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DESCRIPCION
Secuencias de polinucleétidos de Rhodosporidium y Rhodotorula y sus usos
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia fungica, mas particularmente a sistemas fuertes de
expresion de genes en especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina.

Las publicaciones y otros materiales usados en la presente descripcion para mostrar los antecedentes de la invencion, y
en particular, los casos para proporcionar detalles adicionales con respecto a la practica, por conveniencia se referencian
en el texto siguiente por el autor y la fecha y se enumeran alfabéticamente por el autor en la bibliografia 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 ndmero de especies en los géneros Rhodosporidium y
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 fermentacion de alta densidad (Hu y otros, 2009; Meng y otros, 2009). Estas
especies poseen gran potencial como un huésped para la produccion de hidrocarbonos de cadena larga, tal como
triacilglicerol (TAG, o grasa), ésteres de acidos grasos (biodiesel), alcoholes grasos, alcoholes, lactonas, terpenoides y
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 glucolipidos,
que pueden funcionar como tensioctivos o fungicidas (Hewald y otros, 2005; Teichmann y otros, 2010).

Los promotores que son capaces de dirigir la expresion fuerte de genes, tanto de manera constitutiva o inducible, son
criticos para el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas de un microorganismo. El documento nim. WO 2012/169969,
describe varias secuencias de polinucleétidos derivadas de la region aguas arriba del gen de la gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (GPD1), el gen del factor de iniciacion de la traduccién (TEF1), y el gen putativo de la estearoil-CoA-delta
9-desaturasa (FAD1) de especies fungicas seleccionadas que son capaces de funcionar como un promotor fuerte de la
expresion de genes en los subfilos Pucciniomycotinay Ustilaginomycotina. Como el uso repetido del promotor idéntico o
altamente homologo corre el riesgo de inestabilidad del genoma, la modificacion epigenética y genética de la cromatina
resulta de la mutacion puntual inducida por repeticion (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.

Los promotores son secuencias de ADN ubicadas en la regiéon 5' adyacente al sitio de inicio de la transcripcion. Aloja una
combinacion de elementos de ADN que actian en cis para interactuar con los factores de transcripcioén al activar o reprimir
la transcripcion 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: PRJUNA112573), Rhodosporidium toruloides NP11 (GenBank: ALAUO00000000.1) y han sido publicadas
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 protedmicos 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 esta influenciada por varios factores, tales como la ubicacién de los
extremos 5' y 3', el silenciamiento postranscripcional, la influencia de intrén, etc. La actividad de un promotor en una
especie heterdloga huésped es incluso mas impredecible. Se conocen promotores de organismos diferentes que permiten
la expresion de polipéptidos de interés en una especie fungica, por ejemplo, descritos en los documentos nums. 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.

Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia fungica, mas particularmente a sistemas fuertes de
expresion de genes en especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona secuencias de polinucleétidos que funcionan como promotores
fuertes de la expresion de genes en los géneros Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozymay Ustilago.
Estas secuencias de polinucleétidos se denominan a veces en la presente descripcion como secuencias de
polinucleétidos promotoras. Como se reivindica en la reivindicacion 9 mas abajo, la presente invencion proporciona un
promotor aislado que comprende la secuencia de nucledtidos de sec. con nim. de ident.:6 u 8, o la porcién promotora de
la misma. En una modalidad, las secuencias de polinucleétidos promotoras comprenden la secuencia establecida en
cualquiera de las sec. con nums. de ident.:6 u 8. En otra modalidad, las secuencias de polinucleétidos promotoras
comprenden la secuencia promotora de cualquiera de las sec. con nims. de ident.:6 u 8, es decir, la secuencia sin los
sitios de clonacién. Cada una de las secuencias de polinucleétidos promotoras contiene al menos un motivo de secuencia
GAGGAG, que funciona para potenciar la expresion de genes en dichas especies fungicas. Cada una de las secuencias
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de polinucledtidos es efectiva para llevar a cabo la expresion fuerte de genes en los géneros Rhodosporidium,
Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozyma y Ustilago. Ademas, los fragmentos operables de estas secuencias de
polinucleétidos promotoras pueden aislarse mediante el uso de ensayos convencionales de tamizaje de promotores y
pueden tamizarse para la seleccion eficiente de las células fungicas transformadas mediante el uso de las técnicas
descritas en la presente descripcion. En una modalidad, un fragmento operable, también denominado una porciéon
promotora en la presente descripcioén, tiene aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares
de bases de longitud comenzando desde la posicion -1 del codon ATG. Como se usa en la presente descripcion "hasta”
se refiere a la longitud de la porcion promotora de los promotores establecidos en las sec. con nims. de ident. descritas.
Por lo tanto, "hasta" se refiere a la longitud maxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucleétidos de los
promotores de las sec. con nums. de ident. descritas.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un constructo de ADN, como se reivindica en la reivindicacion
1 mas abajo, que comprende las secuencias de polinucleétidos promotoras descritas en la presente descripcion, un
polipéptido unido operablemente que codifica una secuencia y una secuencia de ARN terminadora de la transcripcion
unida operablemente. Cualquier terminador de la transcripcion eucarioético, bien conocido por un experto en la técnica,
puede usarse. Tal constructo de ADN permite la expresion fuerte del polipéptido en una especie fungica en la que el
genoma esta sesgado en C y G. El constructo de ADN permite la expresion eficiente del polipéptido en una especie
fungica 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 numero de especies con gran potencial para la bioconversién de recursos renovables en productos de alto valor, tales
como triglicéridos, biodiesel, alcohol graso, vitaminas, lactona, terpenoides y biotensioactivos.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra los vectores de clonacién y transformacion para los promotores. Ambos, pPN007 y pRH2031 se
basan en pPZP200 y contienen el marcador de seleccion con higromicina Urngpd1::hpt-3. RtGFP es un gen de GFP de
codon optimizado para el genoma rico en GC.

La Figura 2 muestra la ubicacion de los motivos GAGGAG. Las lineas verticales con * indican los motivos GAGGAG en
orientacion sentido, las lineas restantes son en la orientacién antisentido.

La Figura 3 muestra la fluorescencia relativa de RtGFP dirigida por los promotores ENO1y FAD1 de varias longitudes,
que se definen como el nimero de nucledtidos que comienza desde el primer nucleétido del codén putativo de inicio de
la traduccién (ATG) hasta el punto del extremo 5', excluyendo los sitios de restriccion afiadidos. Los promotores mostraron
tendencia similar en los medios YNB y YNB libre de nitrégeno (N°). 35S-Q es un promotor basico que contiene el promotor
del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor que comienza desde la caja TATA hasta la posicion -1 del UTR 5'y la
secuencia omega del potenciador de la traduccion 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.

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

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

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 nimero de nucleétidos que comienza desde el primer nucleétido del codén putativo
de inicio de la traduccion (ATG) hasta el punto del extremo 5', excluyendo los sitios de restriccion afadidos. Los
promotores mostraron tendencia similar en los medios YNB (Figura 5A) y YNB libre de nitrégeno (N-) (Figura 5B). Rg1 Wt
se refiere a la fluorescencia basal de R. glutinis ATCC 90781.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado que el que se conoce comunmente por el experto en la técnica a la que pertenece
la invencion.

El término "unido operablemente” o "unido operativamente" se define en la presente descripcidon como una configuracion
en la que una secuencia reguladora o de control se coloca apropiadamente en una posicidn con relacion a la secuencia
de nucledtidos del constructo de acido nucleico de manera que la secuencia de control dirige la expresion de un
polinucledtido de la presente invencién. Las secuencias reguladoras o de control pueden colocarse en el lado 5' de la
secuencia de nucleétidos o en el lado 3' de la secuencia de nucleétidos como se conoce bien en la técnica.

