdo de
um gene codificando uma acil-CoA graxa redutase EC 1.2.1.50 (FAR”) que
forma aldeido. Deste modo, pelo menos parte da acil-CoA graxa dessaturada
pode ser convertida para o aldeido graxo correspondente por uma acil-CoA
graxa redutase (FAR”) que forma aldeido. As enzimas capazes de catalisar
esta conversdo podem catalisar uma reacdo de reducdo, onde a acil-CoA graxa
€ reduzida para um aldeido graxo. Tais enzimas sdo acil-CoA graxa redutases
que forma aldeido, aqui também aludidas como FAR” ou “FAR” que forma

aldeido”, com um nimero EC 1.2.1.50. Elas catalisam a seguinte reacdo:

[00266] Acil-CoA graxa + NADPH = aldeido graxo + NADP+ +
coenzima A.
[00267] Em algumas modalidades, a expressdo da FAR” que forma

aldeido pode ser induzida, por exemplo se os genes codificando esta enzima
estd sob o controle de promotores indutiveis, como € conhecido na técnica. A

célula de levedura é incubada sob condi¢des adequadas, tais como em um
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meio apropriado e em uma temperatura apropriada como € conhecido por uma
pessoa versada na técnica. Os meios adequados que sustentam o crescimento
da levedura sdao conhecidos na técnica e incluem, mas nao sdo limitados a:
meio indefinido, completo tal como YEPD (ou YPD, Extrato de Levedura
Peptona Dextrose), meio definido, completo tal como SC (Completo
sintético), ou meio definido, de desprendimento tal como SD (Dextrose
Sintética) faltando um ou mais elementos tais como um aminodcido ou um
indutor.

[00268] Assim, os seguintes aldeidos graxos dessaturados podem ser
obtidos:

(£)-A3 élcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A3 alcoois graxos dessaturados tendo um comprimento de
cadeia carbonicade 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(Z2)-AS aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22;

(E)-AS aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22;

(Z2)-A6 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22;

(E)-A6 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22;

(£)-A7 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22;
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(E)-A7 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22;

(£)-A8 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonicade 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A8 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonicade 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A9 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A9 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A10 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonicade 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A10 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonicade 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-Al1 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A11 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A12 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(E)-A12 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22;

(£)-A13 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22; ¢

(E)-A13 aldeidos graxos dessaturados tendo um comprimento
de cadeia carbdnica de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.

[00269] Em uma modalidade, o aldeido de acila graxa tem um

comprimento de cadeia de 8. Em uma outra modalidade, o aldeido de acila
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graxa tem um comprimento de cadeia de 9. Em uma outra modalidade, o
aldeido de acila graxa tem um comprimento de cadeia de 10. Em uma outra
modalidade, o aldeido de acila graxa tem um comprimento de cadeia de 11.
Em uma outra modalidade, o aldeido de acila graxa tem um comprimento de
cadeia de 12. Em uma outra modalidade, o aldeido de acila graxa tem um
comprimento de cadeia de 13. Em uma outra modalidade, o aldeido de acila
graxa tem um comprimento de cadeia de 14. Em uma outra modalidade, o
aldeido de acila graxa tem um comprimento de cadeia de 15. Em uma outra
modalidade, o aldeido de acila graxa tem um comprimento de cadeia de 16.
Em uma outra modalidade, o aldeido de acila graxa tem um comprimento de
cadeia de 17. Em uma outra modalidade, o aldeido de acila graxa tem um
comprimento de cadeia de 18. Em uma outra modalidade, o aldeido de acila
graxa tem um comprimento de cadeia de 19. Em uma outra modalidade, o
aldeido de acila graxa tem um comprimento de cadeia de 20. Em uma outra
modalidade, o aldeido de acila graxa tem um comprimento de cadeia de 21.
Em uma outra modalidade, o aldeido de acila graxa tem um comprimento de
cadeia de 22.

[00270] Os aldeidos graxos dessaturados produzidos pela presente
célula de levedura também podem ser dessaturados em mais do que uma
posicdo. Os aldeidos graxos dessaturados podem ser dessaturados em pelo
menos duas posi¢des, tal como pelo menos trés posicoes, tal como quatro
posicoes.

[00271] Por exemplo, aldeidos graxos (E)7, (Z)9 dessaturados podem
ser produzidos tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22, tal como 14. aldeidos graxos (£)3, (Z)8,
(2)11 dessaturados podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia
carbonica de 14. Os aldeidos graxos (Z)9, (E)11, (E)13 dessaturados podem
ser produzidos tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21 ou 22, tal como 14.
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[00272] Os aldeidos graxos dessaturados assim produzidos podem ser
modificados ainda como € conhecido na técnica, por exemplo pelo
encurtamento da cadeia carbdnica. Assim, os aldeidos graxos (E)7, (Z£)9
dessaturados podem ser produzidos tendo um comprimento de cadeia
carbonica de 12 partindo de aldeidos graxos tendo um comprimento de cadeia
carbonica de 14, os aldeidos graxos (E)3, (£)8, (Z)11 dessaturados podem ser
produzidos tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 12 partindo de
aldeidos graxos tendo um comprimento de cadeia carbbnica de 14, e os
aldeidos graxos (£)9, (E)11, (E)13 dessaturados podem ser produzidos tendo
um comprimento de cadeia carbonica de 12 partindo de aldeidos graxos tendo
um comprimento de cadeia carbonica de 14.

Acil-CoA graxa

[00273] De modo que a célula de levedura produza alcoois graxos
dessaturados e acetatos de acila graxos dessaturados como aqui descrito, a
célula de levedura precisa das acil-CoA graxas como um substrato.
Preferivelmente, a acil-CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbdnica
de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22. Em uma
modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbdnica de 8.
Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de cadeia
carbonica de 9. Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um
comprimento de cadeia carbOonica de 10. Em uma outra modalidade, a acil-
CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbonica de 11. Em uma outra
modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbOnica de
12. Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de
cadeia carbdnica de 13. Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um
comprimento de cadeia carbonica de 14. Em uma outra modalidade, a acil-
CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbdnica de 15. Em uma outra
modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbOnica de

16. Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de
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cadeia carbonica de 17. Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um
comprimento de cadeia carbonica de 18. Em uma outra modalidade, a acil-
CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbdnica de 19. Em uma outra
modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de cadeia carbOnica de
20. Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um comprimento de
cadeia carbonica de 21. Em uma outra modalidade, a acil-CoA graxa tem um
comprimento de cadeia carbodnica de 22. Em algumas modalidades uma
mistura de acil-CoA graxas tendo comprimentos de cadeia carbOnica
diferentes € provida.

[00274] Tais acil-CoA graxas podem ser providas no meio em que a
célula de levedura € incubada, ou a cé€lula de levedura pode ser naturalmente
capaz de produzir tal acil-CoA graxa, ou a célula de levedura pode ser
engenheirada de modo a produzir ou a aumentar a producao de tais acil-CoA
graxas.

[00275] Em algumas modalidades, a célula de levedura ndo ¢
naturalmente capaz de produzir uma acil-CoA graxa tendo um comprimento
de cadeia carbonica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou
22, ou uma mistura das mesmas. A cé€lula de levedura pode neste caso ser
engenheirada como € conhecido na técnica, por exemplo pela introducao de
uma tioesterase heterdloga. Assim em algumas modalidades, um &cido
nucleico codificando uma tioesterase € introduzido na célula de levedura, em
um vetor ou pela integracdo gendmica. O gene da tioesterase pode estar sob o
controle de um promotor indutivel, ou sob o controle de um promotor
constitutivo. O 4cido nucleico codificando uma tioesterase pode ser otimizado
no codon para qualquer proposito para a célula de levedura, como €
conhecido na técnica. Em particular, o 4cido nucleico pode ser otimizado no
codon para qualquer propdsito para uma célula de Yarrowia, tal como uma
célula de Yarrowia lipolytica.

[00276] Em algumas modalidades, a tioesterase € derivada de um
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organismo selecionado de Cuphea palustris, Cuphea hookeriana,
Cinnamomum camphora, ou de Escherichia coli.

Célula de levedura

[00277] A presente divulgacdo prové uma célula de levedura que foi
modificada para produzir um élcool graxo dessaturado, e opcionalmente um
acetato de acila graxo dessaturado. Alcoois graxos dessaturados e acetatos de
acila graxos dessaturados s@o componentes de feromonios, em particular de
feromoOnios de traca. A célula de levedura aqui divulgada prové assim uma
plataforma para a producgdo de feromonio de traga ecoldgico.

[00278] Em algumas modalidades, a célula foi modificada ao nivel
genOmico, por exemplo pela edi¢cdo de gene no genoma. A célula também
pode ser modificada pela insercdo de pelo menos uma constru¢do de 4cido
nucleico tal como pelo menos um vetor. O vetor pode ser designado como €
conhecido para a pessoa versada para permitir a integracdo de sequéncias de
acido nucleico no genoma, ou para permitir a expressdo de um polipeptideo
codificado por uma sequéncia de 4cido nucleico compreendida no vetor sem
integracdo gendmica.

[00279] Em certas modalidades da divulgacdo, a levedura ou fungos de
géneros incluindo, mas nao limitados a, Blakeslea, Candida, Cryptococcus,
Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomyces, Pythium,
Rhodosporidium, Rhodotorula, Trichosporon, e Yarrowia sao utilizados. Em
certas modalidades particulares, organismos das espécies que incluem, mas
ndo sao limitados a, Blakeslea trispora, Candida pulcherrima, C. revkaufi, C.
tropicalis, Cryptococcus curvatus, Cunninghamella echinulata, C. elegans, C.
japonica, Lipomyces starkeyi, L. lipoferus, Mortierella alpina, M. isabellina,
M. ramanniana, M. vinacea, Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleanus,
Pythium irregulare, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis, R.
gracilis, R. graminis, R. mucilaginosa, R. pinicola, Trichosporon pullans, T.

cutaneum, e Yarrowia lipolytica sdo usados. Em uma modalidade preferida, a
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célula de levedura oleaginosa € uma célula Yarrowia lipolytica.

[00280] A célula de levedura a ser modificada, que também serd
aludida como a célula hospedeira, pode expressar enzimas nativas que sao da
mesma classe do que as enzimas que sdo necessdrias para a producdo de
alcoois graxos dessaturados e acetatos de acila graxos dessaturados. Em
alguns casos, entretanto, tais enzimas nativas podem ter um impacto negativo
sobre o titulo de 4lcoois graxos dessaturados e/ou acetatos de acila graxos
dessaturados que podem ser obtidos; as enzimas nativas podem assim ser
inativadas pelos métodos conhecidos na técnica, tais como edi¢ao de gene.
Por exemplo, os genes codificando as enzimas nativas tendo um impacto
negativo sobre o titulo podem ser deletados ou mutados de modo a levar a
perda total ou parcial de atividade da enzima nativa.

[00281] A célula de levedura da presente divulgacdo expressa pelo
menos uma dessaturase heter6loga capaz de introduzir pelo menos uma
ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa tendo um comprimento de cadeia
carbénica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 como
aqui descrito, pelo menos uma acil-CoA graxa redutase heterdloga capaz de
converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um élcool
graxo dessaturado como aqui descrito, e opcionalmente uma acetiltransferase
capaz de converter pelo menos parte do dito dlcool graxo dessaturado para um
acetato de acila graxo dessaturado, e tem atividade reduzida de pelo menos
uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO:
8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida
de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma
de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8),
Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades,
a célula de levedura também expressa uma acetiltransferase. Em algumas
modalidades, a célula de levedura também expressa uma tioesterase. Em

modalidades especificas, a célula de levedura tem atividade reduzida ou perda
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total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma proteina tendo pelo menos
60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e pelo menos uma de Hfdl,
Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00282] Em uma modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligagdo dupla em uma acil-CoA graxa, e é deste
modo capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa para um
acil-CoA graxa dessaturada; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um &lcool graxo dessaturado, produzindo deste modo o dito
alcool graxo dessaturado, e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de homologia, tal
como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos
90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal

como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
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homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10).
[00283] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00284] Em uma modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma A3 dessaturase heter6loga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00285] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00286] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
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outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24. Em modalidades
especificas, a célula de levedura tem atividade reduzida ou perda total de
atividade de pelo menos Pex10 ou uma proteina tendo pelo menos 60% de
homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e pelo menos uma de Hfd1, Hfd4,
Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00287] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma A5 dessaturase heter6loga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00288] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00289] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de

Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
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[00290] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00291] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma A6 dessaturase heterdloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00292] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00293] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00294] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem

atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
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proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00295] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma A7 dessaturase heter6loga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00296] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00297] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00298] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e

pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
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[00299] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma A8 dessaturase heterdloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00300] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00301] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00302] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00303] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma A9 dessaturase heterdloga capaz
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de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00304] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00305] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00306] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00307] Em uma modalidade particular, a A9 dessaturase tem pelo
menos 60% de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster
como apresentada na SEQ ID NO: 18.

