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DESCRIPCION
Procedimiento de integracion localizada de miltiples copias de un gen de interés en una cepa de Yarrowia.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de integracion localizada de por lo menos tres copias de un gen
de interés en el genoma de una cepa de Yarrowia que comprende las etapas de (a) poner en cultivo una cepa de
Yarrowia, comprendiendo dicha cepa una delecion de entre por lo menos tres deleciones seleccionadas de entre Ura
3-302, Leu 2-270, Gut 2-744 y Ade 2-844, correspondiendo el fenotipo asociado a cada una de estas deleciones a
una auxotrofia para dicha cepa, independientemente el uno del otro de los por lo menos tres genes; (b)
transformacion de dicha cepa de Yarrowia asi obtenida con por lo menos tres vectores recombinantes que
comprenden unos marcadores de seleccion que permiten, para dicha cepa de Yarrowia, la complementacion de la
auxotrofia resultante de cada una de dichas deleciones; y (c) seleccidn sobre un medio minimo, de las levaduras que
han integrado dichos por lo menos tres vectores recombinantes. La presente invencion comprende también un
procedimiento de produccién de polipéptido de interés que utiliza un procedimiento de este tipo asi como un
procedimiento de obtencion de cepa de Yarrowia modificada que comprende una delecion de entre por lo menos
tres genes, correspondiendo el fenotipo asociado a cada una de estas deleciones a una auxotrofia o a un caracter
dominante para dicha cepa.

La levadura Yarrowia lipolytica se emplea cada vez mas en la actualidad como huésped de expresion de genes de
interés. Esta levadura presenta, en efecto, la especificidad de producir y segregar con una gran eficacia en el medio
de cultivo unas proteinas de alto peso molecular, como las proteasas alcalinas, las proteasas acidas o la ARNasa,
pudiendo dichas proteinas entonces ser faciimente recuperadas a partir del medio de cultivo. Para permitir la
expresion de estos genes de interés, se han desarrollado precozmente diferentes tecnologias como las descritas en
particular en la patente EP 0 138 508 B1 o EP 0 220 864 B1. Estas diferentes tecnologias tienen en comun utilizar
unos vectores denominados "integrativos" que permiten la insercion de un segmento de ADN que lleva el gen de
interés en el ADN cromosdmico, expresandose a continuacion dicho gen de interés. Por tanto, ninguna de estas
tecnologias ha podido satisfacer completamente los imperativos de la produccion industrial, a saber un rendimiento y
una estabilidad en el tiempo importantes. Para satisfacer mejor estos imperativos industriales, se han desarrollado
nuevas tecnologias.

Asi, la solicitud PCT WO 00/12729 describe una tecnologia que utiliza unos vectores integrativos que comprenden
una secuencia de interés flanqueada de secuencias zeta que corresponden a los LTR del retrotransposon Yitl de
Yarrowia lipolytica. Estos vectores integrativos, cuando se utilizan en cepas de Yarrowia lipolytica desprovistas de
secuencia zeta, permiten unas integraciones de multiples copias y aleatorias en el genoma de dichas cepas. Esta
tecnologia particular se ha utilizado particularmente para la produccion de la lipasa extracelular resistente a los
acidos LIP2 (véase la solicitud PCT WO 01/83773).

Sin embargo, parecié que las cepas de Yarrowia lipolytica transformadas por LIP2 presentaban para la mayoria de
ellas una estabilidad genética mediocre, generalmente inferior al 50%. Ademas, siendo estas cepas transformadas
obtenidas tras eventos de integracién aleatorios, el seguimiento de la estabilidad genética de las cepas por
secuenciacion de los sitios de insercion es extremadamente fastidioso.

A estos problemas de estabilidad de las cepas obtenidas y de dificultad de identificar el sitio de integracién preciso
de la secuencia exdgena se afiaden unas dificultades complementarias asociadas a la ausencia de cepas de
Yarrowia lipolytica deficientes para multiples marcadores de seleccién debido a la inestabilidad de estas cepas.

Entre los métodos de integracion de casetes de expresion, se pueden citar los que utilizan los métodos de
transformacion homdloga, pero estos Ultimos utlizan poco marcador (LEU2, URA3, LYS5) y pocas cepas
multimarcadas y con unas deleciones que permiten una fuerte disminucion de los porcentajes de conversion. Las
cepas tienen frecuentemente unos marcadores gendémicos que corresponden a unas mutaciones y poco marcador
que corresponde a las deleciones. Los Unicos marcadores genémicos conocidos con unas deleciones son: ura3-302
(delecién de 695 pb), ura3-41 (delecion de 41 pb), leu2-270 (delecién Stul de 681 pb). MADZAK et al. (J. of Biotech.,
vol. 109, p:63-81, 2004) describe asi los marcadores ura3-302 y leu2-270.

Entre los vectores se pueden citar los que permiten una integracién localizada, pero integrando la parte plasmidica
(es decir, integracion de los plasmidos a una plataforma pbR322 Madzak et al, Fems yeast research, vol. 5, p: 635-
646, 2005) o zeta (Bordes et al., J Microbiol Methods Vol. 70, p. 493-502, 2007). Existen unos vectores de
autoclonacion para la integracion y la amplificacion. Pero son dispersos y aleatorios.

Para la produccion de proteina terapéutica, no es necesario ADN plasmidico y se necesita una integracion localizada
para identificar la insercion y verificar su secuencia. Se necesita también poder aumentar el nimero de copias del
gen para aumentar la expresion.

Los inventores han concebido un método que permite una integracion localizada gracias a unos "vectores de
integracion” que se han construido para liberar el casete de integracion (sitio raro 1) y eliminar la parte vector, que
tiene unos sitios raros para introducir los marcadores de seleccién rapidamente (sitio raro 2) y para clonar los
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casetes de expresion (sitio raro 3). Unas combinaciones de vectores de integracion con diferente combinacion de
locus/marcador.

Los inventores también:

- han optimizado unas condiciones de transformacién para aumentar las tasas de transformacion, en particular
para los marcadores ADE2 y GUT2; y

- han realizado la asociacion de la integracion y de un fenotipo para identificar rapidamente los clones
interesantes que han integrado en el locus deseado los casetes de integracion.

Asi, los inventores han realizado en la presente memoria un método de integracién de un casete de expresion en un
locus que permite introducir al mismo tiempo un nuevo marcador de seleccién (por ejemplo, nuevo marcador
genomico, nueva auxotrofia) para permitir una nueva integracién con un nuevo casete de integracion que posee el
marcador de seleccién correspondiente.

Debido a la posibilidad de buena eficacia de transformacion, de bajas tasas de conversion, de cribado de
identificacion de las inserciones (lipasa para LIP2, marrén para ADE2, SUC- para URA3), es posible realizar asi la
cointegracion (transformar con dos casetes de integracion). Esto permite disminuir el tiempo necesario para la
obtencién de la cepa de produccion. Asimismo, la insercion en sitios definidos permite una caracterizacion rapida de
las cepas de produccion, siendo la cepa final protétrofa.

La cepa final ya no expresa las proteinas principales segregadas (proteasa AEP, lipasa Lip2p), presenta unas
deleciones estables, una baja lisis celular y un sobrenadante limpio (pocas proteinas segregadas).

Los inventores han puesto en evidencia también la posibilidad de obtener con estos marcadores escindibles,
permitiendo la escisién general de los marcadores regenerar los marcadores y asi poder integrar de nuevo nuevas
copias.

Para la obtencion de cepas multi-marcadas, se puede introducir un marcador genémico mediante diferentes
métodos.

Por ejemplo, el método denominado POP IN/POP OUT utilizado en Yarrowia lipolytica para la construccion de los
marcadores leu2-270, ura3-302 y xpr2-322 descritos en la revista de G. Barth et al.: Yarrowia lipolytica. En:
Nonconventional Yeasts in Biotechnology A Handbook (Wolf, K., Ed.), Vol. 1, 1996, pp. 313-388. Springer-Verlag.
Consiste en integrar un vector que posee una delecion del gen en el locus y después en seleccionar la escision de
este vector e identificar un clon que, por recombinacion, ha eliminado el gen salvaje y conservado el gen mutado. Es
un método largo, poco eficaz y que necesita también la utilizacion de un marcador que permita una contra-seleccion.
Por ejemplo, la contra-seleccion de los clones Ura+ con 5FOA. Esta contra-seleccién puede introducir unas
mutaciones secundarias.

Se puede utilizar asimismo el método SEP (Maftahi M., Nicaud J-M., Gaillardin C. ,1996. Sticky-end polymerase
chain reaction method for systematic gene disruption in Saccharomyces cerevisiae. Yeast, vol. 12, p. 859-868) que
se adapto en Yarrowia lipolytica para la interrupcion sucesiva de los genes POX (Wang H. J., Le Dall M-T, Waché Y,
Belin J-M, Gaillardin C, Nicaud J-M ,1999. Evaluation of Acyl CoA oxidase (Aox) isozymes function in the n-alkanes-
assimilating yeast Yarrowia lipolytica. J. Bacteriol., vol. 181, p. 5140-5148). Este método es mas rapido, pero
necesita todavia la utilizacion de un marcador que permita una contra-seleccion.

Se puede utilizar asimismo el método SEP/cre desarrollado por Fickers et al. (Fickers P., Le Dall M.T., Gaillardin C.
Thonart P. Nicaud J-M., New disruption cassettes for rapid gene disruption and marker rescue in the yeast Yarrowia
lipolytica. J. Microbiol. Methods vol. 55, p. 727-737, 2003). Es un método rapido y que no necesita la utilizacién de un
marcador que permita una contra-seleccién. Este método consiste en 1) seleccionar el gen de interés que se quiere
eliminar, 2) construir un casete de interrupcion por PCR ("Polymerase Chain Reaction™) o por clonacion, 3) introducir
un marcador de seleccion que contenga a uno y otro lado una secuencia de recombinacion (ventajosamente una
secuencia loxP o loxR o derivada) que permita una recombinacion entre si para la eliminacion del marcador
(ventajosamente una secuencia de tipo loxP que permita la recombinacién bajo la accion de la recombinasa cre), 4)
seleccionar las cepas con el gen de interés delecionado (transformacion y seleccion de los transformantes) y
verificar la interrupcion, 5) transformar con un vector que permita la expresion de la recombinasa (ventajosamente la
recombinasa cre que permita la recombinacion de las secuencias loxP/loxR y la eliminacién del marcador), 6) el
aislamiento de un clon que presente la delecion del gen de interés y que haya perdido el plasmido de expresion de la
recombinasa. Pero se necesita optimizar las deleciones y los marcadores con el fin de minimizar las conversiones
génicas durante la transformacion.

De lo anterior se desprende que no existen tecnologias de transformacion que permitan integrar, de manera
localizada y estable en el genoma de Yarrowia lipolytica, la secuencia de un gen de interés con el fin de obtener una
expresion importante de éste.
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Los inventores han puesto en evidencia ahora que la estabilidad de las cepas de Yarrowia obtenidas por
transformacion dependia en gran medida del nimero de copias integradas. Asi, una cepa que presenta 8 copias
integradas del gen LIP2 presenta el 70% de estabilidad, elevandose dicha estabilidad al 98% para 7 copias y al
100% para 6 copias.

Asimismo, los inventores han conseguido desarrollar nuevas cepas viables de Yarrowia lipolytica que presentan una
auxotrofia y, llegado el caso, un caracter dominante asociado a por lo menos tres marcadores de seleccion distintos,
en particular seleccionados de entre los marcadores de seleccion Ura3, Leu2, Gut2 y Ade2. Las cepas desarrolladas
y viables presentan ademas amplias deleciones (Ura3-302, Leu2-270, Gut2-744 y Ade2-884), en patrticular con las
nuevas deleciones Gut2-744 y Ade2-844, permitiendo dichas deleciones limitar considerablemente la frecuencia de
conversion génica (véanse los ejemplos).

La utilizacion de unas cepas de este tipo en procedimientos de integracion, en particular localizada, permite obtener
mucho maés rapida y simplemente unas cepas transformadas que comprendan mdltiples integraciones de un gen de
interés.

Finalmente, los inventores han podido desarrollar un nuevo procedimiento de transformacion de cepas de Yarrowia
lipolytica que permite obtener unas cepas transformadas estables y que presentan un nivel interesante de
produccion de un polipéptido de interés.

Objetivo de la invencion

El objetivo de la invencién es remediar los inconvenientes de la técnica anterior y obtener rapidamente unas cepas
sobreproductoras de un gen o de genes de interés para la produccion de proteinas heterélogas y poder rapidamente
verificar los casetes de expresion y caracterizar la cepa de produccion.

Se utilizan como microorganismos unas cepas que poseen unos marcadores de seleccién que permiten un nivel
bajo de conversion y una gran eficacia de transformacion.

Se utiliza un conjunto de vectores que permite la construccion de vectores que contengan los casetes de expresion y
de vectores que contengan los casetes de integracion.

Se utilizan asimismo unos métodos rapidos de identificacion de los transformantes que contienen la integraciéon de
los casetes de integracion en los locus definidos.

Finalmente, el método segun la invencién permite la produccion de una proteina heteréloga.

De manera més detallada, la invencion propone un conjunto de cepas, de vectores, de marcadores de seleccion, de
ensayos de fenotipo y de caracterizacion de la insercion de los casetes de insercion para la obtencion rapida de las
cepas sobreproductoras de un gen o de genes de interés para la produccion de proteinas heterélogas, y poder
verificar rapidamente los casetes de expresion y caracterizar la cepa de produccién que comprende:

(a) unas cepas receptoras que contienen unas deleciones de genes que confieren una auxotrofia o un defecto de
crecimiento en algunos medios;

(b) un conjunto de vectores de clonacion que permiten la construccion de "vectores de expresion” que contienen
los casetes de expresion; y un conjunto de "vectores de integracion” que permite la construccion de vectores
de integracion;

(c) unos métodos de obtencion de los transformantes, de identificacion de los transformantes que contienen la
integracion de los casetes de integracion en el locus definido; y

(d) un método de produccidn de la proteina heterdloga.

En consecuencia, un primer objeto de la invencion se refiere a un procedimiento de integracion localizada de por lo
menos tres copias de un gen de interés en el genoma de una cepa de Yarrowia que comprende las etapas de:

a) puesta en cultivo de una cepa de Yarrowia que comprende por lo menos tres deleciones seleccionadas de
entre Ura3-302, Leu2-270, Gut2-744 y Ade2-844, correspondiendo el fenotipo asociado a cada una de estas
deleciones a una auxotrofia para dicha cepa, independientemente el uno del otro de estos por lo menos tres
genes;

b) transformacion de dicha cepa de Yarrowia auxétrofa con por lo menos tres vectores recombinantes que
comprenden unos marcadores de seleccion que permiten, para dicha cepa de Yarrowia la complementacion
de la auxotrofia resultante de cada una de dichas deleciones, comprendiendo dichos vectores recombinantes
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cada uno:
i) la secuencia de dicho gen de interés,
i) un marcador de seleccion, y

iii) dos secuencias de ADN que enmarcan la secuencia de dicho gen de interés y dicho marcador de
seleccion, siendo dichas secuencias de ADN homologas a las secuencias que corresponden a los
extremos del sitio de integracién localizado en el genoma de dicha cepa de Yarrowia de manera que
permitan la integracion localizada de dicho vector recombinante por recombinacion homéloga;

seleccion sobre un medio minimo, de las levaduras que han integrado dichos por lo menos tres vectores
recombinantes.

Se describe también un procedimiento de integracion localizada y se caracteriza por que los genes que presentan
una delecion asociada a un fenotipo de auxotrofia o de caracter dominante se seleccionan:

- paralos marcadores de auxotrofia, de entre los genes URA2, LEU2, GUT2, ADE2, HISy LYS5;y

- para los caracteres dominantes, de entre el gen del resistencia a la higromicina HYG4, y los genes MDR3,
KanMX, HPH y Tn5ble.

En un modo de realizacién preferido, dicha cepa comprende ademas por lo menos una delecion de un gen asociado
a un caracter dominante seleccionado de entre el gen de resistencia a la higromicina HPH (HYG), y los genes
MDR3, KanMX, y Tn5ble, siendo el mas preferido el gen HYG.

En un modo de realizacion preferido, la etapa b), el sitio de integracion localizado en el genoma de dicha cepa de
Yarrowia se selecciona de entre los genes URA3, LEU2, ADE2, LIP2, LIP7, LIP8, AXP, GUT2 y XPR2.

Ventajosamente, la delecion URA3 corresponde a la delecion Ura3-302 bien conocida por el experto en la materia y
descrita en particular en MADZAK et al. (2004).

Ventajosamente, la delecién LEU2 corresponde a la delecion Leu2-270 también bien conocida por el experto en la
materia y descrita en particular en MADZAK et al. (2004).

Ventajosamente, la delecion GUT2 corresponde a la delecion Gut2-744 descrita en los ejemplos. Gut2-744
corresponde a una delecién completa de ORF del gen GUT2 (SEC ID n° 4), estando dicha delecién presente en las
cepas mutantes FF-Lug (CNCM-3911) y FF-luga (CNCM-3913). Después de la escision, en el genoma de Yarrowia,
entre las secuencias promotoras y terminadoras de GUT2, permanece la secuencia SEC ID n°® 11.

Ventajosamente, la delecion ADE2 corresponde a la delecion Ade2-844 descrita en los ejemplos. Ade2-844
corresponde a una delecién completa de ORF del gen ADE2 (SEC ID n° 3), estando dicha delecién presente en las
cepas FF-Lua (CNCM-3912) y FF-luga (CNCM-3913). Después de la escision, en el genoma de Yarrowia, entre las
secuencias promotoras y terminadoras de ADE2, permanece la secuencia SEC ID n° 12.

Por medio minimo, se entiende en la presente memoria un medio que no comprende los elementos para los cuales
la cepa de Yarrowia es auxotrofa, o que permite, llegado el caso, la seleccién de la cepa.

Unas cepas de Yarrowia son bien conocidas por el experto en la materia. A titulo de ejemplo preferido de dichas
cepas, se pueden citar las cepas de Yarrowia lipolytica.

La técnica de transformacion de una levadura por integracion localizada de un gen es una técnica de biologia
molecular utilizada frecuentemente. En esta técnica, un fragmento de ADN se clona en un vector, se introduce en la
célula a transformar, integrdndose entonces dicho fragmento de ADN por recombinacién homologa en una regién
especifica del genoma receptor (ORR-WEAVER et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 78, p. 6354-6358, 1981).
Dichos procedimientos de transformacion son bien conocidos por el experto en la materia y estan descritos en
particular en ITO et al. (J. Bacteriol., vol. 153, p. 163-168, 1983) en KLEBE et al. (Gene, vol. 25, p. 333-341, 1983) y
en GYSLER et al. (Biotechn. Techn., vol. 4, p. 285-290, 1990). En la medida en la que este evento de recombinacién
es raro, se insertan unos marcadores de seleccion entre las secuencias que aseguran la recombinacion con el fin de
permitir, después de la transformacion, aislar las células en las que se ha producido la integraciéon del fragmento
mediante la puesta en evidencia de los marcadores correspondientes.

Los marcadores de seleccion que permiten la complementacion de una auxotrofia, también denominados
comunmente marcadores de auxotrofia, son bien conocidos por el experto en la materia.

El marcador de seleccion URAS es bien conocido por el experto en la materia. Mas especificamente, una cepa de
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Yarrowia cuyo gen URA3 (SEC ID n° 1 para Yarrowia lipolytica, dicha secuencia es también accesible por el nUmero
de acceso YaliOE26719g en la direccion «http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php#»), que codifica para la orotidina-
5'-fosfato descarboxilasa, esta inactivado (por ejemplo por delecién), no sera capaz de crecer en un medio no
suplementado con uracilo. La integracion del marcador de seleccion URA3 en esta cepa de Yarrowia permitira
entonces restaurar el crecimiento de esta cepa sobre un medio desprovisto de uracilo.

El marcador de seleccion LEU2 descrito en particular en la patente US n° 4.937.189 es también bien conocido por el
experto en la materia. Mas especificamente, una cepa de Yarrowia cuyo gen LEU2 (YaliOE26719g; SEC ID n° 2 para
Yarrowia lipolytica), que codifica para la B-isopropilmalato deshidrogenasa, estd inactivado (por ejemplo por
delecion), no sera capaz de crecer en un medio no suplementado con leucina. Como anteriormente, la integraciéon
del marcador de seleccién LEU2 en esta cepa de Yarrowia permitird entonces restaurar el crecimiento de esta cepa
en un medio no suplementado con leucina.

El marcador de seleccibn ADE2 es también bien conocido por el experto en la materia en el campo de la
transformacion de la levadura. Una cepa de Yarrowia cuyo gen ADE2 (SEC ID n° 3 para Yarrowia lipolytica,
YALIOB23188g), que codifica para la fosforibosilaminoimidazol carboxilasa, estd inactivado (por ejemplo por
delecion), no serd capaz de crecer en un medio no suplementado con adenina. De nuevo, la integraciéon del
marcador de seleccion ADE2 en esta cepa de Yarrowia permitird entonces restaurar el crecimiento de esta cepa en
un medio no suplementado con adenina.

