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DESCRIPCIÓN

Secuencias de polinucleótidos de Rhodosporidium y Rhodotorula y sus usos

Antecedentes de la invención5

La presente invención se refiere al campo de la biotecnología fúngica, más particularmente a sistemas fuertes de
expresión de genes en especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina.

Las publicaciones y otros materiales usados en la presente descripción para mostrar los antecedentes de la invención, y10
en particular, los casos para proporcionar detalles adicionales con respecto a la práctica, por conveniencia se referencian
en el texto siguiente por el autor y la fecha y se enumeran alfabéticamente por el autor en la bibliografía anexa.

Pucciniomycotina es un subfilo de hongos en el filo de Basidiomycota (Kirk y otros, 2008). Posee muchas especies que
tienen importantes aplicaciones industriales. Por ejemplo, un número de especies en los géneros Rhodosporidium y15
Sporidiobolus, tal como Rhodosporidium toruloides (también conocido como Rhodotorula gracilis, Rhodosporidium
glutinis, Rhodotorula glutinis, Torula koishikawensis y Torula rubescens) y Sporobolomyces salmonicolor, son levaduras
unicelulares ricas en aceite capaces de fermentación de alta densidad (Hu y otros, 2009; Meng y otros, 2009). Estas
especies poseen gran potencial como un huésped para la producción de hidrocarbonos de cadena larga, tal como
triacilglicerol (TAG, o grasa), ésteres de ácidos grasos (biodiesel), alcoholes grasos, alcoholes, lactonas, terpenoides y20
vitaminas (Wu y otros, 2010a; Wu y otros, 2010b; Zhao y otros, 2010a; Zhao y otros, 2010b). En otro ejemplo, las especies
en el subfilo Ustilaginomycotina, en particular, los géneros Ustilago y Pseudozyma, se conocen por producir glucolípidos,
que pueden funcionar como tensioctivos o fungicidas (Hewald y otros, 2005; Teichmann y otros, 2010).

Los promotores que son capaces de dirigir la expresión fuerte de genes, tanto de manera constitutiva o inducible, son25
críticos para el desarrollo de aplicaciones biotecnológicas de un microorganismo. El documento núm. WO 2012/169969,
describe varias secuencias de polinucleótidos derivadas de la región aguas arriba del gen de la gliceraldehído fosfato
deshidrogenasa (GPD1), el gen del factor de iniciación de la traducción (TEF1), y el gen putativo de la estearoil-CoA-delta
9-desaturasa (FAD1) de especies fúngicas seleccionadas que son capaces de funcionar como un promotor fuerte de la
expresión de genes en los subfilos Pucciniomycotinay Ustilaginomycotina. Como el uso repetido del promotor idéntico o30
altamente homólogo corre el riesgo de inestabilidad del genoma, la modificación epigenética y genética de la cromatina
resulta de la mutación puntual inducida por repetición (RIP) o al silenciamiento del ARN (Horns y otros, 2012), un grupo
de promotores agrandados es altamente deseable para los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina, en donde los
promotores funcionalmente verificados son escasos.

35
Los promotores son secuencias de ADN ubicadas en la región 5' adyacente al sitio de inicio de la transcripción. Aloja una
combinación de elementos de ADN que actúan en cis para interactuar con los factores de transcripción al activar o reprimir
la transcripción de la polimerasa de ARN. Hasta la fecha, han sido publicadas el secuencias aleatorias del genoma para
Rhodotorula glutinis ATCC 204091(Acceso al GenBank: GL989638.1), Rhodosporidium toruloidesMTCC 457 (Acceso al
GenBank: PRJNA112573), Rhodosporidium toruloides NP11 (GenBank: ALAU00000000.1) y han sido publicadas40
secuencias del genoma incompletas para Rhodotorula graminis WP1 (http://genome.jgi-
psf.org/Rhoba1_1/Rhoba1_1.home.html) y Sporobolomyces roseus (http://genome.jgi-
psf.org/Sporo1/Sporo1.home.html). Las secuencias de ARN, los datos aleatorios proteómicos y del genoma publicados
para Rhodosporidium toruloides NP11 (Zhu, Z., y otros, 2012) no son capaces de definir la secuencia de promotores
funcionales debido a que la actividad de un promotor está influenciada por varios factores, tales como la ubicación de los45
extremos 5' y 3', el silenciamiento postranscripcional, la influencia de intrón, etc. La actividad de un promotor en una
especie heteróloga huésped es incluso más impredecible. Se conocen promotores de organismos diferentes que permiten
la expresión de polipéptidos de interés en una especie fúngica, por ejemplo, descritos en los documentos núms. WO
2005/049805 A2; WO 2005/003310 A2; CN 102 268 432 B; Avis T.J. y otros, 2008; Nevau B. y otros, 2007; US
2006/057690 A1, Liu Y. y otros, 2013 y Abbott E.P. y otros, 2013.50

Resumen de la invención

La presente invención se refiere al campo de la biotecnología fúngica, más particularmente a sistemas fuertes de
expresión de genes en especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina.55

En un primer aspecto, la presente invención proporciona secuencias de polinucleótidos que funcionan como promotores
fuertes de la expresión de genes en los géneros Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozyma y Ustilago.
Estas secuencias de polinucleótidos se denominan a veces en la presente descripción como secuencias de
polinucleótidos promotoras. Como se reivindica en la reivindicación 9 más abajo, la presente invención proporciona un60
promotor aislado que comprende la secuencia de nucleótidos de sec. con núm. de ident.:6 u 8, o la porción promotora de
la misma. En una modalidad, las secuencias de polinucleótidos promotoras comprenden la secuencia establecida en
cualquiera de las sec. con núms. de ident.:6 u 8. En otra modalidad, las secuencias de polinucleótidos promotoras
comprenden la secuencia promotora de cualquiera de las sec. con núms. de ident.:6 u 8, es decir, la secuencia sin los
sitios de clonación. Cada una de las secuencias de polinucleótidos promotoras contiene al menos un motivo de secuencia65
GAGGAG, que funciona para potenciar la expresión de genes en dichas especies fúngicas. Cada una de las secuencias
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de polinucleótidos es efectiva para llevar a cabo la expresión fuerte de genes en los géneros Rhodosporidium,
Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozyma y Ustilago. Además, los fragmentos operables de estas secuencias de
polinucleótidos promotoras pueden aislarse mediante el uso de ensayos convencionales de tamizaje de promotores y
pueden tamizarse para la selección eficiente de las células fúngicas transformadas mediante el uso de las técnicas
descritas en la presente descripción. En una modalidad, un fragmento operable, también denominado una porción5
promotora en la presente descripción, tiene aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares
de bases de longitud comenzando desde la posición -1 del codón ATG. Como se usa en la presente descripción "hasta"
se refiere a la longitud de la porción promotora de los promotores establecidos en las sec. con núms. de ident. descritas.
Por lo tanto, "hasta" se refiere a la longitud máxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucleótidos de los
promotores de las sec. con núms. de ident. descritas.10