El término "expresion fuerte" como se usa en la presente descripcion significa la expresion de una proteina marcadora o
ARNm a un nivel detectable mediante el uso de métodos de deteccion conocidos, por ejemplo, fluorescencia para GFP,
ensayo de actividad para los genes GUS y lacZ.
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La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia fungica, mas particularmente a sistemas fuertes de
expresion de genes en especies de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona secuencias de polinucleétidos que funcionan como promotores
fuertes de la expresion de genes en los géneros Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozymay Ustilago.
Estas secuencias de polinucleétidos se denominan a veces en la presente descripcibn como secuencias de
polinucleétidos promotoras. En una modalidad, las secuencias de polinucleétidos promotoras comprenden la secuencia
establecida en cualquiera de las sec. con nims. de ident.;.6 u 8. En otra modalidad, las secuencias de polinucleétidos
promotoras comprenden la secuencia promotora de cualquiera de las sec. con nims. de ident.:6 u 8, es decir, la secuencia
sin los sitios de clonaciéon. Cada una de las secuencias de polinucleétidos promotoras contiene al menos un motivo de
secuencia GAGGAG, que funciona para potenciar la expresion de genes en dichas especies fungicas. Cada una de las
secuencias de polinucledtidos es efectiva para llevar a cabo la expresion fuerte de genes en los géneros Rhodosporidium,
Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudozyma y Ustilago. Ademas, los fragmentos operables de estas secuencias de
polinucleétidos promotoras pueden aislarse mediante el uso de ensayos convencionales de tamizaje de promotores y
pueden tamizarse para la seleccion eficiente de las células fungicas transformadas mediante el uso de las técnicas
descritas en la presente descripcion. En una modalidad, un fragmento operable, también denominado una porcion
promotora en la presente descripcioén, tiene aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares
de bases de longitud comenzando desde la posicion -1 del codon ATG. Como se usa en la presente descripcion "hasta”
se refiere a la longitud de la porcion promotora de los promotores establecidos en las sec. con nims. de ident. descritas.
Por lo tanto, "hasta" se refiere a la longitud maxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucleétidos de los
promotores de las sec. con nums. de ident. descritas.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un constructo de ADN que comprende las secuencias de
polinucleétidos promotoras descritas en la presente descripcion, un polipéptido unido operablemente que codifica la
secuencia y una secuencia de ARN terminadora de la transcripcién unida operablemente. Cualquier terminador de la
transcripcién eucariético, bien conocido por un experto en la técnica, puede usarse. Tal constructo de ADN permite la
expresion fuerte del polipéptido en una especie fungica en la que el genoma esta 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 numero de especies con gran potencial para la bioconversion de recursos renovables en productos de
alto valor, tales como triglicéridos, biodiesel, alcohol graso, vitaminas, lactona, terpenoides y biotensioactivos.

La hibridacién de acidos nucleicos, una técnica bien conocida por aquellos con experiencia en la técnica de la
manipulacién del ADN, puede usarse para identificar otros polinucleétidos adecuados. De acuerdo con la invencién otros
promotores adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificacion de polinucleétidos que hibridan
selectivamente con los promotores descritos anteriormente por hibridacion bajo condiciones de baja rigurosidad,
condiciones de moderada rigurosidad, o condiciones de alta rigurosidad. Las secuencias que hibridan selectivamente,
tipicamente tienen al menos 50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos 70 %, 80 % o 90 % de identidad
de secuencia, y con la maxima preferencia 95 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia entre si.

Las busquedas en bases de datos y las busquedas de homologia de las bases de datos de genomas y nucleétidos
identifican moléculas similares de ADN o ARN basadas en la alineaciéon de nucledtidos 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
invencién otros polinucleétidos adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificacion in silico de
polinucleétidos para las secuencias reguladoras con al menos 50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos
70 %, 80 % 0 90 % de identidad de secuencia, y con la maxima preferencia 95 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia
entre si.

La invencién proporciona una secuencia de polinucleétidos promotora seleccionada de las sec. con nims. de ident.:6 u
8, o la secuencia promotora de la misma, es decir, la secuencia sin los sitios de clonacién. En una descripcion, una
secuencia de polinucleétidos promotora se proporciona que tiene al menos 60 % de identidad con cualquiera de estas
secuencias de polinucleétidos promotoras. En otra descripcidon, una secuencia de polinucleétidos promotora se
proporciona que tiene 70 % de identidad con cualquiera de estas secuencias de polinucledtidos promotoras. En una
descripcion adicional, una secuencia de polinucleétidos promotora se proporciona que tiene 80 % de identidad con
cualquiera de estas secuencias de polinucleétidos promotoras. En una descripcién adicional, una secuencia de
polinucleétidos promotora se proporciona que tiene 90 % de identidad con cualquiera de estas secuencias de
polinucleétidos promotoras. En otra modalidad, una secuencia de polinucleétidos promotora se proporciona que tiene 95
% de identidad con cualquiera de estas secuencias de polinucledtidos promotoras. En otra modalidad, una secuencia de
polinucleétidos promotora se proporciona que tiene 98 % de identidad con cualquiera de estas secuencias de
polinucleétidos promotoras. En una modalidad, una secuencia promotora en la presente descripcion, tiene
aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza desde la
posicion -1 del codon ATG. Como se usa en la presente descripcion "hasta" se refiere a la longitud de la porcién promotora
de los promotores establecidos en las sec. con nums. de ident. descritas. Por lo tanto, "hasta" se refiere a la longitud
maxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucledtidos de los promotores de las sec. con nums. de ident.
descritas.
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La invencién proporciona un constructo de polinucleétido que comprende un promotor aislado descrito en la presente
descripcioén, tal como uno seleccionado de las sec. con nims. de ident.:6 u 8, o la porciéon promotora de las mismas, unido
operativamente a una secuencia que codifica un polipéptido que se une operativamente a un terminador de la
transcripcion. En una modalidad, un fragmento operable, también denominado una porcién promotora en la presente
descripcion, tiene aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud
comenzando desde la posicion -1 del codon ATG. Como se usa en la presente descripcion "hasta" se refiere a la longitud
de la porcién promotora de los promotores establecidos en las sec. con nims. de ident. descritas. Por lo tanto, "hasta" se
refiere a la longitud maxima de la secuencia promotora si hay menos de 1100 nucleétidos de los promotores de las sec.
con nums. de ident. descritas. En una modalidad, el constructo de polinucleétido permite la expresion eficiente de un
polipéptido en una especie fungica seleccionada de los subfilos Pucciniomycotina y Ustilaginomycotina. La especie
fungica 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 mas del 60 % de C y G.

En una modalidad, el constructo de polinucleétido se inserta en un vector T-ADN, un vector trasportador, o en un
cromosoma fungico, en donde la secuencia que codifica el polipéptido contiene al menos 50 % de CG, preferentemente
60 % de CG y con la maxima preferencia mas del 80 % de CG.

En otra modalidad, la secuencia de polinucleétidos 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 antibiéticos, una enzima de resistencia a herbicida, GFP, GUS, lacZ, terpeno sintasa,
acido 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.

En una modalidad, puede usarse cualquier terminador de la transcripcién operable en las especies fungicas. Los
terminadores se ubican tipicamente aguas abajo (3') del gen, después del coddn de parada (TGA, TAG o TAA). Los
terminadores desempefian un papel importante en el procesamiento y la estabilidad del ARN asi como también en la
traduccion. La mayoria, pero no todos los terminadores, contienen una secuencia de poliadenilacién o sitio de escision.
Ejemplos de secuencias especificas de poliadenilacion son AAUAAA o AAUAAU. Estas secuencias se conocen como los
elementos proximos aguas arriba (NUE) (Nagaya y otros, 2010). Los NUE usualmente residen aproximadamente 30 pb
de una region 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 poliadenilacién o el sitio de escision,
que usualmente es un CA o UA en una region rica en U (Bassett, 2007). Dentro del terminador, existen elementos que
aumentan la estabilidad del ARN transcrito (Ohme-Takagi y otros, 1993; Newman y otros, 1993; Gutiérrez y otros, 1999)
y pueden también controlar la expresion de genes (Ingelbrecht, 1989; An y otros, 1989).

La hibridacién de acidos nucleicos, una técnica bien conocida por aquellos con experiencia en la técnica de la
manipulacién del ADN, puede usarse para identificar otros terminadores adecuados. De acuerdo con la invencion otros
promotores adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificacion de terminadores que hibridan
selectivamente con los promotores descritos anteriormente por hibridacion bajo condiciones de baja rigurosidad,
condiciones de moderada rigurosidad, o condiciones de alta rigurosidad. Las secuencias que hibridan selectivamente,
tipicamente tienen al menos 50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos 70 %, 80 % o 90 % de identidad
de secuencia, y con la maxima preferencia 95 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia entre si.

Las busquedas en bases de datos y las busquedas de homologia de las bases de datos de genomas y nucleétidos
identifican moléculas similares de ADN o ARN basadas en la alineaciéon de nucledtidos 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
invencioén otros terminadores adecuados para su uso pueden obtenerse mediante la identificacién in silico de terminadores
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 maxima preferencia 95 %, 98 % o 99 % de identidad de secuencia entre si.