El gen GUT2 codifica para la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (SEC ID n°® 4, para Yarrowia lipolytica,
YALIOB13970g) y su inactivacién (por ejemplo por delecion) conlleva la incapacidad para el mutante resultante de
crecer en un medio no fermentable cuya fuente de carbono corresponde a glicerol.

Entre los genes de resistencia que podran ser utilizados como marcadores de seleccién para conferir a la cepa
Yarrowia un fenotipo que presenta un caracter dominante, se pueden citar:

- El gen MDR3 originario del raton que codifica para la P-glicoproteina y, cuando esta expresado en una cepa
de Yarrowia, confiere una resistencia al FK520 (agente antifingico e inmunosupresor; RAYMOND et al., Mol.
Cell. Biol., vol. 14, p. 277-286, 1994).

- El médulo KanMX, que contiene la secuencia kan' procedente del transposén Tn903 de Escherichia coli
fusionada a las secuencias transcripcionales del gen TEF del hongo filamentoso Ashbya gossypii, 0 a
cualquier promotor o terminador de transcripcién funcionales, confiere a una cepa de Yarrowia la resistencia a
la geneticina (G418; WACH et al., Yeast, vol. 10, p. 1793-1808, 1994).

- El gen HPH (HYG), originario de un plasmido de Escherichia coli, permite la resistencia a la higromicina B
(GRITZ & DAVIES, Yeast, vol. 8, p. 667-668, 1992; CORDERO OTERO & GAILLAIRDIN, Applied Microbiol
and Biotechnologie, vol. 46, p. 143-148, 2004).

- El gen Tn5ble, procedente de Escherichia coli, permite que la levadura transformada adquiera una resistencia
a la fleomicina (WENZEL et al., Yeast, vol. 8, p. 667-668, 1992).

Otros marcadores que se pueden utilizar en el procedimiento segun la invencion estan también descritos por BARTH
& GAILLARDIN (The dimoorphic fungus Yarrowia lipolytica. En: Non conventional yeasts in biotechnology (Wolf K.
Ed.). Springer-Verlag, Berlin, p. 313-388, 1996).

En un modo de realizacion también preferido, el procedimiento de integracién localizada segun la invencién se
caracteriza por que en la etapa b), el sitio de integracion localizado en el genoma de dicha cepa de Yarrowia se
selecciona de entre los genes URA3, LEU2, ADE2, LIP2, LIP7, LIP8, AXP, GUT2 y XPR2.

Preferentemente, el procedimiento de integracion localizada se caracteriza por que en la etapa b), el sitio de
integracion en el genoma de dicha cepa de Yarrowia se selecciona de entre los genes cuya ruptura confiere un
fenotipo facilmente detectable (visualizable, medible), en particular de entre los genes URA3, ADE2, LIP2, LIPS,
AXP.

Asi, segun un modo de realizacion preferido, en la etapa b), el sitio de integracion localizada en el genoma de dicha
cepa de Yarrowia se selecciona de entre los genes URA3, LEU2, ADE2, LIP2, LIP8 y AXP.

El gen LIP2 (SEC ID n° 5 para Yarrowia lipolytica) se puede utilizar como locus de insercion. El gen LIP2 que
codifica para una lipasa extracelular (PIGNEDE et al., J. Bacteriol., vol. 182(10), p. 2802-10, 2000) que hidroliza
preferentemente los triglicéridos de cadena larga de los restos oleicos. Una cepa de Yarrowia cuyo gen LIP2 esta
inactivado (por ejemplo por delecidn), presentara una actividad lipasa reducida (baja actividad lipasa extracelular,
bajo halo de hidrdlisis sobre placa de Petri de la tributirina).

El gen LIP8 (SEC ID n° 6 para Yarrowia lipolytica) se puede utilizar como locus de insercion. El gen LIP8 codifica
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para una triacilglicerol hidrolasa. Una cepa de Yarrowia cuyo gen LIP8 esta inactivado (después de inactivar LIP2)
no presentard ningun halo de hidrdlisis de la tributirina sobre placa YNBT y ninguna actividad lipasa (FICKERS et al.,
Fungal Genetics and Biology, vol. 42, p. 264-274, 2005).

El gen AXP (SEC ID n° 7 para Yarrowia lipolytica) se puede utilizar como locus de insercién. El gen AXP codifica
para una proteasa acida extracelular normalmente expresada cuando el pH del medio es inferior 4. Una cepa de
Yarrowia cuyo gen AXP esta inactivado (por ejemplo por delecién), presentara sobre placa YNBcaseina a pH acido
un halo de hidrdlisis de la caseina disminuido y una actividad proteasa disminuida (GLOVER et al., Microbiology, vol.
143, p. 3045-54, 1997).

El gen XPR2 codifica para una proteasa alcalina extracelular expresada cuando el pH del medio es superior a 6. Una
cepa de Yarrowia cuyo gen XPR2 (SEC ID n° 8 para Yarrowia lipolytica) esté inactivado (por ejemplo por delecion),
presentara en placa YNBcaseina a pH6 un halo de hidrdlisis de la caseina disminuido y una actividad proteasa
disminuida (DAVIDOW et al., J. Bacteriol., vol. 169, p. 4621-9, 1987).

A titulo de ejemplo, se puede citar la cepa de Yarrowia lipolytica depositada el 4 de febrero de 2008 de acuerdo con
el tratado de Budapest en la Collection nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), INSTITUT PASTEUR, 25
rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, Francia bajo el nimero CNCM-3912.

A titulo de ejemplo, se puede citar la cepa de Yarrowia lipolytica depositada el 4 de febrero de 2008 de acuerdo con
el tratado de Budapest en la Collection nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), INSTITUT PASTEUR, 25
rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, Francia bajo el nimero CNCM-3911.

Ventajosamente, dicha cepa de Yarrowia comprende cuatro genes que presentan independientemente entre si una
delecion asociada a un fenotipo de auxotrofia o de caracter dominante, preferentemente seleccionados de entre los
genes URA3, LEU2, GUT2 y ADE2.

La presente solicitud se refiere asimismo a la cepa de Yarrowia lipolytica depositada el 4 de febrero de 2008 de
acuerdo con el tratado de Budapest en la Collection nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), INSTITUT
PASTEUR, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, Francia bajo el numero CNCM-3913.

Segun un modo de realizacién preferido del procedimiento segun la invencion, éste permite la integracion localizada
de 3 a 10 copias del gen de interés, preferentemente de 4 a 8 copias y, de manera particularmente preferida, de 5 a
7 copias de dicho gen de interés.

Ventajosamente, el procedimiento segun la invencion comprende la transformaciéon de dicha cepa de Yarrowia
auxétrofa con tres a diez vectores recombinantes, preferentemente de 4 a 8 vectores recombinantes y, de manera
particularmente preferida, de 5 a 7 vectores recombinantes.

Los vectores recombinantes utilizados en la etapa b) podran comprender ademéas uno o varios marcadores de
seleccion distintos de los que permiten, para dicha cepa de Yarrowia, la complementacion de la auxotrofia y, llegado
el caso, del caracter dominante resultante de las deleciones entre por lo menos los tres genes.

Las secuencias que codifican para el marcador de seleccion y las del gen de interés comprenden ademas los
elementos necesarios para su expresion en una cepa de Yarrowia.

Dichos elementos corresponden en particular a unas secuencias promotoras y terminadoras activas en una cepa de
Yarrowia. Preferentemente las secuencias promotoras y terminadoras utilizadas pertenecen a unos genes diferentes
con el fin de minimizar los riesgos de recombinacion no deseada en el genoma de la cepa de Yarrowia.

Dichas secuencias promotoras son bien conocidas por el experto en la materia y pueden corresponder en particular
a unos promotores inducibles o constitutivos. A titulo de ejemplo de promotores que se pueden utilizar en el
procedimiento segln la invencion, se puede citar en particular el promotor de un gen de Yarrowia lipolytica que esta
reprimido en gran medida por la glucosa y que es inducible por los acidos grasos o los triglicéridos tal como el
promotor POX2 del gen de acil CoA oxidasa 2 de Yarrowia lipolytica y el promotor del gen LIP2 descrito en la
solicitud PCT WO 01/83773. Se puede utilizar también el promotor del gen FBA1 del gen de la fructosa-bisfosfato
aldolasa (US 2005/0130280), el promotor del gen YAT1 del gen transportador del amonio (US 2006/0094102 Al), el
promotor del gen GPAT del gen de la glicerol-3-fosfato O-aciltransferasa (US 2006/0057690 A1), el promotor del gen
TEF (US 2001/6265185) y el promotor hibrido hp4d (WO 96418809).

Dichas secuencias terminadoras son también bien conocidas por el experto en la materia y se pueden citar a titulo
de ejemplo de secuencias terminadoras que se pueden utilizar en el procedimiento segun la invencion la secuencia
terminadora del gen PGK1, la secuencia terminadora del gen LIP2 descrito en la solicitud PCT WO 01/83773.

Cuando el producto del gen de interés esta destinado a ser segregado por la célula huésped, dicho inserto
comprende ademas unas sefiales de control de la secrecién de dicho producto. Se puede utilizar con este fin unas
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secuencias sefial funcionales en las cepas de Yarrowia, por ejemplo la totalidad o parte de la secuencia prepro del
gen LIP2 descrito en la solicitud PCT WO 01/83773.

El gen de interés codifica para un polipéptido que se desea producir en gran cantidad en la cepa de Yarrowia
transformada. Dicho polipéptido corresponde preferentemente a un polipéptido heterélogo, como por ejemplo la
L-asparaginasa de Erwinia chrysanthemi (SEC ID n°® 9) o de Escherichia coli (SEC ID n° 10), pero puede también
corresponder a un polipéptido autélogo como la lipasa LIP2 de Yarrowia lipolytica descrita anteriormente.

Segln un modo de realizacion particular del procedimiento segun la invencion, las etapas b) de transformacion de la
cepa de Yarrowia y c) de seleccion sobre medio minimo, se efectian separadamente para cada uno de dichos por lo
menos tres vectores recombinantes.

Segln un modo de realizacién mas preferido, el procedimiento de integracion localizada segun la invencion se
caracteriza por que en la etapa b), las transformaciones con por lo menos los tres vectores recombinantes se
realizan de manera independiente y sucesivamente con cada uno de los vectores recombinantes, o
simultdneamente con el conjunto de dichos vectores recombinantes, y por que el conjunto de estas transformaciones
esté seguido de una etapa c) de seleccion sobre un medio minimo de las levaduras que han integrado el conjunto de
dichos vectores recombinantes.

Segln un modo de realizacion también preferido, el procedimiento segun la invencion se caracteriza por que el
marcador de seleccion esta enmarcado por unas secuencias que permiten su escision después de la integracion
localizada de dicho vector recombinante.

Se describe también un procedimiento segun la invencion, en el que el marcador de seleccién esta enmarcado por
unas secuencias que permiten su escision después de la integracion localizada de dicho vector recombinante.

El procedimiento segun la invencion permite entonces reutilizar un mismo marcador de seleccién, en particular un
marcador de auxotrofia, para otra integracion localizada durante una nueva etapa de transformacion.

Dichas secuencias que permiten la escisién y la eliminacion, en una cepa de Yarrowia, de una secuencia enmarcada
son bien conocidas por el experto en la materia.

A titulo de ejemplo, se puede citar la utilizacion de dos secuencias idénticas o similares, denominadas secuencias
repetidas directas (SRD), con el fin de obtener un evento de recombinacion como se describe en la patente
EP 0994 192 B1 o en la patente EP 0 635 574 B1.

A titulo de ejemplo, se puede citar el sistema «Cre-lox» tal como se describe en la patente EP 0 220 009 B1, en el
que las secuencias equivalentes a las secuencias repetidas directas son, en este caso, unas secuencias especificas
denominadas «lox» y la escision de la secuencia de ADN comprendida entre las dos secuencias «lox» se efectlia en
presencia de una recombinasa «Cre» expresada por un vector de expresion. Otros sistemas equivalentes y que
utilizan otras recombinasas especificas son también conocidos por el experto en la materia, en particular el
procedimiento descrito en la patente EP 0 814 165 B1.

Segln otro aspecto, la presente invencion tiene por objeto un procedimiento de produccidon de un polipéptido
codificado por un gen de interés, caracterizado por que comprende:

A) un procedimiento de integracion localizada segun la invencion;

B) una etapa d) de cultivo de la cepa de Yarrowia modificada obtenida mediante el procedimiento segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en un medio de cultivo liquido que comprende unas fuentes
asimilables de carbono, de nitr6geno y de sales inorganicas con el fin de permitir el crecimiento de dicha cepa
transformada de Yarrowia, y

C) la recuperacién de dicho polipéptido de interés expresado a partir de las células Yarrowia o del medio de
cultivo obtenido en la etapa B).

Ventajosamente, el procedimiento segun la invencion comprende una etapa e), después de la etapa C), de
purificacion de dicho polipéptido codificado por el gen de interés.

Esta etapa e) de purificacion se puede efectuar o bien después de la lisis celular o bien, ventajosamente, a partir del
medio de cultivo en el que esta segregado por las células, mediante técnicas clasicas, conocidas en si mismas, por
ejemplo por precipitacion fraccionada seguida de una o varias etapas de cromatografia.

Las células de Yarrowia transformadas susceptibles de ser obtenidas por el procedimiento de acuerdo con la
invencion también forman parte de la presente invencion.
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Asi, la presente invencion se refiere también a una cepa de Yarrowia auxétrofa susceptible de ser obtenida mediante
el procedimiento segun la invencién, comprendiendo dicha cepa por lo menos tres deleciones seleccionadas de
entre Ura3-302, Leu2-270, Gut2-744 y Ade2-844, correspondiendo el fenotipo asociado a cada una de estas
deleciones a una auxotrofia dominante para dicha cepa, independientemente el uno del otro de estos por lo menos
tres genes.

Segln otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de una cepa modificada de
Yarrowia con por lo menos tres vectores que permiten llegar a una cepa de Yarrowia que comprende por lo menos
tres deleciones seleccionadas de entre Ura 3-302, Leu 2-270, Gut 2-744 y Ade 2-844, y caracterizada por que,
independientemente el uno del otro de estos por lo menos tres genes, el fenotipo asociado a cada una de estas
deleciones corresponde a una auxotrofia 0 a un caracter dominante para dicha cepa.

Preferentemente en este caso, la cepa comprende ademas por lo menos un gen asociado a un fenotipo de caracter
dominante seleccionado de entre: el gen de resistencia a la higromicina HPH (HYG), y los genes MDR3, KanMX y
Tn5ble, siendo el gen HYG también el méas preferido de los genes de resistencia.

Se describe asimismo una cepa de Yarrowia auxétrofa y, llegado el caso, que presenta un caracter dominante
adquirido, susceptible de ser obtenida mediante el procedimiento de obtencion de una cepa modificada de Yarrowia
segun la invencion, comprendiendo dicha cepa una delecion en por lo menos tres genes de su genoma y
caracterizada por que, independientemente el uno del otro de estos por lo menos tres genes, el fenotipo asociado a
cada una de estas deleciones corresponde a una auxotrofia 0 a un caracter dominante para dicha cepa. Cada una
de las preferencias definidas para el nimero de genes delecionados, los genes seleccionados para la delecion tales
como las definidas para la etapa a) del procedimiento de integracion segun la presente invencion, también se
prefieren para este procedimiento.

Ventajosamente, dicha cepa de Yarrowia obtenida por este procedimiento es una cepa de Yarrowia lipolytica.

Preferentemente, dicha cepa de Yarrowia auxétrofa comprendera por lo menos una mutacion entre los genes URA3,
LEU2 y ADE2 0 URA3, LEU2 y GUT2.

A titulo de ejemplo, se pueden citar las cepas de Yarrowia lipolytica depositadas el 4 de febrero de 2008 de acuerdo
con el tratado de Budapest en la Collection nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), INSTITUT PASTEUR,
25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, Francia bajo los nimeros CNCM 1-3911 y CNCM 1-3912.

Segun un segundo modo de realizacion preferido, la cepa de Yarrowia auxotrofa utilizada en el procedimiento segin
la invencion comprende una mutacién entre cuatro genes necesarios para el crecimiento de dicha cepa, estando
estos tres genes seleccionados de entre grupo que comprende URA3, LEU2, ADE2, LIP2, LIP7, LIP8, AXP, GUT2 y
XPR2.

Preferentemente, dicha cepa de Yarrowia auxétrofa comprendera por lo menos una mutacion entre los genes URA3,
LEU2, ADE2 y GUT2.

A titulo de ejemplo se puede citar la cepa de Yarrowia lipolytica depositada el 4 de febrero de 2008 de acuerdo con
el tratado de Budapest en la Collection nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), INSTITUT PASTEUR, 25
rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, Francia bajo el nimero CNCM 1-3913.

La presente invencion se entenderd mejor con la ayuda de las figuras y de sus leyendas y del complemento de
descripcion dado a continuacion, que se refiere a ejemplos no limitativos de obtencion de cepas transformadas de
Yarrowia lipolytica de acuerdo con la invencion.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica de la construccion de "casete de integraciéon” localizada de "casete de
expresion”. 1) El gen de interés esta clonado en un vector de expresion, 2) el casete de expresion esta liberado
por una digestion I-Scel, 3) y después esta clonado en diferentes vectores de integracién, 4) los casetes de
integracion son liberados por una digestion Notl, purificados y utilizados para transformar una cepa de
integracion.

Figura 2: Representacion esquemética del vector de clonacion. 1) el vector de clonacion comprende un promotor
fuerte seguido de sitios de restriccion Unica para la clonacion del gen de interés, de un terminador de
transcripcion, y a uno y otro lado de un sitio raro para permitir la escision del casete de expresion, 2) el vector
pVC de base contiene un multi-sitio compuestos de sitios Clal, BamHI, Kpnl y Avrll, la secuencia terminadora del
gen LIP2 (LIP2term) con, a uno y otro lado, el sitio raro I-Ceul, 3) el vector de expresién contiene el promotor
pPOX2 clonado en los sitios Clal y BamHI, 4) el casete de expresion se obtiene por clonacién de miltiples sitios
del gen de interés, por ejemplo BamHI-Avrll, y después una digestion del vector de expresion por I-Ceul.
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Figura 3: Representacion esquematica del vector de integracion y obtencién del casete de integracion localizada.
1) el vector de integracién contiene una region aguas arriba del locus de insercién (region P, por promotora) y
una region aguas abajo del locus de insercion (region T, por terminadora) con, a uno y otro lado, un sitio raro 1
para la escision del casete de integracion. Entre las regiones P y T estan presentes dos sitios raros, el sitio raro 2
para la insercion del marcador de seleccion, y el sitio raro 3 para la insercion del casete de expresion.

Figura 4: Representacion esquemaética de los vectores de integracion para una integracion aleatoria. 1)
representacion esquematica del vector que comprende un sitio raro 1 que se puede utilizar para liberar el casete
de expresion de la parte plasmido, un sitio raro 2 para la clonaciéon del marcador de seleccion para Y. lipolytica.
Contiene un promotor entre los sitios Clal y BamHI (en este caso el promotor pPOX2), el terminador del gen LIP2
y las regiones Zeta para una integracion aleatoria (véase la patente de amplificacion). La serie JMP61 presenta
la secuencia de direccionamiento de la lipasa Lip2. Il) Representacion esquematica de los vectores de
integracion para una integracion aleatoria construida con el sitio Notl como sitio raro 1 y el sitio I-Scel como sitio
raro 2 utilizado para la insercion de los marcadores URA3. LEU2. Hyg, GUT2 y ADE2.

Figura 5: expresion de la asparaginasa en las cepas que contienen diferente nimero de copias del gen. A)
andlisis sobre gel de electroforesis NUPAGE al 10% y coloracién con azul coloidal (equivalente a 30 pl de
sobrenadante), B) andlisis sobre gel de electroforesis NUPAGE al 10%, transferencia y deteccion por
transferencia Western con un anticuerpo anti-asparaginasa (equivalente a 10 ul de sobrenadante). La banda a
corresponde a la proteina no glicosilada y la banda b corresponde a la proteina mono-glicosilada. L1, cepa
receptora FF-luga; L2, cepa 5LAspl : ade2 :: GUT2-Asp, 1 copia; L3, cepa 6LAspl : ade2 :: GUT2-Asp, 1 copig;
L4, cepa 15LAsp2 : ade2 :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp, 2 copias; L5, cepa 21LAsp2 : ade2 :: GUT2-Asp lip2 ::
URA3-Asp, : 2 copias; L6, cepa ILAsp3 : ade2 :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp leu2 :: ADE2-Asp : 3 copias; L7,
cepa 2LAsp4 : ade? :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp leu2 :: ADE2-Asp ura3 :: LEU2-Asp : 4 copias.