En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un constructo de ADN, como se reivindica en la reivindicación
1 más abajo, que comprende las secuencias de polinucleótidos promotoras descritas en la presente descripción, un
polipéptido unido operablemente que codifica una secuencia y una secuencia de ARN terminadora de la transcripción
unida operablemente. Cualquier terminador de la transcripción eucariótico, bien conocido por un experto en la técnica,15
puede usarse. Tal constructo de ADN permite la expresión fuerte del polipéptido en una especie fúngica en la que el
genoma está sesgado en C y G. El constructo de ADN permite la expresión eficiente del polipéptido en una especie
fúngica seleccionada de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina. Las especies de particular importancia son
aquellas en los géneros Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Ustilago y Pseudozyma, en los cuales residen
un número de especies con gran potencial para la bioconversión de recursos renovables en productos de alto valor, tales20
como triglicéridos, biodiesel, alcohol graso, vitaminas, lactona, terpenoides y biotensioactivos.

Breve descripción de las figuras

La Figura 1 muestra los vectores de clonación y transformación para los promotores. Ambos, pPN007 y pRH2031 se25
basan en pPZP200 y contienen el marcador de selección con higromicina Urngpd1::hpt-3. RtGFP es un gen de GFP de
codón optimizado para el genoma rico en GC.

La Figura 2 muestra la ubicación de los motivos GAGGAG. Las líneas verticales con * indican los motivos GAGGAG en
orientación sentido, las líneas restantes son en la orientación antisentido.30

La Figura 3 muestra la fluorescencia relativa de RtGFP dirigida por los promotores ENO1y FAD1 de varias longitudes,
que se definen como el número de nucleótidos que comienza desde el primer nucleótido del codón putativo de inicio de
la traducción (ATG) hasta el punto del extremo 5', excluyendo los sitios de restricción añadidos. Los promotores mostraron
tendencia similar en los medios YNB y YNB libre de nitrógeno (N-). 35S-Ω es un promotor básico que contiene el promotor35
del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor que comienza desde la caja TATA hasta la posición -1 del UTR 5' y la
secuencia omega del potenciador de la traducción del virus del mosaico del tabaco (TMV) insertado de manera inmediata
aguas arriba de RtGFP. La fluorescencia basal de la cepa no transformada (R. toruloides ATCC 10657) se sustrajo en
todos los valores.

40
La Figura 4A muestra detalles de la secuencia promotora de 519 pb de Rg2ENO1. Las flechas indican las posiciones de
los extremos 5' de varias deleciones.

La Figura 4B muestra el código y la longitud de cada uno de los promotores Rg2ENO1 truncados.
45

La Figura 5A y la Figura 5B muestran la fluorescencia relativa de RtGFP dirigida por los promotores ENO1 de varias
longitudes, que se definen como el número de nucleótidos que comienza desde el primer nucleótido del codón putativo
de inicio de la traducción (ATG) hasta el punto del extremo 5', excluyendo los sitios de restricción añadidos. Los
promotores mostraron tendencia similar en los medios YNB (Figura 5A) y YNB libre de nitrógeno (N-) (Figura 5B). Rg1 Wt
se refiere a la fluorescencia basal de R. glutinis ATCC 90781.50

Descripción detallada de la invención

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente
descripción tienen el mismo significado que el que se conoce comúnmente por el experto en la técnica a la que pertenece55
la invención.

El término "unido operablemente" o "unido operativamente" se define en la presente descripción como una configuración
en la que una secuencia reguladora o de control se coloca apropiadamente en una posición con relación a la secuencia
de nucleótidos del constructo de ácido nucleico de manera que la secuencia de control dirige la expresión de un60
polinucleótido de la presente invención. Las secuencias reguladoras o de control pueden colocarse en el lado 5' de la
secuencia de nucleótidos o en el lado 3' de la secuencia de nucleótidos como se conoce bien en la técnica.

El término "expresión fuerte" como se usa en la presente descripción significa la expresión de una proteína marcadora o
ARNm a un nivel detectable mediante el uso de métodos de detección conocidos, por ejemplo, fluorescencia para GFP,65
ensayo de actividad para los genes GUS y lacZ.
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La presente invención se refiere al campo de la biotecnología fúngica, más particularmente a sistemas fuertes de
expresión de genes en especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina.

En un primer aspecto, la presente invención proporciona secuencias de polinucleótidos que funcionan como promotores
fuertes de la expresión de genes en los géneros Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozyma y Ustilago.5
Estas secuencias de polinucleótidos se denominan a veces en la presente descripción como secuencias de
polinucleótidos promotoras. En una modalidad, las secuencias de polinucleótidos promotoras comprenden la secuencia
establecida en cualquiera de las sec. con núms. de ident.:6 u 8. En otra modalidad, las secuencias de polinucleótidos
promotoras comprenden la secuencia promotora de cualquiera de las sec. con núms. de ident.:6 u 8, es decir, la secuencia
sin los sitios de clonación. Cada una de las secuencias de polinucleótidos promotoras contiene al menos un motivo de10
secuencia GAGGAG, que funciona para potenciar la expresión de genes en dichas especies fúngicas. Cada una de las
secuencias de polinucleótidos es efectiva para llevar a cabo la expresión fuerte de genes en los géneros Rhodosporidium,
Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozyma y Ustilago. Además, los fragmentos operables de estas secuencias de
polinucleótidos promotoras pueden aislarse mediante el uso de ensayos convencionales de tamizaje de promotores y
pueden tamizarse para la selección eficiente de las células fúngicas transformadas mediante el uso de las técnicas15
descritas en la presente descripción. En una modalidad, un fragmento operable, también denominado una porción
promotora en la presente descripción, tiene aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares
de bases de longitud comenzando desde la posición -1 del codón ATG. Como se usa en la presente descripción "hasta"
se refiere a la longitud de la porción promotora de los promotores establecidos en las sec. con núms. de ident. descritas.
Por lo tanto, "hasta" se refiere a la longitud máxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucleótidos de los20
promotores de las sec. con núms. de ident. descritas.