Un ADN de interés puede afadirse al constructo de polinucleétido. EI ADN de interés se une operativamente al promotor
y a un terminador. Cualquier promotor y terminador operable en las especies de los subfilos Pucciniomycotina y
Ustilaginomycotina puede usarse. En algunas modalidades, el ADN de interés puede usarse para insertar o modificar
rutas metabdlicas, tales como biosintesis de acidos grasos, biosintesis de lipidos, biosintesis de triglicéridos, y las
similares. EI ADN de interés puede insertarse en el genoma de las células fungicas para potenciar la bioconversion de los
recursos renovables en productos de alto valor, tales como ftriglicéridos, biodiesel, alcohol graso, vitaminas,
biotensioactivos, lactona, terpenoide y similares.

Un constructo de polinucleétido puede introducirse directamente en el ADN gendmico de la célula fungica mediante el uso
de técnicas tales como electroporacion y microinyeccion de los protoplastos de las células vegetales, o el constructo de
polinucledtido puede introducirse directamente al tejido fungico mediante el uso de métodos balisticos, tal como
bombardeo con particulas de ADN. Alternativamente, el constructo de polinucleétido puede combinarse con regiones
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 dirigira la insercion del constructo en el ADN de las células
fungicas cuando la célula se infecta por la bacteria. Por lo tanto, puede usarse cualquier método, que proporcione una
transformacion/transfeccion efectiva. Ver, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos nums. 7,241,937, 7,273,966 y
7,291,765 y las publicaciones de solicitud de patentes de Estados Unidos ndms. 2007/0231905 y 2008/0010704 y las
referencias citadas en los mismas. Ver ademas, las solicitudes internacionales publicadas niums. WO 2005/103271 y WO
2008/094127 y las referencias citadas en las mismas.

Los hongos transformados se transfieren a medio de cultivo estandar (por ejemplo, medio de nutrientes sdlidos o liquidos,
grano, vermiculita, compost, turba, madera, aserrin, paja, etc.) y se crecen o se cultivan en una manera conocida por el
experto en la técnica.

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

Puede ser util generar un numero 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 mas de una copia del constructo de polinucleétido introducido de manera que se obtengan niveles altos de
expresion de la molécula recombinante.

Puede ser conveniente producir lineas fungicas que sean homocigéticas para un gen particular si es posible en las
especies particulares. En algunas especies esto se logra mediante el uso de cultivos monospoéricos. Al usar estas técnicas,
es posible producir una linea haploide que porta el gen insertado y después duplicar el nUmero de cromosomas de manera
espontanea o mediante el uso de colchicina. Esto da lugar a un hongo que es homocigético para el gen insertado, que
puede evaluarse facilmente si el gen insertado porta un gen de marcador de seleccién adecuado para la deteccion de los
hongos que portan el gen. Alternativamente, los hongos pueden autofertilizarse, lo que conduce a la produccion de una
mezcla de esporas que consiste en, en el caso mas simple, tres tipos, homocigotos (25 %), heterocigotos (50 %) y nulos
(25 %) para el gen insertado. Aunque es relativamente facil clasificar los hongos nulos de aquellos que contienen el gen,
es posible en la practica clasificar los hongos homocigotos de los heterocigotos mediante analisis de la transferencia
Southern en el que se presta atencion cuidadosa a cargar las cantidades exactamente equivalentes de ADN de la
poblacion mezclada, y se clasifica los heterocigotos por la intensidad de la sefial de una sonda especifica para el gen
insertado. Es recomendable verificar los resultados del analisis de la transferencia Southern permitiendo que cada
transformante independiente se autofertilice, dado que puede obtenerse evidencia adicional para homocigosis por el
simple hecho que silos hongos eran homocigotos para el gen insertado, todas las lineas fungicas subsecuentes del propio
individuo contendran el gen, mientras que si el hongo era heterocigoto para el gen, la generacion que crece de la propia
semilla contendra lineas fungicas nulas. Por lo tanto, con la simple autofertilizacion se puede seleccionar lineas fungicas
homocigotas que también pueden confirmarse por el andlisis de la transferencia Southern.

La creacion de lineas parentales homocigotas hace posible la produccién de hongos y esporas hibridos que contendran
un componente proteico modificado. Las lineas parentales homocigotas transgénicas se mantienen con cada parental
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 hibrido, que incluye la combinacién de los rasgos mas
valiosos y vigor hibrido.

La practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de quimica,
biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante, genética, inmunologia biologia celular, cultivo celular y biologia
transgénica, que estan 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 Protocols
in Molecular Biology (John Wiley & Sons, incluidas las actualizaciones periddicas); 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 Acid
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, Volumenes I-1V
(D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986); Riott, Essential Immunology, 6ta Edicion, 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:
Technology and Application, CRC, 2004.
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EJEMPLOS

La presente invencion se describe con referencia a los siguientes Ejemplos, que se ofrecen a modo de ilustracion y no
pretenden limitar la invencion de ninguna manera. Se utilizaron técnicas estandar bien conocidas en la técnica o técnicas
especificamente descritas a continuacion.

Ejemplo 1
Cultivo de Cepas Microbianas y Métodos Moleculares Basicos

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 cepa
Agrobacterium tumefaciens AGL-1 han sido descritas (Ji y otros, 2010; Lazo y otros, 1991). La cepa de Escherichia coli
XL1-Blue se uso6 para la manipulacion y amplificacion de rutina de plasmidos. Las cepas fungicas se cultivaron a 28 °C
en caldo YPD (1 % de extracto de levadura, 2 % de peptona, 2 % de glucosa) o en agar patata-dextrosa soélido (PDA). A.
tumefaciens se cultivé a 28 °C en medio liquido o sélido 2YT (1,6 % de triptona, 1 % de extracto de levadura, 0,5 % de
NaCl). E. coli se creci6 en caldo LB o en agar sdlido LB.

EI ADN gendmico 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 recogio y se lavd con 1 M de sorbitol. Las células se resuspendieron
en 0,1 ml de tampdn SCS (1 M de sorbitol, 20 mM de citrato de sodio, pH 5,8) y se suplementaron con perlas de vidrio (1
mm de diametro, Sigma-Aldrich, EE.UU). La lisis de las células se produjo por agitacion vorticial y el ADN gendmico se
aislo después de la extraccion con fenol/cloroformo y se precipitdé con etanol. EI ADN extraido se cuantificd con el
Espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies, EE.UU) y la calidad del ADN se analizé mediante
electroforesis en gel de agarosa.

Ejemplo 2
Transformaciéon mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT)

ATMT se realizd esencialmente como se describid anteriormente para R. foruloides, S. roseus, U maydis y Pseudozyma
aphidis (Ji, y otros, 2010; Liu, y otros, 2012). El cocultivo de las células fungicas y de los donantes Agrobacterium se
realizé a pH 5,6, 24 °C durante 2,5-3 dias en membranas de nailon y la seleccion se realizé en placas YPD que contienen
300 pg/ml de cefotaxima y 150-300 pg/ml (150 pg/ml para R. foruloides, R. glutinis, y 300 ug/ml para P. aphidis 'y S.
roseus) de higromicina B a 28 °C durante 3-5 dias.

Ejemplo 3
Clonacion de los promotores

Basado en la abundancia de la secuencia EST publicada en varios medios (Ho y otros, 2007), seleccionamos un nimero
de genes (Tabla 1) como fuente potencial de promotores fuertes para Rhodosporidium y Rhodotorula. Otros genes
candidatos incluyen aquellos que codifican proteinas de la biosintesis de acidos grasos en Rhodosporidium y Rhodotorula,
por ejemplo, acetil-CoA sintasa (ACC1), proteina portadora de acil-CoA (ACP1), piruvato descarboxilasa (PDC1) y el gen
regulado por nitrato (NAR7). Las secuencias CDS de Ustilago maydis se buscaron contra la base de datos genémica de
Rhodosporidium y Rhodotorula.