Figura 6: Andlisis fenotipico Suc+/Suc- para verificar la insercién en el locus URA3. Los transformantes obtenidos
con el casete de integracion localizada en el locus URA3 se ensayan por estria sobre placas de medio rico en
glucosa (YPD) y sacarosa (YPS). Las cepas receptoras Suc+ FF-lug, FF-lua y FF-luga se utilizan como control.

Figura 7: Andlisis fenotipico Lip+/Lip- para verificar la insercion en el locus LIP2. Los transformantes obtenidos
con el casete de integracion localizada en el locus LIP2 se cultivan en medio rico en acido oleico (YPD202). La
actividad lipasa en el sobrenadante de las cepas contiene diferentes copias de la asparaginasa. La cepa
receptora Lip+ FF-luga se utiliza como control. Cepas con 1 copia en el locus ADE2 (ade2 :: GUT2-Asp) : 5LAspl
y 6LAsp1; cepas con 1 copia en el locus ADE2 y 1 copia en el locus LIP2 (ade2 :: GUT2-Asp, lip2 :: URA3-Asp) :
14LAsp2, 15LAsp2, 16LAsp2, 17LAsp2 y 21 LAsp2.

Figura 8: Determinacion del nimero de copias de los genes LIP2 y Asp por RT-gPCR en los transformantes.
Ejemplos
Ejemplo 1: Cepas utilizadas en los ejemplos
Las cepas utilizadas en el procedimiento de la invencion se derivan de una cepa salvaje de Yarrowia lipolytica, en
particular de la cepa salvaje Yarrowia lipolytica W29 (ATCC 20460, clasificada bajo CLIB89 en la coleccion del CIRM
(Centre International de Ressources Microbiennes).
Asi, se pueden utilizar nuevas cepas mutantes que se derivan de la cepa Yarrowia lipolytica ATCC 20460 por medio
de la cepa Pold [cepa auxotrofa para la leucina (Leu-) y el uracilo (Ura-)], descrita en la revista de G. Barth et al.:
Yarrowia lipolytica. En: Nonconventional Yeasts in Biotechnology A Handbook (Wolf, K., Ed.), Vol. 1, 1996, p. 313-
388. Springer-Verlag. Esta clasificada bajo CLIB139 en la CIRM.

La obtencidon de estas nuevas cepas receptoras (FF-lu, FF-lug (CNCM 1-3911), FF-lua (CNCM 1-3912), FF-luga
(CNCM 1-3913)) se describira mas adelante.

Obtencién de las cepas

La obtencién de las cepas mutantes receptoras que se pueden utilizar en el procedimiento de la invencion se puede
llevar a cabo a partir de la cepa Pold, que se deriva de la cepa salvaje Yarrowia lipolytica W29. La cepa Pold es
una cepa auxotrofa para la leucina (leu-) y el uracilo (ura-). Esta descrita en la revista de G. Barth et al.: Yarrowia
lipolytica. En: Nonconventional Yeasts in Biotechnology A Handbook (Wolf, K., Ed.), Vol. 1, 1996, p. 313-388.
Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, Nueva York. Esta clasificada bajo CLIB139 en la coleccion del CIRM. La
obtencién de las cepas mutantes que se pueden utilizar en el procedimiento de la invencion se puede llevar a cabo
mediante la insercion de delecion de gen que confiere una auxotrofia o que confiere un defecto de crecimiento sobre
ciertos medios, cuyo gen presenta una delecion, si es posible una delecién que no se pueda revertir, ventajosamente
que corresponda a una delecion completa del gen, cuyo gen correspondiente pueda ser utilizado como marcador de
seleccion para la seleccion de los transformantes que han integrado los casetes de integracion. Las deleciones
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presentaran una delecion importante con respecto al casete correspondiente utilizado para la construccion de los
marcadores de seleccion, con el fin de disminuir la tasa de conversion.

1. Delecién del gen GUT2 (Agut2-744), construccién del marcador GUT2 vy obtencién de la cepa mutante FF-lug

(CNCM 1-3911).

1.1 Delecion del gen GUT2 (Agut2-744)

Para obtener esta cepa, se puede proceder de la siguiente manera:
1) se selecciona el gen de interés que se quiere eliminar;

2) se construye un casete de interrupcién por clonacion o por PCR ("Polymerase Chain Reaction™) amplificando
la region aguas arriba del gen (regién "promotora” simbolizada por P) y la regién aguas abajo del gen (region
"terminadora”, simbolizada por T);

3) se introduce un marcador de seleccidon que contiene a uno y otro lado una secuencia de recombinacion
(ventajosamente una secuencia loxP o loxR o derivada) que permite una recombinacién entre si para la
eliminacion del marcador (ventajosamente una secuencia de tipo loxP que permite la recombinacién bajo la
accion de la recombinasa cre);

4) se transforma con el casete de interrupcién y se seleccionan las cepas con el gen de interés delecionado
(transformacion y seleccién de los transformantes) y se verifica la interrupcion del gen;

5) se transforma con un vector que permite la expresion de la recombinasa (ventajosamente la recombinasa cre
que permite la recombinacion de las secuencias loxP/loxR y la eliminacion del marcador);

6) se aisla un clon que presenta la delecién del gen de interés y que ha perdido el plasmido de expresion de la
recombinasa.

A partir del mutante FF-lu auxétréfo (Leu-, Ura-), se ha construido una cepa Y lipolytica mutante FF-lug auxotrofa
para la leucina y el uracilo (Leu-, Ura-) e incapaz de utilizar el glicerol como fuente de carbono (gly-). La primera
etapa es la construccion de la cepa FF-lug :: URA3 protétrofa para el uracilo (Leu-, Ura+) por delecién del gen GUT2
por el casete de interrupcion gut2 :: URA3ex transformando el fragmento de PCR GUT2-PUexT (JME744) y
seleccionando los Ura+ sobre YNBcasa. Se seleccionan los auxdtrofos para el uracilo (Leu+, Ura-) por escision del
marcador URA3ex transformando con el vector replicativo pRRQ2 que contiene la recombinasa Cre y el marcador
LEU2 (Cre-LEU2) y seleccionando los transformantes auxétrofos para el uracilo, Leu+. La pérdida del plasmido
pRRQ?2 se realiza mediante un cultivo sobre medio rico en YPD y por aislamiento de un clon (Leu-, Ura-, Gly-).

La representacion esquematica de la construccion de estos mutantes se resume en la tabla 1 siguiente.

Tabla 1: Etapas de transformacién requeridas para la produccion del mutante FF-lug

Etapa Operaciones de transformacién
Mutante a transformar Casete de transformacion Mutante transformado
1 FF-lu, PO1d, Leu-, Ura- Gut2-PUexT JMY1202, Leu-, Ura+, Glygut2=PUexT
2 JMY1202, Leu-, Ura+, Gly-, Vector pPRRQ2 (pKS Cre ARS68 | FF-lug IMY1346, Leu-, Ura-, Glygut2-744
gut2-PUexT LEU2)

El casete de interrupcién para el gen GUT2 se ha construido por amplificacién de la region aguas arriba (region P;
YaliOB:1873518..1872400 complementaria, 1119 bp) y de la regiébn aguas abajo (regiébn T,;
YaliOB:1870468..1869652 complementaria, 817 bp), lo cual permite la delecion de ORF del gen GUT2
(YaliOB1870469..1872401) y deja una homologia con el marcador de seleccién GUT2ex-0.5 (485 bp con la regién P
y 56 bp en la region T) con el fin de minimizar las conversiones génicas. Los marcadores de seleccion ex se
presentan en la tabla 11.

Las regiones P y T se amplificaron con los cebadores G3PD-P1, G3PD-P2, G3PD-T1 y G3PD-T2 (tabla 9).

Los cebadores G3PD-P2 y G3PD-T1 contienen el sitio raro I-Scel para la insercion del marcador de seleccion
escindible URA3ex. El fragmento PT se ha clonado en pGEM-T (Invitrogen) para dar el plasmido pPGEM-GUT2-PT
(JME743). El plasmido de interrupcién pGEM-GUT2-PUexT (JME744) se ha obtenido por insercion del marcador
URA3ex e el sitio I-Scel que proviene del plasmido JME507.

El casete de interrupcién (3245 pb) se ha obtenido por PCR con los cebadores G3PD-P1 y G3PD-T2. El producto de

PCR se ha purificado sobre gel de agarosa con la ayuda del kit gel de extraccion Qiagen. Las cepas se han
transformado mediante el método con acetato de litio. Los transformantes Ura+ se han seleccionado sobre medio
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YNBcasa.

Los transformantes Ura+ se obtienen con una tasa de transformacion tipica (Fickers, 2003). La verificacion de la
interrupcion del gen GUT2 se ha verificado mediante PCR con los cebadores en 5' de la region P (G3PDverl) y en 3'
de la regién T (G3PDver2). El mutante JMY1202 gut2::URA3ex ha sido transformado después por el plasmido
replicativo pRRQ2 (pKS Cre ARS68 LEU2; JME461). Los transformantes obtenidos son cribados para la escisién del
marcador URA3 y la pérdida del plasmido replicativo de expresion de la recombinada cre se realiza por un cultivo
sobre medio rico YPD y por aislamiento de un clon (Leu-, Ura-, Gly-). Se ha seleccionado el mutante IMY1346 (FF-

lug).

La secuencia del locus gut2-844 del mutante JMY1346 se ha amplificado con los cebadores G3PDverl y G3PDver2.
Se ha secuenciado el producto de PCR de tamafio 2415 pb. La secuencia obtenida muestra la ausencia de
marcador Ura3. Después de la escision, permanecen sobre el genoma las secuencias siguientes entre P y T del
locus GUT2: TGCAGCTTTCGAGAACCGACGCCTGGGACCTGTGTCTGTAGGGATAACAGGGTAATTCGCTTCG
GATAACTCCTGCTATAACGAAGTTATGTAGGGATAACAG GGTAAT (SEC ID n° 11; es decir el sitio I-Scel -
secuencia LoxR - sitio I-Scel).

1.2 Construcciéon del marcador GUT2ex

Para la construccion del marcador GUT2ex, la secuencia genémica del locus GUT2 se ha amplificado con los
cebadores G3PTS y G3PTR (tabla 8) y clonado en el vector pKS-LPR (Fickers et al., 2003, Journal of Microbiological
Methods, vol. 55, p. 727-737) en el sitio EcoRI. Contiene 492 pb de promotor, el ORF del gen GUT2, (ORF
YaliOB:1870546..1872384) y 132 bp del terminador y que corresponde a la secuencia YaliOB:1872876..1870417.
Este ORF contiene 2 sitios BamHI y 1 sitio EcoRI que se han eliminado por mutagénesis dirigida introduciendo unas
mutaciones silenciosas. Se han utilizado los cebadores siguientes: G3PB1S y G3PB1R para el primer sitio BamHI
(ggAtcc en ggCtcc), G3PB2S y G3PB2R para el segundo sitio BamHI (ggatcC en ggatcT) y G3PE1S y G3PE1R para
el sitio EcoRI (gaAttc en gaGttc) (tabla 9).

El marcador puede ser insertado en los dos sentidos. Para este marcador GUT2ex0.5, se ha obtenido sélo el sentido
1 en el pKS-LPR. Después de la verificacion por secuenciacion, el plasmido que contiene el marcador GUT2ex0.5
modificado es IME792.

Otros dos marcadores GUT2ex1.0 y GUT2ex 1.5 que contienen 1 kb y 1,5 kb del promotor respectivamente se han
construido como resultado de la dificultad para obtener unos transformantes a partir del marcador GUT2ex0.5
(parrafo 1.3). Estos promotores se han amplificado a partir del ADNg (cepa E150 Yarrowia lipolytica) con los
cebadores P1KB y PNHE1 y P15KB y PNHE1, respectivamente. La clonacion se ha realizado por ligadura de 3 vias
entre el pKS-LPR (EcoRI desfosforilado), el producto de PCR (EcoRIl y Nhel) y el resto del marcador GUT2ex
modificado procedente de JME792 (Nhel y EcoRl). El marcador GUT2ex1.0 en el sentido 1 corresponde a JME919 y
en el sentido 2 corresponde a JME920. El marcador GUT2ex1.5 en el sentido 1 corresponde a JME921 y en el
sentido 2 corresponde a JME922.

1.3 Transformacion con los marcadores GUT2ex0.5, GUT2ex1.0 y GUT2ex1.5.

Para validar la utilizacion del marcador GUT2ex, se ha aislado el marcador GUT2ex0.5 del plasmido JME792 (pKS-
LPR-GUT2ex0.5) por digestion I-Scel y se ha insertado en el sitio I-Scel del plasmido JMP62 I-Scel (JME801) para
dar lugar al plasmido JMP62Gut2-ex0.5 (JMES805).

El plasmido JME805 ha sido digerido por Notl y se ha utilizado para trasformar la cepa FF-lug mediante el método
con acetato de litio. Los transformantes se han seleccionado sobre medio YNBcasa Glicerol al 1% suplementado
con uracilo (100 mg/l). Después de varios intentos, este marcador no ha permitido obtener transformantes.

En una primera fase, se ha emitido la hipotesis de una defectibilidad muy importante de la parte promotora (492 pb).
Por lo tanto, se han construido otros 2 marcadores que contienen unas partes promotoras mas largas (véase el
parrafo 1.2) es decir el marcador GUT2ex1.0 y GUT2ex1.5. Se han obtenido los mismos resultados.

Se ha descrito en la levadura Saccharomyces cerevisiae una represion de la utilizacién de la glucosa en presencia
de glicerol para unas cepas Agut2. Efectivamente, la cepa FF-lug es incapaz de crecer en presencia de las 2 fuentes
de carbono antes citadas. Modificando el presente método de transformacién, se han obtenido unos transformantes.
Este nuevo método de transformacion sigue siendo idéntico al método con acetato de litio y con polietilenglicol
(Galllardin et al. 1985) al que se afiade una etapa de fase de expresion antes de la extension de la transformacién
sobre medios selectivos. Esta fase de expresion se realiza de la siguiente manera: después del choque térmico a
42<T durante 10 minutos, se centrifuga el producto de la transformacion a 2000 rpm durante 3 min. y se lavan las
células con 2 ml de tampén TE pH8. Este lavado se repite 2 veces. Las células son recogidas después con el medio
nutritivo Yeast Extract al 1%, Peptonas al 1% y dextrosa al 0,2%. Se efectla una incubacion de 16 horas a 28
grados y sin agitacién. De nuevo, se centrifuga a 2000 rpm durante 3 min. y se lavan las células con 2 ml de tampén
TE pH 8. Este lavado se repite 2 veces. Las células son recogidas después con 2 ml de TE y se esparcen sobre
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unos medios selectivos que contienen glicerol al 1% como Unica fuente de carbono.

Los resultados de la transformacion del marcador GUT2ex1.0 en la cepa FF-lug se presentan en la tabla 2 siguiente:

Tabla 2: Eficacia de transformacion segin el método de transformacion.

Método clasico sin fase de expresion | Nuevo método con fase de expresion
Tipo de integracion aleatoria localizada aleatoria localizada
Numero de transformantes 0 14 133 615
Tasa de transformacion por pug de 0 187 266 8215
ADN
% de integracion ND 75% ND 100%

2. Delecién del gen ADE2 (Aade2-844), construccién del marcador ADE2 y obtencién de las cepas mutantes FF-lua

(CNCM 1-3912) v FF-luga (CNCM 1-3913).

2.1 Delecion del gen ADE2 (Aade2-844)

Para obtener estas cepas, se puede proceder de la siguiente manera: a partir del mutante FF-lu, se ha construido la
cepa FF-lua Leu-, Ura-, Ade- y a partir del mutante FF-lug, se ha construido la cepa FF-luga Leu-, Ura-, Ade-, Gly-.

2.1a. A partir del mutante FF-lu auxétrofo (Leu-, Ura-), se ha construido una cepa Y. lipolytica mutante FF-lua
auxotrofa para la leucina, el uracilo y la adenina (Leu-, Ura-, Ade-). La primera etapa es la construccion de la
cepa FF-lua :: URA3 protétrofa para el uracilo (Leu-, Ura+, Ade-) por delecién del gen ADE2 por el casete de
interrupcion Ade2 :: URA3ex transformando el casete Notl PTAde2-Ura3Ex (JME844) y seleccionando las Ura+
sobre YNBcasa, suplementado con adenina (800 mg/l). Se seleccionan los auxdétrofos para el uracilo (Leu+, Ura-,
ade-) por escisién del marcador URA3ex transformando con el vector replicativo pRRQ2 que contiene la
recombinasa Cre y el marcador LEU2 (Cre-LEU?2) y seleccionando los transformantes auxdétrofos para el uracilo,
Leu+. La pérdida del plasmido replicativo pRRQ2 de expresion de la recombinasa cre se realiza mediante un
cultivo sobre medio rico YPD y por aislamiento de un clon (Leu-, Ura-, Ade-). Se ha seleccionado el mutante
JMY1409 (FF-lua).

2.1.b. A partir del mutante FF-lug auxétrofo (Leu-, Ura-) e incapaz de utilizar el glicerol como fuente de carbono
(Gly-), se ha construido una cepa Y. lipolytica mutante FF-luga auxotrofa para la leucina, el uracilo y la adenina
(Leu-, Ura-, Ade-) e incapaz de utilizar el glicerol como fuente de carbono (Gly-). La primera etapa es la
construccién de la cepa FF-luga :: URA3 auxotrofa para la leucina y la adenina (Leu-, Ade-, Ura+) por delecion
del gen ADE2 por el casete de interrupcion ade2 :: URA3ex transformando el casete Notl PTAde2-PUra3EXT
(JME844) y seleccionando los Ura+ sobre YNBcasa suplementado con adenina (800 mg/l). Se seleccionan los
auxétrofos para el uracilo (Leu+, Ura-) por escision del marcador URA3ex transformando con el vector replicativo
pRRQ2 que contiene la recombinasa Cre el de marcador LEU2 (Cre-LEU?2) y seleccionando los transformantes
auxétrofos para el uracilo, Leu+. La pérdida del pldsmido pRRQ2 se ha realizado mediante un cultivo sobre
medio rico YPD y mediante el aislamiento de un clon (Leu-, Ura-, Ade-, Gly-). Se ha seleccionado el mutante
JMY1404 (FF-luga).

La representacion esquematica de la construccion de estos mutantes se resume en la tabla 3 siguiente.

Tabla 3: Etapas de transformacién requeridas para la produccion de los mutantes FF-lua y FF-luga

Etapa

Operaciones de transformacién

Mutante a transformar Casete de transformacion Mutante transformado

PTade2-Ura3Ex JMY1407, Leu-, Ura+

ade2-PUexT

PO1d, Leu-, Ura-

JMY1407, Leu-, Ura+ ade2-PUexT JMY 1409, Leu-, Ura-,

Aide-ade2-844 FF-lua

Vector pRRQ2, seleccidn Leu+, verificacion
Gly-, pérdida del plasmido pRRQ?2 sobre
YPD, aislamiento de Leu-

JMY1346, Leu-, Ura-, Gly-gut2-744 PTade2-Ura3Ex JMY1396, Leu-, Ura+

Gly- ade2-PUexT

JMY1396, Leu-, Ura+, Gly-ade2-844 JMY 1404, Leu-, Ura-,
Ade-, Gly-, ade2-844

FF-luga

Vector pRRQ2, seleccidn Leu+, verificacion
Gly-, pérdida del plasmido pRRQ?2 sobre
YPD, aislamiento de Leu-

El casete de interrupcion para el gen ADE2 (YaliOB23188g; highly similar to tr|Q9P4V1 Candida boidinii), codifica
para la fosforibosil-5-aminoimidazol carboxilasa, proteina deducida de 565 aa (YaliOB:3030460..3032157, sentido) se
ha construido por amplificacion de la regién aguas arriba (region P; YaliOB:3029011..3029931, 920 bp) y de la region
aguas abajo (region T; 792 pb, YaliOB:3031871..3032662) lo cual permite la delecion del ORF del gen ADE2
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YaliOB:3030460..3032157). La regién eliminada es de 1939 pb (YaliOB:3029932..3031870) y que deja solo una
homologia muy baja con el marcador de seleccion ADE2ex (O bp con la region P y 415 bp en la regién T) con el fin
de minimizar las conversiones génicas. El marcador ADE2ex corresponde a la region YaliOB:3029961..3032280
fragmento de 2319 pb. Los marcadores de seleccion ex se presentan en la tabla 11.

Las regiones P y T se han amplificado con los cebadores siguientes P1IADE2, P2ADE2, TLIADE2, T2ADE?2 (Tabla 9).

Los cebadores P2 y T1 contienen el sitio raro I-Scel para la insercién del marcador de seleccién escindible URA3ex.
El cebador T1 contiene también el sitio raro I-Ceul para la insercién del casete de expresion. Los cebadores P1y T2
contienen el sitio raro Notl para la clonacion en pHSS6-Notl (JME800). El fragmento PT se ha clonado en el JIME800
digerido por Notl y se ha desfosforilado para dar el plasmido pADE2-PT en la orientacion 1 (sentido 1, JME813) o en
la orientacion 2 (sentido 2, JIME814). El sentido se define segun la orientacién del sitio I-Scel: o bien el sentido 1 con
el sitio I-Scel como sentido, o bien el sentido 2 con el sitio I-Scel como complementario. El plasmido de interrupcién
pPTAde2-Ura3Ex (JME844) ha sido obtenido por insercion del marcador URA3ex en el sitio I-Scel del plasmido
JMES813.