[00308] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
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atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00309] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma A10 dessaturase heterdloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00310] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00311] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00312] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma

proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
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pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00313] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma All dessaturase heterologa
capaz de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00314] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00315] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00316] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00317] Em um modalidade particular, a dessaturase tem pelo menos
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60% de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2. Em uma outra modalidade particular, a
dessaturase tem pelo menos 60% de homologia com a All dessaturase de
Choristoneura rosaceana como apresentada na SEQ ID NO: 19. Em uma
outra modalidade particular, a dessaturase tem pelo menos 60% de homologia
com a Al1l dessaturase de Choristoneura parallela como apresentada na SEQ
ID NO: 20.
[00318] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00319] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma Al2 dessaturase heterologa
capaz de introduzir pelo menos uma ligacao dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heterdloga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00320] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00321] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ

ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
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homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00322] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00323] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma Al3 dessaturase heterologa
capaz de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00324] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00325] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID

NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
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com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em
outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de
Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00326] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00327] Em uma outra modalidade, a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma Al4 dessaturase heterologa
capaz de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00328] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00329] Em algumas modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ
ID NO: 14. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de
homologia com a FAR de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID
NO: 16. Em outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia
com a FAR de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12. Em

outras modalidades, a FAR tem pelo menos 80% de homologia com a FAR de

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 324/374



132/172

Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.

[00330] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.

Acido nucleicos

[00331] Serd entendido que por toda a presente divulgacdo, o termo
“4cido nucleico codificando uma atividade” deve referir-se a uma molécula de
acido nucleico capaz de codificar um peptideo, uma proteina ou um
fragmento dos mesmos tendo a dita atividade. Tais moléculas de acido
nucleico podem ser matrizes de leitura aberta ou genes ou fragmentos dos
mesmos. A construcdo de acido nucleico também pode ser um grupo de
moléculas de 4cido nucleico, que juntas podem codificar diversos peptideos,
proteinas ou fragmentos dos mesmos tendo uma atividade de interesse. O
termo “‘atividade de interesse” refere-se a uma das seguintes atividades: uma
atividade de dessaturase como aqui descrita, uma de acil-CoA graxa redutase,
uma de acil-CoA graxa redutase que forma aldeido, uma de tioesterase e/ou
uma de acetiltransferase. A natureza da uma ou mais atividades de interesse
dependerdo da natureza do produto desejado que se deseja obter com os
presentes métodos.

[00332] Em algumas modalidades dos presentes métodos, cada um dos
acidos nucleicos codificando cada uma das presentes atividades, isto € uma
dessaturase como aqui descrita, uma acil-CoA graxa redutase, uma acila graxa
coA redutase que forma aldeido, uma tioesterase e/ou uma acetiltransferase,
pode estar compreendida dentro do genoma da célula de levedura ou dentro
de um vetor compreendido dentro da célula de levedura.

[00333] Em algumas modalidades, cada um dos &4cidos nucleicos
codificando cada uma das presentes atividades pode estar presente no genoma

da dita célula de levedura, porque o 4cido nucleico codifica uma proteina
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nativa, ou porque a mesma foi integrada nela pelo engendramento de genoma
ou edicao de genoma ou cruzando-se células de levedura de tipos diferentes
de combinagdo. Os métodos para integrar um d4cido nucleico sdao bem
conhecidos na técnica. Assim em algumas modalidades a atividade de
interesse € codificada pela introdu¢do de um 4cido nucleico heter6logo na
célula de levedura. O 4cido nucleico heterélogo codificando a dita atividade
pode ser otimizado no cddon para qualquer propodsito, ou pode compreender
tracos que podem ajudar a melhorar a atividade. Por exemplo, o acido
nucleico heter6logo pode ser modificado de modo a codificar uma proteina
modificada. Tais modificacdes incluem, mas ndo sdo limitadas a introdugdo
de sinais de localizacdo, mutacdes de ganho de funcdo ou perda de funcdo,
fusdo da proteina a um marcador ou um rétulo tal como rétulo fluorescente,
insercdo de um promotor indutivel, introdu¢cdao de modificagdes que conferem
estabilidade e/ou meia-vida aumentadas.

[00334] A introdu¢do do &cido nucleico heterdlogo codificando a
atividade de interesse pode ser realizada pelos métodos conhecidos na técnica.
A pessoa versada reconhecerd que tais métodos incluem, mas ndo sao
limitados a: métodos com base na clonagem e recombinacdo homodloga. Os
métodos de clonagem pode envolver o planejamento e constru¢do de um
plasmideo em um organismo tal como Escherichia coli. O plasmideo pode ser
um vetor integrativo ou um nao integrativo. Os métodos livres de clonagem
compreendem métodos com base na recombinacdo homodloga tais como PCR
mediada por adaptimero ou de reparo de intervalo. Tais métodos
frequentemente resultam na integracdo do 4cido nucleico heterlogo no
genoma da célula de levedura.

[00335] Os acidos nucleicos codificando as atividades de interesse
podem estar presentes em alto niimero de copia.

Métodos para a producdo de um dlcool graxo, um acetato de acila graxo ou

um aldeido graxo
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[00336] As células de levedura da presente divulgacdo podem ser
usadas para a producdo de um dalcool graxo dessaturado e opcionalmente
derivados dos mesmos, tais como um acetato de acila graxo dessaturado e/ou
um aldeido graxo dessaturado. Consequentemente, também € aqui provido um
método de producdo de um é&lcool graxo em uma célula de levedura
oleaginosa, o dito método compreendendo as etapas de prover uma célula de
levedura e incubar a dita célula de levedura em um meio, em que a célula de
levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heterloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacio dupla em uma acil-CoA graxa,
convertendo deste modo pelo menos parte da dita acil-CoA graxa para um
acil-CoA graxa dessaturada; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um &lcool graxo dessaturado, produzindo deste modo o dito
alcool graxo dessaturado; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou tendo atividade reduzida de pelo
menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfd1
(SEQ ID NO: 4), Htd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ
ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de
homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos
75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo
menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como
pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal
como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de
homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos

88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo
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menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo
menos 99% de homologia para uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID
NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID
NO: 10).

[00337] Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00338] Em algumas modalidades, a célula de levedura é capaz de
produzir dlcoois graxos com um titulo total de pelo menos 1 mg/L, tal como
pelo menos 5 mg/L, tal como pelo menos 10 mg/L, tal como pelo menos 25
mg/L., tal como pelo menos 50 mg/L, tal como pelo menos 100 mg/L, tal
como pelo menos 250 mg/L, tal como pelo menos 500 mg/L, tal como pelo
menos 1 g/L, tal como pelo menos 2 g/L, tal como pelo menos 3 g/L., tal como
pelo menos 4 g/L, tal como pelo menos 5 g/L, tal como pelo menos 6 g/L, tal
como pelo menos 7 g/L, tal como pelo menos 8 g/L, tal como pelo menos 9
g/L, tal como pelo menos 10 g/L, em que o titulo total é a soma do titulo de
alcoois graxos dessaturados e o titulo de 4lcoois graxos saturados.

[00339] Em algumas modalidades, a célula de levedura é capaz de
produzir dlcoois graxos dessaturados com um titulo de pelo menos 1 mg/L, tal
como pelo menos 5 mg/L, tal como pelo menos 10 mg/L, tal como pelo
menos 25 mg/L, tal como pelo menos 50 mg/L, tal como pelo menos 100
mg/L, tal como pelo menos 250 mg/L, tal como pelo menos 500 mg/L, tal
como pelo menos 1 g/L, tal como pelo menos 2 g/L, tal como pelo menos 3

g/L., tal como pelo menos 4 g/L., tal como pelo menos 5 g/L., tal como pelo
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menos 6 g/L, tal como pelo menos 7 g/L, tal como pelo menos 8 g/L., tal como
pelo menos 9 g/L, tal como pelo menos 10 g/L.

[00340] Em uma modalidade, os presentes métodos permitem a
producdo de é&lcoois graxos, em que os d&lcoois graxos dessaturados
produzidos pela célula representam pelo menos 20% dos édlcoois graxos totais
produzidos pela célula, tal como pelo menos 30%, tal como pelo menos 40%,
tal como pelo menos 50%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos
70%, tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos 90% dos dlcoois graxos
totais produzidos pela célula.

[00341] Em um modalidade particular, a célula é capaz de produzir
(Z)11-C16:0H com um titulo de pelo menos 0,5 mg/L, tal como pelo menos 1
mg/L, tal como pelo menos 5 mg/L, tal como pelo menos 10 mg/L, tal como
pelo menos 25 mg/L, tal como pelo menos 50 mg/L, tal como pelo menos 100
mg/L, tal como pelo menos 250 mg/L, tal como pelo menos 500 mg/L, tal
como pelo menos 1 g/L, tal como pelo menos 2 g/L, tal como pelo menos 3
g/L., tal como pelo menos 4 g/L., tal como pelo menos 5 g/L, tal como pelo
menos 6 g/L, tal como pelo menos 7 g/L, tal como pelo menos 8 g/L., tal como
pelo menos 9 g/L, tal como pelo menos 10 g/L. de (Z)11-C16:0OH.

[00342] Em uma outra modalidade, o (Z)11-C16:0H produzido pela
célula representa pelo menos 20% dos alcoois graxos totais produzidos pela
célula, tal como pelo menos 30%, tal como pelo menos 40%, tal como pelo
menos 50%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos 70%, tal como
pelo menos 80%, tal como pelo menos 90% dos dalcoois graxos totais
produzidos pela célula.

[00343] J4 em outra modalidade, o (Z)11-C16:0OH produzido pela
c€lula representa pelo menos 20% dos dalcoois graxos totais dessaturados
produzido pela célula, tal como pelo menos 30%, tal como pelo menos 40%,
tal como pelo menos 50%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos

70%, tal como pelo menos 80%, tal como pelo menos 90% dos dlcoois graxos
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totais dessaturados produzido pela célula.

[00344] Em modalidades preferidas, o dlcool graxo é um 4lcool graxo
que € naturalmente encontrado nos feromodnios produzidos pelas espécies da
ordem Lepidoptera.

[00345] A célula de levedura pode ser como aqui descrita. Em algumas
modalidades, a célula de levedura é uma célula de Yarrowia, tal como uma
célula de Yarrowia lipolytica.

Recuperagio

[00346] Pode ser desejavel recuperar os produtos obtidos pelos
métodos aqui divulgados. Assim os presentes métodos podem compreender
uma etapa adicional de recuperar o 4lcool graxo dessaturado e/ou o acetato de
acila graxo dessaturado e/ou aldeido graxo dessaturado produzidos pelas
presentes células de levedura.

[00347] Em algumas modalidades, o0 método compreende uma etapa de
recuperar os dlcoois graxos dessaturados. Em uma modalidade particular, o
método compreende uma etapa de recuperar os dlcoois graxos dessaturados
tendo um comprimento de cadeia carbdnica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21 ou 22. Em outras modalidades, o método compreende uma
etapa de recuperar os acetatos de acila graxos tendo um comprimento de
cadeia carbdnica de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.
Em uma modalidade particular, o método compreende uma etapa de recuperar
os acetatos de acila graxos tendo um comprimento de cadeia carb6nica de 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22.

[00348] Os métodos para recuperar os produtos obtidos pela presente
inven¢ao sdo conhecidos na técnica e podem compreender uma extracdo com
um solvente hidrofébico tal como decano, hexano ou um 6leo vegetal.

[00349] Os produtos recuperados podem ser modificados ainda mais,
por exemplo os alcoois graxos dessaturados podem ser convertidos para os

aldeidos graxos dessaturados correspondentes como aqui descrito acima.
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[00350] Os produtos recuperados, isto € os dlcoois graxos dessaturados
e/ou acetatos de acila graxos dessaturados, também podem ser formulados
dentro de uma composi¢ao de feromonio. A composi¢do pode compreender
ainda um ou mais compostos adicionais tais como um carreador ou substrato
liquidos ou solidos. Os aldeidos graxos obtidos a partir dos ditos alcoois
graxos dessaturados também podem estar compreendidos em tais
composicoes.

Kit

[00351] E aqui provido um kit de partes para realizar os presentes
métodos. O kit de partes pode compreender uma célula de levedura
oleaginosa “pronta para o uso” como aqui descrito. Em uma modalidade, a
célula de levedura é uma célula de Yarrowia, tal como uma célula de
Yarrowia lipolytica.

[00352] Em uma outra modalidade, o kit de partes compreende uma
construcdo de acido nucleico codificando as atividades de interesse a serem
introduzidas na célula de levedura. O kit de partes pode compreender uma
construcdo de 4cido nucleico para reduzir a atividade de pelo menos uma de
Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol
(SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou de pelo menos uma proteina
tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4),
Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e
GPAT (SEQ ID NO: 10). A constru¢do de 4cido nucleico pode ser provida
como uma pluralidade de construcdes de acido nucleico, tais como uma
pluralidade de vetores, em que cada vetor codifica um ou vdrias das
atividades desejada, ou em que cada vetor permite a reducdo da atividade de
uma ou mais de Hfdl, Hfd4, Pex10, Faol e GPAT. Em modalidades
especificas, a célula de levedura tem atividade reduzida ou perda total de
atividade de pelo menos Pex10 ou uma proteina tendo pelo menos 60% de

homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e pelo menos uma de Hfd1, Hfd4,
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Faol ou GPAT), como descrito acima.