Tabla 1

Genes Candidatos con Promotor Fuerte

Medio medio sin Medio sin teliospora Descripcion ID de
Completo* carbono* nitrégeno* latente* MUMDB
7 18 22 3 gliceraldehido 3-fosfato um02491
deshidrogenasa
35 54 22 11 TAL1 - transaldolasa probable | um04138
8 12 6 0 Actina probable um11232
107 79 65 32 proteina de fusién um04588

ubiquitina/proteina ribosomal
S27a probable
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146 54 16 8 FPR1 - peptidil-prolil cis-trans um11054
isomerasa, proteina de unién a
FK506 probable
35 37 14 17 CPR1 - ciclofilina (peptidilprolil um03726
isomerasa) probable
48 13 29 4 cadena alfa del factor de um00924
elongacion de la traduccion eEF-1
probable
0 0 0 2 PDC1 - piruvato descarboxilasa, |um03994
isoenzima 1 probable
17 6 11 1 ENO1 - enolasa | (2-fosfoglicerato |um03356

deshidratasa) probable

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

Para definir el extremo 3' de los promotores, se realizé RACE 5' mediante el uso del kit de Amplificacion de ADNc BD
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 disefia en el primer ATG
en las regiones 5' no traducidas, usualmente con un sitio de solapamiento Ncol (CCATGG) o BspHI (TCATGA) en el
codon ATG. BamHI se usa si la secuencia de ADN contiene los sitios Ncol y BspHI. Los cebadores 5' se disefiaron a 1-2
kb del ATG. Los cebadores se enumeran en la Tabla 2. Los fragmentos de PCR se digirieron con las enzimas
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

Clonacion de los Promotores Seleccionados

sec. con | Nombre Origen Longitud | Cebadores 5' del PCR Cebadores 3' del PCR
nam. de del (pb) (sec. con num. de ident.:) | (sec. con ndm. de ident.:)
ident.: promotor
1 Rg2TEF1 | R. glutinis ATCC 204091 1017
factor de elongacion de la AAAGGTACCGTGCG AAACCATGGTTCCCC
traduccion AGAAGAAGCGAGG CCCAGTACACAGTAC
C(13) AGTA (14)
2 Rg3TEF1 | R. graminis cepa WP1 946
factor de elongacion de la AAAGGTACCCATGC ATACCATGGTGGATG
traduccion TGCTGCTGCCCCTC AAGTGAGATTCGAGT
A(15) - G(6)
3 Rg3S27 R. graminis cepa WP1 1464
proteina ribosomal S27 AAAGGTACCCAAAG AAACCATGGTGACCT
GGAGAGGAGCGGG ACGCCTACACAAGGG
CG(17) TGC (18)
4 Rg2ACP1 | R glutinis ATCC 204091 1321
proteina portadora de AAAGGTACCTGAGC aaaTCATGACTGAACA
acil-CoA GGGCGAGCCGCGAG AAGTTTTCCTGCGGC
19) GC (20)
5 Rg2NAR1 | R.glutinis ATCC 204091 1499
nitrato reductasa AAAGGTACCGCTCA AAACCATGGCGGCGG
TCATCGAGCGAGGG GTGATTCTTCTTGGTT
CAG 2D) C22)
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6 Rg2ENO1 | R. ATCC 204091 1596
enolasa gactagicGCCAGGGAA aaaccatgGCTGTGAGAG
(fosfopiruvato CGCAGAGAAGG (23) GAGTATCGCAG (24)
hidratasa) ‘
7 Rg2PDCH1 R. glutinis ATCC 1391
204091 piruvato gactagtcGGCGAAGAG aaaggatccgecat TGCGGT
descarboxilasa GAGGGGTGTTAGG TCAAAGGCTGGGCG
25) 26)
8 Rg3ENO1 | R. graminis cepa 1500
WP1 enolasa 2actagtCGTGCAGAAG aaaccatgGCGAGGCGAG
(fosfopiruvato GAACCCGAGGAG AGGGGTTGAG (28)
hidratasa) 27
9 Rg3PDC1 R.graminis cepa 1500
WP1 piruvato gactagtcGGGAGGATT 22acCATGGTGGTCGA
descarboxilasa GATGATCGGGTTGC GCTTGTGAGG (30)
29
10 Rg3PP1 R. graminis cepa 1222
WP 1peptidilprolil AAAGGTACCGCGAG AAACCATGGTCGGAC
isomerasa GGGAAGGGCAGGA GGTGGGAAGGGGGG
GAGTCG (31 GGA (32)
11 Rg3TAL1 R. graminis cepa 1507
WP1 transaldolasa AAAGGTACCACTAC AAACCATGGTGTAGG
CTCGTCACGACCCA TAGCTGCGGCGGGT
GGGTG (33) (34)
12 Rg2ACC1 R. glutinis ATCC 1646
204091 acetil-CoA AAAGGCGCGCCTGA 2aaCCATGGTCCCACA
sintasa AGCTGTACATCGAG ATCAGTAGTTGTCCT
GTGGAC (35) CGGAAG (36)

Ejemplo 4
Actividad del promotor en Rhodosporidium en medio de produccién lipidos

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 pg/ml de higromicina B y
300 pg/ml de cefataxoma y se diluyeron a aproximadamente 0,1 de DO600 en el medio de produccion lipidos [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 Na2S0O4, 10 mg/L de tirosina,
valina y vitamina B (B1+B6), 8 % de glucosa] sin antibidticos adicionados. Las cepas se cultivaron a 28 °C con agitacién
(280 rpm) durante 2 dias 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 medicién de la fluorescencia en un lector Tecan M200
mediante el uso de 476 nm como longitud de onda de excitacién, y 509 nm como longitud de onda de emision; valor de
ganancia 100. La intensidad de la fluorescencia se normalizé a DO600 y se sustrajo contra los cultivos celulares no
transformados bajo las mismas condiciones. Rg3TAL1 es débil mientras que Rg2ACC7 no mostré 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 nitrdgeno (glucosa 70 g/l, extracto de levadura 0,75 g/l,
(NH4)2S04 0,1 g/l, KH2PO4 1,0 g/l, MgS04-7H20 1,5 g/l, pH 5,6) durante 24 horas (no mostrado). El promotor RtGPD1
se establece en la sec. con ndm. de ident.:38.
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Tabla 3
Fluorescencia Relativa de la GFP de los Promotores seleccionados en Rhodosporidium toruloides
Promotor Rg2TEF1 | Rg3TEF1 | Rg3TAL1 | Rg3S27 | Rg3PP! | Rg2ENO1 | Rg2ACC1 | RtGPD1
Lectura de fluorescencia 183 616 83 316 566 383 0 1100

Ejemplo 5
Actividad del Promotor en Medio rico en N y libre de N en Rhodosporidium, Pseudozyma, Ustilago y Sporobolomyces

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 ug/ml (o 300 pg/ml
para Pseudozyma aphidis) de higromicina B y 300 pg/ml de cefataxoma durante 2 dias 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
continué el cultivo durante 1-3 dias con agitacion. 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 Umgpd|, RtGPD1, Rg3GPD1, Rg2FAD1 y SrGPD1 se establecen en las sec. con nums. de ident:37, 38, 39,
40 y 41, respectivamente. El aislamiento de estos promotores se describe en el documento nim. WO 2012/169969.
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Ejemplo 6
Identificacion de los Elementos Criticos para los Promotores Fuertes

Las secuencias promotoras de Rg3TEF1, Rg3S27, Rg2ACP1, Rg2ENO1, Rg2PDC1, Rg3PDC1y Rg2FAD1 (estearoil-
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=advancedprgmd&restore=/var/www/cgi-
bin/euk.def.txt.

Se encontré un motivo conservado que comparte la secuencia nucleo GAGGAG en cada promotor. Notablemente, el
promotor Rg2FAD1, que esta dentro de los promotores mas fuertes contiene el mayor nimero de motivos. (Figura 2).

Ejemplo 7
Delecion Anidada de los Promotores Rg2FAD1y Rg2ENO1

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 realizd 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 Spel mientras que el cebador 3' contiene un sitio de corte Ncol. Los constructos se
transformaron mediante el método ATMT a Rhodosporidium toruloides ATCC 10657. Las colonias transformadas (>500)
se agruparon, se cultivaron en medio YNB con 150 pg/ml de higromicina B y 300 ug/ml de cefataxoma durante 2 dias a
28 °Cy se diluyeron a aproximadamente 0,1 DOgoo en medio YNB y también en medio YNB N- (ambos medios con 5 %
de glucosa) y se continud el cultivo durante 24 horas con agitacion. Los cultivos alcanzaron DOggo de 0,2 unidades en los
medios YNB N+ y YNB N-. La fluorescencia de la GFP se midié con Tecan infinite M200. El parametro de ganancia se
establece consistentemente a 85; la longitud de onda de Excitacién y Emisidon 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 minima del
promotor ENO1 para la expresion 6ptima del gen reportero es aproximadamente 320 a 520 pb, mientras que el promotor
FAD1 requiere aproximadamente 570 a 1120 pb.