En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un constructo de ADN que comprende las secuencias de
polinucleótidos promotoras descritas en la presente descripción, un polipéptido unido operablemente que codifica la
secuencia y una secuencia de ARN terminadora de la transcripción unida operablemente. Cualquier terminador de la25
transcripción eucariótico, bien conocido por un experto en la técnica, puede usarse. Tal constructo de ADN permite la
expresión fuerte del polipéptido en una especie fúngica en la que el genoma está sesgado en C y G. De particular
importancia son las especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina. Las especies de particular
importancia son aquellas en los géneros Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Ustilagoy Pseudozyma, en los
cuales residen un número de especies con gran potencial para la bioconversión de recursos renovables en productos de30
alto valor, tales como triglicéridos, biodiesel, alcohol graso, vitaminas, lactona, terpenoides y biotensioactivos.

La hibridación de ácidos nucleicos, una técnica bien conocida por aquellos con experiencia en la técnica de la
manipulación del ADN, puede usarse para identificar otros polinucleótidos adecuados. De acuerdo con la invención otros
promotores adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificación de polinucleótidos que hibridan35
selectivamente con los promotores descritos anteriormente por hibridación bajo condiciones de baja rigurosidad,
condiciones de moderada rigurosidad, o condiciones de alta rigurosidad. Las secuencias que hibridan selectivamente,
típicamente tienen al menos 50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos 70 %, 80 % o 90 % de identidad
de secuencia, y con la máxima preferencia 95 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia entre sí.

40
Las búsquedas en bases de datos y las búsquedas de homología de las bases de datos de genomas y nucleótidos
identifican moléculas similares de ADN o ARN basadas en la alineación de nucleótidos mediante el uso de algoritmos o
programas de computadoras y estas técnicas son bien conocidas por los expertos en la técnica. De acuerdo con la
invención otros polinucleótidos adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificación in silico de
polinucleótidos para las secuencias reguladoras con al menos 50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos45
70 %, 80 % o 90 % de identidad de secuencia, y con la máxima preferencia 95 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia
entre sí.

La invención proporciona una secuencia de polinucleótidos promotora seleccionada de las sec. con núms. de ident.:6 u
8, o la secuencia promotora de la misma, es decir, la secuencia sin los sitios de clonación. En una descripción, una50
secuencia de polinucleótidos promotora se proporciona que tiene al menos 60 % de identidad con cualquiera de estas
secuencias de polinucleótidos promotoras. En otra descripción, una secuencia de polinucleótidos promotora se
proporciona que tiene 70 % de identidad con cualquiera de estas secuencias de polinucleótidos promotoras. En una
descripción adicional, una secuencia de polinucleótidos promotora se proporciona que tiene 80 % de identidad con
cualquiera de estas secuencias de polinucleótidos promotoras. En una descripción adicional, una secuencia de55
polinucleótidos promotora se proporciona que tiene 90 % de identidad con cualquiera de estas secuencias de
polinucleótidos promotoras. En otra modalidad, una secuencia de polinucleótidos promotora se proporciona que tiene 95
% de identidad con cualquiera de estas secuencias de polinucleótidos promotoras. En otra modalidad, una secuencia de
polinucleótidos promotora se proporciona que tiene 98 % de identidad con cualquiera de estas secuencias de
polinucleótidos promotoras. En una modalidad, una secuencia promotora en la presente descripción, tiene60
aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza desde la
posición -1 del codón ATG. Como se usa en la presente descripción "hasta" se refiere a la longitud de la porción promotora
de los promotores establecidos en las sec. con núms. de ident. descritas. Por lo tanto, "hasta" se refiere a la longitud
máxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucleótidos de los promotores de las sec. con núms. de ident.
descritas.65
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La invención proporciona un constructo de polinucleótido que comprende un promotor aislado descrito en la presente
descripción, tal como uno seleccionado de las sec. con núms. de ident.:6 u 8, o la porción promotora de las mismas, unido
operativamente a una secuencia que codifica un polipéptido que se une operativamente a un terminador de la
transcripción. En una modalidad, un fragmento operable, también denominado una porción promotora en la presente
descripción, tiene aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud5
comenzando desde la posición -1 del codón ATG. Como se usa en la presente descripción "hasta" se refiere a la longitud
de la porción promotora de los promotores establecidos en las sec. con núms. de ident. descritas. Por lo tanto, "hasta" se
refiere a la longitud máxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucleótidos de los promotores de las sec.
con núms. de ident. descritas. En una modalidad, el constructo de polinucleótido permite la expresión eficiente de un
polipéptido en una especie fúngica seleccionada de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina. La especie10
fúngica es preferentemente una seleccionada del género Rhodosporidium, Rhodoturula, Ustilago, Pseudozyma, o
Sporobolomyces, el genoma de los cuales contiene al menos 50 % de C y G, preferentemente más del 60 % de C y G.

En una modalidad, el constructo de polinucleótido se inserta en un vector T-ADN, un vector trasportador, o en un
cromosoma fúngico, en donde la secuencia que codifica el polipéptido contiene al menos 50 % de CG, preferentemente15
60 % de CG y con la máxima preferencia más del 80 % de CG.

En otra modalidad, la secuencia de polinucleótidos promotora contiene al menos una secuencia GAGGAG, o invierte la
secuencia complementaria de la misma. En otra modalidad, el promotor aislado se une operativamente a un gen que
codifica una enzima de resistencia a antibióticos, una enzima de resistencia a herbicida, GFP, GUS, lacZ, terpeno sintasa,20
ácido graso desaturasa, P450 citocromo oxidasa, glucanasa, xilanasa, mananasa, manosidasa, glucosidasa,
glucomananasa, xiluglucanasa, hidroximetilglutaril-CoA sintasa, hidroximetilglutaril-CoA reductasa, acetil-CoA C-
acetiltransferasa, mevalonato cinasa, fosfomevalonato cinasa, difosfomevalonato descarboxilasa, isopentenil-difosfato
delta-isomerasa, farnesil difosfato sintasa, geranilgeranil difosfato sintasa, metil transferasa, o glucosil transferasa, beta-
carotenoide hidroxilasa, beta-carotenoide oxidasa.25

En una modalidad, puede usarse cualquier terminador de la transcripción operable en las especies fúngicas. Los
terminadores se ubican típicamente aguas abajo (3') del gen, después del codón de parada (TGA, TAG o TAA). Los
terminadores desempeñan un papel importante en el procesamiento y la estabilidad del ARN así como también en la
traducción. La mayoría, pero no todos los terminadores, contienen una secuencia de poliadenilación o sitio de escisión.30
Ejemplos de secuencias específicas de poliadenilación son AAUAAA o AAUAAU. Estas secuencias se conocen como los
elementos próximos aguas arriba (NUE) (Nagaya y otros, 2010). Los NUE usualmente residen aproximadamente 30 pb
de una región rica en GU (Mogen y otros, 1990; Mogen y otros, 1992; Rothnie y otros 1994), conocida con elementos
lejanos aguas arriba (FUE). Los FUE potencian el procesamiento en la secuencia de poliadenilación o el sitio de escisión,
que usualmente es un CA o UA en una región rica en U (Bassett, 2007). Dentro del terminador, existen elementos que35
aumentan la estabilidad del ARN transcrito (Ohme-Takagi y otros, 1993; Newman y otros, 1993; Gutiérrez y otros, 1999)
y pueden también controlar la expresión de genes (Ingelbrecht, 1989; An y otros, 1989).