[00353] O kit de partes pode opcionalmente compreender a célula de
levedura a ser modificada. Em algumas modalidades, a célula de levedura a
ser modificada j4 tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou de pelo menos uma proteina tendo
pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4
(SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT
(SEQ ID NO: 10). Em modalidades especificas, a célula de levedura tem
atividade reduzida ou perda total de atividade de pelo menos Pex10 ou uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8 e
pelo menos uma de Hfd1, Hfd4, Faol ou GPAT), como descrito acima.
[00354] Em algumas modalidades, o kit de partes compreende todos do
acima.

Composi¢do de feromonio

[00355] A presente divulgacdo prové assim compostos, em particular
alcoois graxos dessaturados e acetatos de acila graxos, assim como derivados
dos mesmos, e seu uso. Em particular, os compostos obteniveis usando as
presentes células e métodos sdo tteis como componentes de composi¢oes de
feromonio. Tais composi¢des de feromdnio podem ser tteis para o controle de
praga integrado. Eles podem ser usados como € conhecido na técnica para por
exemplo romper o combinagdo.

[00356] Os alcoois graxos dessaturados e acetatos de acila graxos
dessaturados obteniveis pelos presentes métodos ou usando as presentes
células de levedura podem ser formulados em uma composi¢ao de feromonio.
[00357] Tais composi¢des de feromdnio podem ser usadas como
produtos de controle de praga integrados, que podem ser usados em um
método de monitorar a presenca de praga ou em um método de romper o

combinacdo da praga.
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[00358] As composi¢des de feromdnio como aqui divulgadas podem
ser usadas como biopesticidas. Tais composi¢des podem ser pulverizadas ou
dispensadas em uma cultura, em um campo ou em um pomar. Elas também
podem, como € conhecido na técnica, ser embebidas por exemplo em um
septo de borracha, ou misturadas com outros componentes. Isto pode resultar
no rompimento do combinagdo, prevenindo deste modo a reprodugdo de
praga, ou a mesma pode ser usada em combinacdo com um dispositivo de
aprisionamento para aprisionar as pragas. Os exemplos ndo limitantes de
pragas contra as quais as presentes composicoes de feromdnio podem ser
usadas sdo: lagartas da capsula do algoddo (Helicoverpa armigera), furador
da haste listrada (Chilo suppressalis), tragca do dorso de diamante (Plutella
xilostella), tragca do repolho (Mamestra brassicae), lagarta do coracdo do
repolho grande (Crocidolomia binotalis), furador da haste do milho europeu
(Sesamia nonagrioides), asas claras da groselha (Synanthedon tipuliformis) e
traca  emplumada  da  alcachofra  (Platyptilia carduidactilal).
Consequentemente, o uso das presentes composi¢cdes em uma cultura pode
levar ao rendimento de safra aumentada, substancialmente sem nenhum
impacto ambiental.

[00359] As quantidades relativas de dlcoois graxos e acetatos de acila
graxos nas presentes composicdes de feromonio podem variar dependendo da
natureza da safra e/ou da praga a ser controlada; variagdes geograficas
também podem existir. A determinacdo das quantidades relativas opcionais
podem assim requerer otimizacdo de rotina. As composicdes de feromonio
também podem compreender aldeidos graxos.

[00360] Os exemplos de composicdes usadas como repelentes podem
ser encontrados em Kehat & Dunkelblum, 1993, para H. armigera, em Alfaro
et al., 2009, para C. suppressalis, em FEizaguirre et al., 2002, para S.
nonagrioides; em Wu et al., 2012, para P. xilostella; em Bari et al., 2003,

para P. carduidactila.
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[00361]

compreender ainda um ou mais compostos adicionais tais como um liquido ou

Em algumas modalidades, a composicdo de feromdnio pode

carreador ou substrato solido. Por exemplo, os carreadores ou substratos
adequados incluem o6leos vegetais, 6leos minerais refinados ou fracdes dos
mesmos, borracha, plésticos, silica, terra diatomacea, matriz serosa e po de
celulose.
[00362]

conhecido na técnica. Por exemplo, a mesma pode estar na forma de uma

A composi¢do de feromoOnio pode ser formulada como é

solu¢do, um gel, um p6. A composi¢ao de feromonio pode ser formulada de
modo que a mesma possa ser facilmente dispensada, como € conhecido na
técnica.

Exemplos

Exemplo 1: Constru¢do de plasmideos

[00363]

obter os fragmentos de DNA para clonar em vetores e para nocautes de gene.

Todos os BioBricks foram amplificados pela PCR para se

Os iniciadores estdo listados na Tabela 1 e os fragmentos de DNA resultantes
estdo listados na Tabela 2. Os produtos de PCR foram separados em um gel
de agarose a 1% contendo Safe-Red® (iNtRON Biotechnology). Os produtos
de PCR do tamanho correto foram excisados do gel e purificados usando os
kits Nucleospin® Gel e PCR Clean-supra (Macherey-Nagel).

Tabela 1: Iniciadores.

Nome do iniciador Sequéncia do iniciador, 5°—3” SEQ ID NO:
PR-141 agaacagcUgaagcttcgtacg 25
PR-142 AGGCCACUAGTGGATCTGATATCAC 26
PR-10851 (Atrd11 cassete  deagtgcaggUgacgcagtaggatgtcetge 27
expressdo _fw)

PR-10853  (Hs_Far  cassete  defacctgcacUagagaccgggttgg 28
expressdo _fw)

PR-10655 (EpiVeclL _fw) acccattgcUgtagatatgtcttgtgtgtaagg 29
PR-10656 (EpiVeclL _rev) atcatgtaaUtagttatgtcacgcttacattc 30
PR-10702 (APex10IL_up _fw) cattgtaactagtcctggaggg 31
PR-10703 (APex10IL_up _rev) acgaagttaltttgagccgaggeagatttg 32
PR-10704 (APex10IL_down _fw) acgaagttatUtgacgaggtctggatggaag 33
PR-10705 (APex10IL_down _rev) cattgctaagaatccaaactggag 34
PR-10767 (NatMxSynlL-startftcatggacatggcatagac 35
| rev_new)

PR-11047 (NatMxSynlL-endjaataacttcgUatagcatacattatacgaagttatcgagegtcccaaaac [36
| rev_new) c
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PR-11110 (E.coli backboneUSER _fw) atcgcgtgcattcgcggeegceatttaaatec 37
PR-11111  (E.coli backboneUSERfcgcacgcattcgeggecgeaaatttaaataaaatg 38
| rev)

PR-11138 (Hphsyn _fw) agcaatgggUaaaaagcctgaactcaccge 39
PR-11139 (Hphsyn _rev) attacatgaUtattcctttgeccteggacg 40
PR-11694 (GPAT_up_USER _fw) CGTGCGAUgcatctaggagctccattcage 41
PR-11695 (GPAT_down _USER_rev) [CACGCGAUggacgagcagaccacg 42
PR-13494 (Nat-Tcyc-loxP_fw) agggtacUactttggatgatactge 43

PR-13549 (loxP-PrTefIntron _fw)

ataacttcgUataatgtatgetatacgaagttatagagaccgggttggeg
gcge

PR-14269 (UralL_fw) atgccctectacgaggeecg 45
PR-14270 (UralL_rev) ctagcagttgatcttctggtag 46
PR-15426 (Ahfdl_up _fw) CGTGCGAUataagaaaaaaaacag 47
PR-15427 (Ahfdl_up _rev) AGCTGTTCUactaaccctacttecte 48
PR-15428 (Ahfdl_down _fw) AGTGGCCUttttattggtggtgtg 49
PR-15429 (Ahfdl_down _rev) CACGCGAUgcatagtgcttttcatattc 50
PR-15438 (Ahfd4_up _fw) CGTGCGAUagtatcgctactgtactaaaattg 51
PR-15439 (Ahfd4_up _rev) AGCTGTTCUagcggacaagtgtcaatgtt 52
PR-15440 (Ahfd4_down _fw) AGTGGCCUatgtattttatcagtagtatcte 53
PR-15441 (Ahfd4_down _rev) CACGCGAUattggataatacatttccta 54
PR-16463 (AFaolll_up _fw) CGTGCGAUTGGGGGAGGATTGCGATGGG 55
PR-16464 (AFaolIL_up _rev) AGCTGTTCUTGTCAAGTAATCAAGCTAATG [56

C

PR-16465 (AFaollL_down _fw)

AGTGGCCUGCAAGAGACGAGTTTAGAAATA
G

57

PR-16466 (AFaolll._down _rev) CACGCGAUGTGTTAGTTCCTTGTAGTGTG 58
PR-16696 (GPAT _up _rev) agctgticUTACCGCACTTCCGGAACATC 59
PR-16698 (GPAT_100bpPr_downjagtggccUCCGATACTTGTTTGTGTGAC 60
| fw)
PR-10714 ttgcttgcgaacctaattce 71
PR-10766 ataacttcgUataatgtatgctatacgaagttataaggagtttggcgecc (72
2
PR-10767 tcatggacatggcatagac 73
PR-11047 aataacttcgUatagcatacattatacgaagttatcgagegteccaaaac {74
c
PR-13338 ACCTGCACUgttgatgtgtgtttaattc 75
PR-141 agaacagcUgaagcttcgtacg 76
PR-14148 acgtgcaacgctUacgcaactaacatgaatg 77
PR-14149 TGACTTCAACATTATATCGCTCTGA 78
PR-14279 cgtgcgalagagaccgggtt 101
PR-16618 AGCCTGCGGUTAGTACTGCAAAAAGTGCTG |102
PR-142 AGGCCACUAGTGGATCTGATATCAC 79
PR-14395 cgtgcgalttgatatggtgtaacaatg 103
PR-14396 aagcgttgcacgUaagcactatcctctgetgeg 104
PR-14397 agtgeccUccgagegtcgacaageatac 105
PR-14398 cacgcgaUgttagaagcaattggagaag 106
PR-14565 agtgeccUGGGGCTGGCGTGTGAAGGAG 80
PR-14566 acgcgaUCAGACCTCTCACACGGCATC 81
PR-14567 TAATACGACTCACTATAGGGC 32
PR-14568 cacgcgaUCCTTGAGACGTTACCAGAGC 33
PR-14589 cgtgcgaUGCGGAGGAGCAATAGACATACGAT §84
TTGAC
PR-14590 aagcgttgcacgUTCCCCTCCCCACGGTG 85
PR-14591 agtgeccUCACCGAGGGATAGGGAACAC 86
PR-14592 acgcgaUTTAACACTGGACCGTACTGC 87
PR-15430 CGTGCGAUggttctatacgatgg 38
PR-15431 AGCTGTTCUtatgatatttttactaacc 39
PR-15432 AGTGGCCUgattggcgttgtgttcaaatg 90
PR-15433 CACGCGAUTttgctcattcaccagaaaag 91
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PR-15434 CGTGCGAUatgtacaagtatttctattg 92
PR-15435 AGCTGTTCUgaatgataaagagataacag 93
PR-15436 AGTGGCCUtgtggcggaagttgtacacc 94
PR-15437 CACGCGAUggacaacaggccgatagaac 95
PR-15521 cgtgcgallaaggagtttggcgecegtt 107
PR-15522 atgacagaltgctgtagatatgtcttgt 108
PR-15930 acctgcggtUagtactgcaaaaagtgetgg 96
PR-16592 AGTGCAGGUGCCACAATGGTGCCCAACAAGPT
GGTTC
PR-16593 CGTGCGAUCTATCGCTTTCGTCCCCAC 98
PR-16594 aaccgcaggUGGTCCTGACCTCTAAG 99
PR-16595 CACGCGAUCTACTCGTAGGACTTCTTCTC 100
PR-18486 AGTGCAGGUGCCACAATGAACGAGATC 109
PR-18487 CGTGCGAUTTAGGGGCCCAG 110
PR-18490 ACCGCAGGCUCCCTACTCTCGAA 111
PR-18489 CACGCGAUTTATCGAGACTTGTCC 112
PR-18499 ATCTGTCAUGCCACAATGGCTCCCA 113
PR-18500 CACGCGAUTTAGTCGTCCTTGGGG 114
Tabela 2: fragmentos de DNA obtidos pela PCR usando o padrio e

iniciadores indicados.