Ejemplo 8
Delecion Anidada del Promotor de 519 pb Rg2ENO1

Los cebadores se disefiaron en varias ubicaciones en la secuencia promotora de 519 pb de Rg2ENO1, que se usaron
para el PCR en combinacion con el cebador inverso que se dirige al extremo 3' del promotor (Figura 4A). Todos los
cebadores 5' incluyeron un sitio de corte Spel mientras que el cebador 3' contiene un sitio de corte Ncol. Las longitudes
de los productos del PCR (excluyendo la secuencia enlazadora extra en el extremo 5' y el codon ATG en el sitio 3') se
resumen en la Figura 4B. Los fragmentos de PCR se digirieron individualmente con Spel y Ncol y se clonaron en pRH2031-
Rg2ENO1-RtGFP en los mismos sitios, sustituyendo el promotor ENO7 de longitud completa. Los constructos se
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 ug/ml de higromicina B y 300 ug/ml de cefataxoma durante 2 dias a 28 °C y se diluyeron a
aproximadamente 0,1 DOgoo en medio YNB y también en medio YNB N-(ambos medios con 5 % de glucosa) y se continué
el cultivo durante 12 horas con agitacion. Los cultivos alcanzaron DOggo de 0,5~0,7 en los medios YNB y YNB N-. La
fluorescencia de la GFP se midi6 con Tecan infinite M200. El parametro de ganancia se establece consistentemente a 85;
la longitud de onda de Excitacion y Emision son 476, 509. La intensidad de la fluorescencia de la GFP (normalizada contra
DO600) se indica en la Figura 5A y 5B. El promotor mostré tendencias similares en los dos medios probados. La mayor
disminucion en la actividad se observo en el promotor M6 y M7. Otra disminucion significativa se observé entre M3 y M6,
donde pueden encontrarse varios motivos relacionados con GAGGAG (Figura 4A).

El uso de los términos " un", " una" y "el/la" y referentes similares en el contexto de la descripcion de la invencion
(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 descripcion o se contradiga evidentemente por el
contexto. Los términos "que comprende”, "que tiene", "que incluye" y "que contiene" deben interpretarse como términos
abiertos (es decir, que significan "que incluye pero sin limitarse a") a menos que se indique lo contrario. La mencion de
intervalos de valores en la presente descripcion tiene meramente la intencion 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
otraforma en la presente, y cada valor por separado se incorpora en la descripcion como si se mencionara individualmente
en la presente. Todos los métodos descritos en la presente descripcién pueden realizarse en cualquier orden adecuado
a menos que se indique de cualquier otra manera en la presente descripcion 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 descripcion simplemente tiene el propdsito de ilustrar mejor la invencion y no representa
una limitacion en el alcance de la invencién al menos que se reivindique de cualquier otra forma. Ningun lenguaje en la
descripcion debe interpretarse como que indica cualquier elemento no reivindicado como esencial para la practica de la
invencion.
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En la presente se describen modalidades de esta invencion que incluyen el mejor modo conocido de los inventores para
llevar a cabo la invencion.

El término "expresion eficiente" se refiere a la expresién de una proteina reportera a un nivel que es detectable por
fluorometria, fotomicroscopia o seleccion fenotipica de los transformantes mediante antibiéticos, tal como higromicina.
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<211> 1027
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1022)..(1027)

<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 1
ggtaccgtgc gagaagaagc gaggcacgcg aagcggtaga agcaatgaag cgaggcgaga 60
gcgagagagg cagggcttca gccatgtcca gctgatcgge tgtaacgtcg cgccgggceca 120
gtctgttgaa tttgttgcgt cgcctgageg taatagaagt gcagtagtct actccgcatg 186
ccgagaacgt cgaagagcgc gaagtaggga gtcgagggaa gcgagggtgg caaacacage . 240
aacgacaagc ggttccgctt cgctcaaaag ctcgttgacg ttgttttgac gttttgaaga 300
cagtacaaca gcagcaagag gcgtgcgaag cgttggtggc gagagcagég acaaggaggg 360
aggaatgagg gagtggtggc gagggctcgc aaacgggcgt acgcctcgaa tggagacgtg 420
cgagtcgttc ttcgacgtcc gagggatgcc gagcgccgag acggagcacg caacgagcga '486
gaggagagca gccgcgcaag gtgattcgag tggcgcaagc ggaggacgac gaggagacdg 540
acgagggagg aggagggatg gcgagcgage atcggacgge ggggcgcgag agacggcgtg 600
aggagccggg tgtggagagt ttgaggaggc gcgggatgcg aagtggctgg gtgtgcggag 660
tgagcggtgg caaagagcgce acttagégtc tagagcgagg cagtagtagt agagctgtat 720
gaatgaatac aaagtgtgaa tacaacagtt tgtaatgcga ttctgagctt ggacgtgtgc 780
gcgcgagagg gcgacttgca agccagcgec cgcetcgetct tettecttct gcacétcgcg 840
tcaaccctcg catctcacac ctacactcgc attcaéagtg cgtacactct cccacgacac 900
acggggacgg cgcacaccac cgcgcgtcge ttgaacggeg tcgecacttc gagecgtcac 960
tgacttcgtc ctcgtcctcec ctcctctact ctcttgtact gtactgtgta ctggggggga 1020
accatgg - 1027

<210> 2

<211> 956

<212> ADN

<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (951)..(956)

<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 2

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ggtacccatg
agctttcaca
gaggtccgac
tcacctcttce
agagcgtcga
ctcgagtggc
tactgccgtg
agctgtgctce
cgcaaccggg
ggcaggecge
ggtagagcaa
gagacgaggc
ccgagagtgg
ctggctgagce
ggcgageccg
ctctctttee

<210>3

<211> 1474
<212> ADN

ctgctgctge
gtcccgagag
cgceggeegg
gaggtcactc
aagcggggtt
gctttgaccg
cgaagacgag
gagcaggacg
ttggatctcg
gcaagctggce
gctggggaag
gagcggttgg
aaggaaggac

acgggcccga

-cgcgtggcgg

tccaccttcg

ccctcaaagg
tgcaagagcg
tcteettgec
gatcgctcge
ctgcgaggga
ctcgacgcaa
cataggctgt
agagacggtc
attctcggeg
caggcgagag
cgagagaggg
cttgcgegeg
gaggaaacct
gcttgaggga
ccgectegea

cgtctcacca

<213> Rhodotorula graminis cepa WP1

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1469)..(1474)
<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 3

ggtacccaaa gggagaggag cgggcggagg atggtggtgc cggacagggc gagagggaag
gtcgagggag agatgggagc gcgaaaggtc gaggcgggga gagggagggt ggggtcggga

ES 2719 106 T3

tcctetegte
aggcgggctc
cgcctegect
agcgatgege
ctggacgctg
ggcatgcgcet
ggctgcggta
cgcgcgettg
aactacggct
cgcgagagtc
agagagagag
cgcgagaggg
gcgtgcggag
g9ctgggggcg

acccCaaggct

ctcgaatctc

cacgtccgac
acggttccge
cacctcctct
aggtacaagt
cagagcgegg
ccteegtttg
gcaaggagcc
agaaggtcga
tcggcgaggg
gcgagctgaa
agtgaggggg
atcgaggcga
gcgeegegeg
cgcgagegag

cgeectggec

actfcatcca

25

gagtctggac
aaaggagcgc
tgcagcaggt
acgctaggeg
tcgagagagg
agctcgcaga
ggcgagagaa
ggtgaggcgt
ccaaagcgac
gcgggcgcgg
tggcgaggtg
gaggcgagcc
cgcgtgccac
acgagggcag
gcecgetettg

ccatgg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
956

60
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- ccaagggggc
ggcggtggtg
gaggaacgag
ggtgctgcat
CtQCQCQQCQ
agagggggac
gtgctgcttg
tcaaccgggt
ttggacgcac
tggggcgcaa
cecgeteecg
gcagcagcag
gaatgtgggt
gacctggtgg
agaggcgggt
ctgctgctge
ctccttggge
ctgtgcgecg
gccggecteg
gggcttacca
aggccggggg
aagtctgect

aaaggcaccc

<210> 4
<211> 1327
<212> ADN

agagaggctc
ccctcgegga
gacggcgacg
gcggccagtg
agggagaagg
gcacacgagc
tggaacgagc
gctcgcgaga
gtgtgactct
ggaggagtgg
atcctcgege

cttgctggga

ggtcgegett

ccgggtcgag cgagaggegt

tgtcgaggcg
tcgggegtceg
cgtcctggte
ggttgcgctc
ggtcgttcga
ttgtcgegtc
aggcgaggcg
cgccgetege

ttgtgtaggc

acaaggacgg
agctgeggeg
acgacgcacc
ccagtggtgt
cgaggtgagc
ggagcttggc
ggcggecgca
caggagcgeg
tggtgtggcg
gtcagcgtcg
cgtecctgetc
catgtgggga
ggcggggcag

tcgaggcgga
tcgcégcgtc
ccacctgeec
caactttgcg
9999tcgggg
99agaggggy
gcgaggegge
gctcgcectec

gtaggtcacc

<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)
<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1322)..(1327)
<223> sitio de clonacién BspHI

