ES 2671223 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

@NUmero de publicacion: 2 671 223
GDint. Ci.;

C12N 9/02 (2006.01)
C12N 9/10 (2006.01)
C12N 15/52 (2006.01)
Cl12P 7/64 (2006.01)

C12P 19/12 (2006.01)
C12P 19/44 (2006.01)

T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud internacional: 10.06.2011  PCT/EP2011/059683

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:

15.12.2011 'WO11154523
10.06.2011 E 11730241 (4)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 11.04.2018 EP 2580321

Tl’tulo: Cepas de levaduras modificadas en su produccion de soforolipidos y sus usos

Prioridad:

11.06.2010 GB 201009882

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
05.06.2018

@ Titular/es:

UNIVERSITEIT GENT (100.0%)
Sint-Pietersnieuwstraat 25
9000 Gent, BE

@ Inventor/es:

SOETAERT, WIM;

DE MAESENEIRE, SOFIE;
SAERENS, KAREN;
ROELANTS, SOPHIE y
VAN BOGAERT, INGE

Agente/Representante:
LEHMANN NOVO, Maria Isabel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2671223 T3

DESCRIPCION
Cepas de levaduras modificadas en su produccion de soforolipidos y sus usos

Campo técnico de la invencién

La presente invencién se refiere a especies de levaduras que normalmente son capaces de producir soforolipidos,
pero que estan tan modificadas que se vuelven incapaces de producir estos ultimos compuestos. Estas cepas
negativas a soforolipidos exhiben sorprendentemente caracteristicas de crecimiento y formacion de biomasa iguales
a las de sus homadlogos de tipo salvaje y, por lo tanto, son utiles para la produccion de numerosos compuestos Utiles
tales como proteinas recombinantes, glicolipidos, polihidroxialcanoatos, azlcares especiales, acidos grasos
especiales, escualeno, acidos organicos, compuestos hidrofébicos y carotenoides. Ademas, la presente invencion
describe dos genes de glucosiltransferasa con funciones clave en la produccion de soforolipidos y su uso.

Técnica de antecedentes

La levadura no patégena Candida bombicola y otras especies de levadura tales como Candida apicola, Candida
batistae, Rhodotorula bogoriensis y Wickerhamiella domericgiae son conocidas por su produccion de soforolipidos
durante la fase estacionaria (Spencer et al., 1970, Gorin et al., 1961, Tulloch et al. 1968, documentos EP0837140A1,
US6433152, US 4215213). C. bombicola y otras son especies de levadura oleaginosas, es decir, pueden utilizar
sustratos oleaginosos tales como alcanos y aceites como fuente de carbono, y pueden manejar esos sustratos en
concentraciones relativamente altas. Ademas, C. bombicola puede producir soforolipidos en altas cantidades (mas
de 400 g/L), que son excretadas en el medio de fermentacion.

Candida bombicola ATCC 22214 ya se aplica comercialmente para la produccién de soforolipidos. Estos
biotensioactivos de glicolipidos estan constituidos por un grupo de cabeza de soforosa (2-O-3-D-glucopiranosil-3-D-
glucopiranosa) a partir del cual el atomo de C anomérico se une a un acido graso C1 0 C1g (w) o (w-1) hidroxilado.
Ocurren como estructuras de anillo abierto (forma acida) o como lactonas con una intra-esterificacion entre el grupo
carboxilo de acido graso y el atomo de carbono 4", 6' 0 6” del grupo de cabeza de soforosa. Ademas, los grupos
acetilo se pueden unir en las posiciones 6' y/o 6" (Asmer et al., 1988).

En una fermentacion tipica de Candida bombicola con, p. €j., aceite de colza como fuente de carbono hidrofébica,
los soforolipidos estan presentes como una mezcla compleja de moléculas estructuralmente relacionadas, siendo los
soforolipidos lacténicos mono- y di-alcetilados los mas importantes.

Si bien muchas investigaciones se han centrado en las condiciones de fermentacion para optimizar la produccion de
soforolipidos por parte de C. bombicola (Daniel et al., 1998a, Daniel et al., 1998b, Casas et al., 1999, Cavalero et al.,
2003, Kim et al., 2009), y los soforolipidos han servido como sustratos para modificaciones (quimio)-enzimaticas
(Bisht et al.,1999, Hu et al, 2003, Rau et al., 1999), la via bioquimica de estos bioproductos econémicamente
importantes sigue sin estar clara y no hay informacion disponible sobre los genes implicados (Ochsner et al., 1994a,
Ochsner et al.,1994b). Esta falta de informacion dificulta la implementacion de técnicas modernas como la ingenieria
metabdlica para aumentar los rendimientos de soforolipidos. Los Unicos datos sobre enzimas implicadas en la
produccion de soforolipidos por parte de C. bombicola sugieren la implicacién de una monooxigenasa del citocromo
P450 de la familia CYP52 (Van Bogaert et al., 2009). Los datos sobre enzimas en otras levaduras se limitan a
experimentos de proteinas con lisados de C. bogoriensis y datan de principios de los afios 1970 y 1980 (Esders et
al.,1972, Bucholtz et al.,1976, Breithaupt et al, 1982). Ademas de una acetiltransferasa se supuso que dos
glucosiltransferasas estaban implicadas en la produccion escalonada de soforolipido por parte de este organismo,
aunque la separacion de las dos actividades no tuvo éxito (Breithaupt et al., 1982).

Ademas del hecho de que la via bioquimica de la produccién de soforolipidos es en gran parte desconocida, C.
bombicola siempre producira soforolipidos sin importar qué fuente de carbono se emplee. Por lo tanto, los
soforolipidos siempre formaran una mezcla con otros compuestos de interés potencial y la via biosintética competira
por el uso de sustratos. Consecuentemente, es casi imposible combinar la produccién (recombinante) de un
compuesto de interés con la sintesis de soforolipidos sin una pérdida sustancial de eficacia y sin costes de
purificaciéon adicionales. La opcion de producir sélo el compuesto de interés durante la fase de crecimiento
exponencial cuando no se producen o se producen cantidades bajas de soforolipidos, no sélo dara como resultado
rendimientos mas bajos debido a la menor cantidad de biomasa disponible y al menor tiempo de produccion, sino, a
menudo, una baja tolerancia de las células en crecimiento hacia los sustratos oleaginosos utilizados. Estos
problemas se omiten cuando se utilizan cepas que carecen de esta produccion de soforolipidos. Sin embargo, Ito e
Inoue (Ito et al., 1982; Inoue et al., 1982) demostraron que los soforolipidos estimulan el crecimiento en sustratos
oleaginosos, mientras que una cantidad de tensioactivos no iénicos sintéticos no tiene efecto alguno. Afirman,
ademas, que los soforolipidos actuan como factores especificos estimulantes del crecimiento y se necesitan para
emulsionar los sustratos oleaginosos insolubles. Por lo tanto, cepas incapaces de producir soforolipidos muestran un
crecimiento inferior en comparacion con el tipo salvaje y no pueden manejar sustratos oleaginosos.
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Tomados en conjunto, esta claro que las especies de levadura productoras de soforolipidos podrian ser muy utiles
para producir, ademas de soforolipidos, otros numerosos compuestos Utiles tales como proteinas recombinantes,
glicolipidos, polihidroxialcanoatos, soforosa, ramnosa, acidos grasos especiales, escualeno, acidos organicos,
compuestos hidrofébicos y compuestos oleaginosos. Sin embargo, la falta de comprensién de la via bioquimica
subyacente de la sintesis de soforolipidos y el problema de combinar la produccion de un compuesto Util de interés
con la sintesis de soforolipidos sin una pérdida sustancial de eficacia y sin costes adicionales de purificacion dificulta
seriamente el uso de estas especies de levadura.

Descripcion de las tablas:

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3
Tabla 4

Tabla 5
Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Cebadores utilizados para inactivar el gen CYP52M1 de C. bombicola. Todos los cebadores se
obtuvieron de Sigma Genosys.

Cebadores utilizados para el aislamiento del gen UGTA1 y construccion del casete inactivado.
Todos los cebadores se obtuvieron de Sigma Genosys.

Diez mejores puntuaciones de homologia para la secuencia UGTA1 traducida

Cebadores utilizados para el aislamiento del gen UGTB1 y construccion del casete inactivado.
Todos los cebadores se obtuvieron de Sigma Genosys.

Diez mejores puntuaciones de homologia para la secuencia UGTB1 traducida

Cebadores utilizados para la creacién del casete de expresion de GFP. Todos los cebadores se
obtuvieron de Sigma Genosys. Los caracteres en negrita representan extensiones sin union.
Cebadores utilizados para crear el casete de expresion de amilasa y el control de transformantes
de amilasa.

Cebadores utilizados para crear el casete de expresion de PHA. Todos los cebadores se
obtuvieron de Sigma Genosys.

Cebadores utilizados para la creacion de los casetes de expresion de UGT1y CepB. Todos los
cebadores se obtuvieron de Sigma Genosys.

Descripcion de las Figuras:

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Analisis por HPLC-ELSD del medio de produccién de soforolipidos para Candida bombicola de tipo
salvaje (arriba) y una de las cepas cyp52M1-negativas (abajo). Los soforolipidos de clase principal
se detectan entre 25 y 30 min. El acido oleico y el acido linoleico eluyen a 33,5 y 36,2 min,
respectivamente.

Crecimiento de C. bombicola de tipo salvaje, A113 (mutante de delecion ugtA1) y B11 (mutante de
delecion ugtB1) en medio Lang. Todos los cultivos se inocularon a partir de un precultivo de Lang
de tal manera que todos los cultivos comenzaron con una DO de 0,2.

Secuencia completa de ADN del gen UGTA1 (numero de acceso GenBank HM440973, SEQ ID

N° 1). Los elementos putativos de promotor y terminador estan indicados por recuadros, mientras
que un posible motivo reglamentario tipo GATA esta sombreado en gris. También se representa la
secuencia de aminoacidos codificada (SEQ ID N° 2) de la proteina Ugta1 glucosiltransferasa.
Cromatogramas por HPLC-ELSD de extractos de cultivo, 10 dias después de la incubacion de C.
bombicola ATCC22214 (arriba) y C. bombicola A113 (abajo) con aceite de colza. Los soforolipidos
de novo eluyen tipicamente entre 25 y 30 min.

Cromatograma por HPLC-ELSD de extractos de muestra de un ensayo de glucosiltransferasa | en
fracciones de proteinas solubles de levadura de tipo salvaje (arriba) y mutante A113 (abajo). Los
picos a los 27 min y 29 min proceden de la sintesis de soforolipidos de novo, mientras que los
picos que eluyen después de 30 minutos proceden de constituyentes de células apolares
co-extraidas. FA 17-OH C18:1 = acido 17-hidroxioctadecenoico, GL = glucolipido (acido 17-O-(B-D-
glucopiranosil)-octadecenoico), SL = acido soforolipido diacetilado (acido 17-O-(2-O-3-D-
glucopiranosil-glucopiranosa)-octadecenoico), lacSL 2Ac = lactona soforolipida diacetilada
Cromatograma por HPLC-ELSD de extractos de muestra de un ensayo de glucosiltransferasa Il en
fracciones de proteinas solubles de levadura de tipo salvaje (arriba) y mutante A113 (abajo). Los
picos a los 27 min y 29 min proceden de la sintesis de soforolipidos de novo, mientras que los
picos que eluyen después de 30 min proceden de constituyentes de células apolares

co-extraidas. FA 17-OH C18:1 = acido 17-hidroxioctadecenoico, GL = glucolipido (acido 17-O-(B-D-
glucopiranosil)-octadecenoico), SL = acido soforolipido diacetilado (acido 17-0O-(2-O-3-D-
glucopiranosil-glucopiranosa)-octadecenoico), lacSL 2Ac = lactona soforolipida diacetilada
Secuencia completa de ADN del gen UGTB1 (numero de acceso GenBank HM440974, SEQ ID

N° 3). Los sitios de los cebadores estan subrayados. Los elementos putativos de promotor y
terminador estan indicados por cuadros, mientras que los posibles motivos reguladores tipo GATA
estan sombreados en gris. También se representa la secuencia de aminoacidos codificada (SEQ
ID N° 4) de la proteina UgtB1 glucosiltransferasa.

Alineamiento global por pares de las secuencias de proteinas de C. bombicola UgtA1 (superior) y
UgtB1 (inferior). Los aminoacidos similares estan sombreados en gris, mientras que los residuos
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idénticos estan sombreados en negro. Los 14 residuos conservados del dominio GT1_Gtf_like se
indican con flechas hacia abajo para UgtA1 y flechas hacia arriba para UgtB1.

Figura 9 Cromatogramas por HPLC-ELSD de extractos de cultivo, 7 dias después de la incubacién de C.
bombicola ATCC22214 (arriba) y C. bombicola B11 (abajo) con aceite de colza. Los soforolipidos
de novo eluyen generalmente entre 25y 30 min. SL = soforolipido, GL = glucolipido.

Figura 10 Cromatograma por HPLC-ELSD de extractos de muestras de un ensayo de glucosiltransferasa | en
fracciones de proteinas solubles de levadura de tipo salvaje (arriba) y mutante B11 (abajo). Los
picos a los 27 min y 29 min provienen de la sintesis de soforolipidos de novo, mientras que los
picos que eluyen después de 30 min provienen de constituyentes de células apolares
co-extraidas. FA 17-OH C18:1 = acido 17-hidroxioctadecenoico, GL = glucolipido (acido 17-O-(B-D-
glucopiranosil)-octadecenoico), SL = acido soforolipido diacetilado (acido 17-0O-(2-O-3-D-
glucopiranosil-glucopiranosa)-octadecenoico), lacSL 2Ac = lactona soforolipida diacetilada

Figura 11 Cromatograma por HPLC-ELSD de extractos de muestras de una prueba de actividad de
glucosiltransferasa Il en fracciones de proteinas solubles de levadura de tipo salvaje (arriba) y
mutante B11 (abajo). Los picos a los 27 min y 29 min proceden de la sintesis de soforolipidos de
novo, mientras que los picos que eluyen después de 30 min proceden de constituyentes de células
apolares co-extraidas. FA 17-OH C18:1 = acido 17-hidroxioctadecenoico, GL = glucolipido (acido
17-O-(B-D-glucopiranosil)-octadecenoico), SL = acido soforolipido diacetilado (acido 17-O-(2-O-3-
D-glucopiranosil-glucopiranosa)-octadecenoico), lacSL 2Ac = lactona soforolipida diacetilada

Figura 12 Senal fluorescente en funcién del tiempo para el tipo salvaje y el mutante E1 GFP

Figura 13 Mapa molecular de la construccion sintética de amilasa, precedida por el promotor parcial de
GAPD

Figura 14 Secuencia de la construccion sintética amilasa, precedida por parte del promotor de GAPD

Figura 15 Vector p_sAmyAO-pGapd_iUra

Figura 16 Produccion de amilasa por el transformante de amilasa soforolipido-negativo (SL-Amy+) y el tipo
salvaje (WT) de C. bombicola

Figura 17 Perfil metabdlico del transformante de amilasa soforolipido-negativo (SL-Amy+, izquierda) y el tipo
salvaje (WT, derecha) de C. bombicola

Figura 18 Casete de expresion de PHA y su integracion en el locus cyp52m1

Figura 19 Andlisis GC-MS de los FAMES derivados de muestras finales del mutante de Candida
bombicola PHAC1 A8 cultivado en medio de Lang con adicion de aceite de colza después de 48 h
de cultivo

Figura 20 Espectros de masas de los tres glucolipidos predominantes encontrados en un extracto de cultivo

B11 14 dias después del cultivo en aceite de colza (37,5 g/L).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La memoria descriptiva demuestra que, sorprendentemente, las cepas soforolipido-negativas mostraron iguales
caracteristicas de crecimiento y formacion de biomasa en comparacién con el tipo salvaje y no se inhibieron por la
presencia de sustratos oleaginosos. La memoria descriptiva describe, ademas, que las cepas soforolipido-negativas
pueden utilizarse para producir compuestos Utiles. Ademas, la presente invencion también describe dos genes
glucosiltransferasa con funciones clave en la produccion de soforolipidos.

Por lo tanto, la memoria descriptiva se refiere a una cepa de levadura modificada perteneciente a una especie de
levadura capaz de producir soforolipidos, caracterizada porque dicha cepa de levadura tiene, en comparacién con
una cepa de tipo salvaje, no modificada: a) al menos una mutacién en su genoma, y b) una reducciéon en su
capacidad para producir soforolipidos de al menos 75%, y en donde dichos soforolipidos estan constituidos por el
azucar soforosa unido a acido graso Cis, C1s, C22 0 C24 hidroxilado. La reduccion en dicha capacidad debe medirse
por fermentacion de dicho mutante y dicha cepa de tipo salvaje exactamente en las mismas condiciones de
fermentacion, y de forma similar, la produccion de soforolipidos por dicho mutante y dicho tipo salvaje se debe medir
exactamente por el mismo método. La cuantificaciéon de dicha produccién de soforolipidos puede realizarse - por
ejemplo - después de la precipitacion desde el medio de fermentacion o después de la extraccidon con acetato de
etilo tal como se describe por Lang et al. (2000)

La expresion "especie de levadura capaz de producir soforolipidos" se refiere a un grupo filogenéticamente diverso
de levaduras (predominantemente Ascomycetes y unos pocos Basidiomycetes) que sintetizan espontaneamente
soforolipidos constituidos por el azicar soforosa unido a un acido graso hidroxilado. Dicho grupo filogenéticamente
diverso de levaduras comprende la especie Candida apicola (Gorin et al., 1961) que se identificé inicialmente como
C. magnolia, C. bombicola (Spencer et al., 1970), Wickerhamiella domericqiae (Chen et al., 2006), Rhodotorula
bogoriensis (Tulloch et al., 1968), Pichia anémala PY1, Candida batistae (Konishi et al., 2008), Candida floricola
(Imura et al., 2010), Candida riodocensis, Candida stellata y Candida sp. NRRL Y-27208 (Kurtzman et al., 2010) y

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2671223 T3

otras especies del llamado clado Starmerella que incorpora a mas de 40 especies. C. bombicola ha sido
recientemente reasignada al género Starmerella (Rosa y Lachance, 1998).

Por lo tanto, la memoria descriptiva se refiere, ademas, a una cepa de levadura modificada tal como se indicod
anteriormente, en donde dicha especie de levadura se selecciona del grupo de levaduras productoras de
soforolipidos, que consiste en Candida bombicola, Candida apicola, Candida batistae, Candida floricola, Candida
riodocensis, Candida stellata, Candida sp. NRRL Y-27208, Rhodotorula bogoriensis, Pichia anémala PY1,
Wickerhamiella domericqiae y especies productoras de soforolipidos del clado Starmerella. Mas especificamente, la
memoria descriptiva se refiere a una cepa de levadura modificada tal como se indicé arriba, en donde dicha Candida
bombicola es la cepa Candida bombicola ATCC 22214.

La expresion "cepa de levadura modificada" indica que el material genético de dicha cepa de levadura ha sido
alterado de modo que la cepa de levadura es incapaz, o es casi incapaz de producir soforolipidos. La expresién "casi
incapaz" indica que dicha cepa de levadura modificada es capaz Unicamente de producir un maximo de 25% de la
produccion total por unidad de tiempo de soforolipidos mediante una denominada cepa de tipo salvaje no
modificada. Las cepas de levadura modificadas pueden ser Unicamente capaces de producir un maximo de 20%,
15%, 10% o 5% de la produccién total por unidad de tiempo de soforolipidos mediante una denominada cepa salvaje
no modificada. Se prefieren las cepas de levadura modificadas que son completamente incapaces (0%) de producir
soforolipidos. La expresion ‘cepa salvaje no modificada’ se refiere a una cepa de levadura tal como se produce en la
naturaleza y que es totalmente capaz (100%) de producir soforolipidos.

Mas especificamente, la expresion "cepa de levadura modificada" se refiere a una cepa de levadura que contiene al
menos una mutacion en su genoma. El término mutacion se refiere a una mutacion espontanea y/o a una mutacion
inducida en el genoma de dicha cepa de levadura. Dicha mutacion puede ser una mutacion puntual, delecion,
insercion o cualquier otro tipo de mutacion. La expresion lo mas especificamente se refiere a las inactivaciones (KO)
a través de la insercion de un casete KO.

La induccion de una mutacion en el genoma de una cepa de levadura se puede llevar a cabo mediante cualquier
método en la técnica conocido por una persona experta, tal como la insercion de un casete KO en un gen de interés.

De forma similar, el rastreo o la deteccion de si existe una mutacion en el genoma de un gen modificado, en
comparacion con una cepa de tipo salvaje, también se puede determinar mediante cualquier método conocido en la
técnica.