ID e nome do|Descri¢do Fw_iniciador Rv_iniciador DNA Padrio
fragmento DNA
BB1135 Cadeia principal doPR-11110 (cadeiaPR-11111 (cadeiapCfB2196
vetor para propagacdoprincipal da Ejprincipal da E. coli(Stovicek et al., 2015)
na E.coli coli USER _fw) |USER _rev)
BB01005 Gene de resisténcia aPR-11138 PR-11139 (HphsynGene de resisténcia 3
higromicina (Hphsyn _fw) | Tev) higromicina
BB1131 Cassete de expressdoPR-10853 (cassetelPR-10655  (EpiVeclLipCfB3465
Hs FAR de expressdo| fw)
Hs_Far_fw)
BB1132 Parte do vetorPR-10656 PR-10851 (cassete depCfB3465
pCfB3465 (EpiVecIL _rev) [expressdo fw de|
Atrd11)
BB1144 Regido gendmica aPR-10702 PR-10703 DNA gendmico de
montante de Pex/0  |(APex10IL_supra [(APex10IL_supra _rev) |Yarrowia  lipolytica
| fw) GB20
BB1145 Regido gendmica aPR-10704 PR-10705 DNA gendmico de
jusante de Pex/0 (APex10IL_infra |(APex10IL_infra _rev) [Yarrowia lipolytica
| fw) GB20
BB1338 Marcador dePR-141 PR-142 Marcador de
resisténcia a resisténcia a
hidromicina hidromicina
BB1346 Marcador dePR-141 PR-142 Marcador de
resisténcia a resisténcia a
nourseotricina nourseotricina
BB1347 Inicio do cassete dePR-13549 (loxP{PR-10767 BB1346
resisténcia aPrTeflntron _fw) |[(NatMxSynlL-inicio
nourseotricina2/3 | rev_novo)
BB1348 final do cassete dePR-13494  (Nat{PR-11047 BB1346
resisténcia aTcyc-loxP_fw)  |(NatMxSynIL-
nourseotricina2/3 fim_rev_novo)
BB 1349 Regido gendmica aPR-10702 PR-10767 BB1144/BB1347
montante de Pex/0(APex10IL_supra |(NatMxSynlL-inicio
fundido ao inicio do| fw) | rev_novo)
cassete de resisténcia
2 nourseotricina 2/3
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BB1350 Regido genOmica aPR-13494  (Nat-PR-10705 BB1348/BB1145
jusante de  PexIOIcyc-loxP_fw) (APex10IL_infra _rev)
fundido ao 2/3 finall
do cassete de
resisténcia a
nourseotricina
BB1427 Cassete marcadorPR-141 PR-142 Cassete marcador
Ura3 Ura3
BB1543 Regido gendmica aPR-15426 PR-15427 DNA gendmico de
montante de Hfd/ (Ahfd1_supra (Ahfd1_supra _rev) Yarrowia  lipolytica
| fw) GB20
BB1544 Regido genomica aPR-15428 PR-15429 (Ahfdl_infraDNA gendmico de
jusante de Hfd/ (Ahfd1_infra _fw) | rev) Yarrowia  lipolytica
GB20
BB 1549 Regido genomica aPR-15438 PR-15439 DNA gendmico de
montante de Hfd4 (Ahfd4_supra (Ahfd4_supra _rev) Yarrowia  lipolytica
| fw) GB20
BB1550 Regifo gendmicalPR-15440 PR-15441 (Ahfd4_infraDNA gendmico de
jusante de Hfd4 (Ahfd4_infra _fw) | rev) Yarrowia  lipolytica
GB20
BB1725 Regido genomica aPR-16463 PR-16464 DNA gendmico de
montante de Faol (AFaollL_supra |[(AFaollL_supra _rev) (Yarrowia lipolytica
| fw) GB20
BB1726 Regido gendmica aPR-16465 PR-16466 DNA gendmico de
jusante de Faol (AFaolIL_infra |(AFaolllL_infra _rev) [Yarrowia lipolytica
| fw) GB20
BB1757 Regido genomica aPR-16463 PR-14270 (UralL_rev) BB1725/BB1427
montante de Faol|(AFaollL_supra
fundida ao inicio 2/3| fw)
do cassete Ura3
BB1758 Regido gendmica aPR-14269 PR-16466 BB1726/BB1427
jusante de  Faol(UralL_fw) (AFaolIL_infra _rev),
fundida ao final 2/3
do cassete Ura3
BB1782 Regido gendmica aPR-11694 PR-16696 DNA gendmico de
montante de Pex/0 |(GPAT_supra_US (GPAT_supra _rev) Yarrowia  lipolytica
ER _fw) GB20
BB1784 Regido genomica aPR-16698 PR-11695 (GPAT_infraDNA gendmico de|
jusante de Pex/0 (GPAT_100bpPr_ | USER_rev) Yarrowia  lipolytica
infra _fw) GB20
BB1014 NatSyn PR-10766 PR-10767 pCfB3405
BB1144 Regido gendmica aPR-10702 PR-10703 DNA gendmico de
montante de PexI0 Yarrowia  lipolytica
GB20
BB1145 Regido gendmica aPR-10704 PR-10705 DNA gendmico de
jusante de Pex/0 Yarrowia  lipolytica
GB20
BB1351 NatSyn PR-10714 PR-11047 CfB3405
BB1352 Pex10_supra-NatSyn [PR-10702 PR-10767 BB1144/BB1014
BB1353 NatSyn-Pex10_infra |PR-10714 PR-10705 BB1351/BB1145
BB1360 terminador pex20 ePR-14148 PR-14149 Fig. 3
lip2
BB 1439 Regido genomica aPR-14395 PR-14397 DNA gendmico de
montante da regido Yarrowia  lipolytica
intergénica IntE_1 GB20
BB 1440 Regido gendmica aPR-14397 PR-14398 DNA gendmico de
jusante da regifo Yarrowia  lipolytica
intergénica IntE_1 GB20
BB1471 Regido genomica aPR-14565 PR-14566 DNA gendmico de
montante da regido Yarrowia  lipolytica
intergénica IntC_1 GB20
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BB1472 Regido gendmica aPR-14567 PR-14568 DNA gendmico de
jusante da regifo Yarrowia  lipolytica
intergénica IntC_1 GB20

BB1483 Regido gendmica aPR-14589 PR-14590 DNA gendmico de
montante da regido Yarrowia  lipolytica
intergénica IntE_4 GB20

BB1484 Regido genOmica aPR-14591 PR-14592 DNA gendmico de
jusante da regifo Yarrowia  lipolytica
intergénica IntE_4 GB20

BB1558 Promotor EXP PR-15521 PR-15522 DNA gendmico de

Yarrowia  lipolytica
GB20

BB1687 [promotor GPDPR-13338 PR-15930 pCfB3465
fundido ao promotor|
[Tefintron

BB1739 All dessaturase A.PR-16592 PR-16593 SEQ ID NO: 67
segetum

BB1740 FAR H. Armigera PR-16594 PR-16595 SEQ ID NO: 14

BB1741 Promotor Tefintron [PR- 14279 PR-16618 DNA gendmico de

Yarrowia  lipolytica
GB20

BB1963 Cassete marcador dePR-141 PR-142 Fig. 2
seleciio de Leu2

BB2601 SliDes11 PR-18499 PR-18500 SEQ ID NO: 65

BB2602 Dmd9 PR-18490 PR-18489 SEQ ID NO: 63

BB2603 ScAftl PR-18486 PR-18487 SEQ ID NO: 62

[00364] O BioBrick BB1135 foi tratado com a endonuclease de corte

Nb.Bsml (New England Biolabs) de acordo com as instru¢des do fabricante e
purificado usando os kits Nucleospin® Gel e PCR Clean-supra (Macherey-
Nagel) antes do uso. Os fragmentos de DNA foram montados pela clonagem
USER por intermédio do seguinte protocolo: 1 a 1,3 ul de cada BioBrick
(listado na Tabela 3), 0,5 pl de CutSmart® (New England BioLabs), e 0,5 ul
da enzima USER (New England Biolabs) foram misturados e incubados a
37°C durante 25 min e a 25°C durante 25 min. A reagdo foi transformada nas
células DHalpha da E. coli quimicamente competentes e as células foram
plaqueadas sobre as placas de dgar com Caldo de Lisogenia (LB) com 100
mg/L de ampicilina. As placas foram incubadas durante a noite a 37°C e as
coldnias resultantes foram triadas pela PCR de coldnia. Os plasmideos foram
purificados a partir de culturas noturnas de E. coli e a clonagem correta foi
confirmada pelo sequenciamento. Os vetores construidos estdo listados na
Tabela 3.

[00365] Os plasmideos precursores pCfB4778, pCfB5219 e pCfB4781

foram digeridos como descrito em Jensen et al., 2014 antes da montagem pela
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clonagem USER. Os fragmentos de DNA foram montados pela clonagem
USER por intermédio do seguinte protocolo: 1 a 1,3 ul de cada BioBrick
(listados na Tabela 8), 0,5 ul de CutSmart® (New England BioLabs), e 0,5 ul
de enzima USER (New England Biolabs) foram misturados e incubados a
37°C durante 25 min e a 25°C durante 25 min. A reagdo foi transformada nas
células DHalfa da E. coli quimicamente competentes e as células foram
plaqueadas sobre placas de dgar com Caldo de Lisogenia (I.LB) com 100 mg/L
de ampicilina. As placas foram incubadas durante a noite a 37°C e as coldnias
resultantes foram triadas pela PCR de coldonia. Os plasmideos foram
purificados a partir de culturas noturnas de E. coli e a clonagem correta foi
confirmada pelo sequenciamento. Os vetores construidos estdo listados na
Tabela 3.

Tabela 3: Vetores.

Nome do vetor [Marcador de selecio  |[Fragmentos de DNA montados
CfB3465 Ura3
CfB5110 NatSyn BB1135, BB1346, BB1543, BB1544
CfB5113 HphSyn BB1135, BB1338, BB1549, BB1550
CfB3516 HphSyn BB01005, BB1131, BB1132
CfB5573 HphSyn BB1135, BB1338, BB1757, BB1758
CfB5750 Ura3 BB1135, BB1427, BB1782, BB1784
CfB4158 Leu2
CfB4781 NatSyn BB1135, BB1360, BB1346, BB1471, BB1472
CfB4778 Ura3 BB1135, BB1360, BB1439, BB1440, BB1427
CfB5219 HphSyn BB1135,BB1360,BB1338, BB1483, BB1484
CfB5574 NatSyn BB1135,BB1346,BB1725,BB1726
CfB5929 HphSyn CfB5219, BB1687, BB1739, BB1740
CfB5930 NatSyn CfB4781, BB1687, BB1739, BB1740
CfB6397 Leu2 BB1135,BB1963,BB1782,BB1784
CfB7235 Ura3 CfB4778,BB2603,BB1687,BB1740
CfB7239 HphSyn CfB5219, BB2602, BB1741
CfB7240 HphSyn CfB5219, BB1558, BB2601
CfB7681 HphSyn BB1135,BB1338,BB1782,BB1784
CfB7681 HphSyn BB1135,BB1338,BB1782,BB1784
CfB7682 Ura3 BB1135,BB1427,BB1725,BB1726
CfB7725 NatSyn BB1135,BB1346,BB1782,BB1784
CfB7869 NatSyn BB1135,BB1346,BB1549,BB1550

Exemplo 2: Constru¢ao de cepas

[00366] As cepas construidas estdo listadas nas Tabelas 4 e 5. Antes da
transformacdo em Y. lipolytica, os plasmideos de expressdo foram
linearizados com Notl. O plasmideo linearizado ou BioBricks foram

transformados em Y. lipolytica GB 20 (Angerer, 2014) usando um protocolo
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com base em acetato de litio (Chen, 1997). Depois da transformacdo as
células foram recuperadas em 500 pl de meio YPD durante 2 horas a 30°C.
Os transformantes positivos foram selecionados em meio completo sintético
(SC) (Sigma-Aldrich) faltando uracila ou leucina ou em meio YPD contendo
higromicina (50 mg/L) ou nourseotricina (250 mg/L). A integracdo das
construcdes nocaute dentro do genoma de Y. lipolytica foi confirmada pela
PCR de colo6nia.

[00367] Os cassetes marcadores Ura3, NatSyn, HphSyn, que foram
flanqueados pelos sitios loxP, foram removidos da cepa ST5255 usando um
sistema com base na Cre recombinase como a seguir. A cepa 5255 foi
transformada com o vetor pCfB4158, expressando a Cre recombinase usando
um protocolo com base em acetato de litio (Chen, 1997). Depois da
transformacao, as células foram recuperadas em 500 pl de meio YPD durante
2 horas a 30°C e plaqueadas no meio SC sem leucina. As coldnias foram
triadas quanto a remocdo bem sucedida do marcador pelo plaqueamento de
réplica no meio SC sem uracila e YPD suplementado com higromicina ou
nourseotricina. Nenhum crescimento de célula nestas placas indica remog¢do
bem sucedida de marcador.

[00368] A cepa ST6527 expressa Atrdl1 e HarFAR de uma regido
intergénica no cromossoma C. Os cassetes de expressdo de gene sao 0s
mesmos como em pCfB5929. Adicionalmente, a matriz de leitura aberta dos
genes HFD4 (YALIOBO1298g) e HFDI (YALIOF23793g), assim como
nucleotideos -1130 a -100 a montante da sequéncia de codificagdo de GPAT
(YALIOC00209g) foram deletados. Um c6don de parada e mudanca de matriz
prematuro foi introduzido nas matrizes de leitura aberta de PEXIO0
(YALIOC01023g) e FAOI ((YALIOB14014g) que resulta nos genes nao
funcionais.

[00369] A cepa ST7394 expressa Dmd9, HarFAR e Atf1 como descrito
em pCfB6969 e pCfB7600 das regides intergénicas nos cromossomas C e D
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(figura 4). Adicionalmente, a matriz de leitura aberta de genes HFD4, HFD?2,
HFD3 e HFDI, assim como os nucleotideos -1130 a -100 a montante da
sequéncia codificadora de GPAT (YALIOC00209g) foram deletados. Um
codon de parada e mudancga de matriz prematuro foi introduzido na Pex10 e
FAOI que resulta em genes ndo funcionais.