<400> 4
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aggagcttac
cgaggaaggt
cgttcttgaa
ggcggegett
acgacggcgc
cocggggtag
gcgacggcac
gcttgtcteg
gagaccgaac
ggcctcgagg
ctcctctctc
gggcggcaag
catgtcgtcg
gg9gagggagt
cgaggtcgag
ccgagtgecc
gtgccgtcct
agagagcgag
gcgggttgeg
gtttggectg
gagacggctc
ctcttgetet

atgg

tccgecttga
cgtcagggcc
gcggcgegag
ggccttctgt
gcgagggecg
ccgcacgaag
agactgtggg
aagcacgggc
gaggtggtac
cgcctgggtc
caaccctgeg
gcgaggggag
cggcctcgag
ggcgcaaatg
gaggtcgagg
cgtgcgecgec
ccacgagagc
gacgggggca
ggagggtggt
cgagaagacg
ggaccaagcg

ccacctcecctc

26

ccttgcgggt
gggcccagag
acgcccttca
ccccactcgt
gacgaggctg
cgcacgactt
accacgaggg
aaagagagcg
ccttcgtctg
gtcgacctcg

acgtgttgcg

gtcgaggtgc -

€cgggcgggc
gcgtgegetce
tgggaagctg
cctgetgecg
g9cgagtgggg
tggctcgetc
gcgaggtggc
aggagacgag
cgcgecgeca

ctaggaccac

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1474
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ggtacctgag

gggagaggga
gggtccctceg
tccgtttcga
acgctgattt
aaagﬁggacg
agactgcaag
tcaatgcgat
gctccaggceg
tcgtcacgag
tcgetggagg
ggtcggtccg
aagcgagcga
tccgaaggec
tgtagcgggt
tcctcaaggce
ggcgaaagtc
gtgaagcgag
attccttett
gcgtgggcaa
cccctcgagt
acacgccagc

ttcagtc
<210>5

<211> 1509
<212> ADN

cgggcgagcc gcgagcgagg
gggaggggac ccccatcttt
agtgtttggg ctgggcttcg
cagctcgtat tgtcatttct
tcggcggaga  cgacaagcac
aaggccctcg tcgggggctt
cgttgaacct gttgagatct
aggaagcgag agagaggagg
tcgcaagatc cggcgtagag
tgagggcgaa gcctggcaag
agggcgactt tgtggcccgt
aaccgatgcc;atggacgcag
aggaagggag aaagcgagceg
gacaagaggc gtagacgtcg
cgtcggaagc tgggaaagag
ggacaattgc ctcgcttcgg
gtcgatgcgt gcgcatccaa
tgaagcggga gagtgagagc
gtaatggcag attacctcga
‘aagggcgagce gcggegectc
acgtcgacgg gctcactaca

tcacccaact cacaccgctc

<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1504)..(1509)
<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 5

ES 2719 106 T3

agcgttgagg
ctattcattc
gagtctcgta
tgttcattgt
gtgggttgtg
caagtcaaga
cgtcggacga
aggatatcgg
cacaatcgtc
caaagaaggg
ttccgtcgag .
tgagcgaggc
agaggtectce
acgagtcaac
aggaaccaac
tcceggtega
ggccaagegt
gggtaatccg
ttggccacgt
tctctettge
gctagcaaca

gtfgtcgccg

aggaagggag
daCaaagacga
gcgagcaagt
cgtttccggce
agcagcgagt
ttctgéggag
cagcacagtg
aggaaggcgt
gttggttcga
gacgagcgac
ctcgacgcga
cggatgtgcg
ctcctgtett
ggtttgacgt
gagtaacaag
gctcttccag
cgcagtcgag
cgtacttacg
cacgttcecgg
ttcctcagca
gcaaggctac

Cgcgccgcag

27

ggagggagga
cggtgcggag
agtgtttctc
gactgcaggt
tgagcaagaa
attctgcgag
tcecgtctege
gtttgcgttc
cgtttgtagt
tcggcagceta
gtgagcgcag
atgctgtttc
cctcacgect
cgctcaggcc
cgcgagagtc
taccagcgag
aagagcgaga
agtgggttgt
gagtgcccgg
gagcagctct
cacgccagct

gaaaactttg

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
.720
780
840
9200
960
1020
1080

1140

1200
1260
1320
1327
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ggtaccgctc
cggccagegce
gctggegacc
gtacggcgag
gcagcagatg
cgtgctgact

tcggacgacg
‘ctcgacaacg
gaggagaacg
gggtgcgtct
ctcgtcgaag
agccatcgag
agtctctgca
acagagtgcg
cgggtcegtc
cgtgcatcgt
cgacgacaag
cctacgcéct
tecgecttte
caaggtcgcc
gtgcggegeg
cacgatagac
aagttaggct
ggattcgatt
agcgtcgaag
ccgccatgg
<210> 6

<211> 1606
<212> ADN

atcatcgagc
ttcgaggaca
acagacgacc
gactcgcagc
tgtcctegtg

cgcccgaaac

ggagtggcca
gcgéctgcct
gcgacttgct
cgcttagecc
tggatggtgc
tgcgtecect
ggatcgtcgg
gcgaagcgga
acagccaatg
agacgtcgtt
gacggcttcg
tcttcgcaca
atgctcgagce
gactgtccta
aattgagggc
ctccaccgge
ttggcgtcgt
ggcgatatct
cgacgtcgat

gagggcagca
aggacattcg
tctegecgac
tcgeecatctt
cgtcgegect

ctcagacaag

cctctacgtc
caacgacgag
cgttcaggtt
tctctcaaag
gcaaagcgac
ccaagcttct
accgtcaggce
taagtcttgce
tatctatctc
tagcagctct
cttcctttac
ggagcggecg
aagtcctect
tcgcgacact
aaagtcgtgc
ctcaaacttg
cgctgegatc
ctcgecteget

aaagtcagcg

<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)
<223> sitio de clonacién Spel

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1601)..(1606)

<223> sitio de clonacion Ncol

<400> 6

ES 2719 106 T3

gcgacctgcg
cacgcctcgce
tgaggagaac
ccacgttccc
gctctectett

cgcgecttea

tecctgeecge
gagtacaaga
cctcegectg
acctgagctg
cgccgaagcec
gttttccgeg
gaggttgacg
gggacgcaca
tagatgtccf
cgttcagcca
ctcgtcgtct
acgaggcagc
gcgagtgtcc
gcgaatgcac
atttgcgaaa
gcgacagggt
cgctttgegg
ggcctcgetg

acgtecctege

gactggccga
tctcagtggc
acgacgtect
ggcaaggggt
tctttatttg

tcctcgagea

tccacaagceg
tcctegegtt
acgagctcga
acccttctga
ttcggtcgcea
cgcacactag
aggacaagaa
agctcgagtg
tctcgggtat

cttgcgaagg

gagcgttctc

cttgctgget
cgacgtcgge
tgctgtccge
cggtatccgce
cgcttecgac
gaccccttat
gacagctgga

gaaccaagaa

28

agaacttccc
ggtacatcaa
gcgeegtecg
acttctgcac
ctggctgact
tggcatcgtc

caacttccgc

tgatgtcaag

cgctttgatt

ttgtccgcag
acgcagcgac
gctgacgaca
ggcagcggga
gtgattcttg
atcagttgtt
cccgettett
aagggaccct
tategteget
ccgecttgec
gccggagact
tcgaagggcec
ggcggacagc
cgcgactgec
cagtctctge

gaatcacccg

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

. 1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1509
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actagtcgcec
gaagaagccg
taatcgctgce
ggaagccagg
gtcgcgtcga

acCaacCaaagg

gaagactggc
ttacagccfg
cagtgacctc
cgcaggtogg
aaagaagggc
aggaaaggtc
ccgagcgacg
gaggaccctc
gttgaaacac
caaggacagc
ggccaaccge
ttcgtcacgg
aaccgeggtc
gcttgttgtt
tctgacaagce
ctggcgtect
agtgagccaa
cgacgagcga
acacgtgcgt
actcgtcgee
ccctecacacc
<210>7