El casete de interrupcién se ha obtenido por digestion Notl y purificacion de la banda de 3089 pb. La cepa Pold se
ha transformado mediante el método con acetato de litio. Los transformantes Ura+ se han seleccionado sobre medio
YNBcasa suplementado con adenina (100 mg/l). Las concentraciones tipicas necesarias para la complementacion
de una auxotrofia que se utilizan estan generalmente comprendidas entre 100 a 200 mg/l. Los transformantes Ura+
se obtienen con una tasa de transformacion baja, del orden de 50 transformantes por microgramo de ADN, el
andlisis de los transformantes ha revelado que contenian una conversion del marcador ura3-302 y no la delecién del
gen ADE2.

Se han realizado varios ensayos de interrupcién con unas concentraciones crecientes de adenina. Para obtener
unas tasas de transformacion superiores a 103 transformantes por pg de ADN, es necesario tener una concentracion
superior a 400 mg/l de adenina en los medios. La concentracion utilizada para la complementacién es de 800 mgl/l.
Es s6lo con estas condiciones con las que se han obtenido unos transformantes que presentan una interrupcion del
gen ADE2. Al contrario que S. cerevisiae, las cepas Ade- no presentan color rosa. Por el contrario, los clones Ade-
de Y. lipolytica presentan un color marron después de varios dias sobre la placa y un sobrenadante marrén en medio
liquido: fenotipo que se puede utilizar para identificar que los transformantes o la integracion del casete de expresion
estan bien integrados en el locus ADE2.

Verificacion de la secuencia del locus ade2-844. La secuencia del locus ade2-844 se ha amplificado con los
cebadores verlade2 y ver2ade? (tabla 9). Se ha secuenciado el producto de PCR de tamafio 2204 pb. La secuencia
obtenida muestra la ausencia de la secuencia de marcador URA3. Ademas, esta verificacion muestra la ausencia de
la integracion de los sitios Notl en 5'y 3' del casete de interrupcion PUexT. Después de la escision, sobre el genoma
permanecen las secuencias siguientes entre P y T del locus ade2: TAGGGATAACAGGGTAATTATCGCTTCGGAT
AACTCCTGCTATAGGAAGTTATGTAGGGATAACAGGGTAATTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGA (SEC ID n°
12) es decir los sitios siguientes I-Scel - LoxR - I-Scel - I-Ceul.

2.2 Construcciéon del marcador ADE2ex

Para la construccién del marcador ADE2ex, se ha amplificado la secuencia genémica del locus ADE2 utilizando los
cebadores ADE2S y ADE2R y se ha clonado en el vector pKS-LPR (Fickers et al., 2003, Journal of Microbiological
Methods, vol. 55, p. 727-737) en el sitio EcoRI. Contiene 500 bp de promotor, el ORF del gen ADE2 (Yali0B23188g)
y 125 bp del terminador, y que corresponde a la secuencia Yali0OB:3029961..3032280 es decir 2319 pb. Se ha
eliminado el sitio EcoRI presente en el ORF del gen ADE2 modificando la gaatTc en gaatCc por mutagénesis dirigida
con los cebadores ADE2ES y ADE2ER (tabla 9). Esta base modificada crea una mutacion silenciosa ATT en ATC.

El marcador se puede insertar en los dos sentidos. El marcador ADE2ex en el sentido 1 corresponde a JME798 y en
el sentido 2 a JIME799.

2.3 Transformacién con el marcador ADE2ex

Para ensayar la utilizacion del marcador ADE2ex, se ha aislado el marcador ADE2ex del plasmido JME798 (pKS-
LPR-ADE?2) por digestion I-Scel y se ha insertado en el sitio I-Scel del plasmido JMP62 I-Scel (JME793) para
obtener el plasmido JMP62 ADE2ex (JME862). El plasmido JME862 ha sido digerido por Notl y se ha utilizado para
trasformar la cepa FF-lua mediante el método con acetato de litio. Los transformantes se han seleccionado sobre
medio YNBcasa suplementado con uracilo (100 mg/l) y adenina. En la bibliografia, se describe habitualmente en
unos mutantes Ade- de diferentes especies de levaduras que los medios selectivos estan suplementados con
adenina a una concentracion de 100 a 200 mg/l. En el caso presente, para los mutantes Ade- antes citados, la
concentracion necesaria para un crecimiento correcto de los transformantes es de 800 mg/l. En estas condiciones,
se obtienen unas tasas de transformacion similares a las tasas de transformacion obtenidas con el marcador URA3.
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3. Delecién del gen LEU2 (marcado Aleu2-958), obtencién de las cepas mutantes FF2-lu, FF-2lug, FF2-lua y FF2-
luag y construccién del marcador LEU2ABamHI.

3.1 Delecion del gen LEU2 (Aleu2-958)

Para obtener estas cepas, se puede proceder de la siguiente manera: a partir del mutante FF-lu, se ha construido la
cepa FF2-lu Leu-, Ura-. De manera similar, se pueden construir unas cepas derivadas de FF-lua, FF-lug, FF-luag
que presentan la delecion Aleu2-958. A partir del mutante FF-lug, se puede construir la cepa FF2-lug Leu-, Ura-,
gly-, a partir del mutante FF-lua, se puede construir la cepa FF2-lua Leu-, Ura-, ade- y a partir del mutante FF-luag,
se puede construir la cepa FF2-luag Leu-, Ura-, ade-, gly-.

Por ejemplo, a partir del mutante FF-lu se ha construido la cepa Y. lipolytica mutante correspondiente que presenta
una delecién del gen LEU2 mas importante que para el marcador genético leu2-270. La primera etapa es la
construccion de la cepa FF2-lu :: URA3 protétrofa para el uracilo (Leu-, Ura+) por delecion del gen leu2-270 por el
casete de interrupcion leu2 :: URA3ex transformando el casete Notl procedente del plasmido pPTLeu2-Ura3Ex
(JME958) que contiene este marcador y seleccionando las Ura+ sobre YNBcasa. Se seleccionan los auxotrofos para
el uracilo (Leu+, Ura-) por escisién del marcador URA3ex transformando con el vector replicativo pRRQ2 que
contiene la recombinasa Cre y el marcador LEU2 (Cre-LEU?2) y seleccionando los transformantes auxdétrofos para el
uracilo, Leu+. La pérdida del plasmido pRRQ2 se realiza mediante un cultivo sobre medio rico YPD y mediante el
aislamiento de un clon (Leu-, Ura-). Se puede utilizar el mismo método para obtener los mutantes FF2-lua, FF2-lug y
FF2-luga.

La representacion esquematica de la construccion del mutante FF2-lu se resume en la tabla 4 siguiente.

Tabla 4: Etapas de transformacién requeridas para la produccion del mutante FF2-lu

Etapa Operaciones de transformacién
Mutante a transformar Casete de transformacion Mutante

transformado

al FF-lu, Leu-, Ura-JMY195, Pold PTLeu2-Ura3Ex FF-1U+, leu-, Ura+
leu2-PUexT

a2 FF-lU+, Leu-, Ura+, leu2-URA3 Vector pRRQ2, seleccidn Leu+, verificacion JMY1516, Lieu-,

Ura-, pérdida del plasmido pRRQ2 sobre YPD, Ura-, leu2-958 FF2-
aislamiento de Leu- lu

El casete de interrupcion para el gen LEU2 se ha construido por amplificacion de la region aguas arriba (region P;
Yali0C44989..Yali0C46081, 1092 pb) y de la region aguas abajo (regién T; YaliOC47036..Yali0C47932, 897 pb) lo
cual permite la delecion del ORF del gen LEU2 (Yali0C46082..Yali0C47035, 954 pb) y que no deja mas que una
homologia muy reducida con el marcador de seleccion LEU2ex (O bp con la region P y 207 bp en la region T) con el
fin de minimizar las conversiones génicas. El marcador de seleccion Leu2Ex presentaba una fuerte homologia con el
marcador genético leu2-270 (401 bp con la region P y 710 bp en la regién T) ya que éste corresponde a una simple
delecion Stul de 681 bp del gen LEU2. Los marcadores de seleccion ex se presentan en la tabla 11.

Las regiones P y T se han amplificado con los cebadores PlLeu2, P2Leu2, TlLeu2 y T2Leu?2 (tabla 9).

Los cebadores P2 y T1 contienen el sitio raro I-Scel para la insercion del marcador de seleccion escindible Ura3ex.
El cebador T1 contiene también el sitio raro I-Ceul para la insercién del casete de expresion. Los cebadores P1y T2
contienen el sitio raro Notl para la clonacion en pHSS6-Notl (JME800). El fragmento PT se ha clonado en JME800
digerido por Notl y se ha desfosforilado para dar el plasmido pLeu2-PT en la orientacion 1 (sentido 1, JME811) o en
la orientacion 2 (sentido 2, JIME812). El sentido se define segun la orientacién del sitio I-Scel: o bien el sentido 1 con
el sitio I-Scel como sentido, o bien el sentido 2 con el sitio I-Scel, como complementario. El plasmido de interrupcion
pPTLeu2-Ura3Ex (JME958) se ha obtenido mediante la insercién del marcador Ura3ex en el sitio I-Scel del plasmido
JMES811.

El casete de interrupcién se ha obtenido por digestién Notl y purificacion de la banda de 3351 pb. Las cepas se han
trasformado mediante el método con acetato de litio. Los transformantes Ura+ se han seleccionado sobre medio
YNBcasa.

3.2 Construccién del marcador LEU2n (LEU2exABamHI)

Para la construccion de los casetes de expresion y de los casetes de integracion, los marcadores de seleccion no
deben contener los sitios Unicos utilizados para la clonacion de los genes de intereses (BamHI, Hindlll, Kpnl y Avrll).
Para la construccion del marcador LEU2n (LEU2exABamHI), se han utilizado los cebadores Leu2-L1y Leu2-L2 para
crear un "linker" que aporta la modificacién ggaatT en ggaatC y que posee el sitio Apal (Tabla 9). El plasmido pKS-
LPR-Leu2 (JME509) ha sido digerido por un lado por Apal y Scal y, por otro lado, por BamHI y Scal. Las bandas
Apal-Scal de 1471 pb y BamHI-Scal de 3300 pb se han purificado sobre gel de agarosa. Una ligacion de 3 vias se
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ha efectuado con estas 2 bandas mas el "linker" Leu2L1/Leu2L2. Se ha obtenido un plasmido que contiene el nuevo
marcador LEU2n modificado LEU2exABamHI (JME790).

4. Desarrollo del sistema de integracién monocopia aleatorio con diferentes marcadores escindibles

La construccion se ha realizado a partir de los diferentes marcadores escindibles existentes y de los marcadores
obtenidos en la presente invencion (Tabla 11).

En una primera fase, se han construido los 2 vectores de base denominados I-Scel o JMP61 |-Scel y el IMP62 I-
Scel. A partir de los vectores JMP61 leu2Ex y JMP62 leu2Ex que contienen el marcador escindible LEU2, se ha
efectuado una PCR de la totalidad del plasmido con un par de cebadores: 62claS y 62claR (Tabla 9).

Se ha utilizado el kit «QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit» de Stratagene que permite efectuar unas
mutaciones dirigidas. El principio, basado en la amplificacion por PCR, utiliza unos cebadores construidos
especificamente para forzar la mutaciéon del producto de PCR. Habitualmente utilizado para cortas
inserciones/deleciones o unas mutaciones puntuales, se ha utilizado este principio con el fin de eliminar el marcador
Leu2Ex por recircularizaciéon del plasmido en el sitio I-Scel. Estos 2 cebadores se han construido también para
eliminar los sitios BamHI y Avrll contenidos en el plasmido JMP61 Leu2Ex aguas arriba del sitio I-Scel y restaurar el
sitio Clal con el fin de permitir el intercambio del promotor por este Unico sitio. El producto de PCR obtenido es
después digerido por la enzima de restriccién Dpnl que permite eliminar la hebra parental. Esta Ultima, que proviene
de una cepa de E. coli dam+ estd metilada y, al contrario de la hebra nuevamente formada, serd reconocida y
digerida especificamente por la enzima Dpnl. Después de la transformacion y del cribado, se han obtenido los
vectores JMP61 I-Scel y IMP62 I-Scel (Tabla 12).

Las otras construcciones (Tabla 12) se han realizado a partir de estos 2 plasmidos. Las ligaciones se han efectuado
con los plasmidos digeridos por I-Scel y se han desfosforilado, y las bandas purificadas I-Scel de los diferentes
marcadores escindibles a partir de los plasmidos pKS-LPR correspondientes (Tabla 11). Para el marcador escindible
Leu2, se ha utilizado el plasmido JME790 que contiene el marcador LEU2n (Leu2ABamHI).

Tabla 5: Cepas obtenidas:

Cepa N°coleccién Genotipo
FF-lu JMY 195, Pold xpr2-322, leu2-270, ura3-302
FF2-lu xpr2-322, leu2-958, ura3-302
JMY 1202 xpr2-322, leu2-270, ura3-302, gut2-PUexT
FF-lug JMY 1346 xpr2-322, leu2-270, ura3-302, gut2-744
JMY 1407 xpr2-322, leu2-270, ura3-302, ade2-PUexT
FF-lua JMY 1409 xpr2-322, leu2-270, ura3-302, ade2-844
JMY 1396 xpr2-322, leu2-270, ura3-302, gut2-744, ade2-PUexT
FF-luga JMY 1404 Xpr2-322, leu2-270, ura3-302, gut2-744, ade2-844
5LAspl 1 copia ade? :: GUT2-Asp
6LAspl 1 copia ade? :: GUT2-Asp
14L Asp2 2 copias ade? :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp
15LAsp2 2 copias ade? :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp
16LAsp2 2 copias ade? :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp
17LAsp2 2 copias ade? :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp
21LAsp2 2 copias ade? :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp
1LAsp3 3 copias ade? :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp leu2 :: ADE2-Asp.
2LAsp4 4 copias ade2 :: GUT2-Asp lip2 :: URA3-Asp leu2 :: ADE2-Asp ura3 :: LEU2-Asp

5. Construccién de los vectores de base, de clonacién y de expresion.

5.1 Vectores de base y de clonacién.

La construccion del vector de base se ha realizado a partir del vector IMP62 conservando sélo la parte lanzadera E.
coli que proviene del plasmido pHSS6. Después de la digestion por Notl del vector IMP62, la banda de 2210 pb que
contiene el origen de replicacion para E. coliy la resistencia a la Kanamicina, se ha aislado y purificado y después se
ha religado para formar asi el vector de base denominado pHSS6-Notl (JMES800).

A partir del vector de base, se ha construido el vector de clonacion (figura 2) por ligacién de 2 "linkers" y de un
fragmento de PCR que contiene las secuencias de terminacion de la lipasa LIP2 de Y. lipolytica contenida en el
vector IMP62. Los "linkers" se han realizado por sintesis de un par de cebador fosforilo en 5', es decir el "linker" 1
con los cebadores linkl y link11 y el "linker" 2 con los cebadores link2 y link22 (Tabla 10). Estos "linkers" crean un
multisitio de clonacion que contiene respectivamente los sitios Clal y BamHI para la insercion de un promotor, los
sitios BamHI/Hindlll y Sacll/Kpnl/Avrll para la insercion del gen de interés. Se ha introducido también una secuencia
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«consensus» en -4 y -1 del ATG: C* A C A, Esta secuencia esta presente para los genes de Y. lipolytica que
codifican para unas proteinas fuertemente expresadas. Asi, para una expresion con esta secuencia, la clonacién del
gen de interés se efectta por Hindlll y sin esta secuencia por BamHI en 5'. El fragmento de PCR (840 pb) que
contiene las secuencias de terminacion de LIP2 se ha obtenido con los cebadores POX2Xho y Lip2Thc. Este
fragmento ha sido digerido por Avrll y Notl para obtener el fragmento de 179 pb que contiene sdlo las secuencias de
terminacion de LIP2. Se ha afiadido un sitio tnico Hincll con el fin de permitir el intercambio de estas secuencias de
terminacion por Avrll y Hincll. Se han introducido 2 sitios raros de la enzima de restriccion I-Ceul a uno y otro lado
del multisitio y de las secuencias de terminacion. Este doble sitio I-Ceul permite aislar y purificar el casete de
expresion para una clonacién en unos vectores de integracion.

Se ha realizado una ligacion de 3 vias con los 2 "linkers", la banda de 179 pb Avrll/Notl y el vector de base pHSS6
Notl desfosforilado para obtener el vector de clonacién denominado pVC (JME829).

5.2 Vector de expresién

La construccion del vector de expresion se ha realizado a partir del vector de clonaciéon pVC digerido por Clal y
BamHI. El promotor pPOX2 reducido (1017 pb) se ha aislado y purificado después de la digestiéon por Clal y BamHI
del vector JIMP62 (Tabla 12). Se ha realizado una ligacion del pVC y del promotor pPOX2 para obtener el vector de
expresion denominado pVC-pPOX2 (JME830), Tabla 6.

Tabla 6: Vectores utilizados para la construccion del vector de expresion.

Descripcion Nombre del vector N°de coleccion
Vector de base pHSS6-Notl JMEB800
Vector de clonacion pVC JMES829
Vector de expresion pVC-pPOX2 JMES830

6. Seleccion de los locus de insercién y principio de construccién de los vectores de integracion.

Se han seleccionado los diferentes locus siguientes:

6.1 Locus Leu2-270

Se ha utilizado frecuentemente este locus como diana de integracion homéloga por simple «crossing over» (por
ejemplo Bordes et al.,, 2007), pero con este marcador gendmico se obtiene una tasa elevada de conversion
(corresponde a una pequefia delecion Stul de 681 pb que deja una region 5' de 401 pb (Yali0C:46411..46537) y una
region 3' de 710 pb (YaliOC:46528..46948) que permite una doble recombinacién con el marcador de seleccion LEU2
utilizado en los presentes vectores. Asi, se observa generalmente una fuerte tasa de conversion durante las
transformaciones del casete de expresion que contiene este marcador. Para disminuir la tasa de conversion, se ha
elegido insertar en una primera etapa un casete de expresion en el locus leu2-270, con el fin de eliminar estas
regiones de homologia en 5' y 3. Asi, durante una insercion de un nuevo casete de expresion que contiene el
marcador LEU2 en otro locus, la tasa de conversion ha disminuido mucho. Alternativamente, se puede construir una
cepa con el marcador leu2-958, tal como se describe en el capitulo 3.

6.2 Locus Ura3-320

La delecion se ha realizado por doble "crossing-over" dejando s6lo 21pb en la posicion 5
(YaliOE:3171873..3171893) y 108 pb en la posicion 3' (YaliOE:3175134..3175241). El fragmento delecionado
(695 pb) ha sido sustituido por el casete de expresion siguiente: promotor del gen XPR2 y el gen SUC2 que codifica
para la invertasa de Saccharomyces cerevisiae en sentido inverso (3240 pb, YaliOE:3171894..3175133). La
integracion en este locus Ura3-320 permite eliminar el gen SUC2 que proviene de S. cerevisiae en la cepa de
produccion y efectuar un cribado simple y rapido de los transformantes Suc- (ausencia de crecimiento en medio que
contiene so6lo sacarosa como Unica fuente de carbono) tal como se describe en la figura 6.

6.3 Locus Lip2

El gen LIP2 codifica para la lipasa Lip2p de Y. lipolytica. Su expresién esta inducida en presencia de acido graso y
de triglicéridos (Pignede et al., 2000). En la presente invencion, la expresion de las proteinas de interés esta
colocada bajo el promotor fuerte e inducible pPOX2. Este promotor es también inducible por los acidos grasos como
el acido oleico. La integracion en el locus LIP2 permite invalidar el gen LIP2 y obtener la ausencia de expresion de la
lipasa Lip2p en los sobrenadantes de cultivo durante la produccion. Ademas, esto permite efectuar un cribado simple
y rapido de los transformantes Lip2- (ausencia de degradacion de una emulsion de tributirina visible en el medio agar
o ausencia de actividad lipasa en el sobrenadante de cultivo, tal como se describe en la figura 7).
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6.4 Locus Ade2

En la presente invencidn, se han construido nuevas cepas Ade-, asi como el marcador de seleccion Ade2ex. Para la
interrupcion del gen ADE2 se han amplificado las secuencias P y T. Estas mismas secuencias se han utilizado por lo
tanto en los vectores de integracion. Asi, no ha sido necesaria ninguna construccion suplementaria para este locus.

Si la cepa receptora utilizada es FF-lug, la insercion en el locus ADE2 devuelve la Ade-, lo cual crea una nueva
auxotrofia, que puede ser utilizada para introducir una copia suplementaria del gen de interés. Esta interrupcion esta
también asociada a un fenotipo rapidamente identificable (coloracion marrén de las colonias interrumpidas en medio
rico en placa de Petri, coloracion marron del medio de cultivo).