Tabela 4: Cepas. Atrd11 = Al1 dessaturase de Amyelois transitella; HsFAR =

acil-CoA graxa redutase de Heliothis subflexa

Nome da cepa Descricio da cepa Cepa precursora Plasmideos/BioBricks

ST3683 [Yarrowia lipolytica GB20 - -

ST3737 APex10 ST3683 BB1352/BB1353

ST3842 APex10 Atrd11 Hs_ FAR ST3737 CfB3516

ST3844 Atrd11 Hs_FAR ST3683 CfB3465

ST5107 Atrd11 Hs_FAR Ahfdl ST3844 CfB5110

STS5110 Atrd11 Hs_FAR Ahfd4 ST3844 CfB5113

ST5255 Atrd11 Hs_FAR Ahfdl Ahfd4  |ST5107 CfB5113

ST5791 Atrd1l1l Hs_FAR Ahfdl Ahfd4ST5789 pCfB5750
APex10 AFaol GPAT_100bpPr

ST6277 Atrd1l1l Hs_FAR Ahfdl Ahfd4ST5789 pCfB6397
APex10 AFaol GPAT_100bpPr

ST6289 Atrd1l1l Hs_FAR A#fdl Ahfd4ST6277 pCfB5929

APex10 AFaol GPAT_100bpPry
Atrdl 1 HarFAR

ST6360 Ahfd4 Ahfdl APexI0 AFaollST5789 pCfB7235
Atrd11 Desll HsFAR HarFAR pCfB7240
Atfl

ST6379 Atrd1l1l Hs_FAR Ahfdl Ahfd4ST6289 pCfB5930

APex10 AFaol GPAT_100bpPry
Atrd11 HarFAR Atrdl11

HarFAR
ST7458 Atrd1 1 HsFAR 100bp_PrGPAT |ST3844 CfB7681
ST7509 APex10 Atrd11 HSFAR AFaol |ST3842 CfB7682
ST7510 Atrd11 HsFAR Ahfd1IST5107 pCfB7681
100bp_PrGPAT
ST7511 Atrd11 HsFAR Ahfd4ST5110 pCfB7725
100bp_PrGPAT
ST7514 APex10 Atrdl11 HsFAR|ST3842 pCfB5750
100bp_PrGPAT
ST7787 Atrd11 HsFAR AFaol ST3844 CfB5573
ST7929 Atrd1 1 HSFAR AFaol Ahfd4  [STT7787 CfB7869
Tabela 5: Cepas e produc¢do de dlcool graxo
Nome  da|Descri¢do da cepa [Cepa Plasmideos/B|Z11-C16:0OH Porcentagem
cepa precursora [ioBricks [mg/L] Alcoois graxosZ11-C16:0H
integrados totais [mg/L] (de dlcoois
oraxos totais
Yarrowia N/A IN/A 0+0 0+0 0+0
lipolytica |Controle Negativo
GB20
ST3844 Yarrowia [pCfB3465 (0,78 £ 0,07 1,25+0,11  62+2
Atrd11 Hs_FAR [lipolytica
GB20
ST5107  |Awdll  Hs FAR|ST3844  pCfB5110 2,39+ 0,5 3,93+096 b1£5
Ahfdl

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 341/374



149 /172

ST5110 Atrd11  Hs_FAR[ST3844 pCfB5113 (1,54 £ 0,70 2,31 £ 0,93 65 +6
Ahfd4
ST3842 Atrd11  Hs_FAR[ST3737 pCfB3516 |1,38 £ 0,36 0,04 £ 2,62 R4 +4
APexl0
ST5255 Atrd11  Hs_FAR[ST5107 pCfB5113 3,46 £ 0,96 7,61 £2,13 45+ 0
ARfdl Ahfd4
ST5452 Atrd11  Hs_FAR[ST5450 IBB1349/BB1@4,79 £ 0,47 11,40 £ 0,91 H42x4

Ahfdl Ahfd4 350
APexl0
ST5789 Atrd11  Hs_FAR[ST5452 pCfB5573  |14,93+3,60 (64,46+£629 [P3+4
Ahfdl Ahfd4
APex10 AFaol
ST5791 Atrd11  Hs_FAR[ST5789 pCfB5750 [26,20+8,85 [57,37+19,5 461
Ahfdl Ahfd4
APexl0 AFaol
APrGPAT

Exemplo 3: Produgdo de alcoois graxos pela levedura

[00370] Um clone individual de cada cepa foi inoculado em 5 ml de
meio YPD com 8% de glicose (10 g/L. de extrato de levedura, 20 g/L. de
peptona, 80 g/L. de dextrose) em tubos de vidro de 12 ml (Duran, Wertheim,
Alemanha) com tampas metélicas labocap (Liidiswiss, Flawil, Suica) e
incubados durante a noite a 30°C com agitacdo a 250 rpm. No dia seguinte a
cultura noturna foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado e os granulos
foram recolocados em suspensdo em 2 ml de meio limitado em nitrogénio
(2,9 g/I. de (NH4)2SO4, 1,7 g/l. de YNB (sem aminodcidos e sulfato de
amonio), 240 mg/L de leucina, 76 mg/L de lisina, 20 mg/L de uracila e 60 g/L
de glicose). As culturas foram incubadas durante 48 horas a 30°C e agitadas a
250 rpm.

[00371] Para a extra¢do, 1 mL de cultura foi transferida para um frasco
de vidro de 4 mL e 10 puL de estoque padrao interno (1 pg/uL de éster (Z)-10-
heptan-1-il metilico em 100% de etanol) foram adicionados. Os frascos foram
cobertos com pedagos pequenos de folha de aluminio e nds usamos uma
agulha para perfurar furos pequenos nas tampas de folha de aluminio. As
amostras foram turbilhonadas e colocadas a -80°C para armazenagem até a
andlise. As amostras foram secadas por congelamento em um sistema de
secagem por congelamento (secadores de bandeja Freezone6 e Stoppening,

Labconco, Kansas City, USA) a -40°C, depois 1 mL de cloroférmio:metanol
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2:1 foi adicionado para romper as células. A mistura foi turbilhonada durante
45 s e deixadas na temperatura ambiente durante 4 horas. Os solventes
organicos foram evaporados lentamente sob uma corrente de nitrogénio. 1 ml
de hexano foi adicionado, as amostras foram turbilhonadas durante 10 s,
centrifugadas e 200 ul foram transferidos para um novo frasco de vidro. As
andlises de GC-MS foram realizadas em um Hewlett Packard 6890 GC ligado
a um detector seletivo de massa HP 5973. A GC foi equipada com uma
coluna INNOWax (30 mx0,25 mm x 0,25 pm), e hélio foi usado como gas
carreador (velocidade média: 33 cm/s). A MS foi operada no modo de
impacto de elétron (70 eV), varrendo entre m/z 30 e 400, e o injetor foi
configurado no modo sem divisdao a 220°C. A temperatura da estufa foi
ajustada para 80°C durante 1 min, depois aumentada em uma taxa de 10°C
/min até 210°C, seguido por uma contensao a 210°C durante 15 min, e depois
aumentada em uma razdo de 10 C/min até 230°C seguido por uma contensdo
a 230°C durante 20 min. Os compostos foram identificados pela comparagdo
de tempos de retencdo e espectros de massa com aqueles de compostos de
referéncia disponiveis na colecdo do laboratério. Os compostos foram
quantificados pela Corrente de fon Total (TIC) registrada. Os dados foram
analisados pelo software ChemStation e iWork Numbers da Agilent. As
concentragdes de alcoois graxos foram calculados com base no padrdo interno
(Tabela 4).

[00372] A delecdo de genes potencialmente implicados na degradacao
de alcool graxo (HFDI, HFD4, FAOI, PEXI0), melhorou a producdo de
alcools graxos totais, mas diminuiu a razdo de dlcool dessaturado para os
alcoois graxos totais. A diminuicdo da expressdao do gene codificando a
glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT), que catalisa a primeira reacdo para
a biossintese de glicerolipideos, aumentou a producdo de édlcool dessaturado,
aumentando a razao de dlcool dessaturado (Z11-16:0H) para os élcoois totais

de 23 para 46%. Ao mesmo tempo, a concentracdo de lipideos e 4cidos graxos
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livres (medidos como ésteres metilicos de acido graxo total) diminuiu de 1,8
para 0,9 g/L.

[00373] As cepas da Tabela 4 foram inoculadas em 3 mL de meio
mineral para uma densidade 6ptica (600 nm) de 1 em placas de 24 pocos
profundos (EnzyScreen, NL). A composi¢do do meio mineral foi como em
Jensen et al, 2014, mas a glicose foi substituida por 70 g/L. de glicerol. O
meio foi suplementado com 760 mg/L. de lisina, 760 mg/L de leucina e 200
mg/L. de uracila. As culturas foram incubadas durante 67 horas a 30°C
agitadas a 250 rpm.

[00374] Para a extracdo do dlcool graxo, 1 mlL de cultura foi
transferido para um frasco de vidro de 4 mL e 10 pL de solucdo de padrao
interno (2 pg/uL de éster (Z)-10-heptan-1-11 metilico em 100% de etanol)
foram adicionados. Os frascos foram cobertos com pedacgos pequenos de folha
de aluminio e uma agulha foi usada para perfurar pequenos furos nas
coberturas de folha de aluminio. As amostras foram turbilhonadas e colocadas
a -80°C para armazenagem até andlise. As amostras foram secadas por
congelamento em um sistema de secagem por congelamento (bandejas
secadoras Freezone6 e Stoppening, Labconco, Kansas City, USA) a -40°C,
depois 1 mL de cloroférmio:metanol 2:1 foi adicionado para romper as
células. A mistura foi turbilhonada durante 45 s e deixada na temperatura
ambiente durante 4 horas. Os solventes organicos foram evaporados
lentamente sob uma corrente de nitrogénio. 1 ml de hexano foi adicionado, as
amostras foram turbilhonadas durante 10 s, centrifugadas e 200 pl foram
transferidos para um novo frasco de vidro. A quantificacdo foi realizada com
um SCION TQ GC-MS (Bruker), equipado com uma coluna INNOWax 30 m
x 0,25 mm x 0,25 um, com hélio como o gés carreador. O injetor foi
configurado no modo ndo dividido a 250°C, a temperatura da estufa foi
ajustada para 80°C durante 1 min, depois aumentada a uma razdo de

10°C/min até 210°C, seguida por uma contensdo a 210°C durante 10 min, e
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depois aumentada a uma razdo de 10°C/min a 230°C seguida por uma
contensdo a 230°C durante 5 min. A MS foi operada no modo de impacto de
elétron (70eV), varrendo entre m/z 30 e 350. Os compostos foram
identificados pela comparacdo de tempos de retencdo e espectros de massa
com aqueles de compostos de referéncia. Os compostos foram quantificados
pela Corrente de Ton Total (TIC) registrada. Os dados foram analisados pelo
software BrukerMSWorkstation. As concentragdes de dlcoois graxos foram
calculadas com base nos padrdes internos (Figura 6).

[00375] Todas as cepas expressando a All dessaturase da All
dessaturase de Amyelois transitella (Atrd11) e a acil-CoA graxa redutase de
Heliothis subflexa (HsFAR) produziram (Z)11-16:0H. Quando do estudo dos
nocautes de gene Unico, os efeitos mais proeminentes foram observados para
os nocautes de FAO1 e PEX10 (melhora de 265 e 406 % nos élcoois graxos
dessaturados). As delecdes duplas foram muito mais eficazes, por exemplo, o
nocaute tanto de FAOI1 quanto de PEX10 deu aumento de 877 % no titulo do
alcool graxo dessaturado, enquanto que a combinagdo da infra-regulagem de
GPAT e nocaute de PEX10 deram um aumento de 1083 %. A combinacdo de
diversos dos tratamentos bem sucedidos levou a 1475% de aumento no titulo
de 4lcoois graxos dessaturados.

Exemplo 4: Producdo de alcoois graxos nas fermenta¢des controladas

[00376] As fermentacdes foram realizadas em um biorreator BioFlo
415 (Eppendorf/New Brunswick), equipado com um vaso de 14 L (volume
maximo de trabalho 10 L). O pH foi controlado a 5,0 £ 0,1 com a adi¢do
automatizada de uma solucdo 2N de H>SO4 e uma solucdo 4N de NaOH. O
oxigénio dissolvido foi medido usando um eletrodo polarografico e
automaticamente controlado a 20% de saturacdo mudando-se a velocidade de
agitacao de trés turbinas Rushton de 6 1aminas. A cepa Yarrowia lipolytica
ST6379 foi inoculada no meio de fermentagdo (2 g/L. de extrato de levedura,

13,4 g/L. de base nitrogenada de levedura, 0,76 g/L. de lisina, 0,76 g/L. de
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uracila, 0,024 mg/L de tiamina, 0,002 g/L. de biotina, e 50 g/L. de glicerol).
Depois de 25 horas de fermentacdo, o meio de fermentacdo (6 L) foi
suplementado com 750 ml alimenta¢do rica em nutriente (que foi composta de
16,2 g/L. de extrato de levedura, 108,6 g/L. de base nitrogenada de levedura,
6,2 g/L. de lisina, 0,2 mg/L. de tiamina, 0,02 g/L. de biotina, e 326 g/L. de
glicerol), seguido por um pulso de glicerol para uma concentracdo de 50 g/L
no reator em 32 h. A partir de 36 horas glicerol foi alimentado continuamente
mantendo uma concentracdo de glicerol constante de 20 a 30 g/L. A
fermentacdo durou um total de 48 horas. As concentracdes de 4lcool graxo no
final da fermentacdo sdo dadas na Tabela 6.