El término "soforolipidos" se refiere a biotensioactivos anfifilos basados en hidratos de carbono que estan
constituidos por el azdcar soforosa unido a un acido graso Cis, C1s, C22 0 Co4 hidroxilado, es decir, acidos grasos
hidroxilados en los que la cadena de acidos grasos se compone de 16, 18, 22 o 24 atomos de C. Mas
especificamente, el término se refiere a biotensioactivos glicolipidos que estan constituidos por un grupo de cabeza
de soforosa (2-O-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranosa) a partir de la cual el atomo de C anomérico se une a un acido
graso Ci6, C1g (w) 0 (w-1) hidroxilado o a un acido graso C2, 0 Cy4 hidroxilado en la posicion C43. Con respecto a C.
bombicola, dicha cadena de acido graso esta compuesta por 16 o 18 atomos de C. Se producen como estructuras
de anillo abierto (forma acida) o como lactonas con una intra-esterificacion entre el grupo carboxilo del acido graso y
el atomo de carbono 4", 6' 0 6” del grupo de cabeza de soforosa. Ademas, los grupos acetilo se pueden unir en las
posiciones 6' y/o 6" (Asmer et al., 1988). En una fermentacion tipica de Candida bombicola con, p. €j., aceite de
colza como fuente de carbono hidrofébica, los soforolipidos estan presentes como una mezcla compleja de
moléculas estructuralmente relacionadas, siendo los mas importantes los soforolipidos lacténicos mono- y di-
acetilados.

La memoria descriptiva describe una cepa de levadura modificada tal como se indicé anteriormente, en donde dicha
mutacion es una delecion en un gen que codifica una proteina, mas especificamente en donde dicha proteina es una
enzima o una proteina reguladora, implicada en la via biosintética de soforolipidos. Mas especificamente, la
memoria descriptiva describe mutaciones en los genes CYP52M1 (Van Bogaert et al, 2009) que codifican una
monooxigenasa del citocromo P450, UGTA1 (representada por SEQ ID N° 1) que codifica la glucosiltransferasa 1y
UGTB1 (representada por SEQ ID N° 3) que codifica la glucosiltransferasa 2.

Por lo tanto, y mas especificamente, la memoria descriptiva se refiere a una cepa de levadura modificada tal como
se indicé arriba, en donde dicho gen codifica una monooxigenasa del citocromo P450 o una glucosiltransferasa, y
mas especificamente, en donde dicho gen que codifica una monooxigenasa del citocromo P450 es el gen CYP52M1
que tiene numero de acceso de Genbank EU552419 y en donde dicho gen que codifica una glucosiltransferasa es el
gen UGTAT que tiene una secuencia tal como se representa en la SEQ ID N° 1 y que tiene el nimero de acceso
Genbank HM440973 o es el gen UGTB1 que tiene una secuencia tal como se representa por la SEQ ID N° 3 y que
tiene el nUmero de acceso Genbank HM440974.
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La memoria descriptiva describe, ademas, una secuencia de acido nucleico tal como se representa mediante la SEQ
ID N° 1 que codifica la UDP-glucosiltransferasa UgtA1 responsable del primer paso de glucosilacion en la via
biosintética de soforolipidos de Candida bombicola, o un fragmento del mismo que codifica una proteina que
conserva dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa, o una variante de la misma que codifica una proteina que tiene
al menos un 50% de identidad de secuencia con SEQ ID N° 2 y que tiene dicha actividad de UDP-
glucosiltransferasa. El término "fragmento" se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que contiene menos
nucledtidos que la secuencia de acidos nucleicos tal como se representa en la SEQ ID N°: 1 y que codifica una
proteina que conserva dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa. El término "variante" se refiere a un acido
nucleico que codifica una proteina que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia, preferiblemente que tiene
al menos un 51-70% de identidad de secuencia, mas preferiblemente que tiene al menos un 71-90% de identidad de
secuencia o mas preferiblemente que tiene al menos un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad de
secuencia con SEQ ID N° 2 o con un fragmento de la misma, y que codifica una proteina que conserva dicha
actividad de UDP-glucosiltransferasa.

La memoria descriptiva también describe una secuencia de aminoacidos tal como se representa por SEQ ID N° 2 y
correspondiente a la UDP-glucosiltransferasa UgtA1 responsable del primer paso de glucosilacién en la via
biosintética de soforolipidos de Candida bombicola o un fragmento del mismo que tiene dicha actividad de UDP-
glucosiltransferasa o una variante de la misma que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con SEQ ID N°
2 y que tiene dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa. El término ‘fragmento’ se refiere a una proteina que
contiene menos aminoacidos que la secuencia de aminoacidos tal como se representa por SEQ ID N° 2 y que
conserva dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa. Un fragmento de este tipo puede, por ejemplo, omitir los
extremos N y C de la proteina, dejando una proteina acortada de 366 aminoacidos que comienza en 110 y termina
en A375, sin tocar con ello la actividad de UDP-glucosiltransferasa. El término ‘variante’ se refiere a una proteina
que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia, preferiblemente que tiene al menos un 51-70% de identidad
de secuencia, mas preferiblemente que tiene al menos un 71-90% de identidad de secuencia, o lo mas
preferiblemente que tiene al menos un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID
N° 2 o con un fragmento de la misma, y que codifica una proteina que conserva dicha actividad de UDP-
glucosiltransferasa. esto ultimo puede diferir de la proteina representada por SEQ ID N° 2 o un fragmento de la
misma solo en sustituciones y/o modificaciones conservativas, de modo que se conserva la capacidad de la proteina
de tener actividad de UDP-glucosiltransferasa. Una "sustitucion conservativa" es aquella en la que un aminoacido es
sustituido con otro aminoacido que tiene propiedades similares, de modo que un experto en la técnica de la quimica
de proteinas esperaria que la naturaleza de la proteina se mantuviera sustancialmente sin cambios. En general, los
siguientes grupos de aminoacidos representan cambios conservadores: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr;
(2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his.

Las variantes también pueden (o alternativamente) ser proteinas tal como se describe en esta memoria,
modificadas, por ejemplo, mediante la delecién o adicion de aminoacidos que tienen una influencia minima sobre la
actividad de UDP-glucosiltransferasa, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica de la proteina. Regiones
dentro de SEQ ID N° 2 que contribuyen en la actividad de las proteinas son regiones determinadas por los residuos
110 a V50, G131 a L155, M180 a H196, W213 a F233, S266 a Y282, V341 a H355, A375 a T386. Por lo tanto, las
variantes, tal como se definen arribe, comprenden preferiblemente al menos una de las Ultimas regiones. Mas
preferiblemente, las Ultimas variantes comprenden al menos uno de los siguientes residuos o aminoacidos de SEQ
ID N° 2: G19, H20, M22, N181, L184, E185, F189, S216, T277, N343, G345, G347, G348 o H351.

La memoria descriptiva describe, ademas, una secuencia de acidos nucleicos tal como se representa por SEQ ID N°
3 que codifica la UDP-glucosiltransferasa UgtB1 responsable de la segunda etapa de glucosilacion en la via
biosintética de soforolipidos de Candida bombicola o un fragmento de la misma que codifica una proteina que
conserva dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa, o una variante de la misma que codifica una proteina que tiene
al menos un 50% de identidad de secuencia con SEQ ID N° 4 y que tiene dicha actividad de UDP-
glucosiltransferasa. El término ‘fragmento’ se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que contiene menos
nucledtidos que la secuencia de acidos nucleicos tal como se representa por SEQ ID N° 3 y que codifica una
proteina que conserva dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa. El término "variante" se refiere a un acido
nucleico que codifica una proteina que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia, preferiblemente que tiene
al menos un 51-70% de identidad de secuencia, mas preferiblemente que tiene al menos un 71-90% de identidad de
secuencia, o lo mas preferiblemente que tiene al menos un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad de
secuencia con SEQ ID N° 4 o con un fragmento de la misma, y que codifica una proteina que conserva dicha
actividad de UDP-glucosiltransferasa.

La memoria descriptiva también describe una secuencia de aminoacidos tal como se representa por SEQ ID N° 4 y
correspondiente a la UDP-glucosiltransferasa UgtB1 responsable de la segunda etapa de glucosilacion en la via
biosintética de soforolipidos de Candida bombicola, o un fragmento de la misma que tiene dicha actividad de UDP-
glucosiltransferasa o una variante de la misma que tiene al menos un 50% de identidad de secuencia con SEQ ID N°
4 y que tiene dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa. El término "fragmento" se refiere a una proteina que
contiene menos aminoacidos que la secuencia de aminoacidos tal como se representa por SEQ ID N° 4 y que
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conserva dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa. Un fragmento de este tipo puede, por ejemplo, omitir los
extremos N y C de la proteina, dejando una proteina acortada de 351 aminoacidos que comienza en I8 y termina en
G358 sin tocar con ello la actividad de UDP-glucosiltransferasa. El término "variante" se refiere a una proteina que
tiene al menos un 50% de identidad de secuencia, preferiblemente que tiene al menos un 51-70% de identidad de
secuencia, mas preferiblemente que tiene al menos un 71-90% de identidad de secuencia, o mas preferiblemente
que tiene al menos un 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID N° 4 o con un
fragmento de la misma, y que codifica una proteina que conserva dicha actividad de UDP-glucosiltransferasa. Esta
Ultima puede diferir de la proteina tal como se representa por SEQ ID N° 4 o un fragmento de la misma solo en
sustituciones y/o modificaciones conservativas, de manera que se conserva la capacidad de la proteina de tener
actividad de UDP-glucosiltransferasa. Una "sustitucion conservativa" es aquella en la que un aminoacido esta
sustituido con otro aminoacido que tiene propiedades similares, de modo que un experto en la técnica de la quimica
de proteinas esperaria que la naturaleza de la proteina se mantuviera sustancialmente sin cambios. En general, los
siguientes grupos de aminoacidos representan cambios conservadores: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gin, asn, ser, thr;
(2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his.

Las variantes también pueden (o alternativamente) ser proteinas tal como se describe en esta memoria,
modificadas, por ejemplo, por la delecion o la adicion de aminoacidos que tienen una influencia minima sobre la
actividad de UDP-glucosiltransferasa, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica de la proteina. Regiones
dentro de SEQ ID N° 4 que contribuyen en la actividad de las proteinas son los residuos I8 a V48, G129 a C153,
1170 a E186, L203 a F223, S261 a Y277, V334 a H350 y A371 a T382. Por lo tanto, las variantes tal como se definen
arriba comprenden preferiblemente al menos una de las Ultimas regiones. Mas preferiblemente, las tltimas variantes
comprenden al menos uno de los siguientes residuos o aminoacidos de SEQ ID N° 4: G17, H18, G20, R175, V178,
F179, G182, R212, T272, N338, G340, G342, G343 o H346.

La presente memoria descriptiva describe, ademas, la expresién de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3y SEQ
ID N° 4 o variantes de las mismas en otros organismos distintos de las diversas especies de levadura capaces de
producir soforolipidos tal como se especifica arriba. Estos "otros" organismos pueden ser microorganismos tales
como bacterias, levaduras y hongos, plantas, animales y algas. La expresion de los genes en estos organismos
conduce a la produccion de compuestos Utiles tales como compuestos glicosilados, glicolipidos o soforolipidos.

Tal como se especificd arriba, la presente memoria descriptiva describe especificamente el uso de SEQ ID N° 1,
SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3 y SEQ ID N° 4 y sus variantes en especies de levaduras capaces de producir
soforolipidos. Estas secuencias pueden manipularse en la cepa enddgena (p. €j., en C. bombicola) inactivando el
gen o pueden someterse a otras alteraciones tales como mutacion o sobre-expresion. Estas manipulaciones se
pueden obtener por diversos métodos conocidos por los expertos en la técnica. La alteracion de la expresion dara
como resultado la modificacion de una via biosintética de glucolipidos, mas en particular la via biosintética de
soforolipidos.

La memoria descriptiva se refiere, ademas, al uso de una cepa de levadura modificada tal como se indica arriba,
para la produccion de compuestos tales como proteinas recombinantes (p. ej., GFP y amilasa), acidos beta-hidroxi
grasos y polihidroxialcanoatos (PHA), acidos dicarboxilicos, acidos grasos poliinsaturados, acidos grasos
hidroxilados: hidroxilados en posicion terminal o subterminal o en cualquier otra posicion, glicolipidos tales como
celobiosalipidos, glucolipidos, trehalosalipidos, ramnolipidos, soforolipidos con una cola acido graso especial,
soforolipidos con una cola acido graso que oscila entre 10 y 15 atomos de carbono, soforolipidos con una cola acido
graso de 17 atomos de carbono, soforolipidos con una cola acido graso que oscila entre 19 y 25 atomos de carbono,
soforolipidos con una cola acido graso ramificada, soforolipidos con multiples colas acido graso hidroxiladas,
soforolipidos completamente lactonizados y soforolipidos completamente acidos; ramnosa, soforosa, antibidticos
policetidicos, estructuras lacténicas (basadas en acidos grasos), acidos organicos tales como succinato, adipato y
citrato; compuestos oleaginosos, compuestos hidrofébicos, soforosa, ramnosa, escualeno, vitamina D, resveratrol,
esteroides y carotenoides.

La memoria descriptiva se refiere ademas, especificamente, al uso tal como se indicé arriba, en donde dichos
compuestos son glicolipidos (tales como celobiosalipidos y glucolipidos), polihidroxialcanoatos o cualesquiera otros
compuesto oleaginosos y proteinas recombinantes tales como proteina fluorescente verde y amilasa.

Los usos arriba indicados pueden realizarse utilizando técnicas bien conocidas de la ingenieria genética.

Los usos arriba indicados se ilustraran mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1: Inactivacion de la monooxigenasa CYP52M1 del citocromo P450

Introduccién
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Esta cepa esta inactivada en el gen CYP52M1 (numero de acceso de GenBank EU552419), que codifica la enzima
responsable de la hidroxilacion de acidos grasos con una longitud preferida de 16 o 18 atomos de carbono. El acido
graso se convierte en un acido graso w o w-1 hidroxilado.

En esta cepa, apenas se detecta produccion de soforolipidos, mientras que el crecimiento y la viabilidad de las
células es equiparable al tipo salvaje.

Materiales y métodos
Cepas, plasmidos y condiciones de cultivo

Candida bombicola ATCC 22214 se utilizd en todos los experimentos. Cuando se pretendia la produccion de
soforolipidos, se utilizé el medio descrito por Lang et al. (Lang et al., 2000). Los cultivos de levadura se incubaron a
30°C y 200 rpm.

Todos los productos de PCR destinados para el analisis de secuencias se clonaron en el vector pGEM-T®
(Promega). Escherichia coli DH5a se utilizé en todos los experimentos de clonacion y se transformé tal como se
describe por Sambrook y Russell (2001). Células de E. coli se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) (triptona 1%,
extracto de levadura 0,5% vy cloruro de sodio 0,5%) complementado con 100 mg/L de ampicilina y 40 mg/L de X-gal
si fuese necesario. Cultivos liquidos de E. coli se incubaron a 37°C y 200 rpm.

Aislamiento y secuenciacion de ADN

El ADN gendmico de levadura se aislé con el kit de ADN gendmico bacteriano GenElute™ (Sigma). La formacion
previa de protoplastos se realizd mediante incubacion a 30°C durante 90 minutos con zimoliasa (Sigma).

El ADN del plasmido bacteriano se aisld con el kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). Todas las secuencias de ADN se
determinaron en VIB Genetic Service Facility (Bélgica).

Transformacion

Células de C. bombicola se transformaron con el método de acetato de litio (Gietz et al., 1995), pero se utilizd LiAc
50 mM en lugar de 100. Los transformantes se seleccionaron en placas de peptona dextrosa (YPD) de levadura (1%
de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de glucosa y 2% de agar) que contiene 500 pg/mL de higromicina o en
placas sintéticas de dextrosa (SD) [0,67% de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos (DIFCO) y 2% de
glucosal. Células de E. coli se transformaron tal como se describe por Sambrook (Sambrook et al., 2001).

Creacion del casete de inactivacion

El fragmento codificante de 1617 pb y 218 y 1060 pb aguas arriba y aguas abajo del gen CYP52M1 se amplificaron
con los cebadores A21 TotFor y A21 TotRev (Tabla 1), proporcionando un fragmento de 2869 pb que se clond en el
vector pGEM-T® (Promega). El vector creado se digiri6 con Aval, cortando dos veces la secuencia codificante de
CYP52M1, eliminando de este modo 308 pb de la secuencia CYP52M1. El gen de resistencia a higromicina de E.
coli controlado por el promotor GPD de Candida bombicola (Van Bogaert et al., 2008a) se inserté por medio del kit
de clonaciéon por PCR Dry-Down In-Fusion™ 2.0 (Clontech). Los cebadores GHInfA21For e HygroInfA21Rev se
disefiaron de acuerdo con las directrices del manual y se utilizaron para la integracion del casete de resistencia a
higromicina (1968 pb) en CYP52M1. El par de cebadores A21KnockHygroCasFor y A21KnockHygroCasRev se
utilizaron para la amplificacion de un fragmento de 4003 pb que contiene el casete de resistencia a higromicina con
aproximadamente 1000 pb de la secuencia de CYP52M1 en cada sitio. Los fragmentos se utilizaron para
transformar la cepa de tipo salvaje de Candida bombicola.

Muestreo

Muestras analiticas de soforolipidos se prepararon de la siguiente manera: se afiadieron 440 pL de acetato de etiloy
11 pL de acido acético a 1 mL de caldo de cultivo y se agitaron vigorosamente durante 5 min. Después de la
centrifugacion a 9 000 g durante 5 min, la capa de disolvente superior se retird y se coloco en un tubo eppendorf
nuevo con 600 pL de etanol. Al final del periodo de incubacién, se afiadieron 3 volumenes de etanol al caldo de
cultivo para la extraccion total de soforolipidos. Los desechos celulares se separaron por centrifugacion a 1500 g
durante 10 min. Las muestras se analizaron mediante HPLC y Deteccion de Dispersion de la Luz Evaporativa.

Se midio el peso seco celular (CDW) por centrifugacion de 2 mL de caldo de cultivo durante 5 min a 9 000 g. Los
sedimentos se lavaron dos veces con etanol para separar los soforolipidos y el sustrato hidrofébico y finalmente se
disolvieron en agua destilada. La suspension se transfirié a un filtro de nitrato de celulosa con un diametro de poro
de 0,45 pm (Sartorius) y el peso seco se determind en el horno automatico XM60 de Precisa Instruments Ltd.
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Las unidades formadoras de colonias (UFC) se determinaron sembrando diluciones decimales en placas de agar
con 10% de glucosa, 1% de extracto de levadura y 0,1% de urea que se incubaron a 30 °C durante tres dias.

Analisis por HPLC de soforolipidos

Muestras de soforolipidos se analizaron por HPLC en un sistema HPLC Varian Prostar utilizando una columna
Chromolith® Performance RP-18e de 100-4,6 mm de Merck KGaA a 30 °C y Deteccion de Dispersion de la Luz
Evaporativa (Alltech). Se tuvo que utilizar un gradiente de dos eluyentes, una solucién acuosa de acido acético al
0,5% y acetonitrilo, para separar los componentes. El gradiente comenzd con 5% de acetonitrilo y aumento
linealmente hasta 95% en 40 min. La mezcla se mantuvo de esta manera durante 10 min y luego se devolvio a 5%
de acetonitrilo en 5 min. Se empled un caudal de 1 mL/min.

Resultados y discusion

El casete de inactivacion CYP52M1 se construyé tal como se describe en la seccion Materiales y Métodos. Este
fragmento lineal se utilizd para transformar células de tipo salvaje de Candida bombicola. El genotipo de 10
transformantes se control6 mediante PCR de colonia de levaduras con el cebador HygrolnsertCheckFor, uniéndose
al casete inactivado y al cebador A21totRev, uniéndose al gen gendmico CYP52M1 (Tabla 1). Todos los 10
transfromantes mostraron el genotipo correcto.

El efecto del gen CYP52M1 alterado se sometié a ensayo mediante la evaluacion de tres transformantes
seleccionados al azar para su produccion de soforolipidos en medio liquido. CDW y la unidad de formacion de
colonias eran similares en comparacion con la cepa de tipo salvaje, lo que indica que la alteracion del gen no afectd
el crecimiento celular.

Sin embargo, se observaron diferencias claras con respecto al consumo de glucosa. Mientras que durante la fase de
crecimiento exponencial no se observaron diferencias, el tipo salvaje muestra un consumo mucho mas rapido en la
fase de crecimiento estacionario, cuando tiene lugar la sintesis de soforolipidos. Dado que la produccién de
soforolipidos exige un gran aporte de glucosa, la baja utilizacion de glucosa de las inactivaciones sugiere la ausencia
de sintesis de soforolipidos. Ademas, durante todo el periodo de incubacion, el aceite de colza flotaba sobre la
superficie del medio de cultivo de las inactivaciones, lo que indica que tampoco se consume la fuente de carbono
hidrofébica necesaria para la produccion de soforolipidos.