La hibridación de ácidos nucleicos, una técnica bien conocida por aquellos con experiencia en la técnica de la
manipulación del ADN, puede usarse para identificar otros terminadores adecuados. De acuerdo con la invención otros40
promotores adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificación de terminadores que hibridan
selectivamente con los promotores descritos anteriormente por hibridación bajo condiciones de baja rigurosidad,
condiciones de moderada rigurosidad, o condiciones de alta rigurosidad. Las secuencias que hibridan selectivamente,
típicamente tienen al menos 50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos 70 %, 80 % o 90 % de identidad
de secuencia, y con la máxima preferencia 95 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia entre sí.45

Las búsquedas en bases de datos y las búsquedas de homología de las bases de datos de genomas y nucleótidos
identifican moléculas similares de ADN o ARN basadas en la alineación de nucleótidos mediante el uso de algoritmos o
programas de computadoras y estas técnicas son bien conocidas por los expertos en la técnica. De acuerdo con la
invención otros terminadores adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificación in silico de terminadores50
para las secuencias reguladoras con al menos 50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos 70 %, 80 % o
90 % de identidad de secuencia, y con la máxima preferencia 95 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia entre sí.

Un ADN de interés puede añadirse al constructo de polinucleótido. El ADN de interés se une operativamente al promotor
y a un terminador. Cualquier promotor y terminador operable en las especies de los subfilos Pucciniomycotina y55
Ustilaginomycotina puede usarse. En algunas modalidades, el ADN de interés puede usarse para insertar o modificar
rutas metabólicas, tales como biosíntesis de ácidos grasos, biosíntesis de lípidos, biosíntesis de triglicéridos, y las
similares. El ADN de interés puede insertarse en el genoma de las células fúngicas para potenciar la bioconversión de los
recursos renovables en productos de alto valor, tales como triglicéridos, biodiesel, alcohol graso, vitaminas,
biotensioactivos, lactona, terpenoide y similares.60

Un constructo de polinucleótido puede introducirse directamente en el ADN genómico de la célula fúngica mediante el uso
de técnicas tales como electroporación y microinyección de los protoplastos de las células vegetales, o el constructo de
polinucleótido puede introducirse directamente al tejido fúngico mediante el uso de métodos balísticos, tal como
bombardeo con partículas de ADN. Alternativamente, el constructo de polinucleótido puede combinarse con regiones65
flanqueantes adecuadas de T-ADN e introducirse en un vector huésped convencional de Agrobacterium tumefaciens. Las
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funciones de virulencia del huésped Agrobacterium tumefaciens dirigirá la inserción del constructo en el ADN de las células
fúngicas cuando la célula se infecta por la bacteria. Por lo tanto, puede usarse cualquier método, que proporcione una
transformación/transfección efectiva. Ver, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos núms. 7,241,937, 7,273,966 y
7,291,765 y las publicaciones de solicitud de patentes de Estados Unidos núms. 2007/0231905 y 2008/0010704 y las
referencias citadas en los mismas. Ver además, las solicitudes internacionales publicadas núms. WO 2005/103271 y WO5
2008/094127 y las referencias citadas en las mismas.

Los hongos transformados se transfieren a medio de cultivo estándar (por ejemplo, medio de nutrientes sólidos o líquidos,
grano, vermiculita, compost, turba, madera, aserrín, paja, etc.) y se crecen o se cultivan en una manera conocida por el
experto en la técnica.10

Después de que el polinucleótido se incorpora establemente en los hongos transformados, puede transferirse a otros
hongos por cruce sexual. Puede usarse cualquiera de una serie de técnicas de reproducción estándar, en dependencia
de las especies a cruzar.

15
Puede ser útil generar un número de hongos individuales transformados con cualquier constructo recombinante para
recuperar hongos libres de cualquier efecto posicional. También puede ser preferible seleccionar los hongos que
contienen más de una copia del constructo de polinucleótido introducido de manera que se obtengan niveles altos de
expresión de la molécula recombinante.

20
Puede ser conveniente producir líneas fúngicas que sean homocigóticas para un gen particular si es posible en las
especies particulares. En algunas especies esto se logra mediante el uso de cultivos monospóricos. Al usar estas técnicas,
es posible producir una línea haploide que porta el gen insertado y después duplicar el número de cromosomas de manera
espontánea o mediante el uso de colchicina. Esto da lugar a un hongo que es homocigótico para el gen insertado, que
puede evaluarse fácilmente si el gen insertado porta un gen de marcador de selección adecuado para la detección de los25
hongos que portan el gen. Alternativamente, los hongos pueden autofertilizarse, lo que conduce a la producción de una
mezcla de esporas que consiste en, en el caso más simple, tres tipos, homocigotos (25 %), heterocigotos (50 %) y nulos
(25 %) para el gen insertado. Aunque es relativamente fácil clasificar los hongos nulos de aquellos que contienen el gen,
es posible en la práctica clasificar los hongos homocigotos de los heterocigotos mediante análisis de la transferencia
Southern en el que se presta atención cuidadosa a cargar las cantidades exactamente equivalentes de ADN de la30
población mezclada, y se clasifica los heterocigotos por la intensidad de la señal de una sonda específica para el gen
insertado. Es recomendable verificar los resultados del análisis de la transferencia Southern permitiendo que cada
transformante independiente se autofertilice, dado que puede obtenerse evidencia adicional para homocigosis por el
simple hecho que si los hongos eran homocigotos para el gen insertado, todas las líneas fúngicas subsecuentes del propio
individuo contendrán el gen, mientras que si el hongo era heterocigoto para el gen, la generación que crece de la propia35
semilla contendrá líneas fúngicas nulas. Por lo tanto, con la simple autofertilización se puede seleccionar líneas fúngicas
homocigotas que también pueden confirmarse por el análisis de la transferencia Southern.