Esta lista 0 estas combinaciones de locus/marcador no son exhaustivas. Cualquier otra combinacion es posible,
preferentemente con un locus cuya interrupcion crea un fenotipo rapidamente visualizable que permite un cribado
rapido de los transformantes que han integrado correctamente el casete de expresion en el locus. Se puede
seleccionar otro locus y otros marcadores o realizar otras combinaciones.

6.5 Principio de construccién de los vectores de integracién

El principio de la construccion de los vectores de integracion esta descrito en la figura 3. Los diferentes casetes de
integracion en unos locus definidos han sido construidos mediante una metodologia idéntica. A partir del ADNg de la
cepa E150, se ha amplificado la parte promotora denominada P y la parte terminadora denominada T del gen a
interrumpir. Los fragmentos P y T deben, preferentemente, tener un tamafio comprendido entre 800 y 1000 pb para
obtener una doble recombinacién homologa eficaz en Y. lipolytica. Los cebadores utilizados se denominan P1/P2
para el fragmento P y T1/T2 para el fragmento T seguido del nombre del locus (Tabla 9). Los cebadores P1 y T2
contienen un sitio raro 1, en este caso el sitio Notl, para permitir la clonacion en el vector de base pHSS6-Notl y
también para liberar el casete de expresion. Los cebadores P2 y T1 contienen otros dos sitios raros, los sitios raro 2
y raro 3, en este caso los sitios I-Scel y I-Ceul, respectivamente, lo cual permite la fusion por PCR de los 2
fragmentos y la clonacién ulterior del marcador de seleccion en el sitio raro 2, en este caso el sitio I-Scel y del casete
de expresion en el sitio raro 3, en este caso el sitio I-Ceul. La fusion por PCR estéa por lo tanto bien realizada a partir
de una mezcla de los 2 fragmentos P y T purificados y del par de cebadores P1/T2. El fragmento PT obtenido es
digerido por Notl y después se clona por ligadura en el vector pHSS6 digerido por Notl y desfosforilado. Los vectores
de integracion se denominan pPT seguido del nombre del locus (Tabla 7).

Descripcion de los fragmentos P y T de los diferentes locus:

Locus Leu2-270: Las regiones amplificadas para la doble recombinacién homéloga son para la region P de
1092 pb (Yali0C:44989..46081) y para la region T de 897 pb (Yali0C:47036..47932). La regién que se eliminara
es de 954 pb (Yali0C:46082..47035). Esta region elimina la totalidad de la region 5' del marcador Leu2 (401pb) y
una parte de la regién 3' (503pb). Permanece una homologia de 207 pb de la region 3' del marcador Leu?2.

Locus Ura3-302: Las regiones amplificadas para la doble recombinacion homéloga son para la region P de
1197 pb (YaliOE:3170698..3171894) y para la regién T de 1013 pb (YaliOE:3175412..3176424). La region que se
eliminara es de 3516 pb (YaliOE:3171895..3175411). Esta region elimina la totalidad del casete de expresion
pXPR2+SUC2 y la region 3' del marcador Ura3 (280 pb). Permanece una homologia de 200 pb de la region 5' del
marcador Ura3.

Locus Lip2: Las regiones amplificadas para la doble recombinaciéon homéloga son para la region P de 1123 pb
(Yali0A:2185897..2187019) y para la region T de 961 pb (YaliOA:2187883..2188843). La region que se eliminara
es de 863 pb (Yali0C:2187020..2187882). Esta region elimina casi la totalidad del gen LIP2. Permanece una
homologia de la region 3' de 148 pb del gen LIP2.

Locus Ade2: Las regiones amplificadas para la doble recombinacién homdéloga son para la region P de 920 pb
(YalioB:3029011..3029931) y para la region T de 792 pb (YaliOB:3031871..3032662). La region que se eliminara
es de 1939 pb (Yali0B:3029932..3031870) que deja so6lo una homologia muy reducida con el marcador de
seleccion ADE2ex (O bp con la region P y 415 bp en la region T) con el fin de minimizar las conversiones
génicas.

Para cada locus, se han amplificado las regiones P y T con la ayuda del par de cebadores denominado P1/P2 y
T1/T2 seguido del nombre del locus (Tabla 9). Después, se ha realizado la fusién PT con el par P1/T2.

A partir de estos vectores pPT, se han introducido diferentes marcadores escindibles por clonacién al sitio I-Scel.
Este sitio permite una clonacion orientada del marcador. Se ha elegido orientar el marcador en el sentido inverso del
casete de expresion. Los vectores de integracion obtenidos se denominan pPT seguido del nombre del locus
seguido del nombre del marcador escindible insertado (Tabla 7).

Las combinaciones locus/marcador se dan so6lo a titulo de ejemplo, son posibles diferentes combinaciones.
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Tabla 7: lista de los vectores de integracion

Locus Nombre Orientacion | N°coleccion | Marcador Nombre del vector N°coleccié n
del vector | 1-Scel
LIP2 pPTLip2 Sens 1 JMEB806 URA3ex pPTLip2-Ura3ex JME815
GUT2-0.5ex | pPTLip2-Gut2-0.5ex | JME816
Sens 2 JME807
URA3 pPTUra3 Sens 1 JME809 LEUZ2nex pPTUra3-Leu2nex JME817
Sens 2 JMES810
LEU2 pPTLeu2 Sens 1 JME811 ADE2ex pPTLeu2-Ade2ex JME818
URA3ex pPTLeu2-Ura3ex JME958
Sens 2 JME812
ADE2 | pPTAde2 Sens 1 JMES813 GUT2-0.5ex | pPTAde2-Gut2-0.5ex | JMES819
URA3ex pPTAde2-Ura3ex JME844
Sens 2 JME814 JME814

7. Principio de construccién de los vectores de integracion para la expresion de proteina de interés.

La clonacion de un gen de interés se realiza sélo en 2 etapas de clonacién. La primera etapa es una sub-clonacion
en el vector de expresion pVC para obtener el vector pVC-gen de interés bajo el control del promotor POX2 (pueden
ser utilizados otros promotores fuertes tales como por ejemplo el promotor hp4d o unos promotores inducibles). Este
vector pVC-gen de interés esta digerido por I-Ceul para aislar y purificar el casete de expresion. La segunda etapa
es la clonacion de este casete de expresion I-Ceul en los vectores de integracion. El casete de integracion/casete de
expresion se aisla y se purifica después de la digestion por Notl antes de la transformacién en Y. lipolytica (Figura
3).

Ejemplo 2: Construccion y utilizacion de un casete de integracion/expresion para la insercion localiza  da de
un gen que codifica para una proteina de interés te  rapéutico no producida por Y. lipolytica.

Se ha tomado como ejemplo la proteina L-asparaginasa de Erwinia chrysanthemi.

Se introduce el gen que codifica para esta proteina en el vector pVC-pPOX2 en el sitio Hindlll/Avrll. Para ello, se
realiza una fusion por PCR entre la secuencia preproLIP2 y la parte de la secuencia del gen que codifica para la
forma madura de la proteina L-asparaginasa. Las PCR se realizan con los cebadores preproLip2 y Lip2KR para
amplificar la secuencia pre-pro-LIP2 y con los cebadores Laspsens y Lasprev para amplificar la secuencia que
codifica para la proteina madura. Después, mezclando los 2 productos de PCR obtenidos, se realiza la fusién con
los cebadores preproLip2 y Lasprev. El cebador preproLip2 contiene el sitio Hindlll y el cebador Lasprev el sitio Avrll
para la clonacién del producto de la fusion en el pCV-pPOX2. Se obtiene entonces el vector pVC-pPOX2-preproLip2-
LAsp (JMEB98) que contiene el casete de expresion de la proteina L asparaginasa (Tabla 8).

A partir de este vector, se extrae el casete de expresion gracias a una digestion por la enzima de restriccion I-Ceul y
se purifica. Este casete se inserta entonces en los diferentes vectores de integracién en el sitio I-Ceul. Los diferentes
vectores de integracion/expresion obtenidos se describen en la Tabla 8.

Tabla 8: Vector de integracidon/expresion obtenido:

Descripcion Nombre del vector N°coleccién
Vector de expresion pVC-pPOX2-LAsp JMEB898
Vector Int. locus Ura3 pPTUra3-Leu2nEx-LAsp JME923
Vector Int. locus Ade2 pPTAde2-Gut2-0.5Ex-LAsp JME924
Vector Int. locus Ade2 pPTAde2-Ura3Ex-LAsp JME925
Vector Int. locus Leu?2 pPTLeu2-Ade2Ex-LAsp JME926
Vector Int. locus Lip2 pPTLip2-Ura3Ex-LAsp JMEQ927
Vector Int. locus Ade2 pPTAde2-Gut2-10Ex(s1)-LAsp JME941
Vector Int. locus Ade2 pPTAde2-Gut2-1.0Ex(s2)-LAsp JME942
Vector Int. locus Ade2 pPTAde2-Gut2-1.5Ex(s1)-LAsp JME943
Vector Int. locus Ade2 pPTAde2-Gut2-1 .SEx(s2)-LAsp JME944

Los casetes de integracion/expresion se obtienen por digestion de la enzima de restriccién Notl de los diferentes
vectores de integracion/expresion. Estos casetes son después extraidos y purificados con el fin de eliminar las
secuencias de ADN exdgeno E coli.
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Ejemplo 3: Transformacion de los casetes de integra  cion/expresion de la proteina L-asparaginasa en Y.
lipolytica.

Se pueden introducir sucesivamente por ejemplo 4 copias del casete de expresion de la L-asparaginasa en los 4
locus antes citados en la cepa FF-luga.

1 Insercién de la primera copia en el locus ADE2.

El primer casete de expresion se ha introducido por transformacion de la cepa FF-luga en el locus ADE2 utilizando el
casete de integracion/expresion PTAde2-Gut2-1.0Ex-LAsp procedente del vector JME941. La seleccion de los
transformantes se realiza sobre un medio selectivo YNBcasa suplementado con uracilo y con adenina y que
contiene como Unica fuente de carbono un 1% de glicerol. Los transformantes obtenidos son insertados en este
mismo medio selectivo y se verifica la integracion en el locus por PCR utilizando los cebadores Verlade2 y Ver2ade2
gue se encuentran aguas arriba y aguas abajo de las secuencias de integracion.

La tasa de transformacion obtenida es de 8,210 transformantes por pug de ADN transformado. La verificacion por
PCR de la integracién en el locus Ade2 ha mostrado que el 100% de los transformantes han integrado el casete de
expresion LAsp de este locus.

Se han conservado 2 transformantes denominados 5LAspl y 6LAspl (tabla 5). Las primeras cifras al principio del
nombre dan el nimero del transformante y la segunda cifra al final del nombre da el nUmero de copia del casete de
expresion LAsp.

2 Insercién de la segunda copia en el locus LIP2.

El segundo casete de expresién se ha introducido por transformacién del transformante 5LAspl en el locus LIP2
utilizando el casete de integracion/expresion PTLip2-Ura3Ex-LAsp procedente del vector JME927. La seleccion de
los transformantes se realiza sobre un medio selectivo YNBcasa suplementado con adenina y que contiene como
Unica fuente de carbono un 1% de glucosa. Los transformantes obtenidos son aislados sobre este mismo medio
selectivo y la integracion en el locus se verifica por PCR utilizando los cebadores Verllip2 y Ver2lip2 que se
encuentran aguas arriba y aguas abajo de las secuencias de integracion.

La tasa de transformacion obtenida es de 1,1-10" transformantes por pg de ADN transformado. La verificacion por
PCR de la integracion en el locus LIP2 ha mostrado que el 75% de los transformantes han integrado el casete de
expresion LAsp en este locus. Alternativamente, la verificacion de la integracion del casete de expresion en el locus
LIP2 se puede realizar por medicion de la actividad lipasa, tal como se muestra en la figura 7.

Se han conservado 5 transformantes denominados 14LAsp2, 15LAsp2,16LAsp2, 17LAsp2y 21 LAsp2 (Tabla 5).

3 Insercién de la tercera copia en el locus LEU2.

El tercer casete de expresion se ha introducido por transformacion del transformante 15LAsp2 en el locus LEU2
utilizando el casete de integracién/expresion PTLeu2-Ade2Ex-LAsp procedente del vector IME926. La seleccion de
los transformantes se realiza sobre un medio selectivo YNBcasa que contiene como Unica fuente de carbono un 1%
de glucosa. Los transformantes obtenidos son aislados sobre este mismo medio selectivo y se verifica la integraciéon
en el locus por PCR utilizando los cebadores Verlleu2 y Ver2leu2 que se encuentran aguas arriba y aguas abajo de
las secuencias de integracion.

La tasa de transformacion obtenida es de 1,6-10" transformantes por pg de ADN transformado. La verificacion por
PCR de la integracion en el locus LEU2 ha mostrado que el 20% de los transformantes han integrado el casete de
expresion LAsp en este locus.

Se ha conservado 1 transformante denominado 1LAsp3 (Tabla 5).

4 Insercién de la cuarta copia en el locus URA3.

El cuarto casete de expresion se ha introducido por transformacion del transformante 1LAsp3 en el locus URA3
utilizando el casete de integracion/expresion PTUra3-Leu2nEx-LAsp procedente del vector IME923. La seleccion de
los transformantes se realiza sobre un medio selectivo YNB que contiene como Unica fuente de carbono un 1% de
glucosa. Los transformantes obtenidos son aislados sobre este mismo medio selectivo y se verifica la integracion en
el locus por PCR utilizando los cebadores VerlUra3 y Ver2Ura3 que se encuentran aguas arriba y aguas abajo de
las secuencias de integracion.

La tasa de transformacion obtenida es de 5,25-10° transformantes por pg de ADN transformado. La verificacién por

PCR de la integracion en el locus URA3 ha mostrado que el 87% de los transformantes han integrado el casete de
expresion LAsp en este locus, el 87% de los transformantes son Ura- (figura 6).
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Se ha conservado 1 transformante denominado 2LAsp4 (Tabla 5).

Esta Ultima cepa contiene bien por lo menos una copia suplementaria (véase la figura 5 (gel electroforesis) y la figura
8 cuantificacién por RT-gPRC.

5 Variante del procedimiento de insercion:

La invencién también puede ser realizada segun las etapas siguientes: en una primera fase, las 4 (por ejemplo)
transformaciones se realizan unas detras de otras. En una segunda fase, se realiza el cribado de las inserciones con
la ayuda de los diferentes marcadores. De alli el interés, si no se utiliza el sistema Cre-lox, de detener tantos
sistemas de cribado diferentes como copias a integrar.

Ejemplo 4: Andlisis de la expresion de L-Asparagina  sa en funcién del nimero de copia integrada.

La expresion de L-Asparaginasa se ha analizado en produccion a partir de los diferentes transformantes obtenidos
que contienen 1 a 4 copias. La produccion se ha realizado en matraz de 250 ml que contiene 25 ml de medio rico de
compuesto de Yeast Extract al 1%, de Bacto Tryptone al 2%, Glucosa al 1%, tamp6n fosfato de sodio 50 mM pH 6,8
y de una emulsién acido oleico al 2% (denominado Y1T2D102). El acido oleico sirve de inductor del promotor
pPOX2. La expresién se analiza por gel de electroforesis en condiciones desnaturalizante y reductora a partir del
sobrenadante de los cultivos. El gel de electroforesis se revela por coloracién con azul coloidal y por transferencia
western utilizando unos anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra L-Asparaginasa. Los resultados de este
andlisis se presentan en la figura 5.

Ejemplo 5: Cribado sobre placa de los transformante s obtenidos por insercion del casete
integracion/expresion en el locus URA3.

Como se ha descrito anteriormente, la insercion en el locus URA3 permite eliminar el gen heterélogo SUC2 que
codifica para la invertasa de S. cerevisiae. Los transformantes que han integrado el casete de expresion se vuelven
entonces Suc2-. Ya no son capaces de crecer sobre sacarosa como Unica fuente de carbono. Los transformantes se
extienden en estria sobre 2 medios ricos: YPD (glucosa al 1%) y YPS (sacarosa al 1%). Los resultados de este
andlisis se presentan en la figura 6. Para este cribado, se confirman los resultados obtenidos mediante analisis por
PCR con los cebadores VerlUra3y Ver2Ura3.

Ejemplo 6: Cribado de los transformantes obtenidos por insercion del casete integracion/expresion en e I
locus LIP2.

Como se ha descrito anteriormente, la insercién en el locus LIP2 permite eliminar el gen LIP2 que codifica para la
lipasa lip2p extracelular de Y. lipolytica. Los transformantes que han integrado el casete de expresion se vuelven
entonces Lip2-. Durante una produccion en un medio que contiene un inductor como el acido oleico, los
transformantes no segregan ya la lipasa en el sobrenadante de cultivo. El cribado se efectta por cultivo en un medio
de produccion Y1T2D102 durante 48 horas a 28 y por una agitacién de 180 rpm. La presencia de la lipasa en el
sobrenadante se detecta mediante un ensayo enzimatico en microplaca a partir de 20 pl de sobrenadante. Los
resultados de este analisis se presentan en la figura 7. Mediante este cribado, se confirman los resultados obtenidos
por analisis por PCR con los cebadores VerlLip2 y Ver2Lip2.

Ejemplo 7: Andlisis de los transformantes obtenidos por RT-qPCR.

El nimero de copias integradas se puede analizar por una PCR cuantitativa en tiempo real por amplificacion
especifica de un amplicon (150 pb) del gen que codifica para la L-Asparaginasa. A partir de ADNg de los
transformantes obtenidos, se ha efectuado una RT-gPCR con la ayuda de los cebadores LAspl y LAsp2 especifica
del gen que codifica para L-Asparaginasa y de los cebadores Act4 y Act5 especifica del gen que codifica para la
actina de Y. lipolytica. Esta RT-qPCR se ha realizado con la ayuda del kit LightCycler Faststart DNA Master SyBR
Green | (Roche). El amplicon de la actina permite ser un gen denominado doméstico cuya expresion es conocida por
no ser modificada en las condiciones ensayadas, y en este caso un gen presente en Unica copia en el genoma. Asi,
los resultados se normalizan con este amplicén. Se ha efectuado también una RT-gPCR con la ayuda de los
cebadores Lip2-1 y Lip2-2 especifica del gen que codifica para la lipasa Lip2p de Y. lipolytica para verificar la
ausencia del gen a partir del segundo casete de expresion integrado en el locus LIP2. Los resultados de este
andlisis se presentan en la figura 8.

Tabla 9: Listas de los cebadores utilizados para los casetes de interrupcion, las verificaciones y la construccion de
nuevos marcadores.