Finalmente, se verifico la produccién de biotensioactivos mediante analisis de HPLC de muestras tomadas durante y
al final del periodo de incubacion. Mientras que habia una clara produccion para el tipo salvaje, no se pudieron
detectar soforolipidos en el medio o las células de todas las tres inactivaciones (Figura 1). Los picos observados
para el transformante son productos de degradacion del aceite de colza no consumido: acido oleico, el principal
constituyente de los acidos grasos de aceite de colza (60%) se detecta a los 36,2 minutos y también se identifica
acido linoleico (23%) (33,5 min).

Los resultados mencionados anteriormente demuestran que CYP52M1 es la monooxigenasa del citocromo P450
responsable de la sintesis de acidos grasos hidroxilados, que son esenciales para la produccion de soforolipidos. La
desactivacion del gen inhibe la sintesis de soforolipidos, pero sorprendentemente no tiene efecto alguno sobre el
crecimiento o la viabilidad de las células. Las cepas creadas son incapaces de producir soforolipidos y, por
consiguiente, pueden utilizarse como huésped de produccion. Dado que C. bombicola no esta intoxicada por
sustratos oleosos o hidrofébicos y tiene vias metabdlicas para metabolizar o convertir a los mismos, la cepa de
inactivacion se puede utilizar como una cepa de plataforma para la sintesis de otros productos oleaginosos tales
como polihidroxialcanoatos. Ademas, las cepas se pueden utilizar para expresar enzimas P450 heterdlogas con el
fin de crear soforolipidos con una cola de acido graso hecha a medida.

Ejemplo 2: Identificacion del gen UGTA1 de UDP-glucosiltransferasa, responsable del primer paso de
glucosilacion en la via biosintética de soforolipido de Candida bombicola ATCC 22214

Introduccion
Esta cepa esta inactivada en el gen UGTA7 (nUmero de acceso GenBank HM440973), que codifica la enzima
responsable del primer paso de glucosilacion en la via biosintética de soforolipidos. Esta enzima transfiere glucosa

de UDP-glucosa a un acido graso hidroxilado, dando como resultado la produccion de un glucolipido.

En esta cepa, no se detecta produccion de soforolipidos alguna, mientras que el crecimiento y la viabilidad celular
son equiparables al tipo salvaje (Figura 2).

Materiales y Métodos
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Cepas, plasmidos y medios de cultivo

Candida bombicola ATCC 22214 se utilizd para el aislamiento del gen UGTAT y C. bombicola G9 (Van Bogaert et
al., 2008b) para la creacion del mutante por delecion ugtA1. Escherichia coli DH5a F' se utilizd para el
mantenimiento del plasmido. Se cultivaron células de levadura en medio YPD que contenia 1% de extracto de
levadura, 2% de peptona y 2% de dextrosa, medio SD que contenia 0,67% de base nitrogenada de levadura sin
aminoacidos (Difco) y 2% de glucosa o medio 3C que contenia 10% de glucosa, 1% de extracto de levadura y 0,1%
de urea. Los medios liquidos se incubaron a 30°C y 200 rpm. E. coli se cultivé en medio Luria Bertani (extracto de
levadura Bacto 0,5%, Triptona Bacto 1%, NaCl 0,5%) que contenia 0,01% de ampicilina y se incubd a 37°C y 200
rpm. Los plasmidos se aislaron de E. coli DH5a F' por medio del kit de aislamiento de plasmidos MiniPrep de
Qiagen.

Clonacién del gen UGTA1 de C. bombicola
Diserfio de los cebadores y secuencia de analisis

El disefio de los cebadores, el andlisis de la secuencia y el disefio de la estrategia se realizaron con el software
Clone Manager Professional Suite (Version 8.0). Los cebadores se solicitaron de Sigma y todos los plasmidos
creados se enviaron para su secuenciacion a VIB (Bélgica) o AGOWA (Alemania). Las busquedas de homologia se
realizaron con el programa BLAST (Altschul et al., 1997) contra las bases de datos disponibles en el sitio web del
NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov).

Aislamiento de ADN genémico

C. bombicola ATCC22214 se hizo crecer durante la noche en medio 3C. Se separaron cantidades menores de
soforolipidos extrayendo 500 ul de muestras de cultivo con un volumen de acetato de etilo. La pared celular de la
levadura se separ6 enzimaticamente incubando con 200 unidades de Enzima Litica de Levadura (Sigma) en tampon
SCE (sorbitol 1 M, acetato de sodio 0,1 My EDTA 60 mM, pH 7,0) durante 90 min a 37°C en presencia de 3,75 ul de
mercaptoetanol. EI ADN gendmico se aislé de los protoplastos restantes por medio del kit de ADN gendmico
bacteriano GenElute™ (Sigma).

Caminar del Genoma

Para el aislamiento de la secuencia del gen UGTAT del ADN gendmico de C. bombicola ATCC 22214, se utilizo el kit
universal BD GenomeWalker™ (BD Biosciences). Cebadores especificos para el gen para PCR primaria y anidada
se disefiaron basandose en la secuencia parcial de UGTA7, obtenida a partir de datos preliminares de
secuenciacion del genoma y se proporcionan en la Tabla 2. Las reacciones de amplificacion se realizaron con el
sistema de PCR Expand Long Template (Roche) siguiendo el protocolo tal como se describe en (De Maeseneire et
al., 2006). Los productos de amplificacion por PCR se purifican a partir de la mezcla de PCR o mediante extraccion
en gel utilizando el kit de purificacion Qiaquick PCR (Qiagen) o el kit de extracciéon de gel Qiaexll (Qiagen),
respectivamente. Los fragmentos purificados se clonaron en pGEM-T® utilizando el sistema de vectores pGEM-T®
(Promega) y los plasmidos resultantes se utilizaron para la transformacion de E. coli DH5a F’ segin Sambrook
(Sambrook et al., 2001). Las colonias correctas se cultivaron en LB liquido para el posterior aislamiento y
secuenciacion del plasmido.

Clonacion del gen UGTA1 completo

La secuencia completa del gen UGTAT se amplificd a partir del ADN gendémico de C. bombicola ATCC 22214 por
medio del kit High Fidelity PCR Master (Roche). El fragmento de 2566 pb obtenido se purificod y clondé en pGEM-T®
tal como se describio anteriormente. El plasmido resultante se denominé pGugtA1 Tot.

Creacion del casete de inactivacion UGTA1

El procedimiento que conduce al casete de inactivacion para el gen UGTA1 de C. bombicola se basa en una
insercion mediada por enzima de restriccion del marcador seleccionable URA3 (Van Bogaert et al., 2007) entre
regiones de homologia con los extremos 5'y 3' del gen UGTA1. Todas las reacciones PCR se realizaron con el
sistema Roche High Fidelity. En un primer paso, las regiones 5' (A1P) y 3' (A1T) del gen UGTA1 se amplificaron a
partir del plasmido pGugtA1 Tot mediante los cebadores de restriccion A1P RevNhel y A1T ForNhel en combinacion
con UDPGTA1 TotF y A1T Rev para amplificar las regiones UGTAT 5' (A1P) y UGTA1 3' (A1T), respectivamente
(Tabla 2). Estos fragmentos de 853 pb y 1121 pb respectivamente se purificaron y se digirieron con la enzima de
restriccion Nhel (New England Biosystems) de acuerdo con Sambrook (Sambrook et al., 2001). Los fragmentos
digeridos se purificaron a partir de las mezclas de restriccion y se ligaron por medio de la T4 ADN ligasa
(Fermentas). El producto de ligamiento se amplific6 de nuevo y se purifico mediante extraccion en gel.
Posteriormente, este fragmento (A1PT) se clon6 en pGEM-T®, el plasmido pGA1PT se obtuvo de E. coli y se verificd
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mediante secuenciacion tal como se describié anteriormente. Dado que pGEM-T® carece de un sitio de restriccion
Nhel, el plasmido pGA1PT obtenido se puede linearizar Unicamente en el sitio Nhel introducido entre los fragmentos
A1P y A1T, dando lugar a extremos adhesivos en ambos sitios. Por consiguiente, el marcador URA3 se amplifica a
partir del plasmido pCbura3 (Van Bogaert et al., 2007) haciendo uso de los cebadores de restriccion Ura3 FbisNhel y
Ura3 RbisNhel que contienen ambos extensiones del sitio de restriccion Nhel en sus extremos 5'. Después de la
purificacion, el fragmento obtenido se digirid con Nhel y se ligd en el vector pGA1PT linearizado por medio de la T4
ADN ligasa (Fermentas). La mezcla de ligamiento se utilizd para la transformacion de E. coli DH5a y los
transformantes correctos se cultivaron en LB para el posterior aislamiento del plasmido. La integracién del marcador
URA3 se verifico mediante digestion de control con la enzima de restriccion Accl (New England Biolabs). La
secuencia completa del gen URA3 en el plasmido pGKO_A1 obtenido se confirmd mediante secuenciacion.

Creacion de un mutante por delecién de ugtA1

Se produjo un casete de inactivacion lineal a partir del plasmido pGKO_A1 mediante PCR de alta fidelidad haciendo
uso de los cebadores externos UDPGTA1 TotF y A1T Rev, ya que se ha demostrado que la linearizacion aumenta
en gran medida la frecuencia de recombinacion (Van Bogaert et al., 2008b). El fragmento obtenido se purifico y se
utilizaron 2,5 pg para la transformacion del ura3 C. bombicola G9. Se utilizé el protocolo descrito para
Saccharomyces (Gietz et al.,1995) con ligeras modificaciones. Se utilizé una soluciéon de LiAc 50 mM en lugar de
100 mM, la incubacion de células con el casete antes de que se produjera el choque térmico durante 90 minutos en
lugar de 30 y no se afadié DMSO. Después de la transformacion, las células se sembraron en medio de agar SD y
se incubaron a 30°C hasta que aparecieron las colonias transformantes.

Caracterizacion del mutante por delecion de ugtA1

La correcta integracion del casete en el genoma se verifico mediante PCR de colonias de levaduras utilizando
cebadores que se reasocian fuera de los sitios de recombinacion. Transformantes con el genotipo correcto fueron
luego transferidos a placas de agar 3C y testados en cuanto a la produccion de soforolipidos. Para eso, la colonia de
levadura mutante se inoculé en medio liquido tal como se describe por Lang (Lang et al., 2000) y se cultivd durante
48 horas antes de la adicién de aceite de colza (30 g/L). Candida bombicola de tipo salvaje ATCC 22214 se cultivd
de la misma manera y sirvié como referencia. Diez dias después de la adicion de la fuente de carbono hidrofébica, la
produccion de soforolipidos se verificd extrayendo 1 ml de medio de cultivo con 400 pl de acetato de etilo técnico en
presencia de 10 pl de acido acético. Después de agitar en vortice durante 5 minutos, se diluyeron 300 pl de la fase
de disolvente en 1,7 ml de etanol absoluto y se analizaron en HPLC-ELSD utilizando una HPLC Varian ProStar
(Varian) equipada con una columna Chromolith® Performance RP-18e [100 mm (I) x 4.6 mm (D.l.)] (Merck) y se
conectd a un Detector de Dispersion de la Luz Evaporativa (Alltech). Los compuestos se eluyeron por medio de un
gradiente de acetonitrilo/acido acético (0,5% en agua) (5/95 a 95/5 en 40 min) bajo un caudal constante de 1 ml/min.
La temperatura de la columna se ajusté a 30°C.

Funcién biocatalitica de la glucosiltransferasa UgtA1
Preparacion de lisados celulares

La levadura de tipo salvaje y el mutante por delecion de ugtA1 A113 se inocularon del medio de agar 3C en 5 ml de
medio de Lang y se cultivaron durante la noche a 30°C y 200 rpm. Con este precultivo se inocularon 50 ml de medio
de Lang fresco con una DO inicial de 0,2 y se incubaron de la misma manera hasta que se lisaron las células. Las
células se recogieron por centrifugacion a 3000 rpm y 4°C con una centrifuga de cubeta oscilante y se lavé con 10
ml de agua destilada. Después, el sedimento se resuspendio en tampon de lisis de pH 7,7 que contenia KH2PO4 50
mM, 5% de glicerol, MgCl, 0,5 mM, DTT 0,5 mM y PMSF 1 mM a DO1qo. Se afiadié un volumen igual de perlas de
vidrio lavadas con acido (150-212 pym de diametro, Sigma) y las células se rompieron agitando en vértice durante 15
minutos con intervalos de 30 segundos en hielo. Las fracciones de proteina solubles se utilizaron para ensayos
enzimaticos después de la centrifugacion del lisado crudo a 3000 rpm a 4°C. La concentracion de proteina en el
lisado se determiné por medio del kit de ensayo de proteinas BCA™ (Pierce). Las soluciones de proteina se
almacenaron a 4°C.

Ensayos enzimaticos

La UDP-glucosa se obtuvo de Sigma, el acido 17-hidroxil-octadecenoico y el glucolipido se obtuvieron a partir de
soforolipidos tal como se describié anteriormente (Saerens et al., 2009). Todas las soluciones de sustrato se
prepararon recientemente en KH,POs 50 mM, pH 7.7. Los ensayos enzimaticos contenian UDP-glucosa 2 mM,
aceptor 2 mM y 200 pl de solucién de proteina fresca en un volumen total de 250 pl. Para las reacciones en blanco,
tampon fosfato reemplazé al donador, al aceptor o a la solucion de proteinas. Para cada uno de los ensayos también
se realizd una reacciéon en blanco con 200 ul de tampdn. Todas las reacciones enzimaticas se incubaron a 30°C
durante 3 horas. Las reacciones se detuvieron mediante la adicion de 200 pl de HCI (2N) y los glicolipidos se
extrajeron con 800 pl de dietiléter/acetato de etilo (1/1). A partir de la fase de disolvente se recuperaron 700 pl, se
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evaporaron a sequedad y se redisolvieron en 300 pl de etanol absoluto antes del analisis por HPLC tal como se
describié anteriormente.

Resultados y Discusion
Aislamiento de la secuencia del gen UGTA1

Los datos preliminares de secuenciacion del genoma proporcionaron parte de una glucosiltransferasa putativa con
homologia a glicosiltransferasas de la familia MGT y otras UDP-glucuronosilo/UDP-glucosiltransferasas disponibles
en las bases de datos del NCBI. Los alineamientos ilustraron que este ORF parcial contenia un codén de inicio
apropiado, pero carecia de un codén de parada. Con el fin de aislar el ORF completo, se disefiaron cebadores para
el posterior caminar del genoma aguas abajo de este gen putativo. De esta forma, se podrian obtener otros 1600 pb
que después del ensamblaje con la secuencia primaria dieron como resultado un fragmento de secuencia bruta total
de 2566 pb. Este fragmento contenia un marco de lectura abierto completo de 1392 pb que codifica un gen putativo
de UDP-glucuronosilo/UDP-glucosiltransferasa de 463 aminoacidos que los autores de la invencién denominaron
UgtA1.

Clonacién y analisis de la secuencia del gen UGTA1 completo

Para aislar el gen UGTA1 completo del genoma de Candida bombicola, el fragmento de 2566 pb se amplificd
mediante PCR de alta fidelidad en ADN gendmico recién aislado. La region codificante con 233 pb y 153 pb de las
regiones aguas arriba y aguas abajo, respectivamente, se da en la Figura 3. El marco de lectura abierto codifica una
glicosiltransferasa putativa de 463 aminoacidos con una masa molecular estimada de 50,5 kDa y un pl estimado de
5,45.

Aunque la mayoria de los promotores de levadura carecen de una caja TATA clara, una secuencia consenso similar
a TATA, TATAA/T)A(A/T)(A/G), rica en A/T, podria identificarse 50-200 pb aguas arriba de genes de
Saccharomyces altamente regulados o inducidos por estrés (Basehoar et al, 2004). Si existieran mecanismos
reguladores equiparables para la activacion transcripcional de genes de control interno e inducidos por estrés en C.
bombicola, y dado que la produccion de soforolipidos esta ligada a las condiciones limitantes del nitrégeno (Davila et
al., 1992) se podria esperar un consenso similar a TATA en genes implicados en la produccién de soforolipidos por
esta levadura. Un posible elemento promotor con alta homologia con el consenso de Saccharomyces podria
identificarse 415 pb aguas arriba del codén de inicio UGTAT (resultados no mostrados), mientras que una segunda
region rica en A/T se encuentra mas cerca del coddn de inicio (Figura 3). También se encuentran varias secuencias
de poliadenilacion posibles, pero no se pueden distinguir elementos de sefializacién especificos implicados en la
formacion del extremo 3' de ARNm tal como se describe para la levadura (Guo et al., 1996).

Otra caracteristica tipica de los genes regulados por el metabolismo del nitrégeno es la presencia de secuencias
reguladoras similares a GATA en sus regiones aguas arriba. Dichos motivos GATA son reconocidos por factores de
transcripcion de tipo GATA que son activados fuertemente por agotamiento de nitrogeno (Magasanik et al., 2002).
Un ejemplo tipico de un factor de transcripcion de tipo GATA de este tipo es el gen AreA de Aspergillus nidulans
(Marzluf et al., 1997) y varios elementos similares a GATA se reconocen en genes de sintetizacion de glicolipidos de
Ustilago maydis [Hewald et al., 2005]. En la regién 5' aguas arriba de la regién codificante de UGTAT se encuentran
varios elementos posibles similares a GATA.

Secuencia de homologia con otras UDP-glucosiltransferasas

El analisis de la secuencia de la proteina UgtA1 a través de la Base de Datos de Dominio Conservado disponible en
el sitio web NCBI (Marchler-Bauer et al., 2009) muestra que esta proteina pertenece a la familia GT1 de
glicosiltransferasas (E.C. 2.4.1), una familia poliespecifica que alberga hasta la fecha mas de 3200
glicosiltransferasas diferentes, de las cuales la mayoria son enzimas inversoras utilizando azucares activados por
nucledtidos o fosfatos de azdcar como moléculas donantes (Campbell et al., 1997, Coutinho et al., 2003). Las
estructuras de las proteinas GT1 muestran la tipica topologia de tipo GT-B, que se refleja en un dominio conservado
(cl 10013) que también se encuentra en la secuencia UgtA1 y, por lo tanto, esta familia esta recogida en la
superfamilia de glicosiltransferasas tipo GT-B (Teichmann et al.,2007). Otras glicosiltransferasas tales como la RhiB
de P. aeruginosa (Ochsner et al., 1994a) y las proteinas tanto Emt1 como Hgt1/Ugt1 de U. maydis (Hewald et al.,
2005, Teichmann et al., 2007), que catalizan reacciones de glicosilacion analogas en las vias biosintéticas de
glicolipidos de estos organismos pertenecen a la misma familia GT1. Sorprendentemente, la secuencia total de
proteinas de UgtA1 muestra solo una baja similitud con estas proteinas (34% de similitud con Ustilago Hgt1/Ugt1 y
38% de similitud con P. aeruginosa RhIB) tal como se deriva de un alineamiento global por pares utilizando el
Software BioEdit (Hall, 1999). Ademas, una busqueda de homologia Blastp ilustra que la proteina UgtA1 muestra
una pobre similitud con cualquier otra secuencia de proteina. La homologia mas alta se encuentra con las UDP-
glucosa/UDP-glucuronosiltransferasas bacterianas, de las cuales la mayoria pertenece a la subfamilia MGT (Tabla
3), aunque la identidad de la secuencia es aun baja. Las proteinas de la subfamilia MGT estan implicadas en la
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biosintesis o inactivacion de antibiéticos macrolidos y muestran un dominio conservado (TIGR01426/cd 03784) que
también se encuentra en la secuencia de UgtA1, indicando la transferencia de un resto de azucar desde un residuo
de azucar activado de nucledtido a un aceptor complejo tal como el nucleo heptapeptidico de un antibidtico. Estos
hallazgos indican que la proteina UgtA1 estd muy probablemente implicada en la sintesis de un metabolito complejo.

Creacion y caracterizacion de un mutante por delecion ugtA1

El casete de inactivacion utilizado es un fragmento lineal basado en una insercién mediada por enzima de restriccion
del marcador seleccionable URA3 entre 853 pb y 1024 pb de homologia con las regiones 5'y 3' del gen UGTAT,
respectivamente. Este casete se utiliza para la transformacién de la cepa G9 deficiente en ura3. Sélo cuando se ha
producido una recombinacion homologa y el casete esta integrado en el genoma, se recuperara la funcionalidad de
URAS3 vy los transformantes podran crecer en medio SD, sin uracilo. Cinco dias después de la transformacion de la
cepa G9, se obtuvieron 40 colonias en las placas selectivas, de las cuales 17 se sometieron a una PCR de colonia
de levadura para verificar su genotipo. Sélo una colonia mostré el genotipo correcto y se la conoce como C.
bombicola A113. Para los otros 16 transformantes seleccionados, la complementaciéon de ura3 se habra producido
por recombinacion soélo entre el marcador y el alelo mutante ura3 de la cepa G9 o por recombinacion unilateral o
ilegitima.