La creación de líneas parentales homocigotas hace posible la producción de hongos y esporas híbridos que contendrán
un componente proteico modificado. Las líneas parentales homocigotas transgénicas se mantienen con cada parental40
que contiene la primera o segunda secuencia de ADN recombinante unida operablemente a un promotor. También se
incorpora en este esquema las ventajas de cultivar un cultivo híbrido, que incluye la combinación de los rasgos más
valiosos y vigor híbrido.

La práctica de la presente invención emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de química,45
biología molecular, microbiología, ADN recombinante, genética, inmunología biología celular, cultivo celular y biología
transgénica, que están dentro del estado de la técnica. Ver, por ejemplo, Maniatis y otros, 1982, Molecular Cloning (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York); Sambrook y otros, 1989, Molecular Cloning, 2da Ed.
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York); Sambrook y Russell, 2001, Molecular Cloning,
3ra Ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York); Ausubel y otros, 1992), Current Protocols50
in Molecular Biology (John Wiley & Sons, incluidas las actualizaciones periódicas); Glover, 1985, ADN Cloning (IRL Press,
Oxford); Russell, 1984, Molecular biology of plants: a laboratory course manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y.); Anand, Techniques for the Analysis of Complex Genomes, (Academic Press, Nueva York,
1992); Guthrie y Fink, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology (Academic Press, Nueva York, 1991); Harlow y
Lane, 1988, Antibodies, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York); Nucleic Acid55
Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds.
1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press,
1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); the treatise, Methods In Enzymology (Academic Press,
Inc., N.Y.); Methods In Enzymology, Vols. 154 y 155 (Wu y otros eds.), Immunochemical Methods In Cell And Molecular
Biology (Mayer y Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volúmenes I-IV60
(D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986); Riott, Essential Immunology, 6ta Edición, Blackwell Scientific Publications,
Oxford, 1988; Fire y otros, ARN Interference Technology: From Basic Science to Drug Development, Cambridge University
Press, Cambridge, 2005; Schepers, ARN Interference in Practice, Wiley-VCH, 2005; Engelke, RNA Interference (RNAi):
The Nuts & Bolts of siRNA Technology, DNA Press, 2003; Gott, RNA Interference, Editing, and Modification: Methods and
Protocols (Methods in Molecular Biology), Human Press, Totowa, NJ, 2004; Sohail, Gene Silencing by RNA Interference:65
Technology and Application, CRC, 2004.
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EJEMPLOS

La presente invención se describe con referencia a los siguientes Ejemplos, que se ofrecen a modo de ilustración y no
pretenden limitar la invención de ninguna manera. Se utilizaron técnicas estándar bien conocidas en la técnica o técnicas5
específicamente descritas a continuación.

Ejemplo 1

Cultivo de Cepas Microbianas y Métodos Moleculares Básicos10

La cepa Rhodosporidium toruloides ATCC10657 (referida como Rt1), y la cepa Rhdotorula glutinis ATCC204091 (referida
como Rg2), Pseudozyma aphidis ATCC32657, se obtuvieron de American Type Culture Collections (ATCC).
Sporobolomyces roseus FGSC 10293 (IAM13481) y Rhodotorula graminis WP1 (FGSC WP1) (referidas como Rg3) se
obtuvieron de Fungal Genetics Stock Center (Universidad de Missouri, EE.UU). La cepa de Ustilago maydis y la cepa15
Agrobacterium tumefaciens AGL-1 han sido descritas (Ji y otros, 2010; Lazo y otros, 1991). La cepa de Escherichia coli
XL1-Blue se usó para la manipulación y amplificación de rutina de plásmidos. Las cepas fúngicas se cultivaron a 28 °C
en caldo YPD (1 % de extracto de levadura, 2 % de peptona, 2 % de glucosa) o en agar patata-dextrosa sólido (PDA). A.
tumefaciens se cultivó a 28 °C en medio líquido o sólido 2YT (1,6 % de triptona, 1 % de extracto de levadura, 0,5 % de
NaCl). E. coli se creció en caldo LB o en agar sólido LB.20

El ADN genómico se extrajo en base al método descrito para U. maydis (Ji y otros, 2010) con algunas modificaciones. En
resumen, el cultivo celular en fase exponencial se recogió y se lavó con 1 M de sorbitol. Las células se resuspendieron
en 0,1 ml de tampón SCS (1 M de sorbitol, 20 mM de citrato de sodio, pH 5,8) y se suplementaron con perlas de vidrio (1
mm de diámetro, Sigma-Aldrich, EE.UU). La lisis de las células se produjo por agitación vorticial y el ADN genómico se25
aisló después de la extracción con fenol/cloroformo y se precipitó con etanol. El ADN extraído se cuantificó con el
Espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies, EE.UU) y la calidad del ADN se analizó mediante
electroforesis en gel de agarosa.

Ejemplo 230

Transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT)

ATMT se realizó esencialmente como se describió anteriormente para R. toruloides, S. roseus, U maydis y Pseudozyma
aphidis (Ji, y otros, 2010; Liu, y otros, 2012). El cocultivo de las células fúngicas y de los donantes Agrobacterium se35
realizó a pH 5,6, 24 °C durante 2,5-3 días en membranas de nailon y la selección se realizó en placas YPD que contienen
300 µg/ml de cefotaxima y 150-300 µg/ml (150 µg/ml para R. toruloides, R. glutinis, y 300 µg/ml para P. aphidis y S.
roseus) de higromicina B a 28 °C durante 3-5 días.

Ejemplo 340

Clonación de los promotores

Basado en la abundancia de la secuencia EST publicada en varios medios (Ho y otros, 2007), seleccionamos un número
de genes (Tabla 1) como fuente potencial de promotores fuertes para Rhodosporidium y Rhodotorula. Otros genes45
candidatos incluyen aquellos que codifican proteínas de la biosíntesis de ácidos grasos en Rhodosporidium y Rhodotorula,
por ejemplo, acetil-CoA sintasa (ACC1), proteína portadora de acil-CoA (ACP1), piruvato descarboxilasa (PDC1) y el gen
regulado por nitrato (NAR1). Las secuencias CDS de Ustilago maydis se buscaron contra la base de datos genómica de
Rhodosporidium y Rhodotorula.