Cebador 5'-3' S/R Sitios
Leu2EX LEU2-L1 GATCTGCTAGTGTATAAGACTCTATAAAAAGGGCC S ABamHlI
LEU2-L2 CTTTTTATAGAGTCTTATACACTAGCA R ABamHlI
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Cebador 5'-3' S/R Sitios
Marcador PG3PTS CCGGAATTCCTGACCAGTCTCACATCCGACC S EcoRI
GUT2 PG3PTR CCGGAATTCTAAAGCAGATACTCAACAACTCAGCAATAGTC R EcoRI
G3PB1S GGAGCTACCGGCTCCGGTATCGC S ABamH]I
G3PBI1R GCGATACCGGAGCCGGTAGCTCC R ABamH]I
G3PB2S CGGAAACGCTGGATCTTTCAACATCAAGGCC S ABamH]I
G3PB2R GGCCTTGATGTTGAAAGATCCAGCGTTTCCG R ABamHlI
G3PES GGAGCAGGAGTTCAACACCGGTGTCG S AEcoRI
G3PER CGACACCGGTGTTGAACTCCTGCTCC R AEcoRI
AGUT2 G3PD-P1 |GCAGATCCACTGTCAAGCCG S
G3PD-P2 |GCTAGGGATAAACAGGGTAATGCGGTAGGAAAGAGAAGTTCCGC R I-Scel
G
G3PD-T1 |GCATTACCCTGTTATCCCTAGCCGGACTATTTCCCCGCAGC S I-Scel
G3PD-T2 |GCAGCCAGCAGCACGTAGTAG R
G3PD-Verl |GAATGACGGGGGCAACGCAG S
G3PD-Ver2 |CAGCAGCCACAAATAGCAGACTGCC R
pGUT2-1.0 P1KB CCGGAATTCCGTGACAACGGATGATGCTGTCACATGACG S EcoRlI
y1l5 P15KB CCGGAATTCCTGTTGGCATGCACAGCTCCACTCAACG S EcoRl
PNHE1 TCCCGCTAGCCGAGGTATGCAAGGACGAGTGC R Nhel
Locus ADE2 |P1ADE2 ATAAGAATGCGGCCGCGCGAGCTGAGAGCCGATACCAAGGGAT |S Notl
GCGAG
P2ADE2 CATTACCCTGTTATCCCTACAGACACAGGTCCCAGGCGTCGGTT |R I-Scel
CTCG
T1ADE2 CTAGGGATAACAGGGTAATTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGACCTCG S 1-Scel/l-Ceul
GAAACCACTCTGCCAGTCATCGGTGTC
T2ADE2 ATAGTTTAGCGGCCGCGGAAGCGTGTCAACGACATGTTCCCTCT |R Notl
TCATACC
VerlAde2 |CGACGATAGAGCAGGTCTCACTOTTGGGAATGCTG S
Ver2Ade2 |CTACAGTGACGAAGTGGACATCCCGGCTTGGACTG R
Marcador ADE2S CGCGAATTCGCCTGCTTGAAAGAAGTGAGTGGTATGCTCGG S EcoRI
ADE2 ADE2R CGCGAATTCCATTGCCACGACCTGTTAAAAGACAAGATGACC R EcoRI
ADEZ2ES GCTGGCCATCCGAATCCTGGCTGCTTACGACGCC S AEcoRI
ADE2ER GGCGTCGTAAGCAGCCAGGATTCGGATGGCCAGC R AEcoRI
Locus Lip2 |P1Lip2 ATAAGAATGCGGCCGCGTGGTACGTTTCGTCGCATCGGACGAG |S Notl
P2Lip2 CATTACCCTGTTATCCCTAGAGAGCTGGTACTTGGGTATCAATTG |R |1-Scel
AGG
TiLip2 CTAGGGATAACAGGGTAATTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGACCTGA S 1-Scel/l-Ceul
TCCACCCTCCTCTCTCCAACG
T2Lip2 ATAGTTTAGCGGCCGCGTGGACACAAGGAAGTATGCGGTCGTCG|R Notl
Lip2Verl CTCTGTCAGTGTTCGGATAAGTCCTTAGATCACC S
Lip2Ver2 CCTCACTTCTGTCACAGATGATGCATTCAACAC R
Locus Leu2 |PlLeu2 ATAAGAATGCGGCCGCGACACTACTCTGGCTACAGCTTGCGGTA |S Notl
CTG
P2Leu2 CATTACCCTGTTATCCCTAGCTCGAATAACATTCACAGGCTTGGT |R |1-Scel
G
TlLeu2 CTAGGGATAACAGGGTAATTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGA|S |1-Scel/l-Ceul
GGTGT GTTTGTAGTGGAGGACAGTGGTACG
T2Leu2 ATAGTTTAGCGGCCGCGTACTGAACCGACTTTGGTGCTTGCACT |R Notl
C
Leu2Verl |CTCCACGCTAATGCCCATCATACTCTGTTTGGC S
Leu2Ver2 |CCTGGCGTTACAAAGCCGAGGGAGACAGCCTTGAC R
Locus Ura3 |P1Ura3 ATAAGAATGCGGCCGCGGTGACACTGCACTATTGGTTTGCTTCT |S Notl
GATG
P2Ura3 CATTACCCTGTTATCCCTAGTCGAGCTTCGTAGGAGGGCATTTTG |R |1-Scel
GTGG
T1Ura3 CTAGGGATAACAGGGTAATTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGATACGG [ 1-Scel/I-Ceul
AGATGCTGGGTACAAGTAGC
T2Ura3 ATAGTTTAGCGGCCGCCTATGCTACGAGCGTCGGATTCACCACA |R Notl
G
Ura3Verl |GGCACACTGCTCACTATCGCAGGCTGCAACAATG S
Ura3Ver2 |CCTGACTCGTCTCGATACTCAAGACCTCATTGACGC R
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Tabla 10: Lista de los cebadores utilizados para la construccion del vector pVC y la PCR cuantitativa, RT-gPCR.

Cebador 5'-3' S/R Sitios
Poli linker Link1 GGCCGCTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCG S
pvC Link11 CCGAATCGATTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTAGC R
Link2 AATCGATTCGGATCCCACAATGAAGCTTCCCCGCGGTAC S
Link22 CTAGGTACCGCGCGGAAGCTTCATTGTGGGAT R
Lip2Thc TATCAAATGCGGCCGCTTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGT R Notl
TAACACGATTCGATTTGTCTTAGAGGAACGC
POX2Xh o GAGTAATGCTCGAGTATCGAAGTCTTGTACC S Xhol
IMP62 62clas GCGATATTACCCTGITATCCCTAGAATCGATTCCCACAAGACGAACAAGT S
IScel G
62claR CACTTGTTCGTCTTGTGGGAATCGATTCTAGGGATAACAGGGT | R
AATATCGC
Gen preproLi p2 | CGCGGATCCCACAATGAAGCTTTCCACCATCCTTTTCACAGCC | S BamHil
LAsp TGCGCTAC Hindlll
Lip2KR TCGCTTCTGGAGAACTGCGGCCTC R
LAspsen s GAGGCCGCAGTTCTGCAGAAGCGAGCCGACAAGCTGCCCAACATTGTGAT S
tc _
LAsprev CCACCTAGGCTAGTAGGTGTGGAAGTACTCCTGGATG R Avrll
gPCR LIP2-1 TACTCTTGGTCAGCCCAT S
Lip2 LIP2-2 AGAAGGGCACTTGAGGGA R
gPCR Act4 TATTGCCGAGCGAATGC S
Act Actb5 CTTGGAGATCCACATCTGC R
gPCR LAspl GCTGAACGACCGAATTGG S
LAsp LAsp2 GTGGTGTGCAGCTTGTC R
Tabla 11: Lista de los marcadores escindibles construidos.
Marcador Nombre del vector N°coleccion
ADE2 pKS-LPR-Ade2 (sentido 1) JME798
pKS-LPR-Ade? (sentido 2) JME799
GUT2-0.5 pKS-LPR-Gut2-0.5 (sentido 1) JME792
GUT2-1.0 pKS-LPR- Gut2-1.0 (sentido 1) JME919
pKS-LPR- Gut2-1.0 (sentido 2) JMEQ920
GUT2-1.5 pKS-LPR-Gut2-1.5 (sentido 1) JME921
pKS-LPR- Gut2-1.5 (sentido 2) JMEQ922
LEU2 pKS-LPR-Leu? (sentido 2)* JME509
LEU2n pKS-LPR-Leu2ABamHI (sentido 2) JME790
URA3 pKS-LPR-Ura3 (sentido 1)* JME507
HYG pKS-LPR-hph (sentido 2)* JME508

* Fickers et al., Journal of Microbiological Methods 55 (2003) 727-737

Tabla 12: Lista de los vectores de integracion aleatoria, series JMP61 y JMP62.

Nombre del vector N°coleccion
JMP61 I-Scel JME793
JMP61 Leu2nEx JME794
JMP61 Ura3Ex JME795
JMP61 HygEXx JME796
JMP61 Gut2-0.5Ex JME797
JMP61 Ade2Ex JME861
JMP62 I-Scel JMES801
JMP62 Leu2nEx JME802
JMP62 Ura3Ex JMES803
JMP62 HygEXx JMEB804
JMP62 Gut2-0.5Ex JMEB805
JMP62 Ade2Ex JME862

10 Listado de secuencias

<110> INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE (INRA) NICAUD, Jean-Marc FUDALEJ, Franck
NEUVEGLISE, Cecile BECKERICH, Jean-Marie

15 <120> PROCEDIMIENTO DE INTEGRACION LOCALIZADA DE MULTIPLES COPIAS DE UN GEN DE INTERES
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actattggtt
catacattaa
cccatcaaaa
agatactact
caaatgttcg
ccaacaaaat
tgagaacégt
cataccetgg
tgcagcggaa
taactcaatc
aaatcagcaa
cctaaagttyg
gtgtcggtgg
gtcgacgagt
tgtgettgga
tttteoggege
gatcacattt

gaccgatage

tgettetgat
tttecgaaact
ctgcaccaca
gtagaaaact
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ccgatatégt
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ggtgtgttet
tcaaaaagta
caattacccce
caccgattet
gtgagaaaty
ctaéaatacg
atctgtctga
tcactttgac
ggttggécga
ttgtcggeaa

cgtatagtcc
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ctgagggtcg
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ccatgetgtt
ggtttgtege
cgaaagagct
gtaccggecy
ttttegtgeg
tcoattttet
ttctatetge
cttttgegat
gaacagggca
Qattgcgtgg
aggcagagta

gtacatatac

2540

3000

3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

- 3600

3660
3720
3780
840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4740 -
4800

4844



10

gaatteccgte
ctecgtatgte
atcgacaagg
t£agtcttcc
agattttcac
aaactaagaa
gcececgaggt
ccgagtttgt
ctatcaccga
teggaggege
agcagggtct
agétgctgtc
tcatcattgt
gatcfggcgt
gaatggcecge
aggccaacgt
acgaatte
<210> 3

<211> 1698
<212> ADN

gtegeetgag

ccctecgaca
tttgggtcee
acatagcaﬁg
tccacacace
gaccaagact
gattgcegag
gttcgaggac
cgctactete
tgccaacace
cctcaagcetg
gcccaagcté
ccgagagcete
cgettecgac
ctteetggec

gctggectec

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 3

atggactcga aaacaattgg

getgeccatc gactecaacgt

cagattcatg

cttgccteca

ctggagagca

agtgcgacgt

tcatcattta
tactececegge
tagcégatag
ggcaaaagtg
acatcacaca
gactccaaga
gecgtcaagg
cgactcattg
gacatctgee
gtatggacca
cgaaaggace
gcegatetet
gtcggaggta
accgagacct
cttcagcata

tctegacttt

tattcttgga
caagactgte
tgtcgatgge

cataaccgtt

ES 2553383 T3

tttaccagtt
cggctgggta
cgcactacct
cgtatatata
taéaaccaca
agattgttct
tgcteaagte

gaggagetge

ctceegacgy
tgaacctgta
cccccatcey
tqtactttgg
actcegttec

accccectet

ggcgaaagac

ggaggtcagce
attctagacyg
tcecttcaagyg

gaaattgagc

ggccacaaac
cgttegatag
gagtcacaét
caagagcegtt
cacatccaca
teteggeggce
tgttgctéag

cattgagaag

acgaaccgac
cgccaacctg
aaacgttgag
agagégaéag
tgaggttgag
tecegtgtgg

tgttactcga

tgggcegaat
cceccaacte
accctgecga

atgtgaacgc

27

ccttgacgat
cgctategge
cttcggaqggt

tgecagecac

atggaacccg

gacttetgtyg
goctocggea

gagggcgagce

gtgcgacccg
cgaccctgcee
ggcaccgact
gaggatgacg
cgaaftgccc
tctettgaca

gtoctcaagyg

ggtcgtggag
teccecgecaaa
cattgctaag

cgacactctyg

60
120 -
180
240
300
360

420

660
720
780
840

900

960

268

60
120
180

240



10

gocogdtetee
caggéﬁaagt
tacgaggtca
ccttgtgttg
ggtccagaga
aaatggtgte
actgttgcett
geccceccgetc
gccattaagt
ggcacgattg
gatgcctact
ttccccgéga
ggaggtgaca
tccaccatee
attgttgcta
atcgaggagyg

tctatcatta

cggaaatttg

atggctaaat
ggaggagoecy
gtcecccgtta
ceteogaggea
gcocatccgaa
aagaacatgg
cagtacctea
<210> 4

<211> 1839
<212> ADN

agaagactgyg
accgacagaa
écgagtctac
tcaaggccaa
atgtcaagga
cecttegtcaa
accccaccegt
gagacgttte
ccttcactég
ttctcaatga
ccacctegea
tggcccagat
agcccgacag
atctctacgg
gcagcatgga
caccaaagac
tgggctcgga
acatteeett
ttgccgetga
ctecaccttee
agégctcctc
tcceegtggc
ttcetggetge
agaaggaggt

accaatag

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 4

ttatttgtee ttgggggtaa ggeccatgga gtagaggtac tcgacaccgg tgttgaatte

tgtecgaggtt
ggagcacctg
tgaggctgee
gactcttgcet
agctcettgag
ggagcteget
cgagactgtt
teccttecace
cgetggtate
gattgctecet
gtttgaggee
gcgaaéagca
cgagcttgag
caagaccacyg
cgaatgcgag
tgtcgagggt
cteegatett
cgaactgacc
ggttgccage
cggaatggtt
tctggacgga
caccatgggt
ttacgacgcece

tcttgecaag

ES 2 553

cacccttete
atctcccacyg
cttgtegttyg
tacgatggta
ttecctectecg
gttatggttg
cagaaaaaca
ctgtacgagg
tttggtgttg
cgaccccaca
catgtccgag
gacactcatg
tactgcaago
agacccgagce
cgacggctgyg
gtagcaggaa
aaggtcatgt
attgtgtetg
cgaggtgtca
gecteggaaa
gttgactete
gtcaacaact
accctacaca

googacaage

383 T3

ctgagaccat
gcattceegt
ctgctgaaaa
gaggcoaacte
accgaccttt
teegatetac
acatctgcca
ctcagectogt
agatgttcet
actccggtca
ccattettygyg
ccattatget
ggtcactttc
gaaagatggyg
écaaaatatc
cctctaagac
ctgccggage
ceccaccgaac
aggctgtcat
ccactetgec
tcotacteeat

ccaccaatgce

ttcgactgge

tecgagaceat

ccgaattate

tgcecgaatec

ggtcggetat
cgttcttaag
gtacgtagag
cgacggaacc
tactgtctac

tgccgagaac

gctegaaaac

ttacacaaca
tctgcétctt
gaacattcta
cgtacctygy
acacatcaac
tggagaggac
cccoctegtg
cgacatcetg
cgeecacega
tgécggagct
agtcatcggt
tgtgcagatg
tgctctgetyg
cgagtacatc

tggatacgag

ctgcteecttt cgagectogt cccactggag ctecttggec atgatctcaa tgacctcagy

28

300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

1140l
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1698

60

120



gagagccteg
gtecgatggeg
ggggtagggyg
ttcggyggty
agaaaggtgc
gagaggagte
gatttcaggce
tcggtaagty
gagatggttt
gattccggac
gtgtcggacc
gatcttggta
gataactcgg
accggggaga
gtccatctgt
gatgttgaag
attggcgeec
aacagcagtc
gacaatggcg
tegggagage
gacacccatce
adcaaaggtg
gaccagctcg
tcegtggatg

cagageaace

tecaccaaca

agagggggge

ctgggectgg

ggcagcageco
<210>5

<211> 5304
<212> ADN

taggcggcag
gtggtggcat
tacaggattc
ggcatctcag
ttagcaacct
cagtccttag
ttgagaccga
gtccacttte
cggacaagag
caggeggeca
tecgttgagaa
ggctggtcay
ccgtcagaag
atgatgtgaa
cgcagagagt
gatccagegt
ttggtgagc%
ataataagag
cccttgaget
atgtaagagg
cagaagtagg
aggtggggag
tactggttgt
agcttggtgg
ttgagécctc
acgacgagat
teggcggoca
gcaggcacag

cacgcgggtt

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 5

cggegttaag
acteogtactt
gcttaccett
caagagaégc
cggggtcaag
caccgatgag
acttggcaat
cgccagcaat
actcoggtgtt
gaacgtcctce
tgaagtcaat
tagtaccggce
tagcggggtc
caccggagga
cagtgaaggyg
ttecegteagt
cggtgacctc
aaacgttcat
tgtcatcgga
actcgaggtt
gaagctgcca
caatgtcgag
agtcgaggtt
atcgggacga
gtgtgacagc
caaactectce
cggggggcac
acagggcgac

ttcgaatggt

ES 2553383 T3

gaaagcaaga
catagagtac
tgtgagagta
aacggtgaaa
gteeteetge
cttgacgtet
gcaggcatcg
ggtgacaaga
cttggegtgy
tcgteogcaca
gtcctecteg
aagggtgttt
aaggagtcec
aggagcacag
tccagtagea
atececttggea
gcaétggttc
tcéagagtcg
aagcatggay
ctgtcoggeeyg
ccaggtgtag
gaagaccttt
ccacacagec
ggttccegeag
gtcgagggcg
ggtcttcate
tgtgaatttg
ggctccageyg

tctgaacat

cgagttegtc
ttgcactegg
gactggggga
gctcgagate
tggatcagat
cgggtgacgy
acagtctect
ccagactcgg
gggtcecgga
pcaaccttgé
gaggggatag
ccetgecagg
atcttettgyg
atqtccttgg
ttaacgacac
acaacaccgt
aggatggtgg
ttectgggage
aaggcatcga
gcaagcagat
acggggatca
cgctegtgea
ttctdgaggt
gagaaatcgt
ataccggatc
ttctcgaget
tgcttettgt

ccageggety

29

gagcaaggaa
catcgaggté
tcacaccggg
cgtagttete
caatgtaagt
ccttggegga
cagccatctg

agtaggtgat

-caaggggtcy

cctcaacgta
ggttagcagt
ggaggaagaa
gggagtagta

tgttcttgtc

R
‘actitggectt

tgagctggece
caccettete
catcatagta
gagcacggga
cgtagcactt
tgatgggcag
gggccteett
atcggacacc
ctegctegac
cggtagctec
gggcggcetcg
ggagctocte

ccacggcgge

180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780

l.840

900 -

1500
1560
1620
1680
1740 .
1800

1839 -



gatatcggta
tegtgeteet
tcggaaggte
gaacttggtg
gcagacatag
gatgtacttg
tgcgctgaaa
cttettgaaa
agaaagatca
gagaatgttc
caaaccagca
cgccagttct
gtttcgaaac
acgcgetget
atcggtacag
cagctectca
ctcetgcage
tegtttette
taactttteg
gtatggaggc
aagggcgcaa
actgcaaaac
acgtgactgce
gcaacatgag
tgcaactctg
ttgaageggg
ttgtagtcat
aatcagtgta

ggggggggta

gcaaacagac
tgtttctget
tecgtagacgt
tgtgttctcea
ttctgttcga
gggtcggega
agcagagtct
cccatatcga
aaccegctag
agcttggceca
gagaagctgt
cgagtoggac
aggcactceea
ccaagcagat
gtgacataat
aacttggaca
ttggagagct
attttecgeca
tgegectica
gacagaggtyg
aagatgtgac
tecctggttaa
aagattttta
gtatcgtaaa
aaattagagg
attggttaac
ttgattagat
acgctttgaa

ctgttactcg

acgaagaaga
tgccatgeaa
atcgcacctg
ggaaacceca
ggttcttgag
gtgacaaacg
gtctgtecac

ggattcgatc

‘tttggtccat

gtcggtcage
gacaacggee
taataaccag
acacaggcac

cgtggecttg

cetecttgte

tetgtttgtyg

tatctcaage

cttttatcag
catgccagag
gacggtgcaa
atcgtgggtce
aggtttcgaa
ttaggaatga
gaggaggtaa
ctgtttettt
cagatcagca
tgaggatggt

aaaaacaaat

ES 2 553

ggccttggag
atgcaacagg
ttttgatgaa
cagtgtgtcce
tgtgctggaa
ggccagatca‘
aggcaggttt
ggectegtee
gtgttgtaac
ctececatggea
gatttttoge
ggctcctaaa
cagaaacgcc
cagagcggga
tagacccetea
ggcctoegtoec
ttcctetegt
tgtcggataa
tctgaaaatt
tgcatgaatt
gacgacggta
ccgecgtetec
ctcccaaatt
ctcgacetga
tgagaaacaqg
tttgtegttt
gtceecteat
gtgagtaata

catatgeatce

383 T3

aatttggaaa
gggataccygg
ctgaagaaaa
agcettgtett .
gtggtgtceg
ctgacgctcet
tccaaaatgg
agcaccagca
agtcgtccgg
acgtecettte
agaacctgga
ccatccacat
agagtcttac
gggatggceece
atagtagC§t
tctccaaagt
ttgattttac
atttettgga
acacatgcat
agggcaacgyg
tactgcagac
gtatcatatg
gagtcacgtg
caggccecatca
tgetggattg
gctettcatt
gectgtegttg
ctggtttcaﬁ

tctgaacgtyg

30

caacatccat
gctgecagagt
cgatgatctt
gcagetecac
ggttggcgga
tagtctgtgt
catccétggp
tcttecacgtt
gtgtacaaat
ctecaataac
aaatctggac
cactccactt
cacttcoggt
gcttctgaac
cagacaagqgyg
tgtcgacgeg
gaggatcggc
caaazaaatc
gcagcttgga
gggtgtgaag
aaggtcttte
actttgggtc
tegtetetet
aggaccctga
tggtgagaca
attgcgattt
atgggegegt
£ggggggggg

ccggggtgty

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660.