Para controlar la implicacion de la glucosiltransferasa UgtA1 en la produccion de soforolipidos, el mutante de C.
bombicola A113 obtenido se cultivd en medio de produccion tal como se describié anteriormente y se compard la
produccion de soforolipidos con la levadura de tipo salvaje. La Figura 4 muestra los cromatogramas de HPLC de
extractos de cultivo tanto de C. bombicola A113 como de levadura salvaje cuando se utilizd aceite de colza como
fuente de carbono hidrofébica. Solo la cepa de levadura de tipo salvaje produce soforolipidos, mientras que el
mutante por delecion ugtA1 crecid bien, pero perdié por completo su capacidad de producir cualquier glucolipido.
Esto indica claramente que la glucosiltransferasa UgtA1 tiene una funcién clave en la produccion de soforolipidos
por parte de la levadura. Dado que el mutante muestra un crecimiento equiparable al de la levadura de tipo salvaje,
es poco probable que la glucosiltransferasa UgtA1 tenga otra funcién en el metabolismo primario.

Funcién biocatalitica de la glucosiltransferasa UgtA1

Con el fin de vincular la glucosiltransferasa UgtA1 a un paso especifico en la via biosintética de soforolipidos, se
midieron las actividades de glucosiltransferasa en lisados celulares del mutante A113 y se compararon con las de la
levadura de tipo salvaje. Dado que la produccion de soforolipidos esta vinculada a las condiciones de inanicion de
nitrégeno, es muy probable que la expresion de genes implicados en la via biosintética sélo comience en la fase
estacionaria temprana. Para determinar el momento mejor para recoger células para la extraccion de proteinas y las
pruebas de actividad posteriores, C. bombicola de tipo salvaje se cultivd en medio de Lang y se determinaron las
actividades de glucosiltransferasa en muestras de cultivo de 5 ml tomadas en diferentes momentos. Para la
deteccion de la primera actividad de glucosiltransferasa (GTIl), se utilizaron UDP-glucosa y acido 17-
hidroxioctadecenoico como donante y aceptor de glucosilo, respectivamente. Para la deteccién de la segunda
actividad (GTII), el acido graso fue reemplazado por el glucolipido. En la levadura de tipo salvaje ambas actividades
de la glucosiltransferasa se detectaron a partir de la fase exponencial tardia y aumentaron ain mas hasta un
maximo en la fase estacionaria temprana. La adiciéon de aceite de colza al medio de cultivo después de 48 horas no
dio como resultado un aumento de las actividades, mientras que no se pudo detectar actividad significativa alguna
cuando las células se cultivaron en medios de levadura estandar tales como YPD (resultados no mostrados). Por lo
tanto, la mejor configuracion para los ensayos enzimaticos es recolectar células al cabo de 42 a 48 horas de
incubacion en medio de Lang sin la adicion de fuente de carbono hidrofébica.

Bajo estas condiciones, se prepararon lisados de levadura tanto de tipo salvaje y como mutante A113 y se utilizaron
fracciones de proteinas solubles para los mismos ensayos de glucosiliransferasa. Los resultados se presentan en
las Figuras 5 y 6. De la Figura 5 resulta claro que las actividades tanto de GTl como de GTII estan presentes en el
lisado celular de la levadura de tipo salvaje, ya que tanto los glucolipidos (actividad de GTI) como los soforolipidos
(actividad de GTII) se detectan como productos. Ninguna de estas actividades se observaron cuando el lisado
celular, la UDP-glucosa o el acido graso se omitieron de la reaccion. En contraste con el lisado de tipo salvaje, el
lisado celular del mutante A113 no muestra producto de glucosilaciéon del acido graso alguno, lo cual indica que la
proteina UgtA1 es al menos responsable de la primera reaccidon de glucosilacion en la via biosintética de
soforolipidos. Las sefiales a los 27 y 29 minutos en los cromatogramas de los ensayos de tipo salvaje provienen la
sintesis de novo de soforolipidos durante el crecimiento en medio de Lang. Estos picos estan ausentes en los
cromatogramas del mutante A113, lo que confirma que la sintesis de novo en este mutante estd completamente
bloqueada. Con el fin de verificar si la segunda etapa de glucosilacion (GTII) se ve afectada por la alteracion de la
proteina UgtA1, el ensayo se repitié con el glucolipido como el aceptor. De la Figura 6 se puede ver claramente que
la segunda actividad de glucosilacion todavia esta presente en el lisado A113 y que esta actividad es equiparable a
la del lisado de tipo salvaje. De este modo, los autores de la invencion proporcionan evidencia de que la produccion
de soforolipidos en C. bombicola implica dos glucosiltransferasas diferentes que transfieren glucosa desde UDP-
glucosa a sus respectivos sustratos aceptores de una manera escalonada pero independiente. Demostraron que la
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glucosiltransferasa UgtA1 aislada aqui es responsable de la primera reaccién de glucosilacion y la alteracion del gen
no tiene influencia alguna en la segunda etapa de glucosilacion. Esta segunda glucosiltransferasa parece ser
altamente especifica a su propio sustrato aceptor, ya que no se observa formacién de glucolipidos cuando los acidos
grasos estan presentes como aceptor en los ensayos A113 (Figura 5). Basados en estos hallazgos, los autores de la
invencion creen que la produccion de soforolipidos en C. bogoriensis se basa en una via escalonada equiparable y
que es dudoso que exista una proteina multifuncional que acepte tanto acidos grasos como glucolipidos en su centro
catalitico.

Conclusion

Aqui, los autores de la invencion identificaron el gen UGTA1 con una funcion clara en la produccion de soforolipidos
por Candida bombicola. EI gen UGTA1 codifica una glucosiltransferasa de 463 aminoacidos y un peso molecular
estimado de 50,5 kDa. La proteina se puede clasificar dentro de la familia GT1 de glicosiltransferasas (EC 2.4.1.x).
Mediante la creacion de un mutante por delecion ugtA1 pudieron identificar que esta proteina tiene una funcion clara
en la produccion de soforolipidos y los ensayos enzimaticos en lisados celulares proporcionaron evidencia adicional
de que la glucosiltransferasa UgtA1 esta catalizando la primera etapa de glucosilacion en la via biosintética de
soforolipidos de C. bombicola. Ademas, demostraron que la segunda reaccion de glucosilacion es catalizada por
otra glucosiltransferasa independiente y que esta transferasa es altamente especifica para los glucolipidos como
sustrato, ya que la alteracion de la actividad de UgtA1 da como resultado una pérdida completa de la produccién de
soforolipidos tanto in vivo como in vitro. La cepa A113 creada aqui ya no es capaz de convertir los acidos grasos w o
w-1 hidroxilados en glucolipidos y, por lo tanto, es util en la produccion de compuestos basados en hidroxiacidos
grasos. La falta de actividad de GTI conducira a una agrupacion intracelular de acidos grasos hidroxilados que
puede utilizarse como bloques de construccién para otros compuestos oleaginosos.

Ejemplo 3: Identificacion del gen UDP-glucosiltransferasa UGTB1 responsable de la segunda etapa de
glucosilacion en la via biosintética de soforolipidos de Candida bombicola ATCC 22214

Introduccién

Esta cepa se inactivdo en el gen UGTB1 (numero de acceso de GenBank HM440974), que codifica la enzima
responsable de la segunda etapa de glucosilacion en la via biosintética de soforolipidos. La enzima transfiere
glucosa de UDP-glucosa a un glucolipido, lo que resulta en la produccién de un soforolipido.

En esta cepa, no se detecta produccion de soforolipidos, mientras que el crecimiento y la viabilidad celular son
equiparables a los del tipo salvaje (Figura 2).

Materiales y Métodos
Cepas, plasmidos y medios de cultivo

Candida bombicola ATCC 22214 se utilizé para el aislamiento del gen UGTB1 y C. bombicola G9 (derivado de
ATCC 22214, véase Van Bogaert et al., 2008b) para la creaciéon del mutante por delecion AugtB1. Escherichia coli
DH5a F' se utilizé para el mantenimiento del plasmido. Se cultivaron células de levadura en medio YPD que contenia
1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de dextrosa, medio SD que contenia 0,67% de base nitrogenada
de levadura sin aminoacidos (Difco) y 2% de glucosa, o medio 3C que contenia 10% de glucosa, 1% de extracto de
levadura y 0,1% de urea. Los medios liquidos se incubaron a 30°C y 200 rpm. E. coli se cultivd en medio Luria
Bertani (extracto de levadura Bacto 0,5%, Triptona Bacto 1%, NaCl 0,5%) que contenia ampicilina 0,01% y se incubd
a 37°Cy 200 rpm.

Los plasmidos se aislaron de E. coli DH5a F' por medio del kit de Aislamiento de Plasmidos MiniPrep de Qiagen y se
secuenciaron en AGOWA (Alemania).

Diserio del cebador y anélisis de la secuencia

El disefio del cebador, el analisis de la secuencia y el disefio de la estrategia se realizaron con el software Clone
Manager Professional Suite (Version 8.0). Los cebadores se solicitaron en Sigma.

Clonacion del gen UGTB1 completo
Para el aislamiento de ADN gendmico, C. bombicola ATCC22214 se cultivd durante la noche en medio 3C. Se
separaron cantidades menores de soforolipidos extrayendo 500 pl de muestras de cultivo con un volumen de acetato

de etilo. La pared celular se separé enzimaticamente incubando con 200 unidades de Enzima Litica de Levadura
(Sigma) en tampon SCE (sorbitol 1 M, acetato de sodio 0,1 My EDTA 60 mM, pH 7,0) durante 90 min a 37°C en
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presencia de B-mercaptoetanol al 0,75%. EI ADN gendmico se aislo de los protoplastos restantes por medio del kit
de ADN genoémico bacteriano GenElute™ (Sigma).

La secuencia completa del gen UGTB1 se amplificd a partir del ADN gendmico de C. bombicola ATCC 22214 por
medio del kit High Fidelity PCR Master (Roche) y los cebadores GTII-472For y GTIl + 239Rev (Tabla 4). El
fragmento obtenido se purificé por medio del kit de purificacion PCR Qiaquick (Qiagen) y se cloné en pGEM-T®
haciendo uso del sistema de vector pGEM-T® (Promega). Esto condujo al plasmido pGugtB1 Tot que luego se utilizd
para la transformacion de E. coli DH5a F' de acuerdo con (Sambrook y Russell, 2001). Los transformantes correctos
se aislaron después de la PCR de colonias y se cultivaron en LB liquido para el posterior aislamiento del plasmido.

Creacion del casete de inactivacion UGTB1

El casete de inactivacion para el gen UGTB1 de C. bombicola se basa en la integracion del marcador seleccionable
URAZ3 entre regiones de homologia con los extremos 5' y 3' del gen UGTB1. En una primera etapa, el plasmido
pGugtB1Tot se lineariza mediante un doble digestién con enzimas de corte Unico Aval y Kasl (New England Biolabs)
de acuerdo con Sambrook (Sambrook y Russell, 2001). De esta forma, se separa un fragmento de 100 pb (desde pb
950-1049 de la insercién) de la secuencia codificante de UgtB1, dejando fragmentos pegajosos en ambos extremos
del vector linearizado. ElI marcador de seleccion de URA3 se obtuvo después de PCR de alta fidelidad con el
sistema de PCR de alta fidelidad PfuUltra (Stratagene) en el plasmido pCbura3 (Van Bogaert et al.,2008). Los
cebadores utilizados fueron ura3infugtB1F y ura3infugtB1R (Tabla 4). Estos cebadores contienen 15 pb de
homologia con, respectivamente, el extremo 3'y 5' del plasmido linearizado pGugtB1 Tot. El amplicon obtenido se
utilizé directamente para la clonacion en el plasmido linearizado haciendo uso del kit de clonacion In-Fusion Dry
Down PCR (Clontech). Esto condujo al plasmido pGKO_ugtB1 que ahora contiene el gen URA3 completo (2043 pb)
de C. bombicola ATCC22214, flanqueado por 949 pb y 961 pb de regiones homologas a las secuencias 5'y 3’ de
UGTB1, respectivamente. La clonacion y la posterior transformacion de células de E. coli competentes de Fusion
Blue, para el mantenimiento del plasmido, se realizaron tal como se describe en el manual del kit. Transformantes de
E. coli se analizaron mediante PCR de colonias para la inserciéon del marcador URA3 en el plasmido y
posteriormente se cultivaron en LB para el aislamiento del plasmido. La secuencia del gen URA3 se confirmé por
secuenciacion.

Creacion de un mutante por deleciéon AugtB1

Se produjo un casete de inactivacion lineal a partir del plasmido pGKO_B1 mediante PfuUltra High Fidelity PCR
(Stratagene) haciendo uso de los cebadores GTIl -472F y GTII +239R (Tabla 4) ya que la frecuencia de
recombinacién se incrementa fuertemente utilizando fragmentos lineales (Van Bogaert et al., 2008). El fragmento
obtenido se purificd en columna y se utilizé 1 ug para la transformacion del ura3 de C. bombicola G9.

Para la transformacion de C. bombicola G9 se utilizé el protocolo tal como se describe para Saccharomyces (Gietz y
Schiestl, 1995) con algunas ligeras modificaciones. Se utilizd una soluciéon de LiAc 50 mM en lugar de 100 mM, la
incubacion de células con el casete antes de producirse el choque de calor durante 90 minutos en lugar de 30 y no
se afiadio DMSO. Después de la transformacion, las células se sembraron en medio de agar SD y se incubaron a
30°C hasta que aparecieron colonias transformantes.

Caracterizacion del mutante por delecion AugtB1

El genotipo de los mutantes obtenidos se controlé mediante PCR de colonias de levaduras utilizando los cebadores
KOugtB1 CtrlF y KOugtB1 CtrIR (Tabla 4) que se reasocian aguas arriba del sitio de recombinaciéon del lado
izquierdo y el marcador URAS, respectivamente. Para estudiar el fenotipo, se cultivaron colonias de levaduras
mutantes en medio liquido tal como se describe por Lang et al. (2000) durante 48 horas antes de la adicion de aceite
de colza (37,5 g/L). Candida bombicola de tipo salvaje ATCC 22214 sirvio de referencia. Siete dias después de la
adicién de la fuente de carbono hidrofébica, se verificéd la produccion de soforolipidos extrayendo 1 ml de medio de
cultivo con 400 ul de acetato de etilo técnico en presencia de 10 ul de acido acético.

Después de agitar en vortice durante 5 minutos, se diluyeron 300 ul de la fase de disolvente en 1,7 ml de etanol
absoluto y se analizaron en HPLC-ELSD utilizando un Varian ProStar HPLC (Varian) equipado con una columna
Chromolith® Performance RP-18e [100 mm (I) x 4,6 mm (D.l.)] (Merck) y conectado a un Detector de Dispersion de
la Luz Evaporativa (Alltech). Los compuestos se eluyeron por medio de un gradiente de acetonitrilo/acido acético
(0,5% en agua) (5/95 a 95/5 en 40 min) bajo caudal constante de 1 ml/min. La temperatura de la columna se ajusto a
30°C. Para verificar las masas moleculares de los glucolipidos producidos, se analizaron las mismas muestras bajo
las mismas condiciones en un sistema de HPLC Shimadzu LC-10-AD conectado a un espectrémetro de masas
cuadrupolar (Waters). Las moléculas se identificaron por sus masas moleculares nativas después de ESI (ionizacion
por atomizacion de electrones) sin colision.

Funcioén biocatalitica de la glucosiltransferasa UgtB1
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C. bombicola ATCC 22214 y el mutante por delecion AugtB1 B11 se inocularon del medio de agar 3C en 5 ml de
medio de Lang y se cultivaron durante la noche a 30°C y 200 rpm. Con este precultivo, se inocularon 50 ml de medio
de Lang fresco con una DO inicial de 0,2 y se incubaron de la misma manera durante 60 horas. Las células se
recogieron por centrifugacion a 5600 g y 4°C con una centrifuga de cubeta oscilante y se lavé con 10 ml de agua
destilada. Después, el sedimento se resuspendié en tampodn de lisis de pH 7,7 que contenia KH,PO,4 50 mM, 5% de
glicerol, MgCl» 0,5 mM, DTT 0,5 mM y PMSF 1 mM a DO1qg. Se afiadié un volumen igual de perlas de vidrio lavadas
con acido (150-212 ym de diametro, Sigma) y las células se rompieron agitando en vortice durante 15 minutos con
intervalos de 30 segundos en hielo. Las fracciones de proteina soluble se utilizaron para ensayos enzimaticos
después de la centrifugacion del lisado crudo a 5600 g a 4°C. La concentracion de proteinas en el lisado se
determind por medio del Kit de Ensayo de Proteinas BCA™ (Pierce).

La UDP-glucosa se obtuvo de Sigma, el acido 17-hidroxi-octadecenoico y el glucolipido se obtuvieron a partir de
soforolipidos tal como se describié anteriormente (Saerens et al., 2009). Todas las soluciones de sustrato se
prepararon recientemente en KH,POs 50 mM, pH 7.7. Los ensayos enzimaticos contenian UDP-glucosa 2 mM,
aceptor 2 mM y 200 pl de solucién de proteina reciente en un volumen total de 250 ul. Para las reacciones en
blanco, el tampén reemplazé ya sea UDP-glucosa, aceptor o solucién de proteinas. Todas las reacciones
enzimaticas se incubaron a 30°C durante 3 horas. Las reacciones se detuvieron mediante la adicion de 200 ul de
HCI (2 N) y los glicolipidos se extrajeron con 800 ul de dietiléter/acetato de etilo (1/1) de acuerdo con Breithaupt y
Light (1982). A partir de la fase de disolvente se recuperaron 700 pl, se evaporaron a sequedad y se redisolvieron en
300 pl de etanol absoluto antes del analisis por HPLC tal como se describié anteriormente. Las areas pico se
convirtieron en concentraciones de producto y la actividad enzimatica se expresé en pM/mg min.

Resultados y discusion
Clonacién y analisis de secuencia del gen UGTB1 completo

Los datos preliminares de secuenciacion del genoma de Candida bombicola ATCC 22214 revelaron un marco de
lectura abierto (ORF) putativo de 1299 pb con homologia con wun gran ndmero de UDP-
glucosiltransferasas/glucuroniltransferasas de origen microbiano, en su mayoria hipotéticas, tal como se muestra
mediante una busqueda de homologia BLASTx (Altschul et al., 1997). Los cebadores se disefiaron a 472 pb aguas
arriba y 239 pb aguas abajo, respectivamente, del codén de inicio y parada del gen putativo y la secuencia de gen
completa se aislé y se clond en el plasmido pGugtB1 Tot. El gen, al que se alude como UGTBT (Figura 7), codifica
una proteina putativa de 432 aminoacidos con una masa molecular estimada de 46,2 kDa y un pl estimado de 4,98.

Aunque la mayoria de los promotores de Saccharomyces carecen de una caja TATA clara, se podia identificar una
secuencia consenso TATA(A/T)A(A/T)(A/G) similar a TATA, rica en A/T, 50-200 pb aguas arriba de genes altamente
regulados o inducidos por estrés (Basehoar et al., 2004). Si existieran mecanismos reguladores diferentes
equiparables para la activacion transcripcional de genes de control interno e inducidos (por estrés) en C. bombicola,
se podria esperar un consenso similar a TATA equiparable en los genes implicados en la produccion de
soforolipidos por esta levadura también, dado que la sintesis de soforolipidos se observa en condiciones limitantes
de nitrogeno (Davila et al., 1992). Se puede identificar un elemento similar a TATA claro correspondiente a la
secuencia de consenso de Saccharomyces 50 pb aguas arriba del codon de inicio de UGTB1 (Figura 7). Por el
contrario, no se puede encontrar una senal de poliadenilaciéon clara o cualquier otro elemento de sefial que pueda
estar implicado en la formacion del extremo 3' del ARNm de levadura (Guo y Sherman, 1996). Dado que la sintesis
de soforolipidos esta estrechamente vinculada a la limitacion de nitrégeno, cabria esperar secuencias reguladoras
similares a GATA en las regiones aguas arriba de los genes implicados en esta via. Dichos motivos GATA son
reconocidos por factores de transcripcion de tipo GATA que se activan fuertemente por agotamiento de nitrégeno
(Magasanik y Kaiser, 2002). Un ejemplo tipico de dicho factor de transcripcion de tipo GATA es el gen AreA de
Aspergillus nidulans (Marzluf et al., 1997) y se reconocen varios elementos similares a GATA en genes que
sintetizan glicolipidos de Ustilago maydis (Hewald et al., 2005). En la regién 5' aguas arriba del gen UGTB1 se
pueden encontrar dos elementos posibles similares a GATA (Figura 7). Tomados en conjunto, es muy probable que
la expresion del gen UGTB1 aislado esté bajo el control de un sistema de regulacion relacionado con el metabolismo
del nitrogeno.