Tabla 150

55

60

65

Genes Candidatos con Promotor Fuerte

Medio
Completo*

medio sin
carbono*

Medio sin
nitrógeno*

teliospora
latente*

Descripción ID de
MUMDB

7 18 22 3 gliceraldehído 3-fosfato
deshidrogenasa

um02491

35 54 22 11 TAL1 - transaldolasa probable um04138

8 12 6 0 Actina probable um11232

107 79 65 32 proteína de fusión
ubiquitina/proteína ribosomal

S27a probable

um04588
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Para definir el extremo 3' de los promotores, se realizó RACE 5' mediante el uso del kit de Amplificación de ADNc BD20
SMARTerTM RACE (Clontech, California, EE.UU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los fragmentos
promotores de ADN se obtuvieron por PCR mediante el uso de un cebador del extremo 3' que se diseña en el primer ATG
en las regiones 5' no traducidas, usualmente con un sitio de solapamiento NcoI (CCATGG) o BspHI (TCATGA) en el
codón ATG. BamHI se usa si la secuencia de ADN contiene los sitios NcoI y BspHI. Los cebadores 5' se diseñaron a 1-2
kb del ATG. Los cebadores se enumeran en la Tabla 2. Los fragmentos de PCR se digirieron con las enzimas25
correspondientes, se clonaron en pPN006 o pRH2031 (Figura 1), que es un vector T-ADN que contiene el casete
RtGPD1:RtGFP:nos (Liu y otros, 2012).

Tabla 2
30

35

40

45

50

55

60

65

146 54 16 8 FPR1 - peptidil-prolil cis-trans
isomerasa, proteína de unión a

FK506 probable

um11054

35 37 14 17 CPR1 - ciclofilina (peptidilprolil
isomerasa) probable

um03726

48 13 29 4 cadena alfa del factor de
elongación de la traducción eEF-1

probable

um00924

0 0 0 2 PDC1 - piruvato descarboxilasa,
isoenzima 1 probable

um03994

17 6 11 1 ENO1 - enolasa I (2-fosfoglicerato
deshidratasa) probable

um03356

Nota: * Los números indican el total de aciertos en la biblioteca de EST del medio respectivo.

Clonación de los Promotores Seleccionados

sec. con
núm. de
ident.:

Nombre
del

promotor

Origen Longitud
(pb)

Cebadores 5' del PCR
(sec. con núm. de ident.:)

Cebadores 3' del PCR
(sec. con núm. de ident.:)

1 Rg2TEF1 R. glutinis ATCC 204091
factor de elongación de la

traducción

1017

2 Rg3TEF1 R. graminis cepa WP1
factor de elongación de la

traducción

946

3 Rg3S27 R. graminis cepa WP1
proteína ribosomal S27

1464

4 Rg2ACP1 R glutinis ATCC 204091
proteína portadora de

acil-CoA

1321

5 Rg2NAR1 R.glutinis ATCC 204091
nitrato reductasa

1499
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Ejemplo 445

Actividad del promotor en Rhodosporidium en medio de producción lípidos

Los constructos reporteros GFP del promotor se transformaron a Rhodosporidium toruloides ATCC 10657 por el método
ATMT. Las colonias transformadas (>100) se agruparon, se cultivaron en medio YPD con 150 µg/ml de higromicina B y50
300 µg/ml de cefataxoma y se diluyeron a aproximadamente 0,1 de DO600 en el medio de producción lípidos [10 mM
K2HPO4-KH2PO4, (pH 6,13), 4 g/L de extracto de levadura, 0,3 g/L de urea, 0,1 g/L de Na2SO4, 10 mg/L de tirosina,
valina y vitamina B (B1+B6), 8 % de glucosa] sin antibióticos adicionados. Las cepas se cultivaron a 28 °C con agitación
(280 rpm) durante 2 días y después se diluyeron a aproximadamente 0,1 de DO600 durante 24 horas y los cultivos se
ajustaron a 0,6 unidades de DO600 antes de someterlos a la medición de la fluorescencia en un lector Tecan M20055
mediante el uso de 476 nm como longitud de onda de excitación, y 509 nm como longitud de onda de emisión; valor de
ganancia 100. La intensidad de la fluorescencia se normalizó a DO600 y se sustrajo contra los cultivos celulares no
transformados bajo las mismas condiciones. Rg3TAL1 es débil mientras que Rg2ACC1 no mostró actividad evidente
(Tabla 3). Los transformantes del reportero Rg2ACC1 en Rhodosporidium glutinis ATCC 90781 que no mostraron
fluorescencia de la GFP se cultivaron en un medio limitado de nitrógeno (glucosa 70 g/l, extracto de levadura 0,75 g/l,60
(NH4)2SO4 0,1 g/l, KH2PO4 1,0 g/l, MgSO4·7H2O 1,5 g/l, pH 5,6) durante 24 horas (no mostrado). El promotor RtGPD1
se establece en la sec. con núm. de ident.:38.

65

6 Rg2ENO1 R. ATCC 204091
enolasa

(fosfopiruvato
hidratasa)

1596

7 Rg2PDC1 R. glutinis ATCC
204091 piruvato
descarboxilasa

1391

8 Rg3ENO1 R. graminis cepa
WP1 enolasa
(fosfopiruvato

hidratasa)

1500

9 Rg3PDC1 R.graminis cepa
WP1 piruvato

descarboxilasa

1500

10 Rg3PP1 R. graminis cepa
WP1peptidilprolil

isomerasa

1222

11 Rg3TAL1 R. graminis cepa
WP1 transaldolasa

1507

12 Rg2ACC1 R. glutinis ATCC
204091 acetil-CoA

sintasa

1646
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Tabla 3

5

Ejemplo 5

Actividad del Promotor en Medio rico en N y libre de N en Rhodosporidium, Pseudozyma, Ustilago y Sporobolomyces10

Un conjunto seleccionado de constructos reporteros GFP del promotor se transformaron mediante el método ATMT a
Rhodosporidium toruloides ATCC 10657, Ustilago maydis L8, Pseudozyma aphidis ATCC32657 y Sporobotomyces roseus
FGSC 10293. Las colonias transformadas (>100) se agruparon, se cultivaron en medio YPD con 150 µg/ml (o 300 µg/ml
para Pseudozyma aphidis) de higromicina B y 300 µg/ml de cefataxoma durante 2 días a 28 °C y se diluyeron a15
aproximadamente 0,1 DO600 en medio YNB y también en medio YNB N- (ambos medios con 5 % de glucosa) y se
continuó el cultivo durante 1-3 días con agitación. La DO600 y la fluorescencia de la GFP se midieron con Tecan
infinite200. La intensidad de la fluorescencia de la GFP (normalizada contra la DO600) se indica en las Tablas 4-11. Los
promotores Umgpdl, RtGPD1, Rg3GPD1, Rg2FAD1 y SrGPD1 se establecen en las sec. con núms. de ident:37, 38, 39,
40 y 41, respectivamente. El aislamiento de estos promotores se describe en el documento núm. WO 2012/169969.20