[00377] No total 2,86 g/ de alcoois graxos dessaturados foram
produzidos.

Tabela 6: Produgejl&cl) d¢ élcooi(s/graxos pela cepa ST6379

coois graxos (g

Cepa 14:0H 16:0H (2)9-16:0H (Z)11-16:0H
ST6379 0,116 2,265 0,290 2,570

Exemplo 5: Método para produzir feromdnios de Lepidopteros
[00378] As cepas ST6527, ST6360 e ST7394 foram cultivadas em
meio minimo como descrito no Exemplo 3. O meio para a cepa ST7394 foi
adicionalmente suplementado com 1 g/L. de miristato de metila.
[00379] Pela expressdo de 4alcool graxo dessaturases e redutases
diferentes, a cepa de levedura da plataforma p6de ser usada para produzir

alcoois graxos dessaturados diferentes (Tabela 7).

Tabela 7

Nome daDescricdo da cepa |Acil-CoA  graxajacil-CoA graxalAcetiltrans-ferase [Produto

cepa dessaturase redutase

ST6527  |Ahfd4 AhfdI|Atrd11 Har_FAR nenhuma 40,1 + 1,4 mg/L|
APex10 AFaol 711-hexadecen-

1-o0l

ST7394  \hfd4 Ahfd1Dmd9 Har_FAR IAcetiltrans-ferase [24,9 + 2,5 mg/L|
APex10 AFaol Atfl acetato de Z9-
Ahfd?2 Ahfd3 de S. cerevisiae  [tetradecen-1-ila
GPAT|
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ST6360  [Ahfd4 Ahfd1|Atrd11 Har_ FAR Acetiltrans-ferase 27,5 £ 0,9 mg/L|
APex10 AFaol dessaturase de Hs_FAR Atf1 [79-
Spodoptera litura de S. cerevisiae [tetradecenanol

15,2 + 0,8 mg/L|
acetato de Z9-
tetradecen-1-il
25,2 £ 2,0 mg/LJ
[711-hexadecen-
1-o0l

Exemplo 6: Método para produzir feromdnios de Lepidopteros

[00380] Um gene codificando uma acil-CoA graxa dessaturase e um
gene codificando uma acil-CoA graxa redutase sdo expressos em uma célula
de Y. lipolytica com delecdes nos genes PEX10, HFDI1, HFD4 e FAOI, e com
expressao reduzida de GPAT. A célula resultante, quando cultivada em meio
de fermentacdo, produz dlcoois graxos dessaturados. Estes dlcoois graxos sdao
recuperados do caldo e quimicamente oxidados nos aldeidos graxos
correspondentes.

[00381] Um gene, codificando uma acil-CoA graxa dessaturase, um
gene codificando uma acil-CoA graxa redutase, sdo expressos em uma célula
de Y. lipolytica superexpressando uma acetiltransferase, e tendo delecdes nos
genes PEX10, HFDI, HFD4 e FAOI, e com expressao reduzida de GPAT. A
célula resultante, quando cultivada em meio de fermentacdo, produz acetatos
de 4lcool graxo dessaturados.

Tabela 8. Os exemplos de combinacdes de gene e produtos resultantes.

Acil-CoA graxalAcil-CoA graxa redutase |Acetiltransferase Produto
dessaturase
ALl dessaturase delRedutase de Helicoverpanenhuma 711-hexadecen-1-o0l
Amyelois transitella armigera
A9  dessaturase  deRedutase de HelicoverpalAcetiltransferase Atfl de S.|Acetato de  Z9-
\Drosophila  melanogastenarmigera (Fig. 4) cerevisiae (Fig. 5) tetradecen-1-ila
(Fig. 4
ALl dessaturase delRedutase de HelicoverpalAcetiltransferase Atfl de S.Acetato de ZI11-
Choristoneura rosaceana_larmigera cerevisiae tetradecen-1-ila
ALl dessaturase delRedutase de HelicoverpalAcetiltransferase Atfl de S.Acetato de El1-
Choristoneura parallela  |larmigera cerevisiae tetradecen-1-ila
Sequéncias
[00382] SEQ ID NO: 1 — §. sequéncia de nucleotideo cerevisiae

otimizada no cédon de A. transitella All-dessaturase; sequéncia codificadora
de mRNA.
SEQ ID NO: 2 - Sequéncia de aminoécidos de A. transitella
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delta-11-dessaturase (traducao)

SEQ ID NO: 3 Sequéncia de nucleotideo de aldeido graxo
desidrogenase hfdl de Y. lipolytica (Y ALIOF23793¢g)

SEQ ID NO: 4: Sequéncia de aminodcidos de aldeido graxo
desidrogenase HFD1 de Y. lipolytica

SEQ ID NO: 5: Sequéncia de nucleotideo de aldeido graxo
desidrogenase hfd4 de Y. lipolytica (Y ALIOB01298g)

SEQ ID NO: 6 Sequéncia de aminodcidos de aldeido graxo
desidrogenase HFD4 de Y. lipolytica

SEQ ID NO: 7 Sequéncia de nucleotideo de Y. lipolytica fator
de biogénese de peroxissoma Pex10 (YALIOC01023g) PEX10

SEQ ID NO: 8 Sequéncia de aminoédcidos do fator de
biogénese de peroxissoma PEX10 de Y. lipolytica

SEQ ID NO: 9 Sequéncia de nucleotideo da glicerol-3-fosfato
o-aciltransferase gpat de Y. lipolytica (Y ALIOC00209¢g)

SEQ ID NO: 10 Sequéncia de aminoécidos de glicerol-3-
fosfato o-aciltransferase GPAT de Y. lipolytica

SEQ ID NO: 11- S. sequéncia de nucleotideo cerevisiae
otimizada no codon de acil redutase graxa de H. subflexa; sequéncia
codificadora de mRNA.

SEQ ID NO: 12 - Aminoécido da acil redutase graxa de H.
subflexa

SEQ ID NO: 13: HarFAR DNA

SEQ ID NO: 14: HarFAR

SEQ ID NO: 15: HasFAR DNA

SEQ ID NO: 16: HasFAR

SEQ ID NO: 17: Dmed9 DNA

SEQ ID NO: 18: Dmed9

SEQ ID NO: 19: Cro_deltal1Z
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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20: Cpa_deltal 1IE

21 FAO1 DNA

22 Faol proteina

23: Ban_FAR DNA

24: Ban_FAR

25 PR-141

26 PR-142

27 PR-10851 (Atrd11 cassete de expressao _fw)
28 PR-10853 (Hs_Far cassete de expressao _fw)
29 PR-10655 (EpiVeclL _fw)

30 PR-10656 (EpiVeclL _rev)

31 PR-10702 (APex10IL_up _fw)

32 PR-10703 (APex10IL_up _rev)

33 PR-10704 (APex10IL_infra _fw)

34 PR-10705 (APex10IL_infra _rev)

35 PR-10767 (NatMxSynIL-start _rev_novo)
36 PR-11047 (NatMxSynIL-end _rev_novo)

SEQ ID NO: 37 PR-11110 (cadeia principal da E. coli USER

SEQ ID NO: 38 PR-11111 (cadeia principal da E. coli USER

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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39 PR-11138 (Hphsyn _fw)

40 PR-11139 (Hphsyn _rev)

41 PR-11694 (GPAT _up_USER _fw)
42 PR-11695 (GPAT _infra _USER_rev)
43 PR-13494 (Nat-Tcyc-loxP_fw)

44 PR-13549 (loxP-PrTefIntron _fw)

45 PR-14269 (UralL_fw)

46 PR-14270 (UralL_rev)
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SEQ ID NO: 47 PR-15426 (Ahfd1_up _fw)

SEQ ID NO: 48 PR-15427 (Ahfd1_up _rev)

SEQ ID NO: 49 PR-15428 (Ahfd1_infra _fw)

SEQ ID NO: 50 PR-15429 (Ahfd1_infra _rev)

SEQID NO: 51 PR-15438 (Ahfd4_up _fw)

SEQ ID NO: 52 PR-15439 (Ahfd4_up _rev)

SEQ ID NO: 53 PR-15440 (Ahfd4_infra _fw)

SEQ ID NO: 54 PR-15441 (Ahfd4_infra _rev)

SEQ ID NO: 55 PR-16463 (AFaolIL_up _fw)

SEQ ID NO: 56 PR-16464 (AFaollIL_up _rev)

SEQ ID NO: 57 PR-16465 (AFaollL_infra _fw)

SEQ ID NO: 58 PR-16466 (AFaollL_infra _rev)

SEQ ID NO: 59 PR-16696 (GPAT _up _rev)

SEQ ID NO: 60 PR-16698 (GPAT_100bpPr_infra _fw)

SEQ ID NO: 61 sequéncia de nucleotideo Y. lipolytica
otimizada no cédon de alcool acetiltransferase de S. cerevisiae ATF1

SEQ ID NO: 62 sequéncia de aminodcidos de ATFlp da
Saccharomyces cerevisiae

SEQ ID NO: 63 sequéncia de nucleotideo Y. lipolytica
otimizada no cdédon da A9 dessaturase de Drosophila melanogaster Dmd9

SEQ ID NO: 64 sequéncia de nucleotideo otimizada no cédon
de Y.lipolytica da acil redutase graxa de H. armigera Har_FAR

SEQ ID NO: 65 sequéncia de nucleotideo Y. lipolytica
otimizada no cdédon da A9 dessaturase de Spodoptera litura Des11

SEQ ID NO: 66 A9 dessaturase de Spodoptera litura Desl 1

SEQ ID NO: 67 sequéncia de nucleotideo Y. lipolytica
otimizada no cdédon da Al1 dessaturase de Amyelois transitella

SEQ ID NO: 68 Sequéncia de aminoécidos da Al1 dessaturase

de Amyelois transitella
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SEQ ID NO: 69 sequéncia de nucleotideo Y. lipolytica
otimizada no cédon da acil redutase graxa de Helicoverpa armigera
SEQ ID NO: 70 Sequéncia de aminoacidos da acil redutase

graxa da Helicoverpa armigera

SEQID NO: 71 PR-10714
SEQID NO: 72 PR-10766
SEQ ID NO: 73 PR-10767
SEQID NO: 74 PR-11047
SEQ ID NO: 75 PR-13338
SEQ ID NO: 76 PR-141
SEQ ID NO: 77 PR-14148
SEQID NO: 78 PR-14149
SEQ ID NO: 79 PR-142
SEQ ID NO: 80 PR-14565
SEQID NO: 81 PR-14566
SEQ ID NO: 82 PR-14567
SEQ ID NO: 83 PR-14568

SEQ ID NO: 84 PR-14589
SEQ ID NO: 85 PR-14590
SEQ ID NO: 86 PR-14591
SEQ ID NO: 87 PR-14592
SEQ ID NO: 88 PR-15430
SEQ ID NO: 89 PR-15431

SEQ ID NO: 90 PR-15432
SEQID NO: 91 PR-15433

SEQ ID NO: 92 PR-15434

SEQ ID NO: 93 PR-15435

SEQ ID NO: 94 PR-15436

SEQ ID NO: 95 PR-15437
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SEQ ID NO: 96 PR-15930

SEQ ID NO: 97 PR-16592

SEQ ID NO: 98 PR-16593

SEQ ID NO: 99 PR-16594

SEQ ID NO: 100 PR-16595

SEQ ID NO: 101 PR-14149

SEQ ID NO: 102 PR-14279

SEQ ID NO: 103 PR-14395

SEQ ID NO: 104 PR-14396

SEQ ID NO: 105 PR-14397

SEQ ID NO: 106 PR-14398

SEQ ID NO: 107 PR-15521

SEQ ID NO: 108 PR-15522

SEQ ID NO: 109 PR-18486

SEQID NO: 110 PR-18487

SEQIDNO: 111 PR-18490

SEQID NO: 112 PR-18489

SEQID NO: 113 PR-18499

SEQIDNO: 114 PR-18500
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Itens

[00404] I. Uma célula de levedura oleaginosa capaz de produzir um

alcool graxo dessaturado, a dita célula:

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 354/374



162 /172

1) expressando pelo menos uma dessaturase heterdloga capaz
de introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressando pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um édlcool graxo dessaturado; e

111) tendo atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tendo atividade reduzida de pelo
menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfd1
(SEQ ID NO: 4), Htd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ
ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de
homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos
75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo
menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como
pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal
como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de
homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos
88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo
menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo
menos 99% de homologia para uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID
NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID
NO: 10).
[00405] 2. A célula de levedura de acordo com o item 1, em que a
célula de levedura tem atividade reduzida de Pex10 (SEQ ID NO: 8) e de pelo
menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Htd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ ID
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NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), ou atividade reduzida de Pex10 (SEQ ID
NO: 8) e pelo menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6),
Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65%
de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos
75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo
menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como
pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal
como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de
homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos
88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo
menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo
menos 99% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e pelo menos uma de
Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ ID NO: 22) e
GPAT (SEQ ID NO: 10).