Homologia de la secuencia con otras UDP-glucosiltransferasas

El andlisis de la secuencia de la proteina UgtB1 frente a la Base de Datos de Dominio Conservado (CDD) (Marchler-
Bauer et al., 2009) ilustra que la proteina pertenece a la familia de glicosiltransferasas GT1 poliespecifica (Campbell
et al., 1997; Coutinho et al., 2003) que se caracteriza por un dominio conservado GT1_Gtf_like (CDD/cd03784) y
que incluye, entre otros, un grupo de glicosiltransferasas homdlogas implicadas en las fases finales de la biosintesis
de vancomicina y cloroeremomicina. Estas proteinas transfieren restos de azucar desde un donante de NDP-azucar
activado al nucleo heptapeptidico del antibiético. Los 14 aminoacidos cataliticos conservados se encuentran en la
secuencia UgtB1 (Figura 8). A partir del alineamiento con otras proteinas GT1_Gtf_like, se supone que el residuo
H18 corresponde al Unico aminoacido conservado del bolsillo de unién del sustrato aceptor, mientras que se supone
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que los residuos G17, T272, N338, G340, G342 y G343 constituyen los 6 aminoacidos conservados desde el sitio de
enlace UDP del dominio.

Dado que todos los miembros de la familia GT1 muestran la topologia de tipo GT-B, esta familia se recoge en la
amplia superfamilia de glicosiltransferasas tipo GTB (Breton et al.,2006), caracterizada por otro dominio conservado
(CDD/cl10013) presente en la secuencia de UgtB1. La homologia de secuencia con glicosiltransferasas relacionadas
con antibidticos se confirma mediante el reconocimiento de un multidominio conservado MGT (macrdlido
glicosiltransferasa) (CDD/TIGR01426) y los resultados obtenidos de una busqueda de homologia BLASTp frente a
todas las secuencias de proteinas no redundantes disponibles en las bases de datos del NCBIl. Numerosos éxitos
con homologia moderada parecen ser glicosiltransferasas hipotéticas de origen tanto bacteriano como fungico que
surgen del gran numero de proyectos de secuenciacion del genoma. La homologia de secuencia mas alta del 57%
(38% de identidad de secuencia) se encuentra para una proteina hipotética del hongo patégeno de plantas
Sclerotinia sclerotiorum 1980 (gb/EDN94128). Si bien no se puede atribuir ninguna funcién bioquimica a la mayoria
de las proteinas coincidentes, un ndmero limitado se asocia con la produccién secundaria de metabolitos y mas
especificamente con la sintesis de antibidticos (Tabla 5). Estos hallazgos sugieren que la proteina UgtB1 esta muy
probablemente implicada en la biosintesis de un metabolito secundario complejo.

Dado que ramnosiltransferasa RhIB (gb/L28170) de Pseudomonas aeruginosa (Ochsner et al., 1994) y tanto eritritol
B-manosiltransferasa Emt1 (gb/XP_400732) como hidroxipalmitato glucosiltransferasa Hgt1 (gb/EAK87174) de
Ustilago maydis (Hewald et al., 2005; Teichmann et al., 2007) catalizan etapas bioquimicas equiparables durante la
sintesis de otros glicolipidos, y debido a que estas proteinas (todas EC 2.4.1.-) se clasifican dentro de la misma
familia GT1 de glicosiliransferasas, se esperaba que UgtB1 mostrara una homologia significativa de la secuencia
con aquellos. Sorprendentemente, un alineamiento de pares global éptimo utilizando el software BioEdit (matrix
blosum 62) (Hall et al., 1999) muestra un 36% de similitud de secuencia (22% de identidad) con RhIB, un 33,5%
(18%) con Emt1 y un 33% (19%) con Hgt1, valores que son incluso mas bajos en comparacion con aquellos para
antibidticos que sintetizan proteinas de origen bacteriano (Tabla 5).

Con estas caracteristicas, UgtB1 parece ser muy comparable a otra UDP-glucosiltransferasa a la que se alude como
UgtA1 (gb/HM440973) que los autores de la invencion aislaron de C. bombicola y a la que podria atribuirse la
primera etapa de glucosilacion en la biosintesis de soforolipidos (resultados no mostrados). Por lo tanto, la
homologia de secuencia entre estas dos proteinas se verific6 mediante otro alineamiento éptimo por pares global
(matrix blosum 62). Ambas proteinas mostraron un 45,2% de identidad de secuencia y un 61% de similitud de
secuencia (Figura 8). Ademas de los residuos conservados GT1_Gitf like, que también estan presentes en la
secuencia UgtA1, varios otros aminoacidos son constitutivos. Los modelos de homologia de la estructura que los
autores de la invencion crearon para UgtA1 y UgtB1 sugieren que estos residuos probablemente estén situados en
la vecindad del centro catalitico o en bucles externos, por lo que sugieren su implicacién en el reconocimiento y la
orientacion del sustrato.

Creacion y caracterizacion de un mutante por delecion AugtB1

Se utilizé un casete de inactivacion lineal para la transformacion del ura3™ Candida bombicola G9, derivado de la
levadura de tipo salvaje ATCC22214 (Van Bogaert et al., 2008), y los transformantes se seleccionaron por
complementacion como resultado de la alteracion del gen UGTB1 mediante la insercion del marcador URA3. Un par
de dias después de la transformacion, se obtuvieron varios transformantes en las placas selectivas y 28 se
sometieron a una PCR de colonias para verificar su genotipo. Como consecuencia de los sitios de reasociacion de
cebadores, los eventos de doble cruzamiento o los cruzamientos simples del lado izquierdo conduciran a un
amplicon. De los 28 transformantes, 13 proporcionaron el amplicon esperado. Los otros mutantes probablemente
surgieron de eventos cruzados simples del lado derecho, recombinacion ilegitima o de la recombinacion del
marcador URAS3 con el alelo ura3 de G9.

Tres transformantes correctos (B11, B14 y B19) se cultivaron posteriormente en medio de Lang liquido para
investigar la influencia de la inactivacion en la produccion de soforolipidos. Se utilizdé C. bombicola de tipo salvaje
ATCC 22214 como referencia. El crecimiento de los transformantes parecio ser equiparable al de la levadura de tipo
salvaje, lo que indica que el gen UGTB1 no tiene contribucion a ninguna via en el metabolismo primario. Siete dias
después de la adicion de aceite de colza, se verificd la produccion de soforolipidos en los medios de cultivo. La
Figura 9 muestra los resultados para la levadura de tipo salvaje y el mutante B11 (B14 y B19 dieron resultados
idénticos).

En contraposicion con la levadura de tipo salvaje, no se produjeron soforolipidos por los mutantes por delecion
AugtB1, lo que indica que UgtB1 tiene una funcion clave en la produccion de soforolipidos. En cambio, los mutantes
produjeron glucolipidos, lo que indica que la primera glucosilacion todavia se esta realizando. El que UgtB1 esta
catalizando la segunda glucosilacion se confirmé mediante ensayos enzimaticos en lisados celulares de la levadura
de tipo salvaje ATCC 22214 y el mutante por delecion AugtB1 seleccionado al azar B11. Para la deteccion de la
actividad de glucosiltransferasa | (GTI), se utilizaron UDP-glucosa y acido 17-hidroxi-octadecenoico como donante y
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aceptor, respectivamente. Para la deteccion de la actividad de glucosiltransferasa 1l (GTII), el acido graso fue
reemplazado por glucolipido como aceptor. La Figura 10 muestra los analisis de extractos de muestras después de
un ensayo de GTI en los lisados de tipo salvaje y B11, respectivamente. En el lisado celular del tipo salvaje, la
conversion del acido graso en glucolipidos por la accién de la primera glucosiltransferasa es seguida por una
segunda glucosilacion que conduce a soforolipidos. Los picos a los 27 y 29 minutos corresponden a soforolipidos
lactonizados diacetilados a partir de la sintesis de novo durante la incubacion en medio de Lang. Estos soforolipidos
de novo estan ausentes en el cromatograma del mutante B11, confirmando la alteracion de la via. Dado que no se
observa formacion de soforolipidos de caracter acido con el lisado de B11, mostrando una formacion menor de
glucolipidos solamente, se puede concluir que la segunda glucosilacion esta bloqueada en el mutante por delecion.
Esto se confirma mediante un ensayo GTIl en los mismos lisados (Figura 11): cuando los glucolipidos se convierten
en soforolipidos de caracter acido con el lisado del tipo salvaje, no se observa conversion de glucolipidos con el
lisado del mutante B11. El pequefio pico de acidos grasos observado en estos cromatogramas tiene su origen en la
preparacion de glucolipidos (Saerens et al., 2009).

Conclusion

El conocimiento de los mecanismos genéticos detras de la produccion de biotensioactivos por parte de diferentes
microorganismos esta aumentando, abriendo una nueva forma de aumentar los rendimientos mediante la creacion
de mutantes super-productores y de esa manera hacer que los biotensioactivos sean econdémicamente mas
competitivos. Sin embargo, la genética detras de la produccion de soforolipidos, uno de los grupos mas
prometedores de biotensioactivos de glicolipidos, sigue sin estar clara. Aqui, los autores de la invencion aislaron un
gen de C. bombicola empleado industrialmente con una funciéon clave en esta via importante. EI gen UGTB1 codifica
la UDP-glucosiltransferasa responsable de la segunda etapa de glucosilacion tal como se demostré mediante la
creacion de un mutante por delecion AugtB1 y posteriores ensayos enzimaticos in vitro con lisados celulares. Aqui,
demostraron que dos UDP-glucosiltransferasas independientes, denominadas UgtA1 y UgtB1, actian de forma
escalonada. La presencia de dominios conservados en la secuencia de la proteina UgtB1 indica que la proteina
pertenece a la familia GT1 de glicosiltransferasas. Sorprendentemente, la homologia de secuencia con las
glicosiltransferasas bacterianas implicadas en la sintesis de antibiéticos es mayor que la homologia con otras
glicosiltransferasas conocidas hasta ahora por estar implicadas en la biosintesis de glicolipidos microbianos. Esto
podria explicarse por la distancia filogenética entre los diferentes organismos. Ustilago maydis, por ejemplo, es un
basidiomiceto dimorfico y la agrupacion de genes que sintetizan glucolipidos en Ustilago sugiere que estos han
surgido de una transferencia horizontal de genes (Hewald ef al., 2006). En general, sin embargo, la homologia de la
secuencia entre el UgtB1 y otras glicosiltransferasas de la familia GT1 es baja, lo que indica que el UgtB1 podria
considerarse como una nueva enzima dentro de esta familia.

Ejemplo 4: ejemplos de componentes producidos
Ejemplo 4.1 Expresion de proteina heteréloga

Una cepa derivada de Candida bombicola ATCC 22214, es decir, una cepa inactivada en el gen cyp52M1 (numero
de acceso de GenBank EU552419), se utilizd para la produccion de proteinas. En esta cepa, apenas se detecta
produccion de soforolipidos, mientras que el crecimiento y la viabilidad celular son equiparables a los del tipo salvaje
(véase el ejemplo 1).

Con el fin de permitir la integracion del gen de la proteina heterdloga en el genoma y la seleccion para este evento,
se utilizé la cepa PT36 ura3-negativa. Estas cepas se derivan de la cepa de Candida bombicola de tipo salvaje
ATCC 22214, pero solo alberga el promotor y el terminador del gen ura3, mientras que se separa la secuencia
codificante de ura3. Esto se hizo por recombinacion homologa con un casete que contenia la region no codificante
ura3 5' aguas arriba fusionada a su regién 3' no codificante aguas abajo. El mutante PT36 es auxotréfico para uracilo
o uridina (ura3) y se puede transformar nuevamente en prototrofia con un genura3 funcional. Los transformantes se
pueden seleccionar en medio SD. El gen cyp52M1 de la cepa PT36 se inactivé tal como se describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 4.1.1 Proteina verde fluorescente

Introduccion

Esta cepa contiene el gen yEGFP que fue optimizado en codones para Candida albicans (Cormack et al., 1997). El
fuerte promotor GAPD constitutivo de Candida bombicola (Van Bogaert et al., 2008a) se utilizd para impulsar la
expresion del gen.

Materiales y Métodos

Cepas, plasmidos y condiciones de cultivo
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Se utilizaron células ultracompetentes XL10GOLD de Escherichia coli para el mantenimiento del plasmido y para
todos los experimentos de clonacion. C. bombicola se cultivé en medio de peptona dextrosa de levadura (YPD) (1%
de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de glucosa) o en medio sintético de dextrosa (SD) (0,67% de base
nitrogenada de levadura sin aminoacidos (DIFCO) y 2% de glucosa). Se incubaron cultivos de matraces agitados de
levadura liquida a 30°C y 200 rpm. E. coli se cultivé en medio Luria-Bertani (LB) (triptona 1%, extracto de levadura
0,5% y cloruro de sodio 0,5%) complementado con 100 mg/L de ampicilina, de ser necesario. Cultivos liquidos de E.
coli se incubaron a 37°C y 200 rpm. El plasmido pGALYyEGFPTU que alberga la variante yEGFP GFP, se obtuvo del
Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Ghent (LMBP). Esta variante de GFP contiene dos
mutaciones (S65G y S72A) en relacion con la GFP de tipo salvaje y adicionalmente esta optimizada para codones
para la levadura Candida albicans (Cormack et al., 1997).

Aislamiento y secuenciacion de ADN

El vector pGEM®-T (Promega) se utilizd para todos los experimentos de clonacion. Se utilizaron T4 ADN ligasa
(Fermentas) y el kit de clonacién In Fusion Dry Down PCR (Clontech) para la clonacién y el ligamiento. Todas las
nucleasas de restriccion se obtuvieron de New England Biolabs (NEB) y los digestiones de restriccion se realizaron
segun lo especificado por el proveedor. Se aislé ADN genomico de cultivos de levaduras durante la noche cultivados
en YPD. La pared celular de las levaduras se separd enzimaticamente mediante incubacién del sedimento celular
derivado de 1 ml de cultivo de levadura con 0,80 g de Enzima Litica de Levadura (Sigma)/g de peso en hiumedo de
la célula en tampon SCE (sorbitol 1 M, acetato de sodio 0,1 My EDTA 60 mM, pH 7,5) durante 90 min a 37°C en
presencia de 3,75 pl de mercaptoetanol. EIl ADN gendmico se aislé de los protoplastos restantes mediante el Kit
DNeasy® Plant Maxi (Qiagen). EI ADN del plasmido se aislé utilizando el Kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). Las
mezclas de la reaccion PCR se purificaron utilizando el Kit de purificacion QiAquick PCR (Qiagen) o el Kit Sure
Clean Plus (Bioline) libre de columna para fragmentos de PCR mayores que 4 kb. Este ultimo también se utilizé para
la purificaciéon de mezclas de restriccion. Todas las secuencias de ADN se determinaron en LGC Genomics,
Alemania.

Diserio de los cebadores y reacciones PCR

El disefio de los cebadores, el andlisis de la secuencia y el disefio de la estrategia se realizaron con el software
Clone Manager Professional Suite (Version 8.0). Los cebadores se solicitaron de Sigma. Todas las reacciones PCR
de alta fidelidad se realizaron utilizando la polimerasa de alta fidelidad Pfu, a menos que se establezca de otro
modo. Las PCRs de colonias tanto en E. coli como en C. bombicola se realizaron utilizando Taq polimerasa.

Creacion del casete de expresion de GFP

Se creo un vector ‘central’ ()GEM-T_cassette_yEGFP) que contenia el gen yEGFP flanqueado en ambos lados por
una secuencia de aproximadamente 1 kb de longitud para la recombinacion en el locus P/T ura3 genémico en
mutantes PT de C. bombicola ATCC 22214 (arriba descrito) y adicionalmente contiene el marcador ura3 para la
seleccion. El vector se construyd de tal manera que se puede cortar con dos enzimas de restriccion uUnicas, de las
cuales una (Sapl) corta justo antes del codon de ‘inicio’ ATG del gen gfp. Esta caracteristica del vector permite
clonar fragmentos de promotor exactamente delante de la variante de GFP. Por lo tanto, se construyd un sitio de
clonacion multiple (MCS3) del cual se afadid la secuencia como una extensidon no vinculante al cebador
P5_FOR_yEGFP extMCS3 (caracteres en negrita en la Tabla 6). Este MCS contiene 11 sitios de restriccion unicos,
de los cuales dos (Sapl y Aval se utilizaron para linearizar el vector. El vector linearizado se utilizé entonces para
clonar el promotor GAPD delante de la variante de GFP utilizando el kit de clonacion In Fusion Dry Down PCR.

El vector pGEM-T_cassette yEGFP se construyd en ocho pasos. Primero se amplificaron el 5’UTR del gen ura3
(incluido el promotor ura3), la secuencia codificante de ura3'y 3'UTR de ura3 (incluido el terminador ura3) como un
fragmento de PCR (1970 pb) a partir de ADN gendmico de C. bombicola ATCC de tipo salvaje 22214, utilizando los
cebadores P1_FOR_URA3v y P2_REV_URA3v. Dado que el vector pGEM-T se utilizé para la clonacion, se utilizé el
Kit High Fidelity PCR Master (Roche) para la amplificacion. Este primer fragmento de PCR (PRODUCTO 1)
proporciona el casete final con 1000 pares de bases necesarios para la recombinacion homologa en mutantes PT de
C. bombicola, mientras que al mismo tiempo proporciona el casete con un marcador de seleccion. Este vector
pGEM-T_ura3* resultante todavia contenia un sitio de reconocimiento Sap/, que estaba originalmente presente en
pGEM-T. Este sitio de reconocimiento debe separarse para hacer de Sap/ una enzima de restriccion Unica. Esto
ultimo se realizo utilizando el kit Quick Change Site Directed Mutagenesis (Stratagene) con el par de cebadores de
mutagénesis P7_FOR_QCSaplpGEM-T y P8 REV_QCSaplpGEM-T. El sitio de reconocimiento de Sapl/ '5-
GCTCTTC-3' se transformd asi en la siguiente secuencia: '5-GCTCCTC-3' que ya no sera reconocida por la
endonucleasa de restricciéon Sapl, haciendo que el sitio de reconocimiento Sap/ de MCS3 sea Unico. El vector
resultante se denominé pGEM-T_ura3.

Un segundo paso implicd la amplificacion del 3'UTR del gen ura3 del ADN gendmico utilizando los cebadores
P3_FOR_URAS3t_extyEGFP y P4 REV_URA3t_extNot/ (PRODUCTO 2) y la amplificacion de la variante yEGFP 'y el
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terminador MAL2 de Candida albicans de pGALYEGFPTU utilizando los cebadores P5_FOR_yEGFP_extMCS3 y
P6_REV_yEGFP_extURA3t. El sitio de clonacion multiple MCS3 y un sitio de restriccion Not/ se afiadieron a
PRODUCTO3 y PRODUCTO2, respectivamente, mediante extensiones no vinculantes en los cebadores
P4 REV_URAS3t_extNotly P5_FOR_yEGFP_extMCS3. PRODUCTO3 y PRODUCTO?2 se fusionaron posteriormente
por PCR solapada. Los productos de PCR del molde ya contenian los quince pares de bases complementarios
necesarios para realizar la PCR solapada que se afadieron como extensiones no vinculantes en los cebadores
P3_FOR_URAS3t_extyEGFP y P6_REV_yEGFP_extURA3t. Los productos de PCR del molde se limpiaron utilizando
el Kit de Purificacion de PCR Qiaquick, se midieron las concentraciones y se establecieron tres reacciones de PCR
con diferentes concentraciones del molde; 0,5 ng, 5 ng y 50 ng de PRODUCTO2 y PRODUCTOS se afiadieron a
tres tubos de PCR separados. Posteriormente, se realizaron quince ciclos de PCR sin cebador siguiendo el siguiente
programa de temperatura; una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 2 min; una repeticion de 15 veces de los
siguientes tres pasos: 95°C durante 30 s, un reasociacion especifica a 60°C durante 30 s y un paso de elongacion a
72°C durante 3 min. Estos quince ciclos fueron seguidos por un paso de elongacion final a 72°C durante 7 min.
Después de esta primera PCR sin cebador, 3 ul de cada uno de los dos cebadores para la amplificacién del producto
de fusion, P5_FOR_yEGFP_extMCS3 y P4 _REV_URA3t_extNotl, se afiadié a cada uno de los tubos de PCR. A
continuacion, se realizaron 30 ciclos de PCR regulares. El producto de PCR de fusion, P3_P2 (= 2275 pb), se cortd
posteriormente con Spel y Notl al igual que el vector pGEM-T _ura3. El vector y la insercion se ligaron
posteriormente utilizando T4 ADN ligasa y la mezcla de ligamiento se transformé en células de E. coli competentes
XL10Gold. El vector resultante se denomindé pGEM-T_cassette_ yEGFP.