<211> 1408
<212> ADN

agggaacgca
aggtcaacgt
cgacttctga
acgttctcac
aagaccggcg

cgaaaagctg

gtcgacggat ctgaccatcg ctgcccctec

gagaaggcgg
cgagggttgt
tgcatcgtcg
cgggcgacgc
acctcgtecg

aagccggtac

ctcgtctcgt tcggagcctc

ccttgcgatg
gcaggagatg
ggtggtgaga
tgcecggtgac

atcaagagac

ctggtcgaga
agctgagagg
gagcgtgagc
cgtgccgett
cgtgggegec
ctcgaccttc
ctacgtcgtc
gataaattcc
tgcgacctcg
ctcacgttct
actgatctcg
cttctctgaa
tgacttcatc

acctgttgceg

gctcgecaag
cggagcgttg
gagtaggtga
tggtaaggct

aacgtcccgy
gcggegttgt

gagaccagcg

gaaggacgag
ggctatccag
atcagcgagt
gtgtggaagc
tgacgcgett

aacatcggcg

ttgagcagtt

cgcatccgcet
tcttgcatac
tgaactgtcc
ggatcttgag
gaagcatgat
acaacgcttc
tcgccaaccg
ggtagcgcaa
gacttgcgaa
ctgcgeecte
caggagctgg
gaggcccgtc
gcagagtcca
ggagaaggcg

caagcgagca

ES 2719 106 T3

gacgagcgag
caagttctgg
cgcgggtgtc
attgcttgtg
gctcaaattc

caaaggtcgg

tccggcgacg
gttgacgagg
gaggagttca
ggcgagtgta
agcgcgcgaa
gtacccatcc
actcctaagg
ggccaaactc
cgcctattca
cgggacggga
cacgactccc
gcgegegeec
gaacgagagg
gattgégcag

ggtgagtcgce
cagacggaca
agctcctage
ccagacctcg
cagcccgagt

tccatcgaaa

gcaagtcgac
gcagccacac
cgtggaagga
aggcgagctt
gattgccctg

gtcgcgetcc

tgcgtctget ttgaggcacc
tggcaggacc acctcgegac
ttgcggaagg
agtgtcggcg
ggaggaagtg
gccaagtgat
gagagcgagc
agtttgcagg
cgctgaacgt
gtgtcgcgct
gagagtatgc
agaaagccgce
agacgtctct
gtcgtcgact
aggaggcgag
cagtgcgtcg

catatcggtc
cgctcteect

cgctatcaga

cctgagcegat
cttccecttc

caatccagga

atcgatgagg
actctttcca

ccatcgctga

Ccgaaggacga
ctcagaaaca
ccgegegete

tctctececte

gcccaaccaa

ctgcgatact

<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién spel

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1403)..(1408)
<223> sitio de clonacién BamHI

<400>7

cccgectegte

cctctcacag

accgactgga

ccatgg

29

120
180
240
300
360

420°
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1606



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

actagtcggc
ccgagcacga
gagaagtacg
cgaccttcac

cgagcgtcgce

gggcggecat
agagggggag
cgcgtactgg
gcactcgcag
cagcagcgcc
cggacaaact
ccctegecca
cgagcgegag
tgcgctggat
gcccgtegta
tcgagacgag
gagcgagcett
agtagagcac
tcgaggtgat
ccacgaagtg
gccatccgct
ggccgagttg
accgctctct

ccagectttg
<210> 8

<211> 1480
<212> ADN

gaagaggagg ggtgttagga gggagagctg tgcgaggggg
tacgcgagca ggccaagcgg cttcatgttc actccaagcet

agctccttga
gaaccgcaac
gtagtgcgag

ctagcgaaca
ggtaccatga
cgtcagcggce
ttgcgcacgt
gcaagcgtgt
ctgggtgaag
gaccgccccc
ttggctgtag
ctgcgeggag
gtagctgtct
cgtgagcagg
gggagaagceg
agcaatgagg
gaagtccaag
accacttgta
tccectgega
gcttecctcga
ggctctgeca

aaccgcaatg

cgagtgaaag ggagagaaga gagactcacc
ttccecctcac acgectcact acacgecctce

agcttgaaga ataggtaggc gaggaaggag

ES 2719 106 T3

agttgggtta gctgggtggg ggaaagggaa gaggggagga

tccagectat
ggacgacaag
ccgagaggaa
agtggaagat
agaaaggaga
aacacaatac
acgaggtgtt
gagagttttg
gagcgagcct
agacgaggtt
cgagcatgtc
caggaaggag
gacaggggga
aggctggtaa
tgccagtttc
cccgctctea
aacacccact

gcggatcc

<213> Rhodotorula graminis cepa WP1

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Spel

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1475)..(1480)

<223> sitio de clonacion Ncol

<400> 8

gtcgacttge
gcaggtagac
catgtacgag
gagcctgeec
gaacgcacca
agacgagatc
tgagccgtct
ggacgaagtt
agtagtgcgc
cggagtgtcc
cagcagcgta
cgcaagggag
ccaccctege
ttcattccat
ggtcaccgtg
cacgctcata

cgagcacacc

agttggaggg
gagagagggg
tagceggecc
attggcagtc
cttctectec
gatagttgcc
gtgggcggga
ggggtcgtcg
tggacgagca
gcggaggacy
gtctcgaggce
ggaaagagcg
ccgcttctee
acagtctaca
ggactccgat
ccagcctctc

cacccaacca

30

gcatcctgtg

vgccggggaac

acatgacgct
agcgecgacg
ttcagcactc
ccagtcacag
gaggtgcgga
gccatggtga
gagcccagag

acgagacgac

cgccagceagt

cgacgaaggg
ctcgctetec
tacacttgca
gcgatgatgc
ccagcctget

gcgaactcgce

agaggtcagt
cgatgcggtc
aaccccggeg

tcaaacacct

gaggcgaaga
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actagtcgtg
agagacgcac
gatgaaagcg
gtcgacgecg
gtgccggacg
gcgctcggceg
gatggcgege

gaccgtgagg
gagggcgtgg
gatggtgtgc
cagatcggtc
gtcacggctg
agcacctttg
ggatcctcgg
ccggccgeag
aagcccccag
gggagagcga
gcaccgcaaa
gaaagcgggc
ggcctcgega
agaccctcca
ctcgagacga
accacctctc
cacggcactg
cctceccacct
<210>9

<211> 1532
<212> ADN

cagaaggaac
cgagcgaggce
tcgtegeegce
gaaggaggtg
ttcgacgctc
ctgccgéacc

cacaggcggc

tgcgcaaact
cggatgacct
ggcgeggtcg
gagcaggégc
gacgatcgag
aggctgtact
tcgacagegc
ctccteeggt
gaagctgect
gctecctcac
agtgtgtgca
gagcggtgcg
gccctctgga
gagctggcag
ttcgaccgec
cggtacctct
actgaccgcc

cctcgctcaa

ccgaggaggt
attgcgegtg
ccgacatgac
cgccccagec
gccacgggtc
cattggcgaa

agacggacgc

ggccgtggac
tgaggaggag
gcagtctcga
cggtgcgagg
gagacgcgcc
ccaaaacccg
cgagtcggag
ccgacctgea
gagcgacctc
agtcgagacc
gagctggagce
agtgcgcccg
gcgtgcagag
gagccaacgg
ctecgtegtea
acacgagtgc
cacctcgtct

ccectetege

<213> Rhodotorula graminis cepa WP1

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Spel

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1527)..(1532)