[00406] 3. A célula de levedura de acordo com o item 2, em que a
levedura € da espécie Yarrowia, preferivelmente a levedura é Yarrowia
lipolytica.

[00407] 4. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a pelo menos uma dessaturase heterdloga é selecionada a
partir do grupo que consiste em uma A3 dessaturase, uma A5 dessaturase,
uma A6 dessaturase, uma A7 dessaturase, uma A8 dessaturase, uma A9
dessaturase, uma AlQ dessaturase, uma All dessaturase, uma Al2
dessaturase, uma A13 dessaturase e uma Al14 dessaturase.

[00408] 5. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens

precedentes, em que a redu¢do na atividade de Hfd1, Hfd4, Pex10 e Faol ou
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uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia com estas € parcial ou
total, e/ou em que a reducdo na atividade de GPAT ou de uma protefna tendo
pelo menos 60% de homologia para esta é parcial.
[00409] 6. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a dessaturase € derivada de um organismo de um inseto,
tal como da ordem Lepidoptera.
[00410] 7. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a dessaturase é uma All dessaturase tendo pelo menos
60% de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2.
[00411] 8. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a dessaturase € uma A9 dessaturase tendo pelo menos
60% de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18.
[00412] 9. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a dessaturase é uma All dessaturase tendo pelo menos
60% de homologia com a Al1 dessaturase de Choristoneura rosaceana como
apresentada na SEQ ID NO: 19.
[00413] 10. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a dessaturase é uma All dessaturase tendo pelo menos
60% de homologia com a All dessaturase de Choristoneura parallela como
apresentada na SEQ ID NO: 20.
[00414] 11. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a FAR € selecionada dentre:

1) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ ID NO: 14;

1) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID NO: 16;

1i1) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
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de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12; e

1v) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24.
[00415] 12. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, expressando ainda uma acetiltransferase capaz de converter pelo
menos parte do dito alcool graxo dessaturado para um acetato de acila graxo
dessaturado.
[00416] 13. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que pelo menos um dos genes codificando uma dessaturase,
uma acil-CoA graxa redutase ou uma acetiltransferase estd presente em
ntimero de cdpia alto.
[00417] 14. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que pelo menos um dos genes codificando uma dessaturase,
uma acil-CoA graxa redutase ou uma acetiltransferase esta sob o controle de
um promotor indutivel.
[00418] 15. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que pelo menos um dos genes codificando uma dessaturase,
uma acil-CoA graxa redutase ou uma acetiltransferase € otimizada no cédon
para a dita célula de levedura.
[00419] 16. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que o genes codificando uma dessaturase, uma acil-CoA
graxa redutase ou uma acetiltransferase sao compreendidos dentro do genoma
da célula ou dentro de um vetor compreendido dentro da célula.
[00420] 17. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a célula compreende uma delecdo ou uma mutacdo de
pelo menos uma de HfD/ (SEQ ID NO: 3), HFD4 (SEQ ID NO: 5), PEXI0
(SEQ ID NO: 7), FAOI (SEQ ID NO: 21) e/ou uma mutacdo de GPAT (SEQ
ID NO: 9), ou uma dele¢do ou uma mutacdo em pelo menos uma sequéncia

de 4cido nucleico tendo pelo menos 60% de homologia com estas, tal como
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pelo menos 65% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal
como pelo menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de
homologia, tal como pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos
82% de homologia, tal como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo
menos 84% de homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como
pelo menos 86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal
como pelo menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de
homologia, tal como pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos
91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo
menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como
pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal
como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de
homologia, tal como pelo menos 99% de homologia com estas, que resulta na
reducdo de atividade de pelo menos uma de Hfdl, Hfd4, Pex10, Faol e
GPAT.

[00421] 18. A célula de levedura de acordo com o item 17,
compreendendo uma mutacdo em PEX/0 (SEQ ID NO: 7) e pelo menos uma
em HfDI (SEQ ID NO: 3), HFD4 (SEQ ID NO: 5), FAOI (SEQ ID NO: 21)
e/ou GPAT (SEQ ID NO: 9) ou um homoélogo das mesmas.

[00422] 19. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que HFDI (SEQ ID NO: 3), HFD4 (SEQ ID NO: 5), PEXI0
(SEQ ID NO: 7) e/ou FAOI (SEQ ID NO: 21) ou um homélogo das mesmas
tendo pelo menos 60% de homologia com estas € deletada ou mutada, que
resulta na perda total de atividade de Hfd1, Hfd4, Pex10 e/ou Faol, e/ou em
que GPAT (SEQ ID NO: 9) ou um homodlogo das mesmas tendo pelo menos
60% de homologia com estas ¢ mutada, que resulta na atividade reduzida de
GPAT.

[00423] 20. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens

precedentes, em que a célula tem atividade reduzida ou perda total de
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atividade de pelo menos duas de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10).

[00424] 21. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a célula tem atividade reduzida ou perda total de
atividade de pelo menos trés de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6),
Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00425] 22. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a célula tem atividade reduzida ou perda total de
atividade de quatro de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).

[00426] 23. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a célula tem atividade reduzida ou perda total de
atividade de todas de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).

[00427] 24. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a acil-CoA graxa redutase é codificada por uma
sequéncia de &4cido nucleico idéntica a ou tendo pelo menos 90% de
homologia com a SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13 ou SEQ ID NO: 15, tal
como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de
homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos
94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo
menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como
pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia, tal
como 100% de homologia com a SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13 ou SEQ
ID NO: 15.

[00428] 25. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a célula € capaz de produzir dlcoois graxos com um titulo

total de pelo menos 1 mg/L, tal como pelo menos 5 mg/L, tal como pelo
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menos 10 mg/L, tal como pelo menos 25 mg/L, tal como pelo menos 50
mg/L, tal como pelo menos 100 mg/L, tal como pelo menos 250 mg/L, tal
como pelo menos 500 mg/L, tal como pelo menos 1 g/L, tal como pelo menos
2 g/L, tal como pelo menos 3 g/L, tal como pelo menos 4 g/L., tal como pelo
menos 5 g/L, tal como pelo menos 6 g/L, tal como pelo menos 7 g/L., tal como
pelo menos 8 g/L, tal como pelo menos 9 g/L., tal como pelo menos 10 g/L.,
em que o titulo total € a soma do tftulo de dlcoois graxos dessaturados e o
titulo de alcoois graxos saturados.

[00429] 26. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que os édlcoois graxos dessaturados produzidos pela célula
representam pelo menos 20% dos 4lcoois graxos totais produzidos pela célula,
tal como pelo menos 30%, tal como pelo menos 40%, tal como pelo menos
50%, tal como pelo menos 60%, tal como pelo menos 70%, tal como pelo
menos 80%, tal como pelo menos 90% dos 4lcoois graxos totais produzidos
pela célula.

[00430] 27. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a célula € capaz de produzir (Z)11-C16:0H com um
titulo de pelo menos 0,5 mg/L, tal como pelo menos 1 mg/L, tal como pelo
menos 5 mg/L, tal como pelo menos 10 mg/L, tal como pelo menos 25 mg/L,
tal como pelo menos 50 mg/L, tal como pelo menos 100 mg/L, tal como pelo
menos 250 mg/L, tal como pelo menos 500 mg/L, tal como pelo menos 1 g/L,
tal como pelo menos 2 g/L, tal como pelo menos 3 g/L, tal como pelo menos
4 ¢/L, tal como pelo menos 5 g/L., tal como pelo menos 6 g/L, tal como pelo
menos 7 g/L, tal como pelo menos 8 g/L, tal como pelo menos 9 g/L., tal como
pelo menos 10 g/L. de (Z)11-C16:0H.

[00431] 28. A célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que o (Z)11-C16:0H produzido pela célula representa pelo
menos 20% dos élcoois graxos totais produzidos pela célula, tal como pelo

menos 30%, tal como pelo menos 40%, tal como pelo menos 50%, tal como
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pelo menos 60%, tal como pelo menos 70%, tal como pelo menos 80%, tal
como pelo menos 90% dos dlcoois graxos totais produzidos pela célula.
[00432] 29. Um método de producdo de um dlcool graxo dessaturado
e/ou um acetato de acila graxo dessaturado em uma célula de levedura
oleaginosa, o dito método compreendendo as etapas de prover uma célula de
levedura e incubar a dita célula de levedura em um meio, em que a célula de
levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heterloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacio dupla em uma acil-CoA graxa,
convertendo deste modo pelo menos parte da dita acil-CoA graxa para uma
acil-CoA graxa dessaturada; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um &lcool graxo dessaturado, produzindo deste modo o dito
alcool graxo dessaturado; e

1i1) tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfdl (SEQ
ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID
NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou atividade reduzida de pelo menos uma
proteina tendo pelo menos 60% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID
NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO:
22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos 65% de homologia, tal
como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo menos 75% de
homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como pelo menos
81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal como pelo
menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de homologia, tal como
pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos 86% de homologia, tal
como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo menos 88% de
homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como pelo menos

90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como pelo
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menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal como
pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de homologia, tal
como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos 97% de
homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo menos
99% de homologia para uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10).

[00433] 30. O método de acordo com o item 27, em que a célula de
levedura tem uma mutagdo que resulta na atividade reduzida de Pex10 (SEQ
ID NO: 8) e uma mutagdo que resulta na atividade reduzida de pelo menos
uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ ID NO: 22)
e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tem uma mutacdo que resulta na atividade
reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia
com a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e uma mutacdo que resulta na atividade
reduzida ou pelo menos um de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6),
, Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo menos
65% de homologia, tal como pelo menos 70% de homologia, tal como pelo
menos 75% de homologia, tal como pelo menos 80% de homologia, tal como
pelo menos 81% de homologia, tal como pelo menos 82% de homologia, tal
como pelo menos 83% de homologia, tal como pelo menos 84% de
homologia, tal como pelo menos 85% de homologia, tal como pelo menos
86% de homologia, tal como pelo menos 87% de homologia, tal como pelo
menos 88% de homologia, tal como pelo menos 89% de homologia, tal como
pelo menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal
como pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de
homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos
95% de homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo
menos 97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como

pelo menos 99% de homologia com a Pex10 (SEQ ID NO: 8) e pelo menos
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uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Faol (SEQ ID NO: 22)
e GPAT (SEQ ID NO: 10).

[00434] 31. O método de acordo com qualquer um dos itens de 29 a 30,
em que a célula de levedura é como definida em qualquer um dos itens de 1 a
29.

[00435] 32. O método de acordo com qualquer um dos itens de 29 a 31,

compreendendo ainda a etapa de converter o dlcool graxo dessaturado da
etapa i1) em um acetato de acila graxo ou um aldeido graxo.

[00436] 33. O método de acordo com qualquer um dos itens de 29 a 32,
compreendendo ainda a etapa de recuperar o dlcool graxo dessaturado, o
acetato de acila graxo e/ou o aldeido.

[00437] 34. O método de acordo com qualquer um dos itens de 29 a 33,
compreendendo ainda a etapa de formular o dlcool graxo dessaturado, o
acetato de acila graxo e/ou o aldeido em uma composi¢ao de feromonio.
[00438] 35. O método de acordo com qualquer um dos itens de 29 a 34,
em que a composi¢do de feromonio compreende ainda um ou mais compostos
adicionais tais como um carreador ou substrato liquidos ou sélidos.

[00439] 36. O método de acordo com qualquer um dos itens de 29 a 33,
em que pelo menos parte do dlcool graxo dessaturado € Z11-16:0OH.