El vector construido se utilizé posteriormente para clonar el promotor de GAPD delante del codén de inicio yEGFP.
El vector se linearizé utilizando las nucleasas de restriccion Sapl y Aval y se utilizd el Kit de Clonacion PCR In
Fusion Dry Down para clonar el promotor en el vector linearizado. Para este fin, se proporcionaron al promotor los
quince pares de bases necesarios para clonar fragmentos de PCR lineales en un vector linearizado. Estos se
afiadieron como fragmentos no vinculantes en los cebadores P18_REV_GAPDprom y P19 _FOR_pGAPD1560
utilizados para la amplificacion del promotor a partir de ADN gendmico de C. bombicola y se representan en negrita
en la Tabla 6. El vector construido se denomind pGEM-T_pGAPD1555_yEGFP.

Transformacion

Células de levaduras se transformaron mediante electroporacion estandar. EI ADN lineal para la transformacion se
obtuvo por PCR estandar con los cebadores P1_FOR_URA3v y P31_REV_cassette (Tabla 6). Los transformantes
se seleccionaron en placas SD. Las células de E. coli se transformaron tal como se describe por Sambrook
(Sambrook et al., 2001) y la seleccion se produjo en placas de LB complementadas con ampicilina.

Fluorometria

La fluorescencia se midi6 utilizando un dispositivo Spectramax Gemini XS (Molecular Devices, St. Grégoire, Francia)
con placas negras de 96 pocillos. La emision de fluorescencia se midié a 511 nm después de la excitacion a 488 nm
y se cuantificd en unidades de fluorescencia relativa (RFUs). Los cultivos se cultivaron en SD y antes de medir la
fluorescencia. C. bombicola de tipo salvaje ATCC 22214 se utiliz6 como referencia en blanco.

Resultados

C. bombicola se transformo con el casete de expresion de GFP tal como se describe en la seccion de materiales y
métodos. Después de cinco dias de incubacion aparecieron colonias en las placas SD selectivas. La PCR de
colonias se realizé con el par de cebadores P37_FOR_checkGFP y P35 _REV_checkcasIN y se obtuvo una colonia
positiva. Se aislé el ADN gendémico de E1 mutante (Candida bombicola_pGAPD1555 yEGFP) y se realizaron varias
PCRs control para verificar el genotipo correcto. Estas PCRs control confirmaron que los mutantes contenian los
casetes de integracion completos.

Tres réplicas biologicas del mutante y WT, respectivamente, se cultivaron en 3 mL de medio SD en placas profundas
de 24 pocillos a 30°C, 200 rpm. Los pocillos se inocularon en la misma DO (0,2) a partir de precultivos en SD a partir
de colonias individuales. Se tomaron varias muestras a lo largo de la curva de crecimiento. Se dispusieron 100
microlitros (x2) de cada uno de los pocillos en una placa negra de 96 pocillos y se midi6 la fluorescencia después de
la excitacion a 488 nm. Los valores en blanco obtenidos para el tipo salvaje se sustrajeron de los valores de
fluorescencia del mutante y WT, respectivamente (fondo) y los valores obtenidos se representaron frente al tiempo
de incubacion.

Como se puede ver en la Figura 12 se detectd una seinal fluorescente significativa entre 40 y 63 horas de
incubacion.

Ejemplo 4.1.2 Amilasa
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Introduccién

Con el fin de explorar sus capacidades para producir enzimas (heterélogas), Candida bombicola ATCC 22214
soforolipidos-negativa cyp52M1 fue testada en cuanto a su producciéon de una -amilasa. Las -amilasas constituyen
una clase importante de enzimas que encuentran muchas aplicaciones biotecnoldgicas en procesos que implican,
por ejemplo, la degradacion de almidén y la determinacion de fibra dietética soluble e insoluble en salvado de arroz y
trigo. Tales aplicaciones se encuentran en industrias de panificacion, elaboracién de cerveza, detergentes y textiles
(Roy et al., 2000). En la panificacion, por ejemplo, las -amilasas se utilizan porque aumentan el volumen del pan,
porque mejoran el grano de la miga, la corteza y el color de la miga, y por su desarrollo del sabor fomentado en el
producto final (Rosell et al., 2001). La -amilasa es una endoenzima que hidroliza aleatoriamente los enlaces -1,4
glucosidicos en polisacaridos.

Para la expresion heterdloga en Candida bombicola, se ha seleccionado la a-amilasa de Aspergillus oryzae (amy3).
El fuerte promotor de GAPD constitutivo de Candida bombicola (nUmero de acceso de GenBank EU315245) se
utilizé para impulsar la expresion del gen. Con el fin de obtener la enzima secretada, se ha proporcionado una sefal
de secrecion N-terminal (la sefial de secrecion del factor de apareamiento a de S. cerevisiae). Dado que el uso de
codones de A. oryzae difiere significativamente del de C. bombicola, y C. bombicola no tiene multiples genes exon-
intrén, se ha disefiado una secuencia de ADNc optimizada para codones.

Materiales y Métodos
Cepas, plasmidos y condiciones de cultivo

C. bombicola inactivada en el gen cyp52M1 y en el gen ura3 (cepa PT36) se utilizé para la expresion de amilasa.
Mas especificamente, el casete de expresion de amilasa se utilizé para transformar un ‘mutante PT' ura3 C.
bombicola auxotréfico, soforolipidos-negativo (descrito en la introduccién del ejemplo 4).

Escherichia coli DH5a se utilizé en experimentos de clonacién y para el mantenimiento de plasmidos.

El plasmido pGEM-T_pGAPD1555_yEGFP (segun se describe en el Ejemplo 4.1.1: produccion de la proteina GFP
en Candida bombicola) se utilizd6 como estructura principal del vector. Este vector contiene un marcador de seleccion
bacteriana (AmpR) y origen de replicacion, una copia funcional del gen ura3 de C. bombicola, y el gen yEGFP. La
transcripcion de yEGFP es controlada por 1560 pb de la region de promotor de GAPD de C. bombicola (nUmero de
acceso GenBank EU315245) y el terminador MAL2 de Candida albicans (nimero de acceso GenBank M94674). La
construccion promotor-yEGFP-terminador esta flanqueda en ambos lados por una secuencia de aproximadamente 1
kb de longitud para la recombinacion en el locus ura3 de PT gendmico en mutantes PT de C. bombicola ATCC
22214, estando la copia funcional del gen ura3 de C. bombicola en el lado 5' aguas arriba.

Para experimentos de rutina, las células de levadura se cultivaron en medio YPD (1% de extracto de levadura, 2%
de peptona y 2% de dextrosa), mientras que la seleccion después de la transformacion se realiz6 en medio de
dextrosa sintética (SD) (0,67% de base nitrogenada de levadura sin aminoéacidos (DIFCO) y 2% de glucosa) y la
produccion de amilasa se realizé en medio 3C con 3% de sacarosa (10% de glucosa, 1% de extracto de levadura,
0,1% de urea, 3% de sacarosa). Los cultivos de levadura se incubaron a 30 °C y 200 rpm.

Células de E. coli se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) (triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, cloruro de sodio
0,5% (y 15% de agar para las placas)) complementado con 100 mg/L de ampicilina. Los cultivos de E. coli se
incubaron a 37 °C y 200 rpm.

Manipulacion estandar de ADN

La metodologia de ADN recombinante de rutina se realizé de acuerdo con Sambrook y Russell (2001) (Sambrook y
Russell, 2001). Las concentraciones de ADN se midieron con el espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
(NanoDrop Technologies). La escala doble logaritmica de Westburg BV se utilizé para controlar la longitud de los
productos de ADN. Las reacciones PCR se realizaron con Taq-ADN polimerasa estandar (Westburg BV) o con
PfuUltra™ High-Fidelity DNA Polymerase AD (Stratagene) de acuerdo con el procedimiento descrito por el
fabricante. Fragmentos de gel se purificaron con el kit de Purificacion de Gel Qiaexll (Qiagen). El ligamiento se
realizd con la T4 ADN ligasa de Fermentas, de acuerdo con el protocolo del fabricante. EI ADN del plasmido se aislo
con el Kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). La secuenciacion se realizé en AGOWA (LGC genomics). El disefio del
cebador, el analisis de la secuencia y el disefio de la estrategia se realizaron con el software Clone Manager
Professional Suite (Version 8.0). Todos los cebadores se obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. Las enzimas de
restriccion se obtuvieron de New England Biolabs (Westburg BV) y se utilizaron segun lo indicado por el fabricante.

Creacion del casete de expresion de amilasa
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Dado que el uso de codon de A. oryzae difiere significativamente del de C. bombicola, y C. bombicola no tiene
multiples genes exén-intron, se disefid una secuencia de ADNc optimizada por codones (Figura 13). La secuencia
proteica de la a-amilasa madura de Aspergillus oryzae (TAKA-amilasa A, EC 3.2.1.1., codificada por amy3, nimero
de acceso de Genbank CAA31220.1) se tradujo empleando el uso del codén promedio de 10 genes de C. bombicola
conocido por ser bien expresado. En la construccion sintética, la secuencia codificante de amilasa (sAmyAQ) esta
precedida por la secuencia que codifica 85 aminoacidos de la sefal de secrecion del factor de apareamiento a de S.
cerevisiae (nimero de acceso de GenBank NP_015137), que también se tradujo para la optimizacion del codon
(sMFaScss). Parte del promotor GAPD de C. bombicola (nUmero de acceso de GenBank EU315245) se dispuso 5'
aguas arriba de la construccion sintética (pGAPD). Finalmente, se realizaron algunas mutaciones para introducir un
sitio de clonacion mudltiple delante del codon de inicio ATG y en el extremo 3' de la secuencia codificante. La
secuencia final de la construccion ordenada se da en la Figura 14. La construccion (2153 pb) se ordené como tal en
GenScript (Piscataway, EE.UU.) y se obtuvo clonada en el sitio EcoRI en el vector de clonacion de plasmido pUC57.

El casete de expresion de amilasa sintética se aislo de pUC57 por restriccion con BssHIl y BsWI. La estructura
principal del vector pGEM-T_pGAPD1555 yEGFP se cortdé con BssHIl y BsrGl, creando extremos compatibles.
Después de la extraccion con gel, el casete de expresion de amilasa se ligd en la estructura principal del vector
pGEM-T_pGAPD1555 yEGFP, dando como resultado el vector p_sAmyAO_pGapd_iUra (Figura 15). La mezcla de
ligamiento se transformo en E. coli Dh5, y las colonias positivas se seleccionaron mediante PCR de colonias con los
cebadores sAmyAOfw y sAmyAOrv (Tabla 7). La secuencia del plasmido construido se confirmé mediante
secuenciacion en Agowa (LCG Genomics). El plasmido p_sAmyAO pGapd_iUra es el mismo que pGEM-
T_pGAPD1555_yEGFP, pero la region codificante yEGFP ha sido reemplazada por la region codificante de la
amilasa (y la sefial de secrecion).

Antes de la transformacion, el casete de expresion de amilasa junto con el marcador ura3 (6426 pb) se linearizé a
partir del plasmido p_sAmyAQO pGapd_iUra por restriccion con Bgll y Eagl. El casete linearizado contenia regiones
para la recombinacién homdloga en el locus ura3, de aproximadamente 1 kb de longitud (Figura 15).

Transformacion de levadura y verificacion de los transformantes

Células de C. bombicola se transformaron con el método de acetato de litio (Gietz et al., 1995), pero en lugar de 100
se utilizd LiAc 50 mM. Los transformantes se seleccionaron en placas sintéticas de dextrosa (SD) (prototrofia de
uracilo restaurada con C. bombicola ura3).

La PCR de colonias de levadura se realizdé con Tag ADN polimerasa (Westburg BV), de acuerdo con el protocolo del
fabricante, con la excepcion de que la desnaturalizacion inicial se realizé durante 7 minutos.

Ensayo de enzima amilasa

Se tomaron muestras de 200 yL de cultivos de 3C + 3% de sacarosa. Después de la medicién de la DO, las
muestras se sedimentaron por centrifugacion a 12000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se utilizé para
ensayos de enzimas con el kit de ensayo de amilasa AMYL® (Roche Diagnostics).

La mezcla de ensayo de enzima contenia 1 yL de muestra, 50 pL de Ry, 10 pL de Rz y 139 pL de tampodn citrato-
fosfato, pH 7,0. La mezcla se incuba en el espectrofotémetro a 37°C. La absorbancia se mide cada 30 s durante 30
minutos.

Una unidad de amilasa se define como la cantidad de enzima capaz de elevar la DO4os nm €n 1 durante 15 minutos
en una mezcla de reaccion que consiste en 1 yL de muestra + 50 uL de Ri+ 10 pyL de Ry + 139 uL de tampdn
incubado a 37°C .

Resultados

El casete de expresion de amilasa, junto con el marcador ura3, se construy6 tal como se describe en la seccion
"Materiales y Métodos". Este fragmento lineal (6426 pb) se utilizé para transformar células PT de Candida bombicola
soforolipido- y uracilo/uridina-negativas. Una colonia aparecié en las placas SD selectivas después de 4-10 dias de
incubacion. El genotipo de este transformante se verificd mediante PCR de colonias de levaduras con 2 pares de
cebadores. En primer lugar, se utilizaron cebadores sAmyAOfw y sAmyAOQOrv (Tabla 7), ambos se reasocian en la
region codificante de amilasa del casete. De esta manera, se aseguro la integridad de la parte que expresa amilasa.
El segundo par de cebadores utilizado fue sAmyAOfw2 y P35 (Tabla 7). El cebador sSAmyAOfw2 se une a la region
codificante de amilasa, mientras que el ultimo se une fuera de las regiones homodlogas del casete, en el ADN
genodmico. Por lo tanto, se verifica la correcta integracion del casete en el locus ura3. La colonia mostré el genotipo
correcto y se la conoce como 'SL'Amy™".
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El transformante 'SL'/Amy™ y el tipo salvaje se cultivaron posteriormente en medio 3C con 3% de sacarosa. La
produccion de amilasa, el crecimiento celular (DO 600 nm) y el pH de los cultivos se siguieron durante 48 h,
tomando muestras aproximadamente cada 2 horas. Los ensayos de la enzima amilasa se realizaron tal como se
explica en la seccién "Materiales y Métodos". Los resultados de este ensayo de crecimiento y produccion se
muestran en las Figuras 16 y 17. De la Figura 16 resulta claro que el transformante 'SL"/Amy™ produce amilasa, hasta
106 unidades/uL de sobrenadante de cultivo, mientras que la cepa de tipo salvaje no produce amilasa alguna (9
unidades/uL maximo, fondo). Las curvas de crecimiento y pH (Figura 17) son similares para ambas cepas, aunque el
pH cae mas en el cultivo del transformante 'SL"Amy™ al final del ensayo. La produccién de amilasa no tiene un efecto
negativo sobre el crecimiento de C. bombicola. En conclusion, se cred un transformante de expresion de amilasa
que se inactiva en produccion de soforolipidos, pero en su lugar produce -amilasa, hasta 106 unidades/uL de
sobrenadante de cultivo cuando se cultiva en medio 3C con 3% de sacarosa. La cepa de tipo salvaje no produjo
amilasa alguna. Esta es la primera vez que se describe la produccion de enzimas (extracelulares) para una cepa
soforolipidos-negativa de C. bombicola.

Ejemplo 4.2 Creacién de una cepa que sintetiza polihidroxialcanoatos.
Introduccion

Esta cepa se inactiva en el gen cyp52M1 (niumero de acceso de GenBank EU552419) mencionado anteriormente y
en su lugar porta un gen de PHA sintasa (phaC1), cuya expresion depende de las secuencias reguladoras aguas
arriba y aguas abajo del gen cyp52M1. La secuencia proteica de PHAC1,, (nimero de acceso ENA AAD26365.2) de
Pseudomonas resinovorans se volvié a traducir empleando el uso del codén promediado de los genes de la via de
soforolipidos. La cepa resultante ya no produce soforolipidos, sino que, en su lugar, produce MCL-
polihidroxialcanoatos (PHA) cuando se cultiva en glucosa con la adicién de aceite de colza. El crecimiento celular y
la viabilidad de dicha cepa son equiparables a los de tipo salvaje.

Materiales y Métodos
Cepas, plasmidos y condiciones de cultivo

Candida bombicola ATCC 22214 se utilizd para el aislamiento del gen ura3 con secuencias reguladoras aguas arriba
y aguas abajo y para el aislamiento de la regién aguas abajo del gen cyp52M1 (downCYP). La cepa PT36 ura3
Candida bombicola auxotrofica (que se describe en el Ejemplo 4.1.1) se utilizd para la insercion del casete de
expresion de PHA. Células de levadura se cultivaron en medio YPD (1% de extracto de levadura, 2% de peptona y
2% de dextrosa), medio SD (0,67% de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos (Difco), 2% de glucosa),
medio 3C (10% de glucosa, 1% de extracto de levadura, 0,1% de urea y 15% de agar) o el medio descrito por Lang
(Lang et al., 2000) al que se afiadi6 aceite de colza (Sigma) después de 48 h cuando se menciond. Los cultivos de
levadura se incubaron a 30 °C y 200 rpm.

Escherichia coli DH5a o XL10GOLD se utilizaron en los experimentos de clonacion y la transformacion se produjo tal
como se describe por Sambrook y Russell (2001). Células de E. coli se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB)
(triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, cloruro de sodio 0,5% (y 15% de agar para las placas)) complementado con
100 mg/L de ampicilina. Los cultivos liquidos de E. coli se incubaron a 37°C y 200 rpm.

Aislamiento y secuenciacion de ADN

El ADN gendmico de levadura se aislé con el kit de ADN gendmico bacteriano GenElute™ (Sigma) de cultivos de
levadura nocturnos cultivados en YPD. La pared celular de la levadura se separd enzimaticamente mediante
incubacion del sedimento celular derivado de 1 ml de cultivo de levadura con 0,80 g de Enzima Litica de Levadura
(Sigma)/ g de peso en humedo de la célula en tampon SCE (sorbitol 1 M, acetato de sodio 0,1 My EDTA 60 mM, pH
7,5) durante 90 min a 37°C en presencia de 3,75 pl de mercaptoetanol. EI ADN gendmico se aislo de los
protoplastos restantes por medio del kit de ADN gendmico bacteriano GenElute™ (Sigma).

EI ADN del plasmido bacteriano se aislé con el Kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). Todos los productos de PCR se
clonaron en el vector pGEM-T® (Promega) o sus derivados y se enviaron como tales a AGOWA (LGC genomics)
para el andlisis de la secuencia. El vector pGEM-T® era la estructura principal de todos los vectores construidos.
Cuando fue necesario, el ADN se aisl6 del gel utilizando el kit de extraccion de gel QlAquick (Qiagen).

Disefio de cebadores y reacciones PCR

El disefio del cebador, el analisis de la secuencia y el disefio de la estrategia se realizaron con el software Clone
Manager Professional Suite (Version 8.0). Los cebadores se solicitaron de Sigma. Todas las reacciones de PCR de
alta fidelidad se realizaron utilizando la polimerasa de alta fidelidad Pfu. Las PCR de colonias tanto en E. coli como
en C. bombicola se realizaron utilizando Taq polimerasa.
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Transformacion

Las células de C. bombicola se transformaron utilizando un protocolo de electroporacion estandar. Los
transformantes se seleccionaron en placas SD. Células de E. coli se transformaron tal como se describe por
Sambrook (Sambrook et al., 2001) y la seleccién se produjo en placas de LB complementadas con ampicilina.

Construccion sintética

La secuencia de la proteina PHAC1 de Pseudomonas resinovorans (numero de acceso ENA AAD26365.2) se volvio
a traducir empleando el uso de codones promedio de los genes de la via SL, que se determind utilizando una
herramienta en linea (Stothard, 2000). Se afiadié una secuencia diana peroxisomal (PTS) SKL (TCTAAGCTG) en el
extremo 3' del gen, asi como en las regiones reguladoras aguas arriba y aguas abajo del gen cyp52M1,
respectivamente, en el lado 5' (488 pb) y 3' (190 pb) de la secuencia phac1 optimizada por codones. La region 5'
UTR se extendid a 1098 pb para obtener suficiente homologia para la recombinacion homodloga en el locus
cyp52M1.