720

1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680

1740



gcatgtttect
gaatcatact
ttgagtetcg
ttgettgtyge
aatctacagt
tgaacagtgt

gtttacaact

gtgcacccte’

caaacattgg
cttgecattgt
gtgtettgte
tcaatgggaa
tagcaéagat
gacaécttgg
ataagtcctt
étctatcacc
ctecggegeeg
aggtgggcat
gcagatgcag
tgcegeggta
atagttgcta
tecacagaace
gtctaaaatt
t¢gagtgett
gccccgaatg
attgatatta
cggeteatte
gcattectaa
agccttttga

tcgaggcatce

cgcttegaaa
qagcgtaatct
gctttcacat
aggtcagggg
atgtatctga
cagcggaage
gcttetgtta
tgttagatag
tctcagttgg
acacccgaga
tgtagccact
tggaatgeca

catagagtcet

taagegaatt

agatcaccat
gtttettttt
accgttttge
agttgatggg
gcaccttgta
catgtegteca
tggceccaaa
tgctaggttt
gagacgcgaa
ctacctcaca
tcteegaaac
gcatccggea

cgcatetgeg

‘cettctactt

cgatgtcgat

gtcgatcace

aataaatgtt
ccgecaggte
cctecggeact
gagggggatyg
tgatagectt
ggcgfagtgg
ctgtagectt
gattacagte
tgtaatgaca
ccecettgtac
tcaatgggat

tgctcctage

aggctctata

acagtaagta
actéaaagtg
gccgetctca
aggqcfcatc
tgtﬁttgaag
actgeagace

caggctgcgg

gagttatacg

gcttattgta
caaactccég
gtaaagtgga
tccaategga
agagccgcaa
gctgatteag
ggtcegtgga
atcactgace

aaacactatc

ES 2553383 T3

ggctgtteca
tggtcaggaa
agataagcag
tatatgatac
acacagcgea
ggtactgtag
tcactgttca
cagacacaca

ttcaatagac

ggccegeatt

gcagtattag
ggctcattgt
cgtcttagaa
getattgttt
gtacgtttcyg
tttttgcggt
aacctaaaac
ttaatagtgg
ggttcttgte
ggtteggagg
agatagacce
ccegottigt
atgéagaacc
ggtggacctg
ccgtttaaac
ggttatctee
tttcocgagtygg
gatgtcatgg
gctaatttac

tgctagtcta

ggcttgtcte
caagagagta
caatatcaat
aagcaggtte
cgcagatgta
tacagaatca
aatgataacyg
ttggeacega
tgattctgca
tctectteac
cactgtegga
ttgctaggaa
caaccattat
ctatétctgp

tcgecategga

.cggaataatt

ttctccgagt‘
ggaagaacta
taécgacpcc
cccecttgea
acagatctac

agctactgta

caaacctcete

caagggaatt
agactaatat
tcaccaatga
ggatggtaga
acatcgattt
tetggcagtt

aatgtecgac

.

31

agacctgcaa
aaagaaatgt
gtcacattge
gcatctacag
gtttttgggt
acggaatgaa
ttggagaaga
agtctgtagt
actcctacac
atgtcggeat
cacacctcag
atacagttaa
ttgtttaaac

cagtgttecgg

cgagaagtgt

actgtggacc

ctatgecttce

‘tggcaaacaa

getgcaccetyg
acctcetttg
tégactgtﬁg
caacgacaac
tctcagagtt
cagtcacaag
cacgtcattg
gcctéttgta

cttcattgca

tgggctgaga

teteeggete

acgacagctt

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580 -

2640

2700

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540



ttgatcgeeg
gtcgettage
ccatagtggg
accégctc;c
tgcegeccte
cacctctace
ccgactogea
ctgtgacctyg
cegteteate
ccttgttatt
ggctectetyg
ctgtettgtce
caagctcgac
tctcggagga
cetogttgtt
taaactcttce
ctaccgaatc
gcactgctct
tgtcatgtgce
ggtcaatgtg
agctatttat
tttattctet
tcgaatggea
gagaagattyg
aatggcaaat
cacaaactta
gtcctttata

ccagacgtee

cattgagacc

tgttctgata

<210> 6
<211> 2092
<212> ADN

‘tgaacggcge

gttgcagtcg
gggattggat
ctcactatga
cettecceca
gagacctete
aacattggat
caatgtgocce
tttgatgttt
cgaggaacee
acgaactttyg
cacaatggct
tetgtgattg
getgeageec
actettggtce
tttggccagyg
acccaccygag
ggtgaggtct
cagggccaga
attggaaacc
cactctttac
atgattactg
tacaaaagtt

acacaggtqgg

gacgggttca

agaagcagec
gcttgatety
aéattggcat
cacgaagggt

ctggtgttaa

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 6

agacctcatg
gggcattatg
tataaaaggyg
agctttccac
tcactectte
acattgacca
attgtgttgg
acttccocaa
ctggttacct
actctctggg
atcttgcetge
tcatccagte
agcagtatcc

ttctgttegg

agcccattgt

agaaccccga
gagatatcgt
ttattgactg
gcaataaaca
atctgcagta
aacttctacce
tatatgegtt

tetteccgaag

aggccgtagg

aagccttgaa
gettgtecte
tatccagata
gtcctecact
caatgagctg

gctt

ES 2 553

caccatgcac
gtggaagtte
ccatagaaag
catcctttte
tgaggcegea
ggagtcctac
tcceggeact
cgttgagctce
cgetgttgat

ggacgtcata

taacatctet

ctacaacaac
cgactaccag
aatcaacctc
cggtaacgct
tgtctccaag
ccctecaagtg
gccecctgatce
gtgctctgee
cttegtcace
tcaactatct
cctctaégéc
ttgatcaatg
gaacecgatca
tccttgcaat
ttecctegaaa
gccteegtaa
gataagcatt

gtatagaccqg

383 T3

cagggccaaa
cgatacggea
ccctcaattg
acagcctgeg
gttctecaga
aacttetttg
aagatcttca
atcgaggagt
catgccteca
accgacatee
tectactgeta
acctacaatc
attgcetgtca
aaggttaacg
ggetttgcta
gtgtccaaag
ceccttectggg
caccgtcctc
ggtaacactc
gagggtgtet
actttaataa
aaatcgaaac
tcctgatagt
acctgtetac
ggtgcettgg
ctctcaaaca
ttggtgtgty
tgaagttcat

cccaagaatg

32

tcaattacgg

cagacacatt

atacccaagt
ctaccctgge
agegagtgta
agaagtacgc
agcecttcaa
tccacgacdc
agcagatcta
gaatcatgca
cttgtgatga
agatcggcce
ccggtcacte
gccecacgatcec
actgggtcga

accgaaaget

acggttacca .

tctecaacgt
tgctccagea
gtggtatcta
atgaatatcg
cagcatgcga
caggcagcett

cagegttacy

atactgatgt -

cagtccagag
tctteaaate
ctgegttgaa

catctgtctg

3600
3660
3720
3780
3840

3900

3960

4020
4080
4140
4200

4260

14320

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920

4980

5040
5100
5160
5220
5280

5304



acgegtgtga
aggcctgaca
tectecattggt
acccceceee
acaagttgaa
gactggacct
cgqtgéttat
getggattat
ttatcatcta
tagatctgtt
ttgaacaagc
actattcttg
ggtatccete
catcactece
ctttgeccat
ggacttcacc
tggaggcaac
ggagaagtac
gtteccagety
caccaccgca
ggcctttace
cccggactac
agctacttece
agtcggaaac
tetggaaate
tggectgeee
gttcatcaac

ctaccgatce

cattgattac
acattagact
cttggagcta
acaactaact
atctaacgaa
gttcatttec
ggactgttyg

<210> 7

tcgcgagecga
ttgacgettt
ataagacagyg
cgcagagatg
gcatggcaca
acattctttyg
gatgctggca
ctactcattg
actagtagct
cgggtcatgt
atgacgéctg
ccetetgggt
tctgctcgaa
tccacacaga
ctgtccaaca
tgtggcaact
ttcttecaaga
gttgtcttec
tctecetttec
gaggcccaga
gagacctggg
cagctgtacy
atcaagctea
aagccctteg
accecccgaga
aactgggagg
cctectctea

tcgttcagee
attggatact

ggtccttatt
tccaccccac
acttgtagte
tataacagac
cgactaatga

gattggagga

gtaacgtcca
aaaaaagtty
ataccgttga
caacctceccecac
agctccagcc
tctgcg;gac
gggccteeca
cagatcagga
aaagtcgege
caggtatacc
tggcggtaga
caﬁpétcaag
tcaaagactf
ccgecaggegt
ttgcctactg
cgtgcaagca
cctecattac
gaggaacctt
tggtcgatgt
cgcactgtga
gtaacattgg
tgactggecca
agggctacga
ctgagttcat
gaaagctgta
gatacaccca
aggatgtcat

tgctgteeca
gcgctctgaa

actatggtca
aagttgagaa
gtcactttac
ggctatagag
gactgacaaa

ctgttggdct

ES 2 553

ccagtcttct
acatctgaaa
ttcaccggte
ctaaggaata
cacatgccaa
agtttcgaga
gggtetgttt
acactttctg

tagcgecctct

383 T3

gggageccect
caagcagecg
atggttecacg
tcaagacaaa
ggttcacagg
atgtgaégat
caaatcgcta
ttggctecceg

ctagcacagt

tgtttattgyg tatattgagyg

tacacaaaga
cagcagettt
ttttﬁcggtc
gtctcaaggg
tgtcaatgcet
ctttccggaa
gggctacctg
]

ttcgectggea

gcctgeecty

gggctgcaaa

tgaggatctyg
ttctectggga
tcecattete
taacaagttyg
ccgaatgacc
ctctaacggt

ctettgtgct

gaacgacttc
ccacccttct
étcétcctcg
ttctatgatt
cccatcacte
attgagettg
gctgtegatce
gacgegatcea
aacactttét
attcacgaég
cagaaacacc
gctgetatgg
atcaactacyg
tggtttggag
cactggaacyg
gaagtataca

ggaggcgaaa

ttecctecaaa
ttgccggggy
ctagtttgea
agactcaagé
tggatatatt
acccaaggtg
caaccacatg
cgtgcagata
catgcacgtt
ggattaccag:
fataagaggg
ctcteecaat
gagcetgeaac
ttgctcggga
cactgaaccc
tgaagacatt
atgtcaagaa
cggacatgca
cagctaatga
gcttctecaa
tggacgctaa
cccttcttgg
gacagceccqg
aaggcaaégg
acatctttgt
tcaacaaccqg

actcgaagtyg

gatcaatctg ctccaaaacc acctggcetta

cattggtcga cgagagettg

tcgatctgag
ctgaacgagt
tattatctag
tacaacctte
tgttgggett

cgaagaggtt

gaggacttta
tgacatgcct
ctgtaattgt

atcatacaac

ggagggttgt

gatgtgtttt

33

ccgatcagga
agaagttggg
gcactactcé
‘atattaatat

tqatgaetga

ct

tgggettgga

60
120
180
240
Soo
360
420
480
550

" 600 .
660
720

780,
840

1900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
1740

1800
1860
1920
1980
2040

2092



<211> 3478
<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 7

tcctegteat
gctgcccagc
ataaggcaac
gettgtacta
tggggtgcga
gcaacataac
taggtgtceet
ccggttacga
ctcattgata
actgtacgag
cgaggctatce
ggttaatgtyg
atttgcaacg
aactcctteg
tcctecttgag
aagcaaacaa
tgaaccttag
agtgtaaatc
aactgcacga

ctagttttgg

aatgacgata
acaggtattc
aggaacattt
ttaacaactc
gagggactac
gtgatatcaa
tcgatatcac
gtacctggta
agagaagtqga
ggcacacacg
agtgttctaa
gggttgagag
gccagcgaga
gggtacggaa
cgattgagtc
cgatgccgtg
cttccaccaa
agtgtttaat
tagcgeecty

agtggtgegt

aaatttatgce
acatgtagcet
tttfcagttg
ggcacctgea
tacaggtaca
ccaggccaca
tcatcacttt
aatttttcce
actacttgta
gccteocgaag
agatgttgat
tgcggaacct
tatcaatgag
cctcaaacac
actgaggagce
tatctcacac
agcetgaacg
ctcgaagctt
ccaagegaty

tgcggattat

ES 2 553

tatggtataa
atgacaaacc
ttcctetega
caagtctgaa
acctgaacag
ttagagaccce
tttggagtgt
gaggctgaca
gcagtgacag -
aagcéaaagp
ctccttﬁtgc
tgttcgaagg
tacggegtgt
cactgagete
agggttcecat
ccacctegaa
gcacgagygcg
gcatggttﬁa
ccacgacggt

gttagegety

383 T3

aatcactgtt
acacggcata
atagggteac
cececgacttg
taaaagaggt
caagctgecgyg
tggtcgaaag
ttectagate
ttccctatac
gaacgccgaa
éaatatgaac
cceattetac
atatgtctca
ctaacggetc
caagtcgeag
gacccttgga
atcgfggcaé
gcaéggggcc
gccaagaaac

tgtgttactg

34

ttacgtcage
tgaacatgeg
tttatgetag
caacgaattg
agttgagcag
gtgatétcﬁa
ggatgcacca
agagttgtgt
ﬁgcttttdga
gaagcicatt
ggcaccaget
tctgtacacg
gggagaaaaa
tagaggagag
aﬁaaagaaac
agaccageea
teccacgtgea
gtcctatagt
atggaatgtc

ggggaataga

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
240
900
960

1020

1080

1140

1200



gatacgctcce
ctcgtecttg
agtactgtac
tggcttgaaa
ggagtctete
aatacacgtc
ccttctaata
caatgactga
tcacaagtac
caggctactg
agcttctggt
‘agggatggtg
tégaccccct
agatgcagtt
caaacaaggg
agatccccaa
cttaccaggt
ccgagattct
gcgacactga
ctttcaacat
‘tcattggtgg
ccggeggett
ctgctcagcet
acgccaacct
ctggtcgata
agcacttttc
'tcgtcattct
tcctcggegg
gatacccttg

tcactgtgac

ctcgecagcetce
tccaaagttt
atctgtatgt
tcggtgtcgg
aataacatat
ccttggtgag
ccgcactata
ggaccaggtc
ctataaatca
gtagttctat
cctectgettg
cgtgagatag
cagtcacctt
ctctcttgee
atttgttcat
ctttgéctcc
tcaaatttct
gtgggtttgg
cggctcttaq
caactatggc
agcttccgcet
ctccatggtce
ccaaaagtcc
tgctggcacce
cactggctcg
cgtttctgee
agactctgga
cctcgaggac
ctctgaaaac

tggacacgac

agacgtcaag
gaccctggcet
acgtgggggt
tctgagtgaa
tgcttttgga
acaaacaaac
ttggaacttt

gaagtagctg

ctttgtgtgt‘

tcgagctcca
caatgaagct
gagatttgga
agacacagca
acécttacca
gccectatca
tccggeccca
cttggtggte
gagaacgact
aaccccaaga
aagggacatg
cctggtttca
ttcggtatcg
ggcgagatct
agcaacgaca
cttaagacca
tccggaaagt
accaccatga
cttgatatca
tcgaagatca

ctggccattc

ES 2553383 T3

tgcacccata
aaggcacatc
actgcgaaaa
ttctagcgat
tcaatggttt
acaccacgcc
cgactcaﬁtg
gcggaaaagt
gaggactctg
aagcacatta
gtgggtggag
gccgtctact

gaattccacc

cectettgge

agaagcagtc
tcactgccga
agactatctc
ctattgcttg
agagttccac
ctgatggtta
agtttggtgt
gtgtdaacag
cccgaaacct
actctgagat
ttccececgagt
ttggagatgt
cttacctcaa
ccctcagtga
acttcactta

ccggcaacgce

tactcggtcg
agggcctatc
ctgataacgt
tgtacggcaa
tgttggcttce
gttatcgeec
accatgcatc
ggttgtacca

gaactgctca

agttacgctt

taaacggtgc
ctgtcggcca
agatcagctt
cttegttgece
ccteccaggeg
gctctacaat
tgccagcatc
ccaggttgac
gagcaaggac
cctctacact
caactctggt
cgacgcctct
ttacggtatg
cacctttggt
tgcgacccaa
cgacctcttc
gtcggactac
ctactctgga
caacttcagc

tgtcaactcce

35

agacccattt
gtgataaaca
tgaaatacaa
gatatatatt
tgctggacca
accttatttg
tcaccagagg

gaaaacagat

cgagtggttc’

ggtgaactat
cgcttaatac
acgacataaa
ccaattctaa
gcagcccecg
gcccagagca
gagctcatgg
gataccgéat
cagcaggact
accggagtge
gataatgctg
gatctcagct
acttccatct
tcattcagcg
gctatcaaca
ggcggatécc
gacaatgacc
tacaacgcct
ggatggcacg
ggtaaggaaa

aatgttgact

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920°
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340

2400 -

2469
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000



10

cctcagtgtg
tcctgegage
ctgeccatgg
ttattatcta
'aaaatgttct
gcaattcaag
gtggaacatg
ggttttgtag
<210> 8

<211> 2966
<212> ADN

tttcatgggt
catttactece
caagceggac
gcatttcectte
atgctaaatg
ttttcaatge
atcgecaggt

ctgctcaaac

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 8

gttegtgeey
aacgaggaca
cgggaattgt
.atgggtgggt
cagaagtatyg
gtactgtacc
ccacagaaat

tgggttttgg

acacagtgtc

tgtgtagtgt

tgcatccctg.

ggcgeagett
tggcgteagt
éﬁagtccagg
ctggecetgg
cgatgtgatg
cgcactgtac

acaacaccat

agctcttygte
gacgcaactc
tatctcggaa
aggtaétgca
tagcettgea

ttcagtagac

tatgtcagag

gttacgtacg

aagacaagcc

acgtacatta
aaacattgat
atcttgtatce
tcggtggage
gacacaaggg
tctaacttcg
gacaatgtta
catgatgtca

gtttcagegg

gttgacgatg
éﬁctacgatc
aactacgtgg
tacaagaagc
gtgaggcagt
gcacggtgtt

ggagecctttg

tcettttgaa

ctaccgattc
agcggacygge
agtcattgtt
gtttgc;tgc
catgatttat
tattgtagct
ataaggtcge
tagagccgtt

tgcaacacag

tcéagaccgt
ﬁggaaattaa
cttaattaca
ggacactttt
gttccaacgy
acgatcggca
gagagatccee
atggagtatg

aatccgactt

ES 2553383 T3

gtggaaacat
tcgagcgaga
tcatcactgg
cttatggcaa
gattcaattyg
gtattcggece
gactgaaata

cggtctcaag

agacgtacgyg
teegagectg
gtgcgtgagg
atéaagacac
tgacaggcca
aacatgtcgt
gacagttaga
tgatagatgg

tcataatatt

tgtteceecgee

catatgagct

catgacctcet
ctctectttg
cagtggcage
tcagggttca
actacttgta
atgaaccgac

ccaacccaaa

gaacctgttc
tgaggtctet
tgatgteccce
ctatataatt
caggttcaac
cagaggaggt
atcaaagagc

ctgcttctec

tcgagettat
tttccatcac
gtgagcgtcc
taaacaagec
cccaaacagg
tgcgtggegt
gcagcaacge -
tacatccacc

tgcgatattce

cacctcéatc
gegtgetttt
tgagcgecac
tctgacatgt
ctaccccacyg
tggataggtyg
gtcaggccaﬁ
tttgagagac

cccaagecee

36

ggtgacacct
attgcccagg

aactagacta

taattcatta-

attgttggat
ccaaagacga
tcattcaatt

acccecaca

tgaccgaaag
agaggaccté
fgaagchta
aaccatacag
cgtaﬁgtata
atgtaccaag
gtggagagtt
ggctagegga
aggcgtatca
cttetetityg
cdgggtecta
tgcattecaag
ggtacattcc
tggttaagtt
ctacccacca
gtgtgattta
ctttﬁacgta
tcacatcetge

tgtcagatat

3060

3120

3180

3240

3300

3360

- 3420

3478

60
120
180
240
300 
360 r
420

480

720
780
840
200
960

. 1020

1080

1140



cgtgagaagg
agggcatcgt
tctggatagt
caccaacccea
c£cactgccg
getgetgtge
aagcagtcca
gttgtctitg
tctetggteg
acggétggat
ctcaaggagt
cctgettett
tctagaatct
ggcaagcacce
tteggaggee
ggtcacggca
accaaéctgg
cagggettea
gtgctgaact
gctaceccagg
aacgactcte
gactctagcé
gttgatgtet
actttggtet
técctgtcca
tccaacaccg
aacggtgttg
ccacactect
taaatagaaa
tgtgactact

caagtgagat

<210>9
<211> 173
<212> PRT

‘cacggcacca

cttggegegt
atctggtcga
ctatccaatc
ttctggccgc
ctgagggeec
agaagtttaa
acagtagcgce
acgaggactc
ctggetttct
cgtetgteet
ctaatgccaa
ctcataagaa

ccaccgttte

gagctgtctg

tggcegtcaa
cctgggetet
tectotggagg
agggtctget

eccggtaacat

ataagatctc

ttgceceeygy
acteceggtac
tcaatgacga
gtgttcttee
gcatttaggc
ttgacataac
atctggcettg
cgtcatceet

gceegtgtec

actaatgcac
cttggcgaga
gaaacacgat
ctecaateca
tceceetggee
tgcecgecget
gcaccacaag
ta&tgttgac
gtccaacggt
cggatttgtt
gacggtcgag
gcgagetate
ggcccagact
ttacgttatt

gggagecaac

- m et AemoE o
aggraccgeg

ggtgtttgca
caacgactac
aggacccaag
tgtegeecate
tggaggetec
cgtetggtec
ctcegatate
ctcecatggcee
gottctecace
caccaccaac
aattaacaga
gatttatgta
taggtggcaa
ttatgttcga

gaattc

<213> Erwinia chrysanthemi

<400> 9

ES 2553383 T3

acactccace
goegtgttte
ataaacccca
acaatgaagce

gccectgece

goctactcat

cgagatcttg
cagatcgect
atcacctctg
ggaaagttca
ccecgataccea
cagactactc
ggaaactacg
gactctggta
ttecgetgaca

ggaggaaaga

ggecgatecy

atctccaage
tecgeticee
gctgcgggaa
accteotggta
ggtggacagg
atctetgect
tgtceccacyg
cctgeccagy
ctcaaggget
tagtttgccg
acgaaactga
aatgcggegt

ctgtegtatt

tgtattgeac
gﬁgacgcaat
tcgacéggcc
tcgctacege
ctgectectga
ctattctgte
atgagaagga
ccgaaatcca
ctcttgatct
actccactat
ttgtgtectet
ccgtcgctca
cetacgtteyg
tccgaaccac
cacagaacgc