Fluorescencia Relativa de la GFP de los Promotores seleccionados en Rhodosporidium toruloides

Promotor Rg2TEF1 Rg3TEF1 Rg3TAL1 Rg3S27 Rg3PPI Rg2ENO1 Rg2ACC1 RtGPD1

Lectura de fluorescencia 183 616 83 316 566 383 0 1100
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Ejemplo 6

Identificación de los Elementos Críticos para los Promotores Fuertes

Las secuencias promotoras de Rg3TEF1, Rg3S27, Rg2ACP1, Rg2ENO1, Rg2PDC1, Rg3PDC1y Rg2FAD1 (estearoil-5
CoA delta-9 desaturasa) se sometieron a escaneo de motivos promotores mediante el uso de Gibbs Motif Sampler en
http://ccmbweb.ccv.brown.edu/cgi-bin/gibbs.12.pl?data_type=DNA&layout=advancedprgm&restore=/var/www/cgi-
bin/euk.def.txt.

Se encontró un motivo conservado que comparte la secuencia núcleo GAGGAG en cada promotor. Notablemente, el10
promotor Rg2FAD1, que está dentro de los promotores más fuertes contiene el mayor número de motivos. (Figura 2).

Ejemplo 7

Deleción Anidada de los Promotores Rg2FAD1 y Rg2ENO115

Los constructos reporteros GFP del promotor de longitud completa Rg2ENO1 y Rg2FAD1 (gen de estearoil-CoA delta-9
desaturasa) en pRH2031 se modificaron para tener promotores acortados en serie. Esto se realizó sustituyendo el
promotor con fragmentos de PCR de aproximadamente 300, 500, 1000 y 1500 pb del promotor. Todos los cebadores 5'
incluyeron un sitio de corte SpeI mientras que el cebador 3' contiene un sitio de corte NcoI. Los constructos se20
transformaron mediante el método ATMT a Rhodosporidium toruloides ATCC 10657. Las colonias transformadas (>500)
se agruparon, se cultivaron en medio YNB con 150 µg/ml de higromicina B y 300 µg/ml de cefataxoma durante 2 días a
28 °C y se diluyeron a aproximadamente 0,1 DO600 en medio YNB y también en medio YNB N- (ambos medios con 5 %
de glucosa) y se continuó el cultivo durante 24 horas con agitación. Los cultivos alcanzaron DO600 de 0,2 unidades en los
medios YNB N+ y YNB N-. La fluorescencia de la GFP se midió con Tecan infinite M200. El parámetro de ganancia se25
establece consistentemente a 85; la longitud de onda de Excitación y Emisión son 476, 509. La intensidad de la
fluorescencia de la GFP (normalizada contra la DO600) se indica en la Figura 3, que muestra que la longitud mínima del
promotor ENO1 para la expresión óptima del gen reportero es aproximadamente 320 a 520 pb, mientras que el promotor
FAD1 requiere aproximadamente 570 a 1120 pb.

30
Ejemplo 8

Deleción Anidada del Promotor de 519 pb Rg2ENO1

Los cebadores se diseñaron en varias ubicaciones en la secuencia promotora de 519 pb de Rg2ENO1, que se usaron35
para el PCR en combinación con el cebador inverso que se dirige al extremo 3' del promotor (Figura 4A). Todos los
cebadores 5' incluyeron un sitio de corte SpeI mientras que el cebador 3' contiene un sitio de corte NcoI. Las longitudes
de los productos del PCR (excluyendo la secuencia enlazadora extra en el extremo 5' y el codón ATG en el sitio 3') se
resumen en la Figura 4B. Los fragmentos de PCR se digirieron individualmente con SpeI y NcoI y se clonaron en pRH2031-
Rg2ENO1-RtGFP en los mismos sitios, sustituyendo el promotor ENO1 de longitud completa. Los constructos se40
transformaron mediante el método ATMT a Rhodotorula glutinis ATCC 90781, que es el parental diploide de
Rhodosporidium toruloides ATCC 10657 y ATCC 10788. Las colonias transformadas (>500) se agruparon, se cultivaron
en medio YNB con 150 µg/ml de higromicina B y 300 µg/ml de cefataxoma durante 2 días a 28 °C y se diluyeron a
aproximadamente 0,1 DO600 en medio YNB y también en medio YNB N- (ambos medios con 5 % de glucosa) y se continuó
el cultivo durante 12 horas con agitación. Los cultivos alcanzaron DO600 de 0,5∼0,7 en los medios YNB y YNB N-. La45
fluorescencia de la GFP se midió con Tecan infinite M200. El parámetro de ganancia se establece consistentemente a 85;
la longitud de onda de Excitación y Emisión son 476, 509. La intensidad de la fluorescencia de la GFP (normalizada contra
DO600) se indica en la Figura 5A y 5B. El promotor mostró tendencias similares en los dos medios probados. La mayor
disminución en la actividad se observó en el promotor M6 y M7. Otra disminución significativa se observó entre M3 y M6,
donde pueden encontrarse varios motivos relacionados con GAGGAG (Figura 4A).50

El uso de los términos " un", " una" y "el/la" y referentes similares en el contexto de la descripción de la invención
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) se debe interpretar que abarca tanto el singular como el
plural, a menos que se indique de cualquier otra manera en la presente descripción o se contradiga evidentemente por el
contexto. Los términos "que comprende", "que tiene", "que incluye" y "que contiene" deben interpretarse como términos55
abiertos (es decir, que significan "que incluye pero sin limitarse a") a menos que se indique lo contrario. La mención de
intervalos de valores en la presente descripción tiene meramente la intención de servir como un método abreviado para
referirse individualmente a cada valor por separado que cae dentro del intervalo, a menos que se indique de cualquier
otra forma en la presente, y cada valor por separado se incorpora en la descripción como si se mencionara individualmente
en la presente. Todos los métodos descritos en la presente descripción pueden realizarse en cualquier orden adecuado60
a menos que se indique de cualquier otra manera en la presente descripción o el contexto lo contradiga claramente de
cualquier otra manera. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, “tal como”)
proporcionados en la presente descripción simplemente tiene el propósito de ilustrar mejor la invención y no representa
una limitación en el alcance de la invención al menos que se reivindique de cualquier otra forma. Ningún lenguaje en la
descripción debe interpretarse como que indica cualquier elemento no reivindicado como esencial para la práctica de la65
invención.
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En la presente se describen modalidades de esta invención que incluyen el mejor modo conocido de los inventores para
llevar a cabo la invención.