La construccion se solicité como tal en GenScript (Piscataway, EE.UU.) y se obtuvo clonada en un vector. La
construccion se amplificé con los cebadores P55 _FOR_upCYP_extNhel y P58_REV_PHAC1+tCYP_extEcorl (Tabla
8), produciendo un fragmento de 2986 pb. Los cebadores contenian respectivamente extensiones Nhel y Ecorl, de
modo que el fragmento se pudo digerir posteriormente con dichas enzimas de restriccion para la subclonacion
ulterior de la construccion sintética.

Creacion del casete de expresion de PHA

El casete de expresion contenia el gen phaC1 optimizado por codones y el marcador ura3 y se construyé de modo
que contenia las regiones aguas arriba y aguas abajo del gen cyp52M1 para la recombinacion homéloga en el locus
cyp52M1 en el ADN gendmico de una cepa PT36 auxotréfica de C. bombicola. La construccion del casete se
produjo en tres pasos. Primero, la region para la recombinacion homdloga en el extremo 3' del gen cyp52M1
(downcyp) se amplific6 a partir del ADN gendmico de C. bombicola utilizando los cebadores
P53_FOR_downCYP_extSpel y P54 REV_downCYP_extNot/ (Tabla 8). El amplicon resultante y el vector pGEM-
T® _ura3 (véase el Ejemplo 4.1.1) se digirieron con los cortadores Unicos Spel y Notl y posteriormente se ligaron
utilizando T4 ligasa (NEB). En segundo lugar, el vector resultante se digirié utilizando los cortadores unicos Nhel y
Ecorl. Esta doble restriccion proporcioné dos fragmentos (5644 pb y 358 pb) de los cuales el mas grande se purifico
en gel y posteriormente se ligdé con la construccion sintética amplificada que se sometié primero a restriccion con las
mismas enzimas de restriccion. En un tercer y Ultimo paso, el casete de expresion se amplificéd utilizando los
cebadores P63_FOR_cassPHAC1 y P64_REV_cassPHAC1 y el fragmento de PCR lineal se purificé y se utilizo para
la transformacion de la cepa de C. bombicola PT36 (Figura 18). Los transformantes se seleccionaron en placas SD.

Muestreo

Las muestras analiticas de soforolipidos se prepararon de la siguiente manera: se afadieron 440 pL de acetato de
etilo y 11 pL de acido acético a 1 mL de caldo de cultivo y se agitaron vigorosamente durante 5 min. Después de la
centrifugacion a 12000 rpm durante 5 min, se separd la capa de disolvente superior y se dispuso en un tubo
eppendorf nuevo con 700 L de etanol. Las muestras se analizaron mediante HPLC y Deteccion de Dispersion de la
Luz Evaporativa.

El peso seco de la célula (CDW) se midi6 transfiriendo 2 mL de caldo de cultivo a un filtro de nitrato de celulosa con
un diametro de los poros de 0,45 ym (Sartorius) y el peso seco se determind en el horno automatico XM60 de
Precisa Instruments Ltd.

Se realizo la hidrdlisis de PHA y la formacién de éster metilico de acidos grasos (FAME) realizando metanolisis acida
de 30 mg de material celular liofilizado en 4 ml de mezcla de cloroformo/metanol 1:1 + H.SO4 al 3% a 95°C durante 4
h. Antes de la metanolisis las células se recogieron (4000 rpm, 4°C) a partir de cultivos de matraces, después de lo
cual los sedimentos celulares se congelaron a -80°C y se liofilizaron durante 24 h. 30 mg del material liofilizado
resultante se lavaron varias veces con 25 ml de metanol caliente (65°C) para separar el aceite y los acidos grasos
libres. Después de la metanolisis, se afiadieron 4 ml de NaCl al 0,9% (p/v) a los tubos y la fase organica se recogio
para el analisis por GC-MS. Se afiadié 1 mg de patrén interno (acido 2-hidroxihexanoico) antes de la metanolisis y
se afadié 1 mg de patron externo (acido 12-hidroxidodecanoico) justo antes de la inyeccion de las muestras.

Analisis HPLC de soforolipidos

Muestras de soforolipidos se analizaron por HPLC en un sistema Varian Prostar HPLC utilizando una columna
Chromolith® Performance RP-18e de 100-4,6 mm de Merck KGaA a 30°C y Deteccion de Dispersion de la Luz
Evaporativa (Alltech). Se tuvo que utilizar un gradiente de dos eluyentes, una solucién acuosa de acido acético al
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0,5% y acetonitrilo para separar los componentes. El gradiente comenzé con 5% de acetonitrilo y aumento
linealmente hasta 95% en 40 min. La mezcla se mantuvo asi durante 10 min y luego se devolvié a 5% de acetonitrilo
en 5 min. Se aplicé un caudal de 1 mL/min.

Anélisis GC-MS de FAMES

La GC (TraceGC ultra, Interscience) contiene una columna Rxi® de 0.25 mm-1 ml (Restek) que esta recubierta con
dimetil polisiloxano. El gas portador utilizado era helio. Se utilizd el siguiente perfil de temperaturas: 2 minutos a
64°C, seguido de un aumento lineal de 30°C/min a 200°C. Cuando la columna alcanzé 200°C, se produjo un
segundo aumento lineal de 50°C/min a 310°C. Los compuestos de elucion se inyectaron posteriormente en la MS
(DSQ, Interscience) en donde se ionizaron y se detectaron para una identificacion adicional. Esto ultimo se realizo
utilizando el software Xcalibur, que se acoplé a la biblioteca NIST MS Search 2.0. Sélo se detectaron compuestos
entre 40 en 650 g/mol.

Resultados

El casete de expresion de PHA se construyd tal como se describe en la seccién "Materiales y Métodos". Este
fragmento lineal se utilizé para transformar células de Candida bombicola PT36 (Figura 18). 16 colonias aparecieron
en las placas SD selectivas después de 4-11 dias de incubacion. El genotipo de estos 16 transformantes se verificd
mediante PCR de colonias de levadura con el par de cebadores P9 FOR_seqQCSap/_URA3down que se unen en
el casete de expresion y A21totRev, uniéndose al ADN gendmico aguas abajo del sitio de recombinacion correcto
(Tabla 8). Diez de las colonias mostraron el genotipo correcto. Se realizaron otras dos PCRs de colonias en las
colonias positivas para controlar la insercion correcta del casete. EIl ADN genémico de un mutante (A8) se aisld
posteriormente y se realizé una reaccién PCR con el par de cebadores UDPGTA1R y A21TotRev que se unen al
ADN gendémico de C. bombicola justo aguas arriba y aguas abajo de los sitios de recombinacion izquierda y derecha,
respectivamente. Este fragmento de PCR se envié para la secuenciacion y el analisis reveld que el casete de
expresion de PHA se habia integrado correcta y completamente en el locus cyp52M1 de C. bombicola y no contenia
errores.

El mutante A8 se cultivd posteriormente en el medio descrito por Lang. Tres réplicas bioldgicas se complementaron
con aceite de colza después de 48 h de incubacion, y ofras tres no. Cada uno de los matraces de agitacion se
inoculd de un precultivo diferente de cultivos desarrollados durante la noche en medio de Lang (5 mL) inoculados a
partir de una colonia de una placa 3C. El tipo salvaje se cultivo en paralelo como control. Se tomaron muestras para
la extraccion de SL a lo largo de la curva de crecimiento al igual que las muestras para el consumo de glucosay la
determinacion de CDW. Trece dias después de la adicion del aceite, las células se recogieron y la hidrdlisis de PHA
y la conversién en FAMES se realizaron tal como se describe en la seccion "Material y Métodos".

El efecto de la alteracion del gen cyp52M1 fue similar al descrito en el Ejemplo 1. EI CDW y el crecimiento fueron
similares para el mutante de expresion de PHAC1 y el consumo de tipo salvaje y de glucosa en fase estacionaria fue
mas lento para el mutante de expresién de PHAC1. Mientras que claramente habia produccién de soforolipidos para
el tipo salvaje, no se pudieron detectar soforolipidos en el medio para el mutante de expresion de PHA, con o sin
adicién de aceite.

El analisis GC-MS de los FAMES derivados de muestras finales del experimento de crecimiento del mutante PHAC1
A8 (véase materiales y métodos) al que se afiadié aceite de colza condujo a la identificacion de compuestos
derivados de MCL-PHA producidos en el mutante A8 de PHAC1 de Candida bombicola (Figura 19). Se detectaron
tres compuestos derivados de PHA en dos de las tres réplicas bioldgicas: 3-metilhidroxioctanoato (0,50% p/dp), 3-
metilhidroxidecanoato (0,54% p/dp) y 3-metilhidroxidodecanoato (0,32% p/dp) con un total de 1,36 p/pd de PHA. En
la tercera réplica bioldgica se detect6 adicionalmente 3-metilhidroxitetradecanoato (0,50% p/dp) y las cantidades de
los otros monémeros de PHA fueron ligeramente mas altas para este matraz: 3-metilhidroxioctanoato (0,64 % p/dp),
3-metilhidroxidecanoato (0,73 % p/dp) y 3-metilhidroxidodecanoato (0.29% p/dp) con una cantidad total de 2,16%
p/dp de PHA. Estos picos no se detectaron para las muestras derivadas de los cultivos de tipo salvaje (con y sin
adicién de aceite de colza) ni para las muestras del mutante A8 de PHAC1 a las que no se afiadio aceite de colza.
Por lo tanto, los picos no se derivaron de compuestos intermedios de la beta-oxidacion que se convirtieron en
FAMES durante la metanolisis. El aceite de colza fue necesario como una fuente lipogénica para producir el PHA (en
cantidad sustancial). La cantidad de PHA producido se cuantificé utilizando un patréon interno (acido 2-
hidroxihexanoico) que se afiadié a las muestras antes de la metanolisis.

Las secuencias reguladoras de cyp52M1 impulsaron la expresiéon del gen PHAC1 en este experimento. Se descubrid
ademas que se necesita una concentracion sustancial de glucosa, en combinacion con la inanicion de N o P, para
activar este promotor. La glucosa, por otro lado, reprime la expresion de los genes de la beta-oxidacion. Para
obtener una mayor produccion de PHA, los promotores de la catalasa (pCTA) y la isocitrato liasa (pICL) se aislan del
genoma y la expresion de PHAC1 se deriva de estos promotores que estan reprimidos por altas concentraciones de
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glucosa. La interrupcion de la beta-oxidacion y la alimentacion con sustratos con longitud de cadena larga (C16 y
C18) conduce a la produccién de PHA compuesto solo por monémeros C18 y/o C16.

En conclusion, se creé un mutante de expresion de PHAC1 que se inactiva en la produccion de soforolipidos, pero
en su lugar produce MCL-PHA hasta 0,99 p/dp cuando se cultiva en glucosa con la adiciéon de aceite de colza.

Ejemplo 4.3 Produccion de Glicolipidos
Ejemplo 4.3.1 Glucolipidos

Debido al grupo carboxilo libre, una cadena de carbono insaturada y la presencia de un grupo de cabeza de hidrato
de carbono, los glucolipidos son productos intermedios interesantes para varios tipos de reacciones de conversion
biocataliticas o quimicas. Dado que pequefias variaciones estructurales pueden tener una influencia significativa
sobre la actividad bioldgica o propiedades fisico-quimicas de un glicolipido, la sintesis enzimatica o quimio-
enzimatica de derivados de soforolipidos ha sido objeto de algunos trabajos de investigacion (Bisht et al., 1999; Carr
y Bisht, 2003 ; Rau et al., 2001) y solicitudes de patente (W02004/044216 y US05/0164955). Hasta la fecha, los
glucolipidos con un extremo carboxilico libre sélo se producen por conversién enzimatica de soforolipidos de
caracter acido (anillo abierto) que a su vez se obtienen después de la hidrdlisis alcalina del bioproducto bruto de C.
bombicola (Rau et al.,1999; Saerens et al., 2009). Por otro lado, los alquilglucésidos podrian obtenerse por
conversion microbiana de alcoholes secundarios (Brakemeier et al., 1998) o alcoholes grasos ramificados (Palme et
al.,2010). Los glucolipidos de caracter acido (y soforolipidos) atraen especialmente la atencidon debido a que son
bola-anfifilos asimétricos que, ademas de las estructuras supramoleculares que tipicamente forman, también tienen
una mayor versatilidad quimica en comparacion con los simétricos quimicamente sintetizados (Zhou et al., 2004). El
mutante de delecion AugtB1 creado en el Ejemplo 3 es una cepa interesante que ahora ofrece un ahorro de tiempo
en la produccion in vivo de estas biomoléculas a partir de sustratos renovables econémicos. Cuando los autores de
la invencion repitieron la fermentacion en matraz con el mutante B11, pero prolongaron la incubacion en aceite de
colza a 14 dias, los glucolipidos producidos se identificaron como una mezcla de moléculas estructuralmente
relacionadas reveladas por analisis de espectrometria de masas de extractos de cultivo (véase la seccion de
material y método, el Ejemplo 3 y la Figura 20). Ademas de los glucolipidos de caracter acido monoacetilado mas
predominantes (m/z = 502), se pudieron identificar cantidades menores de glucolipidos no acetilados (sub-)
hidroxilados en posicion terminal (m/z = 460) (Figura 20). Hasta ahora, no se observé lactonizacion de glucolipidos.
La aparicion de glucolipidos acetilados ilustra que la acetiltransferasa, que normalmente decora los soforolipidos de
novo en sus posiciones 6' y/o 6" con grupos acetilo, también muestra actividad hacia los glucolipidos. A este
respecto, es posible que la acetilacion de glucolipidos se produzca antes de la adicion de la segunda unidad de
glucosilo durante la sintesis de novo de soforolipidos, sin ser necesaria para esta segunda reaccion de glucosilacion.

Después de 14 dias de incubacién en aceite de colza, el aceite residual todavia flota en la parte superior del cultivo
B11, mientras que una fermentacion natural de tipo salvaje después de este tiempo utilizé completamente aceite de
colza para la produccion de soforolipidos con un rendimiento comun en torno a 50 g/L, indicando una conversién de
sustrato menos eficiente en glucolipidos en comparacién con soforolipidos.

La produccion de glucolipidos por parte del mutante de delecién AugtB1 crea ahora un proceso de produccion in vivo
eficiente en el tiempo de estos interesantes compuestos intermedios de glicolipidos y esto mediante la fermentacion
convencional en sustratos econémicos.

Ejemplo 4.3.2 Celobiosalipidos
Introduccion

Los celobiosalipidos son producidos en la naturaleza por varias levaduras tales como Cryptococcus (Puchkov et al.,
2002), Pseudozyma (Kulakovskaya et al., 2005) y Sympodiomycopsis (Kulakovskaya et al. ,2004), y el hongo
dimorfico Ustilago maydis (Spoeckner et al., 1999, Teichmann et al., 2007). Su estructura general es equiparable a
los soforolipidos, sin embargo las dos unidades de glucosa estan unidas por un enlace 3-1,4, la cola de acido graso
puede mostrar hidroxilaciones muiltiples (a-, w- y w-1) y la molécula de celobiosa esta acetilada y/o acilada con
acidos B-hidroxi grasos de cadena corta (C6/C8). Aunque los celobiosalipidos son agentes antimicrobianos
prometedores, hasta la fecha no hay produccion industrial debido a los muy bajos rendimientos generales. Los
autores de la invencion creamos aqui un mutante de C. bombicola que produce celobiosalipidos en lugar de
soforolipidos cambiando el gen UGTB1 de tipo salvaje (véase el ejemplo 3) por el gen UGT1 de U. maydis o el gen
CepB de Clostridium stercorarium (Reichenbecher ef al., 1997). La glucosiltransferasa Ugt1 de U. maydis actda de
forma muy similar a la glucosiltransferasa UgtB1 de C. bombicola, utilizando la misma UDP-glucosa que un donante
de glucosilo y un glucolipido equiparable como aceptor, uniendo ambos por un enlace 3-1,4 en lugar del $-1,2
formado por la glucosiltransferasa UgtB71 (Teichmann et al., 2007). La celodextrina fosforilasa bidireccional (CepB)
de la bacteria termdfila celulolitica Clostridium stercorarium esta implicada en la degradacion de la celulosa, pero la
direccion sintética de la enzima puede utilizar acido (17-O-B-D-glucopiranosil)-octadecenoico obtenido de
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soforolipidos de C. bombicola (Saerens et al., 2009) como un aceptor para la formaciéon de celobiosalipidos,
utilizando glucosa-1-Pi como donante de glucosilo.

Materiales y Métodos
Cepas y plasmidos

C. bombicola G9 (derivada de ATCC 22214, véase Van Bogaert et al., 2008) se utilizé para la creacion del mutante
productor de celobiosalipidos. Se cultivaron células de levadura en medio YPD que contenia 1% de extracto de
levadura, 2% de peptona y 2% de dextrosa, medio SD que contenia 0,67% de base nitrogenada de levadura sin
aminoacidos (Difco) y 2% de glucosa o medio 3C que contenia 10% de glucosa, 1% de extracto de levadura y 0,1%
de urea. Los medios liquidos se incubaron a 30°C y 200 rpm. Se cultivd E. coli en medio Luria Bertani (extracto de
levadura Bacto 0,5%, Triptona Bacto 1%, NaCl 0,5%) que contenia ampicilina al 0,01% y se incubd a 37°C y 200
rpm. Los plasmidos se aislaron de E. coli mediante el kit de aislamiento de plasmidos MiniPrep de Qiagen y se
secuenciaron en LGC genomics (Alemania).

Creacion de los casetes de expresion UGT1 y CepB

Tanto los casetes de expresiéon UGT7 como CepB se crearon mediante acoplamiento mediado por enzimas de
restriccion del promotor UGTB1 de C. bombicola de tipo salvaje y un terminador adecuado para los genes UGT1 y
CepB, respectivamente, seguido del acoplamiento de la secuencia de promotor-terminador del gen al marcador
seleccionable URA3. Como terminador, se utilizaron tanto el terminador de C. bombicola UGTB1 de tipo salvaje
como el terminador de tirosina quinasa (TK). Todas las reacciones de PCR se realizaron con el sistema de PCR
PfuUltra High Fidelity (Stratagene) a menos que se indique lo contrario. Como primer paso, el promotor UGTB1 (P)
delante del gen UGT1 o CepB se amplificd a partir de los plasmidos pG_PUgt1T y PG_PCepBT, respectivamente,
plasmidos derivados de pGEM_T® que albergan el gen de interés entre las secuencias de promotor y terminador de
UGTB1 nativas. Los pares de cebadores fueron MDR505Rev y Ugt1 1737Rev_Sall para el fragmento PUgt1 de
2736 pb y MDR505Rev y CepB 2355Rev_Sall para el fragmento PCepB de 3354 pb (Tabla 9). El terminador de TK
de 134 pb se amplificd a partir de un plasmido que contenia el marcador de resistencia a higromicina entre el
terminador de tirosina quinasa (TK) y el promotor GAPD de C. bombicola (Van Bogaert et al., 2008) haciendo uso de
los cebadores TK F_Sall y TK R_MlIul (Tabla 9). Todos los fragmentos obtenidos se purificaron por medio del kit de
purificacion de PCR Qiaquick (Qiagen) y se sometieron a una digestion durante la noche con Sall (New England
Biolabs) de acuerdo con Sambrook (Sambrook y Russell, 2001), pero con una adicidon secundaria de 20U de enzima
de restriccion después de 2 horas de incubacion. Después de la purificacion de los fragmentos digeridos por medio
del kit de limpieza de reaccion MinElute de Qiagen, los dos fragmentos PCepB y PUgt1 se ligaron al terminador de
TK digerido. Para ello, se afiadieron 2 U de T4 ADN ligasa de fermentas a 100 ng de los fragmentos PCepB y PUgt1
y se afadié una cantidad adecuada de fragmento de TK purificado de manera que se obtuvo una relacion de
gen:terminador de 3:1. La mezcla se incubd durante la noche a 22°C. Posteriormente, los productos de ligamiento se
amplificaron a partir de las mezclas de reaccion por medio de los cebadores MDR505Rev y TKR_Mlul,
proporcionando el fragmento de 2856 pb PUgt1 TK y de 3474 pb PCepBTK, respectivamente. Después de la
purificacion, los fragmentos se clonaron en el Vector de Clonacion pJET1.2/blunt utilizando el kit de Clonacién por
PCR ClonJet™ de Fermentas y resultando los plasmidos pJ_PUgt1TK y pJ_PCepBTK para la transformacion de
células competentes de E. coli Fusion Blue y XL10Gold, respectivamente, de acuerdo con Sambrook (Sambrook y
Russell, 2001). Los transformantes correctos se identificaron mediante PCR de colonias y los plasmidos derivados
se enviaron para la secuenciacion. Para acoplar el marcador seleccionable URAS3, las inserciones de los plasmidos
pJ_PUgt1TK y pJ_PCepBTK se amplificaron nuevamente mediante los cebadores MDR505Rev y TKR_Miul, se
purificaron y se sometieron a una digestion durante la noche con Mlul (New England Biolabs) de acuerdo con
Sambrook (Sambrook y Russell, 2001), pero con una adicion secundaria de 20 U de enzima de restriccion después
de 2 horas de incubacion. Por consiguiente, el marcador seleccionable URA3, ademas del extremo 3' UGTB1 de C.
bombicola se amplifico a partir del plasmido pG_KOugtB1 (véase el Ejemplo 3) por medio de los cebadores URA3
677F_Mlul (Tabla 9) y GTIlI + 239Rev (Tabla 4), se purificé y se sometié a la misma digestion de Mlul durante la
noche. Después de la purificacion de los fragmentos PUgt1TK, PCepBTK y URA3GT2T digeridos, los genes de
interés se acoplaron al marcador de seleccion. Para ello, se afiadieron 100 ng del fragmento PUgt1 TK'y PCepBTK,
respectivamente a una cantidad apropiada de fragmento URA3GT2T, de modo que se obtuvo una relacion
gen:marcador de 3:1 y se realizé el ligamiento durante la noche a 22°C con 2 U de T4 ADN ligasa (Fermentas). Los
productos de ligamiento finales PUgt1TK_URA3GT2T (5856 pb) y PCepBTK_URA3GT2T (6474 pb) se amplificaron
a partir de las mezclas de ligamiento por medio del sistema de PCR Expand Long Template de Roche y los
cebadores MDR505Rev y GTII + 239Rev.