R
catacggagt

cagctetete.

gagacactct
aggacgccét
acgatgecgt
tcatcactgt
gatccaacta
cttaccagte

ttgeeggtet

tcgaggetet

ctcccaacge
gtgataatte
aatttgacca
ctttgttcat

tecttatttee

37

caagataatg

cagagcagtt

cgttgaagag

ctttactatt

tgctgecect

cgtggteget

tcagttcatce
gaagctggac
tcctgtctac
cgttgacaag
ccecgagatt
atggggectyg
agagacagtt
ccactecgag
tgatcttcte
cgacgocaac
cgtcatcﬁac
gectcgagga
atggtctcga
ggacgectgt

gggtteocatt

cggaacttgt

cgactctggt
tgectcoctac
tattactgag
tgttgecetac
tettaaccte
gatattgttg
caattcccte

catacatatg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

2966



ES 2553383 T3

Met Thr Glu Pro Ile Phe Met Val Gly Ala Arg Gly Cys Gly Lys Thr

Thr Val Gly Arg Glu Leu Ala Arg Ala Leu Gly Tyr Glu Fhe Val Asp
20 25 30

Thr Asp Ile Phe Met Gln His Thr Ser Gly Met Thr Val Ala Asp Val
35 40 45 '

vVal Ala Ala Glu Gly Trp Pro Gly Phe Arg Arg Arg Glu Ser Giu Ala
50 55 60

Leu Gln Ala Val Ala Thr Pro Asn Arg Val val Ala fhr Gly Gly Gly

1 Phe Met Arg Ala His Gly Thr
90 - 95

=
®
(s

o}
51
l—l
-
D
[
|—|
o
L

\

L
[n]
[ta}
L]
I~
fo]

!
el
=

Val val Tyr Leu Phe Ala Pro Ala Glu Glu Leu Ala Leu Arg Leu Gln
100 105 110

Ala Ser Pro Gln Ala His Gln Arg Pro Thr Leu Thr Gly Arg Pro Ile
115 120 125

Ala Glu Glu Met Glu Ala Val Leu Arg Glu Arg Glu Ala Leu Tyr Gln
130 : 135 140

Asp Val Ala His Tyr Val Val Asp Ala Thr Gln Pro Pro Ala Ala Ile
145 150 155 ‘ 160 -

val Cys Glu Leu Met Gln Thr Met Arg Leu Pro Ala Ala
i 165 170

<210> 10
<211> 348
5 <212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 10

Met Glu Phe Phe Lys Lys Thr Ala Leu Ala Ala Leu Val Met Gly Phe
10 .

38



Ser

Gly

Val

Lys

65

Gln

Thr

Thr

Lys

Ala

145

Lys

Leu

Phe

Ile

Phe

225

Asn

Giy
Thr
Gly
Asp
Asp
Asp
Met
Pro
130
Asp
Ala
As'z.s
Lys
Asp

21¢

Asp

Tyr

Ala

Ile

35

Lys

Ile

Met

Cys

Glu

115

val

Gly

S_er

Gly

‘Sex

195

Tyr

val

Ala

Ala

20

Ala

val

Ala

Asn

Asp

100

Glu
Val
Pro
Ala
Arg
180
Val
Gin
Sér

Asn

Leu
Gly
Gly
Asn
Asp
85

Lys
Thr
Met
Phe
Asn
165
Aksp
Asn
Arg

Lys

Ala
245

Ala
Gly
Val
Val
70

Asn
Thr
Ala
val
Asn
150
Arg
Val
Tyr
Thr
Leu

230

Ser

Leu

Gly

Glu

Lys

Val

Asp

Tyr

Gly

135

Leu

Gly

Thr

Gly

Pro

215

Asn

Asp

Pro

Asp

40

Asn

Gly

Trp

Gly

Phe

120

Ala

Tyr

Vval

Lys

Pro

200

Ala

Glu

Leu

Asn
25

Ser
Leu
Glu
Leu
Phe
105
Leu
Met
Asn
Leu
Thr
185
Leu
Arg

Leu

Pro

ES 2553383 T3

10

Ile

Ala

Val

Gln

Thr

90

Val

Asp

Arg

Ala

Val

170

Asn

Gly

Lys

Pro

aAla
250

Thr

Thr

Asn

Val

75

Leu

Ile

Leu

Pro

vVal

133

Val

Thr

Tyr

His

Lys

235

Lys

lle

Lys

Ala

60

Va_l

Ala

Thr

Thr

Ser

140

val

Met

Thr

Ile

Thr

Leu

Ser

45

Val

Asn

Lys

His

val

Ala

30

Asn

Pro

Ile

Lys

Gly

110

Lys

125

Thr

Thr

Asn

Asp

His

205

Ser

220 -

Val

Ala

39

Gly

Leu

Ser
Ala
Asp
Val
190
Asn
Asp
Ile

Val

15

Thr

Tyr

Gln

Gly

Ile

Thr

cys

Met

Ala

Thr

175

Ala

Gly

Thr

Val

Asp
255

Gly

Thr

Leu

Ser

80

Asn

Asp

asp

Ser

Asp

160

Val

Thr

Lys

Pro

Tyr

240

Ala



ES 2553383 T3

Gly Tyr Asp Gly Ile Val Ser Ala Gly Val Gly Asn Gly Asn Leu Tyr
260 265 270

Lys Ser Val Phe Asp Thr Leu Ala Thr Ala Ala Lys Thr Gly Thr Ala
275 280 ) 285

Val Val Arg Ser Ser Arg Val Pro Thr Gly Ala Thr Thr Gln Asp Ala
290 295 300

Glu Val Asp Asp Ala Lys Tyr Gly Phe Val Ala Ser Gly Thr Leu Asn
305 310 315 320

Pro Gln Lys Ala Arg Val Leu Leu Gln Leu Ala Leu Thr Gln Thr Lys
325 330 335

Asp Pro Gln Gln Ile Gln Gln Ile Phe Asn Gln Tyr
340 345

<210> 11

<211> 109

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de PCR

<400> 11
tgcagetttc gagaaccgac gectgggacce tgtgtctgta gggataacag ggtaattege 60

ttcggataac tcetgetata acgaagttat gtagggataa cagggtaat 109

<210> 12

<211> 98

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de PCR

<400> 12
tagggataac agggtaatta tcgettcgga taactcctge tatacgaagt tatgtaggga 60
taacagggta attaactata acggtcctaa ggtagcga 28

<210> 13

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 13
gatctgctag tgtataagac tctataaaaa gggcc 35
<210> 14
<211> 27

<212> ADN
<213> secuencia artificial

40
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<220>
<223> cebador PCR

<400> 14
cttittatag agtcttatac actagca

<210> 15

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 15
ccggaattcc tgaccagtct cacatccgac ¢
<210> 16
<211>41

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 16
ccggaattct aaagcagata ctcaacaact cagcaatagt ¢

<210> 17

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 17

ggagctaccg gctceggtat cge
<210> 18

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 18

gcgataccgg agccggtage tec
<210> 19

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 19

27

31

41

23

23

41
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cggaaacgct ggatctttca acatcaaggc ¢

<210> 20

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 20
ggccttgatg ttgaaagatc cagcgtttcc g
<210> 21
<211> 26

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 21
ggagcaggag ttcaacaccg gtgtcg

<210> 22

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 22
cgacaccggt gttgaactcc tgctce
<210> 23
<211> 20

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 23

gcagatccac tgtcaagccg
<210> 24

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 24
gctagggata aacagggtaa tgcggtagga aagagaagtt ccgeg
<210> 25
<211>41

<212> ADN
<213> secuencia artificial

31

31

26

26

20

45

42
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<220>
<223> cebador PCR

<400> 25
gcattaccct gttatcccta gecggactat ttcceegeag ¢

<210> 26

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 26
gcagccagcea geacgtagta g
<210> 27
<211> 20

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 27

gaatgacggg ggcaacgcag

<210> 28

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 28

cagcagccac aaatagcaga ctgec
<210> 29

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 29

ccggaattce gtgacaacgg atgatgetgt cacatgacg
<210> 30

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 30

41
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20
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ccggaattcc tgttggcatg cacagctcca ctcaacg
<210> 31
<211> 32

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 31

tccecgcetage cgaggtatge aaggacgagt gc
<210> 32

<211> 48

<212>. ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 32

ataagaatgc ggccgegega getgagagec gataccaagg gatgcgag
<210> 33

<211> 48

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 33

cattaccctg ttatccctac agacacaggt cccaggegte ggttcteg
<210> 34

<211> 77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 34

ctagggataa cagggtaatt aactataacqg gtcctaaggt agcgacctcg gaaaccactce
tgccagtcat dggtgtc

<210> 35

<211>51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 35
atagtttagc ggccgeggaa gegtgtcaac gacatgttec ctettcatac ¢

<210> 36
<211> 35

44

37
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 36

cgacgataga gcaggtctca ctgttgggaa tgctg
<210> 37

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador PCR

<400> 37

ctacactgac gaagtggaca tcccggcttg gactg
<210> 38

<211>41

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 38
cgcgaattcg cctgettgaa agaagtgagt ggtatgetcg g
<210> 39
<211> 42

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 39
cgcgaattce attgccacga cctgttaaaa gacaagatga cc
<210> 40
<211> 34

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 40

gctggecatc cgaatcctgg ctgcttacga cgec
<210> 41

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

35

35

41

42
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<400> 41
ggcgtcgtaa gcagecagga ttcggatgge cage
<210> 42
<211> 43

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 42

ataagaatgc ggccgegtgg tacgtttcgt cgcatcggac gag
<210> 43

<211> 48

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 43

cattaccctg ttatccctag agagctggta cttgggtatc aattgagg
<210> 44

<211>71

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 44

ctagggataa cagggtaatt aactataacg gtcctaaggt agcgacctga tccaccetceco
tctecteccaac g

<210> 45

<211> 44

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 45

atagtttagc ggccgegtgg acacaaggaa gtatgcggtc gtcg
<210> 46

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 46

ctctgtcagt gttcggataa gtccttagat cacc

46

34
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<210> 47

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 47
cctcacttct gtcacagatg atgcattcaa cac
<210> 48
<211> 47

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 48

ataagaatgc ggccgcgaca ctactctgge tacagcettge ggtactg
<210> 49

<211> 46

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 49
cattaccctg ttatccctag ctcgaataac attcacaggc ttggtg
<210> 50
<211>75

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 50

ctagggataa cagggtaatt aactataacyg gtcctaaggt agegagatgt gtttgtagtg
gaggacagtg -gtacg

<210> 51

<211> 45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 51
atagtttagc ggccgegtac tgaaccgact ttggtgcttg cactc
<210> 52
<211> 33

<212> ADN
<213> secuencia artificial

47

33

47
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<220>
<223> cebador PCR

<400> 52
ctccacgcta atgcccatca tactetgttt ggc 33

<210> 53

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 53
cctggcegtta caaagccgag ggagacagcc ttgac 35
<210> 54
<211> 48

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 54

ataagaatgc ggccgeggtg acactgeact attggtttge ttctgatg 48
<210> 55

<211> 49

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 55

cattaccctg ttatccctag tcgagcttcg taggagggca ttttggtgg 49
<210> 56

<211> 70

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 56

ctagggataa cagggtaatt aactataacg gtcctaaggt agcogatacqg agatgetggg 60
tacaagtagc ' 70
<210> 57

<211>45

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

48
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<400> 57
atagtttagc ggccgcectat gctacgagceg tcggattcac cacag
<210> 58
<211> 34

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 58
ggcacactgc tcactatcgc aggctgcaac aatg

<210> 59

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 59
cctgactcgt ctcgatactc aagacctcat tgacgc
<210> 60
<211> 31

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 60

ggccgctaac tataacggtc ctaaggtage g
<210> 61

<211> 38

<212> ADN

<213> artificiel sequence

<220>
<223> cebador PCR

<400> 61

ccgaatcgat tcgctacctt aggaccgtta tagttage
<210> 62

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 62
aatcgattcg gatcccacaa tgaagcttcc ccgeggtac

<210> 63
<211> 32

45

34

36

31

38
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 63

ctaggtaccg cggggaagct tcattgtggg at
<210> 64

<211> 72

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 64

ES 2553383 T3

32

tatcaaatge ggeegetteg ctaccttagg accgttatag ttaacacgat tcgatttgte 60

ttagaggaac gc

<210> 65

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 65

gagtaatgct cgagtatcga agtcttgtac ¢
<210> 66

<211>51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 66

72

31

gcgatattac cctgttatcc ctagaatcga ttcccacaag acgaacaagt g 51

<210> 67

<211>51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 67

cacttgttcg tcttgtggga atcgattcta gggataacag ggtaatatcg c

<210> 68

<211>51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

51

50
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<223> cebador PCR

<400> 68

cgcggatccc acaatgaagc tttccaccat ccttttcaca gectgegcta ¢
<210> 69

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 69

tcgcttctgg agaactgegg ccte
<210> 70

<211> 52

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 70

gaggccgceag ttctgcagaa gcgagecgac aagctgecca acattgtgat tc
<210> 71

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 71

ccacctaggc tagtaggtgt ggaagtactc ctggatg
<210> 72

<211> 18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 72
tactcttggt cagcccat
<210> 73

<211> 18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 73

agaagggcac ttgaggga

51

51

24

52

37

18

18



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 74

<211> 17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> amorcé PCR

<400> 74
tattgccgag cgaatge
<210> 75
<211>19

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 75
cttggagatc cacatctgc
<210> 76

<211> 18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 76
gctgaacgac cgaattgg
<210> 77

<211> 17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador PCR

<400> 77

gtggtgtgca gettgtc

ES 2553383 T3
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de integracion localizada de por lo menos tres copias de un gen de interés en el genoma de una
cepa de Yarrowia que comprende las etapas de:

a) puesta en cultivo de una cepa de Yarrowia que comprende por lo menos tres deleciones seleccionadas de
entre Ura3-302, Leu2-270, Gut2-744 y Ade2-844, correspondiendo el fenotipo asociado a cada una de estas
deleciones a una auxotrofia para dicha cepa, independientemente el uno del otro de estos por lo menos tres
genes;

b) transformacion de dicha cepa de Yarrowia auxdétrofa con por lo menos tres vectores recombinantes que
comprenden unos marcadores de seleccion que permiten, para dicha cepa de Yarrowia, la complementacion
de la auxotrofia resultante de cada una de dichas deleciones, comprendiendo dichos vectores recombinantes
cada uno:

i) la secuencia de dicho gen de interés,
i) un marcador de seleccion, y

iii) dos secuencias de ADN que enmarcan la secuencia de dicho gen de interés y dicho marcador de
seleccion, siendo dichas secuencias de ADN homologas a las secuencias que corresponden a los
extremos del sitio de integracion localizado en el genoma de dicha cepa de Yarrowia de manera que se
permita la integracion localizada de dicho vector recombinante por recombinacion homologa;

seleccion sobre un medio minimo, de las levaduras que han integrado dichos por o menos tres vectores
recombinantes.

2. Procedimiento de integracion localizada segun la reivindicacién 1, caracterizado por que dicha cepa comprende
ademas una delecion de un gen asociado a un caracter dominante seleccionado de entre el gen de resistencia a la
higromicina HPH (HYG), y los genes MDR3, KanMX, y Tn5ble, siendo el gen HYG el mas preferido.

3. Procedimiento de integracion localizada segun una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que en la
etapa b), el sitio de integracion localizado en el genoma de dicha cepa de Yarrowia se selecciona de entre los genes
URAS3, LEU2, ADE2, LIP2, LIP7, LIP8, AXP, GUT2 y XPR2.

4. Procedimiento de integracion localizada segun la reivindicacion 3, caracterizado por que en la etapa b), el sitio de
integracion localizado en el genoma de dicha cepa Yarrowia se selecciona de entre los genes URA3, LEU2, ADE2,
LIP2, LIP8 y AXP.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que las etapas b) de
transformacion de la cepa de Yarrowia y ¢) de seleccion sobre el medio minimo se efectian separadamente para
cada uno de dichos por lo menos tres vectores recombinantes.

6. Procedimiento de integracion localizada segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que en la
etapa b), las transformaciones con por lo menos los tres vectores recombinantes se realizan de manera
independiente y sucesivamente con cada uno de los vectores recombinantes, o simultaneamente con el conjunto de
dichos vectores recombinantes, y por que el conjunto de estas transformaciones estd seguido de una etapa c) de
seleccion sobre un medio minimo de las levaduras que han integrado el conjunto de dichos vectores recombinantes.

7. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que dicha cepa es una cepa de
Yarrowia lipolytica.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que dicha cepa de Yarrowia
comprende cuatro genes que presentan independientemente el uno del otro una delecién asociada a un fenotipo de
auxotrofia o de caracter dominante, seleccionados preferentemente de entre los genes URAS3, LEU2, GUT2 y ADE2.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que la etapa b) de transformacion
se efectla con tres a diez vectores recombinantes.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que el marcador de seleccion
estd enmarcado por unas secuencias que permiten su escision después de la integracion localizada de dicho vector
recombinante.

11. Procedimiento de produccion de un polipéptido codificado por un gen de interés, caracterizado por que
comprende las etapas siguientes:
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d) cultivar la cepa de Yarrowia modificada obtenida mediante el procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 en un medio de cultivo liquido que comprende unas fuentes asimilables de carbono,
de nitrégeno y de sales inorgénicas, de manera que se permita el crecimiento de dicha cepa transformada de
Yarrowia; y

e) recuperar dicho polipéptido de interés expresado a partir de las células Yarrowia o el medio de cultivo
obtenido en la etapa d).

12. Procedimiento de obtencion de una cepa modificada de Yarrowia, caracterizado por que comprende una etapa
en la que se transforma dicha cepa de Yarrowia con por lo menos tres vectores que permiten llegar a una cepa de
Yarrowia que comprende por lo menos tres deleciones seleccionadas de entre Ura3-302, Leu2-270, Gut2-744 y
Ade2-844, correspondiendo el fenotipo asociado a cada una de estas deleciones a una auxotrofia o a un caréacter
dominante para dicha cepa, independientemente el uno del otro de estos por lo menos tres genes.

13. Procedimiento segun la reivindicacion 12, caracterizado por que dicha cepa comprende ademas por lo menos un
gen asociado a un fenotipo de caracter dominante seleccionado de entre el gen de resistencia a la higromicina HPH
(HYG), y los genes MDR3, KanMX, y Tn5ble, siendo el gen HYG el mas preferido.

14. Cepa de Yarrowia auxotrofa susceptible de ser obtenida mediante el procedimiento segin una de las
reivindicaciones 12 y 13, comprendiendo dicha cepa por lo menos tres deleciones seleccionadas de entre Ura3-302,
Leu2-270, Gut2-744 y Ade2-844, correspondiendo el fenotipo asociado a cada una de estas deleciones a una
auxotrofia 0 a un caracter dominante para dicha cepa, independientemente el uno del otro de estos por lo menos
tres genes.

15. Cepa de Yarrowia segun la reivindicacion 14, caracterizada por que se selecciona de entre el grupo que consiste
en la cepa de Yarrowia lipolytica depositada el 4 de febrero de 2008 de acuerdo con el tratado de Budapest en la
Collection nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), INSTITUT PASTEUR, 25 rue du Docteur Roux, 75724
PARIS CEDEX 15, Francia bajo los nimeros CNCM 1-3911 y CNCM 1-3912 y la cepa de Yarrowia lipolytica
depositada el 4 de febrero de 2008 de acuerdo con el tratado de Budapest en la Collection nationale de Culture de
Microorganismes (CNCM), INSTITUT PASTEUR, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, Francia bajo el
nimero CNCM 1-3913.
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