El término "expresión eficiente" se refiere a la expresión de una proteína reportera a un nivel que es detectable por
fluorometría, fotomicroscopía o selección fenotípica de los transformantes mediante antibióticos, tal como higromicina.5
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<223> Cebador del PCR65
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<400> 32
aaaccatggt cggacggtgg gaaggggggg ga 32

<210> 33
<211> 335
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR10

<400> 33
aaaggtacca ctacctcgtc acgacccagg gtg 33

<210> 3415
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>20
<223> Cebador del PCR

<400> 34
aaaccatggt gtaggtagct gcggcgggt 29

25
<210> 35
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

30
<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 35
aaaggcgcgc ctgaagctgt acatcgaggt ggac 3435

<210> 36
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial40

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 3645
aaaccatggt cccacaatca gtagttgtcc tcggaag 37

<210> 37
<211> 672
<212> ADN50
<213> ustilago maydis

<220>
<221> misc_característica
<222> (1)..(6)55
<223> sitio de clonación KpnI

<220>
<221> misc_característica
<222> (667)..(672)60
<223> sitio de clonación NcoI

<400> 37 

65
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5

10

15

20

<210> 38
<211> 145025
<212> ADN
<213> Rhodosporidium toruloides

<220>
<221> misc_característica30
<222> (1)..(6)
<223> sitio de clonación KpnI

<220>
<221> misc_característica35
<222> (1445)..(1450)
<223> sitio de clonación NcoI

<400> 38 
40

45

50

55

60

65
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5

10

15

20

25

30

35

40

<210> 3945
<211> 963
<212> ADN
<213> Rhodotorula graminis cepa WP1

<220>50
<221> misc_característica
<222> (1)..(6)
<223> sitio de clonación AscI

<220>55
<221> misc_característica
<222> (958)..(963)
<223> sitio de clonación NcoI

<400> 39 60

65
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5

10

15

20

25

<210> 4030
<211> 2148
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>35
<221> misc_característica
<222> (1)..(6)
<223> sitio de clonación AscI

<220>40
<221> misc_característica
<222> (2143)..(2148)
<223> sitio de clonación NcoI

<400> 40 45

50

55

60

65
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<210> 41
<211> 1009
<212> ADN
<213> Sporobolomyces roseus

5
<220>
<221> misc_característica
<222> (1)..(6)
<223> sitio de clonación AscI

10
<220>
<221> misc_característica
<222> (1004)..(1009)
<223> sitio de clonación NcoI

15
<400> 41 

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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Reivindicaciones

1. Un constructo de ADN que comprende una secuencia aislada de nucleótidos seleccionada de la sec. con núm. de
ident.: 6 u 8, o la porción promotora de la misma, unida operativamente a una secuencia que codifica un polipéptido
unido operativamente a un terminador de la transcripción, en donde el constructo de ADN permite la expresión5
eficiente del polipéptido en una especie fúngica seleccionada de los subfilos Pucciniomycotina y
Ustilaginomycotina.

2. El constructo de ADN de conformidad con la reivindicación 1, en donde la porción promotora es de
aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza10
desde la posición -1 del codón ATG.

3. El constructo de ADN de conformidad con la reivindicación 1 o 2, en donde las especies fúngicas se seleccionan
de los géneros Rhodosporidium, Rhodoturula, Pseudozyma, Ustilago o Sporobolomyces, en donde el genoma
contiene al menos 50 % de C y G.15

4. El constructo de ADN de conformidad con la reivindicación 1, 2 o 3, en donde la secuencia que codifica el
polipéptido contiene al menos 50 % de CG, preferentemente 60 % de CG y con la máxima preferencia más del 70
% de CG.

20
5. Una célula fúngica que contiene al menos un constructo de ADN de cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, con

la condición de que, la célula fúngica no es de Rhodotorula glutinis ATCC 204091 o Rhodotorula graminis WP1.

6. La célula fúngica de conformidad con la reivindicación 5, en donde la célula preferentemente contiene no más de
3 copias idénticas de una secuencia de nucleótidos establecida en la sec. con núm. de ident.:6 u 8, o la porción25
promotora de la misma, preferentemente no más de 2 copias idénticas de una secuencia de nucleótidos establecida
en la sec. con núm. de ident.:6 u 8, o la porción promotora de la misma.

7. La célula fúngica de conformidad con la reivindicación 6, en donde la porción promotora es de aproximadamente
400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza desde la posición -130
del codón ATG.

8. La célula fúngica de conformidad con la reivindicación 5, 6 o 7, en donde la célula fúngica se selecciona de las
especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina, preferentemente seleccionada de los géneros
Rhodosporidium, Rhodoturula, Pseudozyma, Ustilago o Sporobolomyces.35

9. Un promotor aislado seleccionado del grupo que consiste en:
(i) un promotor que comprende la secuencia de nucleótidos de la sec. con núm. de ident.: 6 u 8, o la porción
promotora de la misma;
(ii) un promotor que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 95 % de identidad con la40
secuencia de nucleótidos de la sec. con núm. de ident.: 6 u 8, o la porción promotora de la misma; y
(iii) un promotor que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 98 % de identidad con la
secuencia de nucleótidos de la sec. con núm. de ident.: 6 u 8, o la porción promotora de la misma,
en donde el promotor permite la expresión eficiente de una secuencia que codifica un polipéptido unido
operativamente al promotor en una especie fúngica seleccionada de los subfilos Pucciniomycotina y45
Ustilaginomycotina.

10. El promotor aislado de conformidad con la reivindicación 9, en donde la porción promotora es de aproximadamente
400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza desde la posición -1
del codón ATG.50

11. El promotor aislado de conformidad con la reivindicación 9 o la 10, en donde el promotor aislado se inserta en un
vector T-ADN, un vector transportador, o en un cromosoma fúngico.

12. El promotor aislado de la reivindicación 9, 10 u 11, en donde la especie fúngica se selecciona de los géneros55
Rhodosporidium, Rhodoturula, Pseudozyma, Ustilago o Sporobolomyces, en donde el genoma contiene al menos
50 % de C y G.

13. Un vector T-ADN o un vector transportador que comprende el constructo de ADN de cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.60

14. Un cromosoma fúngico que comprende el constructo de ADN de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, con la
condición de que, el cromosoma fúngico no sea de Rhodotorula glutinis ATCC 204091 o Rhodotorula graminis
WP1.
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