[00440] 37. Construgao de 4cido nucleico para modificar uma célula de
levedura, a dita constru¢do compreendendo:

1) um primeiro polinucleotideo codificando pelo menos uma
dessaturase heterdloga capaz de introduzir pelo menos uma ligacao dupla em
uma acil-CoA graxa; e

1) um segundo polinucleotideo codificando pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase heter6loga (FAR), capaz de converter pelo menos
parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um 4lcool graxo dessaturado; e

opcionalmente, polinucleotideos adicionais para reduzir a

atividade de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO:
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6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO:
10) ou de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 60% de homologia para
uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO:
8), Faol (SEQ ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10),

em que opcionalmente o primeiro polinucleotideo e/ou o
segundo polinucleotideo e/ou os polinucleotideos adicionais estdo sob o
controle de um promotor.
[00441] 38. A constru¢ao de acido nucleico de acordo com o item 37,
compreendendo ainda um terceiro polinucleotideo codificando pelo menos
uma acetiltransferase capaz de converter pelo menos parte do dito dlcool
graxo dessaturado para um acetato de acila graxo dessaturado.
[00442] 39. Kit de partes compreendendo:

a) a célula de levedura de acordo com qualquer um dos itens
de 1 a 28 e instruc¢des para o uso; e/ou

b) uma construcdo de 4cido nucleico de acordo com qualquer
um dos itens 37 ou 38, em que a dita constru¢do € para modificar uma célula
de levedura, e

c¢) opcionalmente a célula de levedura a ser modificada.
[00443] 40. Kit de partes de acordo com o item 39, em que a célula de
levedura a ser modificada tem atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1
(SEQ ID NO: 4), Htd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8), Faol (SEQ
ID NO: 22) e GPAT (SEQ ID NO: 10).
[00444] 41. Um alcool graxo dessaturado, um acetato de acila graxo
dessaturado ou um aldeido graxo dessaturado obtenivel pelo método de
acordo com qualquer um dos itens de 29 a 36.
[00445] 42. Uso de um alcool graxo dessaturado, um acetato de acila
graxo dessaturado ou um aldeido graxo dessaturado obtenivel pelo método de

acordo com qualquer um dos itens de 29 a 36.
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REIVINDICACOES

1. Célula de levedura oleaginosa capaz de produzir um élcool

graxo dessaturado, caracterizada pelo fato de que a dita célula:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heterloga capaz de
introduzir pelo menos uma ligacdo dupla em uma acil-CoA graxa; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um édlcool graxo dessaturado; e

1i1) tem uma mutagcdo que resulta na atividade reduzida de
Faol (SEQ ID NO: 22) e uma mutagdo que resulta na atividade reduzida de
pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tem uma mutacdo que resulta
na atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 90% de
homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22) e uma mutagcdo que resulta na
atividade reduzida de pelo menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ
ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo
menos 91% de homologia, tal como pelo menos 92% de homologia, tal como
pelo menos 93% de homologia, tal como pelo menos 94% de homologia, tal
como pelo menos 95% de homologia, tal como pelo menos 96% de
homologia, tal como pelo menos 97% de homologia, tal como pelo menos
98% de homologia, tal como pelo menos 99% de homologia com a Faol
(SEQ ID NO: 22) e pelo menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID
NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8) e GPAT (SEQ ID NO: 10),

em que a célula é capaz de produzir &lcoois graxos
dessaturados com um titulo de pelo menos 5 mg/L, tal como pelo menos 10
mg/L, tal como pelo menos 25 mg/L, tal como pelo menos 50 mg/L, tal como
pelo menos 100 mg/L, tal como pelo menos 250 mg/L, tal como pelo menos
500 mg/L, tal como pelo menos 1 g/L, tal como pelo menos 2 g/L, tal como

pelo menos 3 g/L, tal como pelo menos 3 g/L, tal como pelo menos 4 g/L, tal

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 366/374



2/6

como pelo menos 5 g/L, tal como pelo menos 6 g/L, tal como pelo menos 7
g/L., tal como pelo menos 8 g/L., tal como pelo menos 9 g/L., tal como pelo
menos 10 g/L.

2. Célula de levedura de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que tem uma mutacdo que resulta na atividade
reduzida de Faol (SEQ ID NO: 22) ou uma proteina tendo pelo menos 90%
de homologia com estas e uma mutagcdo que resulta na atividade reduzida de
pelo menos uma de Hfd1l (SEQ ID NO: 4) e Pex10 (SEQ ID NO: 8) ou uma
proteina tendo pelo menos 90% de homologia com estas.

3. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que tem uma mutagdo

que resulta na atividade reduzida de Faol (SEQ ID NO: 22) ou uma proteina
tendo pelo menos 90 % de homologia com estas, e uma mutacdo que resulta
na atividade reduzida de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8) e GPA (SEQ ID NO: 10) ou protefnas tendo pelo menos
90% de homologia com estas.

4. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que a levedura € da

espécie Yarrowia, preferivelmente a levedura é Yarrowia lipolytica.
5. Célula de levedura de acordo com a reivindicagdo

precedente, caracterizada pelo fato de que a pelo menos uma dessaturase

heter6loga € selecionada a partir do grupo que consiste em uma A3
dessaturase, uma A5 dessaturase, uma A6 dessaturase, uma A7 dessaturase,
uma A8 dessaturase, uma A9 dessaturase, uma A10 dessaturase, uma All
dessaturase, uma Al12 dessaturase, uma Al3 dessaturase ¢ uma Al4
dessaturase.

6. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicacOes precedentes, caracterizada pelo fato de que a redugcdo na

atividade de Hfd1, Hfd4, Pex10 e Faol ou uma proteina tendo pelo menos
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90% de homologia com estas é parcial ou total, e/ou em que a reducdo na
atividade de GPAT ou uma proteina tendo pelo menos 90% de homologia
com estas € parcial.

7. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que a dessaturase €

derivada de um organismo de um inseto, tal como da ordem Lepidoptera,
preferivelmente a dessaturase € uma All dessaturase tendo pelo menos 60%
de homologia com a All dessaturase de Amyelois transitella como
apresentada na SEQ ID NO: 2 ou uma A9 dessaturase tendo pelo menos 60%
de homologia com a A9 dessaturase de Drosophila melanogaster como
apresentada na SEQ ID NO: 18.

8. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

z

reivindicagOes precedentes, caracterizada pelo fato de que a FAR ¢

selecionada dentre:

1) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Helicoverpa armigera como apresentada na SEQ ID NO: 14;

1) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Helicoverpa assulta como apresentada na SEQ ID NO: 16;

1i1) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Heliothis subflexa como apresentada na SEQ ID NO: 12; e

1v) uma FAR tendo pelo menos 80% de homologia com a FAR
de Bicyclus anynana como apresentada na SEQ ID NO: 24,

9. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes precedentes, caracterizada pelo fato de que a FAR tem pelo

menos 80% de homologia com a FAR de Helicoverpa armigera como
apresentada na SEQ ID NO: 14 oou a FAR de Heliothis subflexa como
apresentada na SEQ ID: 12.

10. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que expressa ainda uma
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acetiltransferase capaz de converter pelo menos parte do dito alcool graxo
dessaturado para um acetato de acila graxo dessaturado.
11. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que a célula € capaz de

produzir dlcoois graxos com um titulo total de pelo menos 5 mg/L, tal como
pelo menos 10 mg/L, tal como pelo menos 25 mg/L, tal como pelo menos 50
mg/L, tal como pelo menos 100 mg/L, tal como pelo menos 250 mg/L, tal
como pelo menos 500 mg/L, tal como pelo menos 1 g/L, tal como pelo menos
2 g/L, tal como pelo menos 3 g/L, tal como pelo menos 4 g/L., tal como pelo
menos 5 g/L, tal como pelo menos 6 g/L, tal como pelo menos 7 g/L., tal como
pelo menos 8 g/L, tal como pelo menos 9 g/L., tal como pelo menos 10 g/L.,
em que o titulo total € a soma do tftulo de dlcoois graxos dessaturados e o
titulo de alcoois graxos saturados.

12. Célula de levedura de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que a célula € capaz de

produzir (Z)11-C16:OH com um titulo de pelo menos 0,5 mg/L, tal como pelo
menos 1 mg/L, tal como pelo menos 5 mg/L, tal como pelo menos 10 mg/L,
tal como pelo menos 25 mg/L, tal como pelo menos 50 mg/L, tal como pelo
menos 100 mg/L, tal como pelo menos 250 mg/L, tal como pelo menos 500
mg/L, tal como pelo menos 1 g/L., tal como pelo menos 2 g/L, tal como pelo
menos 3 g/L, tal como pelo menos 4 g/L, tal como pelo menos 5 g/L, tal como
pelo menos 6 g/L., tal como pelo menos 7 g/L, tal como pelo menos 8 g/L, tal
como pelo menos 9 g/L, tal como pelo menos 10 g/L. (Z)11-C16:0H.

13. Método de produgcdo de um dlcool graxo dessaturado em
uma célula de levedura oleaginosa com um titulo de pelo menos 5 mg/L,

caracterizado pelo fato de que o dito método compreende as etapas de prover

uma célula de levedura e incubar a dita célula de levedura em um meio, em
que a célula de levedura:

1) expressa pelo menos uma dessaturase heteréloga capaz de
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introduzir pelo menos uma ligacio dupla em uma acil-CoA graxa,
convertendo deste modo pelo menos parte da dita acil-CoA graxa para uma
acil-CoA graxa dessaturada; e

11) expressa pelo menos uma acil-CoA graxa redutase
heter6loga, capaz de converter pelo menos parte da dita acil-CoA graxa
dessaturada para um &lcool graxo dessaturado, produzindo deste modo o dito
alcool graxo dessaturado; e

1i1) tem uma mutagcdo que resulta na atividade reduzida de
Faol (SEQ ID NO: 22) e uma mutagdo que resulta na atividade reduzida de
pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou tem uma mutacdo que resulta
na atividade reduzida de pelo menos uma proteina tendo pelo menos 90% de
homologia com a Faol(SEQ ID NO: 22) e uma mutacdo que resulta na
atividade reduzida ou pelo menos uma de Hfd1 (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ
ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8) e GPAT (SEQ ID NO: 10), tal como pelo
menos 90% de homologia, tal como pelo menos 91% de homologia, tal como
pelo menos 92% de homologia, tal como pelo menos 93% de homologia, tal
como pelo menos 94% de homologia, tal como pelo menos 95% de
homologia, tal como pelo menos 96% de homologia, tal como pelo menos
97% de homologia, tal como pelo menos 98% de homologia, tal como pelo
menos 99% de homologia com a Faol (SEQ ID NO: 22) e pelo menos uma de
Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10 (SEQ ID NO: 8) e
GPAT (SEQ ID NO: 10).

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizado

pelo fato de que a célula de levedura € como definida em qualquer uma da
reivindicacdes de 1 a 12.
15. Construcao de acido nucleico para modificar uma célula de

levedura, caracterizada pelo fato de que a dita constru¢do compreende:

1) um primeiro polinucleotideo codificando pelo menos uma
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dessaturase heterdloga capaz de introduzir pelo menos uma ligacao dupla em
uma acil-CoA graxa; e

1) um segundo polinucleotideo codificando pelo menos uma
acil-CoA graxa redutase heter6loga (FAR), capaz de converter pelo menos
parte da dita acil-CoA graxa dessaturada para um 4lcool graxo dessaturado; e

1i1) polinucleotideos adicionais para reduzir a atividade de pelo
menos uma de Faol (SEQ ID NO: 22) ou de pelo menos uma proteina tendo
pelo menos 90% de homologia para Faol (SEQ ID NO: 22); preferivelmente
para reduzir atividade de pelo menos Faol (SEQ ID NO: 22) ou uma proteina
tendo pelo menos 90% de homologia com estas e para reduzir a atividade de
pelo menos uma de Hfdl (SEQ ID NO: 4), Hfd4 (SEQ ID NO: 6), Pex10
(SEQ ID NO: 8) e GPAT (SEQ ID NO: 10) ou uma proteina tendo pelo
menos 90% de homologia com estas;

em que opcionalmente o primeiro polinucleotideo e/ou o
segundo polinucleotideo e/ou os polinucleotideos adicionais estdo sob o
controle de um promotor.

16. Kit de partes, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) a célula de levedura como definida em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 12 e instrucdes para o uso; e/ou

b) uma construcdo de 4cido nucleico como definida na
reivindicacdo 15, em que a dita construcdo é para modificar uma célula de
levedura, e

c¢) opcionalmente a célula de levedura a ser modificada.

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 371/374



1/4

FIG. 1

fo

FAR

Oxidacéao

ACT

4 ‘*\N“w*“\\wwmf%ﬁwﬁ&.Nﬁ,.»m o .s"“"ji\\

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 188/374



2/4

cne|

wJio |

<o

uoJIuId | LoHoEQn_ |

e

189/374

. pag.

Petigdo 870190055166, de 14/06/2019



3/4

Fitz. 3
ECS

ki
3
3
3
3
3

Term. pex10 | { Term. lip2

FIG. 4
Prom el
Tem PO pmdg | GPD | Pro™ | HerFAR Term. lip2

- Tefintron Cobdon Atf1 IL otim.

&
¥
N
%

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 190/374



4/4

.6

(e89¢e1S) wabeajas odi

ERERBEREERS®

{1/%as} soxe.b s1000]y

%

o
2

Peticdo 870190055166, de 14/06/2019, pag. 191/374



1/1

RESUMO

CELULA DE LEVEDURA OLEAGINOSA, METODO DE PRODUCAO
DE UM ALCOOL GRAXO DESSATURADO, CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICO, E, KIT DE PARTES

A presente invencdo refere-se as células de levedura
oleaginosas para a producdo de élcoois graxos e derivados dos mesmos, em
particular dlcoois graxos dessaturados, acetatos de acila graxos dessaturados e
aldeidos graxos dessaturados. Também sdo providos métodos para a obtencdo

de tais compostos, que sdo tteis nas composi¢oes de feromodnio.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

4 7 5DD9B5C46 9 2F 3B

Campo 2

8 4 DBAS82 1TBE49AODOE6E

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: P138605list.seq.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 14/06/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 14:11:40
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 475DD9B5C4692F3B
- Campo 2. 84DBA821BE49A006
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