Alternativamente, para crear casetes de expresion, en donde el gen de interés es seguido por el terminador nativo
de C. bombicola UGTB1 en lugar del terminador TK, las inserciones completas de los plasmidos pG_PUgt1T y
PG_PCepBT se amplificaron por medio del par de cebadores MDR505Rev/PCepBT214 R_Mlul, proporcionando los
fragmentos de 2967 pb PUgt1T y 3595 pb de PCepBT, respectivamente. El marcador seleccionable de URAS3,
seguido por el extremo 3' de UGTB1, pero sin secuencia de terminador, se amplific6 a partir del plasmido
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pG_KOugtB1 con los cebadores URA3677 F_Milul y GTIl + 1296Rev (Tabla 9). Los productos de PCR se purificaron,
se digirieron durante la noche con Mlul y se ligaron tal como se describié anteriormente. Los casetes de expresion
PUgt1T_URA3GT2 y PCepBT_URA3GT2 se amplificaron a partir de las mezclas de ligamiento por medio del
sistema de PCR Expand Long Template de Roche utilizando los cebadores MDR505Rev y GTIl + 1296Rev. Los
cuatro casetes de expresion obtenidos se purificaron en gel utilizando el kit Qiaquick Gelextraction de Qiagen y se
clonaron en pGEM-T® haciendo uso del sistema pGEM-T® Vector (Promega). Los plasmidos se utilizan para la
transformacion de células ultracompetentes de E. coli y los transformantes correctos se identifican por medio de
PCR de colonias. Los plasmidos derivados se envian para la secuenciacion.

Creacioén del mutante productor de celobiosalipidos

Los casetes de expresion lineal PUgt1TK URA3GT2T, PCepBTK_URA3GT2T, PUgt1T_URA3GT2 vy
PCepBT_URA3GT2 se amplifican a partir de los plasmidos derivados de pGEM-T® haciendo uso del cebador
MDR505Rev en combinacion con GTIl +239Rev o GTIl +1296Rev, dependiendo de la presencia o ausencia del
terminador UGTB1 en el extremo 3' del casete. Los casetes se purifican y se utilizan para la transformacién por
electroporacioén de la cepa G9 de C. bombicola deficiente en ura3. Para ello, G9 de C. bombicola se cultiva durante
la noche en 100 mL de YPD y cuando la DO alcanza 1, las células se recogen a partir de 50 mL por centrifugacion
durante 5 min a 4°C y 4300 g. Después de lavar dos veces con agua mQ fria y estéril, las células se resuspenden en
2 mL de solucion de sorbitol estéril (1 M). Después de la centrifugacion a 4°C y 4300 g, las células se resuspenden
en 2 ml de acetato de litio estéril (0,1 M) en presencia de DTT 2,5 mM y se dejan reposar a temperatura ambiente
durante 10 a 15 min. Las células se recogen entonces de nuevo y se lavan con 2 mL de sorbitol (1 M) antes de
resuspender en 250 ul de sorbitol (1 M). A partir de esta suspension, 50 pl se transfieren a un tubo eppendorf estéril,
se afiaden 500 ng-1 pg del casete de expresion lineal y la mezcla se incuba en hielo durante 2 min antes de
transferirla a una cubeta de electroporacion de 2 mm. Un pulso de 1,5 kV (200 Ohm) se administra durante 5
milisegundos y se afiade 1 mL de YPD fria y estéril inmediatamente. Las células se incuban durante 1 h a 30°C y
200 rpm y se recogen por centrifugacion a temperatura ambiente durante 5 min a 1500 g. Las células se
resuspenden luego en 1 mL de sorbitol (1 M) y se extienden partes alicuotas de 200 pl en placas SD selectivas. Las
placas se incuban a 30°C hasta que aparecen las colonias transformantes.

Caracterizacion de mutantes productores de celobiosalipidos

Colonias mutantes se verifican primero para la integracion correcta del casete de expresion en el locus UGTB1 del
genoma por medio de PCR de colonias de levaduras. Los transformantes correctos, que aparecen a partir de
eventos de doble cruzamiento, se transfieren a medio 3C que contiene 10% de glucosa, 1% de extracto de levadura,
0,1% de urea y 2% de agarosa antes de la inoculacion al medio de produccion liquido descrito por Lang et al. (2000)
con el fin de verificar la produccién de glicolipidos. Los medios liquidos se incuban a 30°C y 200 rpm durante dos
dias antes de la adicion de aceite de colza (37,5 g/L). C. bombicola de tipo salvaje ATCC 22214 sirve como
referencia. Una semana después de la adicion de aceite de semilla de colza, se extraen glicolipidos de muestras de
1 ml de cultivo por medio de 400 ul de acetato de etilo en presencia de 10 ul de acido acético. Las fracciones de
acetato de etilo se analizan en HPLC-ELSD y LC-MS tal como se describe en el ejemplo 3. Para verificar la
estructura molecular de los celobiosalipidos producidos, los extractos de los mutantes se rastrean en cuanto a
compuestos con masa molecular en el intervalo de 600-800 (m/z).

Tabla 1. Cebadores utilizados para eliminar el gen CYP52M1 de C. bombicola. Todos los cebadores se obtuvieron
de Sigma Genosys.

Nombre Caracteristica Secuencia

A21TotFor clonacion CYP52M1 CTGAGTGATAGGTTGAGCATTAG

A21TotRev clonacion CYP52M1 GCTCTTGTTCGGTACTCTTATTG

GHInfA21For Marcador de seleccion ligante en CYP52M1  GCTAAAGTTACCCGA-
CCAATGGCAGTGGCTTACCACTC

HygroInfA21Rev marcador de seleccién ligante en CYP52M1  GATCCTTCTGCTCGG-

CCCGCGTTTATGAACAAACGAGCC
A21KnockHygroCasFor  fragmento de inactivacion por amplificacion  GAGTCGGGCGTTATTTCTCC
A21KnockHygroCasRev fragmento de inactivacion por amplificacion ~ AATCCCATAAACGACTACTC

HygrolnsertCheckFor comprobar genotipo de inactivacion TTCGACAGCGTCTCCGACCT
Ura3outEndfor comprobar genotipo Cm2 TAAAGAAACGAAGGGCCCAGCAGTC
ATgRev comprobar genotipo Cm2 CACCACAGTACGAGGAGGAGGAACA
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Tabla 2. Cebadores utilizados para el aislamiento del gen UGTA1 y construccion del casete de inactivacion. Todos
los cebadores se obtuvieron de Sigma Genosys.

Nombre Caracteristica | Secuencia

UDPGTA1 DS GSP1
UDPGTA1 DS GSP2
UDPGTAT1 TotF

Cebador GSP 3' primario
Cebador GSP 3' anidado
Cebador directo Alta Fidelidad

5' CAGCAGAGACCATCTGCCTACAACTTC 3'
5' CAACGCCCAAGCACCGAACTCAATTCAC 3'
5 GAAGATACGTCCGTGCTTTG 3'

A1P RevNhel Cebador inverso Alta Fidelidad 5' CATGGCTAGCCGGGCATTATATGGCCTG 3'
A1T ForNhel Cebador directo Alta Fidelidad 5' CATGGCTAGCCGCTATGAACCACGCTCTTG 3'
A1T Rev Cebador inverso Alta Fidelidad 5' CATGACAGCCTTTTCTTCTT 3'

Ura3 FbisNhel Cebador directo Alta Fidelidad

Ura3 RbisNhel

Cebador inverso Alta Fidelidad

3

5' CATGGCTAGCCTGACGGGCGGATAGTACAG 3'
5 CATGGCTAGCGTCATCAACTCCATGGCGTGAGG

Tabla 3. Diez mejores puntuaciones de homologia para la secuencia UGTAT traducida

Gen Organismo N° Acc. NCBI % Id  Puntuacién E
Proteina de la familia glicosiltransferasa Mycobacterium vanbaalenii ~ YP_95481 7 35 8 e-55
UDP-glucuronosil/ glucosiltransferasa Mycobacterium radiotolerans YP_00175 4776 35 2e-54
Proteina de la familia glicosiltransferasa Mycobacterium gilvum YP_00113 3857 33 2 e-53
Familia MGT de glicosiltransferasa Mycobacterium sp. YP_64073 6 32 2 e-52
Familia MGT de glicosiltransferasa Mycobacterium sp. YP_00107 1846 32 3 e-52
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Mycobacterium vanbaalenii YP_95566 5 34 4 e-52
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Acidovorax avenae YP_97296 8 31 3 e-50
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Burkholderia ambifaria YP_778119 31 3e-47
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Methylocella silverstris YP_00236 4149 31 1 e-46
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Mycobacterium gilvum YP_ 00113 3117 32 2

Tabla 4. Cebadores utilizados para el aislamiento del gen UGTB1 y la construccion del casete de inactivacion.

Todos los cebadores se obtuvieron de Sigma Genosys.

Nombre Caracteristica Secuencia
GTIl -472For Cebador directo Alta Fidelidad 5' GAGAGTGGGACCTGATTC 3'
GTIl +239Rev Cebador inverso Alta Fidelidad

Ura3inf ugtB1 F

Ura3inf ugtB1 R

Cebador directo Alta Fidelidad

Cebador inverso Alta Fidelidad

5" CTGCTCTCAACACCGAGTGTAG 3'
5

AAGCAGAGAAGGCGCGATAGTACAGGCTTT
GCC 3
5

KOugtB1 Ctrl F
KOugtB1 Ctrl R

Cebador directo de control
Cebador inverso de control

CCTTCGTGGCCCCGATCATCGTCACTATAC

ACATCG 3

5' AAGCCAAAATCAGAGAGTG 3'
5 GGTTCTGCGAAACTGGTATG 3'

Tabla 5. Diez mejores puntuaciones de homologia para la secuencia UGTB1 traducida

Gen Organismo N° Acc. NCBI % Id  Puntuacién E
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Mycobacterium radiotolerans  YP_001754 776 32 1e-15
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Burkholderia ambifaria YP 778119 31 5e-15
Proteina de la familia glicosiltransferasa  Mycobacterium vanbaalenii YP_954817 32 2 e-14
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Acidovorax avenae YP_972968 28 1e-13
UDP-glucuronosil/glucosiltransferasa Methylocella silverstris YP_002364 149 28 2e-13
Familia MGT de glicosiltransferasa Pectobacterium wasabiae YP_003258 26 29 1e12
Proteina de la familia glicosiltransferasa  Mycobacterium gilvum YP_001133 857 31 2e-11
Familia 28 de glicosiltransferasa Methylobacterium nodulans YP_002500 506 28 1e-10
Familia MGT de glicosiltransferasa Pectobacterium carotovorum  YP_003018 782 28 2e-10
Familia MGT de glicosiltransferasa Mycobacterium sp. YP_001071 846 26 7 e-10
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Tabla 6. Cebadores utilizados para crear pPGEM-T_cassette_ yEGFP. Los caracteres en negrita representan
extensiones no vinculantes.

Nombre Caracteristica Secuencia
P1_FOR_URA3v Recoge gen ura3 +5' UTR  AGAACAAGGCCGAGTATGTC
P2_REV_URA3v Recoge gen ura3 +3' UTR TGCCAGCAGATCATCATCAC

P3_FOR_URAS3t_exty
EGFP

P4 _REV_URAS3t_extN OTI
P5_FOR_yEGFP_extM
CS3

P6_REV_yEGFP_extU
RA3t
P7_FOR_QCSaplpGE M-t

P8_REV_QCSaplpGE M-t

P18 REV_GAPDprom
P19_FOR_pGAPD156 0
P37_FOR_checkGFP
P35 REV_checkcasIN

P31 REV cassette

Cebador de solapamiento

ura3-yEGFP

Amplificacion ura3-yEGFP
Amplificacion ura3-yEGFP

Cebador de solapamiento

ura3-yEGFP

Cebador de mutagénesis

Cebador de mutagénesis

Recoge pGAPD
Recoge pGAPD
Cebador de PCR de
colonias

Cebador de PCR de
colonias

Casete de amplificacion

GGATCCCCGCAGGGCATGCAACTTGCACATGAA
TAGC

TAGCGGCCGCGTCAGATTAGCCTCCGACATAG

GCACTAGTATACCCGGGCGCCT-
CAGCTCTTCGATGTCTAAAGGTGAAGAAT

TATTCATGTGCAAGTTGCATGCCCTGCGGGGAT
CCATACG

CGTATTGGGCGCTCCTCCGCTTCCTCGCTCACTG
ACTC

GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAGGAGCGCGC

AATACG
TTCACCTTTAGACATTTGTGTAGAGTTGTTTTTG
CACTAGTATACCCGGGACATCCGATGTGTAGTTA
GGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATG
GAGCTCAAGACGCGTTTACTCAATGC

GCGTCAGATTAGCCTCCGACATAG

Tabla 7. Cebadores utilizados para crear el casete de expresion de amilasa y el control de transformantes

de amilasa.
Nombre Caracteristica Secuencia
sAmyAOfw  Construccion de casete de control GGTAGCAGCGTTGATTACTC
sAmyAOrv Construccioén de casete de control ATCTGTGCCCTTACGCATAG
sAmyAOfw  Comprobar la integridad de la region de codificacion amy GGTAGCAGCGTTGATTACTC
sAmyAOrv Comprobar la integridad de la region de codificacion amy ATCTGTGCCCTTACGCATAG
sAmyAOfw2 Comprobar el casete de integracion CCGACAGCGAGCTGTACAAG
P35 Comprobar el casete de integracion GAGCTCAAGACGCGTTTACTCAATGC
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Tabla 8. Cebadores utilizados para crear el casete de expresiéon de PHA. Todos los cebadores se
obtuvieron de Sigma Genosys.

Nombre Caracteristica Secuencia
P53 _FOR_downCYP_extSpel2 clonar regién cyp52M1 aguas TTACTAGTGTTTGTTAGGCCTGCCCATG
bai
anaje GAAGAAACG
P54 REV_downCYP_extNotI2 clonar region cyp52M1 aguas AATTGGCCTTGCGGCCGCGGTGTC
bai
anare GACTCGCCAAATTCCATC
P55 FOR_upCYP_extNhel construccion sintética de GTTGCTAGCTCTCGGCAGATTTGCT
amplificacion TG
P58 REV_PHAC1+tCYP_extEcor  construccién sintética de AGAATTCGTGGGTTAAACGGCAGCTGC
| amplificacion TTCA

P63 FOR_cassPHAC1

amplificacion del casete de
expresion de PHA

CTCTCGGCAGATTTCCTTGTG

P64 REV_cassPHAC1 amplificacién del casete de GGTGTCGACTCGCCAAATTC
expresion de PHA
P9 _FOR_seqQCSap/_URA3down verificar casete de integracion GCACACTTCAACCTTCCTAC

A21TotRev

verificar casete de integracion

GCTCTTGTTCGGTACTCTTATTG

UDPGTA1R cebador de secuenciacion CCTACCTCTCTTCCCTGATCT

Tabla 9. Cebadores utilizados para la creacion de los casetes de expresion UGT1 y CepB. Todos los
cebadores se obtuvieron de Sigma Genosys

Nombre Caracteristica Secuencia

MDR 505Rev

Cebador directo Alta Fidelidad 5'CCTCGCCACCACCTAGTTTG 3'
Ugt1 1737Rev_Sall '

Cebador inverso Alta Fidelidad 5
GATCGTCGACTCAAAAGAGGCGGACTTCTGCC

CepB 2355Rev_Sall Cebador inverso Alta Fidelidad " GATCGTCGACTCATGCCATTATAACAACAC

TK F_Sall

5
3

Cebador directo Alta Fidelidad 5" AATTGTCGACGGGAGATGGGGGAGGCTAAC
3

Cebador inverso Alta Fidelidad 5

" GAGTACGCGTTGAACAAACGACCCAACAGC
3!
5' GAGAACGCGTGATAGTACAGGCTTTGC 3'

5' CATAACGCGTTTCTGCTCTCAACACCGAG 3'
5' AGAAGCTAATTCACTAATTGCCGAC 3'

TKR_Sall

Cebador directo Alta Fidelidad
Cebador inverso Alta Fidelidad
Cebador inverso Alta Fidelidad

URA3 677F_Miul
PCepBT214 R_Mlul
GTIl +1296Rev
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una cepa de levadura modificada para la produccion de compuestos, en donde dicha cepa de levadura
modificada pertenece a una especie de levadura capaz de producir soforolipidos, caracterizado por que dicha cepa
de levadura modificada tiene, comparado con la cepa de tipo salvaje no modificada que es totalmente capaz de
producir dichos soforolipidos, al menos un gen que codifica una enzima seleccionada del grupo que consiste en
monooxigenasa del citocromo P450 o una glucosiltransferasa inactivada a través de la insercion de un casete de
inactivacion, en donde dicha inactivacién provoca una reduccién en su capacidad de producir dichos soforolipidos de
al menos 95%, comparado con la produccion total de soforolipidos por unidad de tiempo en dicha cepa de tipo
salvaje no modificada, y en donde dichos soforolipidos estan constituidos por el azicar soforosa unida a un acido
graso Cig, C1s, C22 0 Cy4 hidroxilado.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho gen que codifica una monooxigenasa del citocromo P450
es el gen CYP52M21 con el numero de acceso de Genbank EU552419, y en donde dicho gen que codifica una
glucosiltransferasa es el gen UGTA1 que tiene una secuencia tal como se representa por SEQ ID N° 1 y que tiene
un numero de acceso de Genbank HM440973 o es el gen UGTB1 que tiene una secuencia tal como se representa
por SEQ ID N° 3 y que tiene un nimero de acceso de Genbank HM440974.

3. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicha reduccién en su capacidad de
producir soforolipidos es 100%.

4. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha especie de levadura se selecciona
del grupo que consiste en Candida bombicola, Candida apicola, Candida batistae, Candida floricola, Candida
riodocensis, Candida stellata, Candida sp. NRRL Y-27208, Rhodotorula bogoriensis, Pichia anomala PY1,
Wickerhamiella domericqiae y especies productoras de soforolipidos del clado Starmerella.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicha cepa de tipo salvaje no modificada
es la cepa Candida bombicola ATCC 22214.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dichos compuestos son proteinas
recombinantes, acidos beta-hidroxi grasos y polihidroxialcanoatos, acidos dicarboxilicos, acidos grasos
poliinsaturados, acidos grasos hidroxilados, glicolipidos, glucolipidos, trehalosalipidos, ramnolipidos, soforolipidos
con una cola acido graso especial, soforolipidos con una cola acido graso que oscila entre 10 y 15 atomos de
carbono, soforolipidos con una cola acido graso de 17 atomos de carbono, soforolipidos con una cola acido graso
que oscila entre 19 y 25 atomos de carbono, soforolipidos con una cola acido graso ramificada, soforolipidos con
multiples colas acido graso hidroxiladas, soforolipidos completamente lactonizados y soforolipidos completamente
acidos; ramnosa, soforosa, antibidticos policetidicos, estructuras lactonicas basadas en acidos grasos, acidos
organicos, compuestos oleaginosos, compuestos hidrofébicos, escualeno, vitamina D, resveratrol, esteroides y
carotenoides.
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 20
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