<223> sitio de clonacion Ncol

<400>9

ES 2719 106 T3

cagtgcgegg
ccagcgctca
cgccgcectcg
gcaggcggceg
gtgctcgagg
cgtgacgtcc
gacctggcgg

gaggagaggc
ctegtgegge
gagagatgtg
cggctcgagg
cccgtcgage
gagcgccgge
agggccagec
gctcatccca
gaggcttggg
ggctccaagt
gagcgaccgc
agacgccgag
gcggcgggga
agcgcggaaa
acgtcgcgec
gttctgtccc
ccctegececg

ctcgccatgg

tcgagagagg
gcctgtacct
ctcgactggt
cgcctcaggce
gctttgacga
tggccgagca

taggcgcacg

aaaaggagag
cgcgactgct
cgccgacgac
tcacgtcgac
cgagctcgtc
cctectgege

tgcgacaggt

tcagagatga
acggcagaga
tagaggaaga
accgtcgcegg
gcagcggeca
tcgggagecg
gacctcggge
gcagatcgac
aaggtcgccg
cgaatcgcac
gcgaggegeg
agagggcgeg
ggagcagagt
tcagtgagat
ctcgtccectc
gagatctgat

tcccacactc

gcgaggtcgt

gggtcggcat

acgatgtcgc
tcgaggaccg
gacgcaagcg
tgtcctegea

cgcccgacgce

tttgagagcg

agccacggcet
actcgtagct
agggtcgcga
agggcgagceg
gagggaggga
cgatgcggtt
tcctetteec
ctcgacgecg

tcccttecga

31
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300
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420
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actagtcggg
gggcgccgag
tcgtgtcaga
gagaaactca
gagctgcgat
ggacaggggc
ggaagaggta
tcagtgcgag

tcgatctgta
ggcagctegt
ctcgaagacg
gaagatgaac
caggacgagg
cacggccccg
aacgctgtag
ctgggccttg
agcagcggtg
agcgagaccg
tcgactggcg
ctaégcgcgc
cgaaagtcgg
gtacagagtc
cgtggagatg
gctctgtgag
gactcgecgea

gcttccgaac
<210> 10

<211> 1222
<212> ADN

aggattgatg
gacgagggtc
cggccgtacce
cgacgagggg
aggagcgagg
gcaccaggtg
gaaatgccac

ggtccgcaac

gctgatcagg
cgaggaagaa
accgagtagc
ctgagagggc
cgggcgcaac
agcactagac
acgaagtgct
gtgagcggtg
cggcgcaaga
aggaggagcg
tgcgagacga
gagcggggcg
gctcgggtea
gagcgagaga
agacagatga
tctcectgac
ccagctcgaa

ctcacaagct

atcgggttgc
gagatgccga
gagtgatctc
gctcagcttg
gtcagtgcge
acgatgaaca
gccgaagcega

agggagaggg

gaagctgtgc
gaggacggcg
cgagccacat
aagaggtcag
ggacgcacca
aggtgatgtt
tgatgcgtcg
gtggcgggcc
gcgactgtgg
agcgcggaca
gcaggccgtc
gagcagacag
ggctcgegeg
gcgaagtgeg
tggcgaacct
ccgccadccc
ccgegecaga

cgaccaccat

<213> Rhodotorula graminis cepa WP1

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1217)..(1222)

<223> sitio de clonacion Ncol

<400> 10

ES 2719 106 T3

ggtacaaggc gaggccgagg acgagctgga
gctgcgaggg gacgaggccg ccaatcgagg

atagcgggtc cgccgacgca gaaagacgaa

acaaagttga gctttgtcgt gcagccagac

ccgctctcgg atgaatgcge agtcgaggag
tgtcgaggac gccgtactgc agcatcttge

aggtgacggc aaactgcgag agggacgagg

cactcgtcac ggaccatcat ccagcccagg .

cgggtgcgag
agggacgcac
cattgtgagg
tctcgaaacg
tttctcggeg
ggcgaccgeg
gtggattggc
aagcggtggg
agctcgaggg
ggcgaggcgg
gccggaagcea
cggcggtecg
agcgcatgag
tggaaggaga
cggccacage
gcgcttcaga
ccaccgcctc

99

agaggtcaat
gccatgaact
acgccggegce
agggaggaag
gcgacgatat
ccgecgacgg
gctcgtcgga
ccagcagctg
agaggagcgc
accggacgtt
gccgtgtcecg
agcgegeggg
atgccgtcga
gtggtccaag
ctcteggtec
actcacagac

gccgecteece

32

gtcgaagctt
tgatétgacg
agacgtagtg
ccggetegag
tgcgagecca
cgagagcgag
tcctcgegat

tgctcatcge

ggcaggggaa

ccggtgeggce

gcggaaagag

gcaggttcga

gcgagcccat

agtggagcgce
tgccacagca
cacctacaca

cacctcgact
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180
240
300
360
420
480
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ggtaccgcga
agagcgagcg
tgaccgaaga
gggcggeggc
agctcaacca
caccgttcag
cgtcgacccg
catgagacaa
gctcagecgt
agttggcctc
tggtcatcac
gatcaccttt
gcaagcgacc
gttggcgggc
gctatcattg
aggctcaagt
ctctectect
tcagcgcacg
ccecggegagt
cctetectege

ccttcccacc

<210> 11
<211> 1507
<212> ADN

ggggaagggc
cgcacgcacc
gcgaggagga
gacgccaaaa

gcgagcgetce

aggagagtcg
gtctggcggt
ggaaaagcga
aaggccagat

tctecgegege

,

aagcacgtcg
cttccecgegg

gcgactegtc

cccgcaccga
cttttctcge

gaaaggacga

ES 2719 106 T3

ccggaacacc
cgggctgggt
gcgcggcggg
tcgeggggea
agcggtgcgce
gagcgectec
cggcctggac
cgatctcgta

ccgtecececgt caaagtgctt cggcggaggg

ctcaagtcgg
gtcagtttaa
ttggctcggce
aagcgaagca
cgtcgaaggt
ctttgéaagc
tggcgccgag
ttctctccca
cgttgctccg
tggcactgac
acgcacactc

gtccgaccat’

tagatccagc
cattcagttc
ggcattgcgce
tcctctcgcet
cggctcaccc
ttcgaaaécg
ctgcggtcga
ccccatcagce
cgacagggca
gaggtgcectt
tctecectgea

g9

<213> Rhodotorula graminis cepa WP1

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1522)..(1527)
<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 11

ttaacgctat
actgaaggtc
ccttacaccc
cgtaaagctg
tcaacgctgc
cccaggcatg
gagacgacga
ccaagtgagt
gcgcgtgege
gccceccctec

cccecttgeac

gggcaaggag
g9g9g99cgggtc
cgtgggaagg
gtgatcgagt

acaaggacaa
cgagtagcgc
agggcaagga
gccgtccgcg

ttetttcgee
tcgcgagect
cgccgcetatc

gtactgggtc

gaccgtgcgce
caagggttgc
ctcagttcaa
gcacgggtct
ccggcgagga
cggctgacca
cacagaaagc
cgacgtggga
cgctcgetct
tcaccagggt
gctcccctcece

cttcccgaca

33

agccgatgeg
gtgaccacct
agatcgtgec

cctgegeaac

gagacgccca
atggtgtagt
acctgggtgc
acttcccttt
ggtcagacgg
cgccaggcga
cgcécgcgag
gctccctege
tccgcaaggg
cccecegtteg
cctttggect

ctctceccece

60
120
180
240
300
360
420
480
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780
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ggtaccacta
gacgttgcga
acacgcagac
gcttcggect
tgtgcgegec
agcgcgagca
cggcgctcgg
ggggtgcgag
ccgcacctgce
CcCccccctctce
caacgccctc
cgggccectce
gccecgtgtac
gcgcatgaag
ggacgggctg
gaggaggggc
gtggctgtag
cgtcgcgaga
cgagctgctc
ctgcaggaga
ctggggaagc
tggcggtcga
gtgagtctcg
ctgtgcggcet
gatgtcgctg

accatgg

cctegteacg
gtccctaacg
atcgtcgacg
cgcgtacctce
cgceggegece
ccgcgacaag
ggacgcagtc
attgaccttg
gctcggegea
tccacgtgeg
gcgtcgacct
gcggegegea
gtcgcggeca

ccgectcggga

agggccatga
ggaacgtgtt
ccagtctcge
gagctgcgcet
gcggeteacc
cagaccggag
gacggacgag
caaccgagca
ctcecctegece
tgcggtcgag
acgctteget

<210> 12
<211> 1646
<212> ADN

acccagggtg
cgtccgetec
ccgtcgcacg’
ctcgcgtegt
aagggccccg
tggctcctcg
gctgtcgtga
cgctcecgee
cctcttececc
ccaccagcct
cgctcgtecc
tcctgeectt

acccggcagce

gcceggegtg
tcgaggagtg
tgagaaggtc
tttgcagtgt
gtggcgectg
aaggggctcg
gaaaaagctc
gatgagcgca
agctcctect
actgtcgacc
cgaggccgeg
cctegtecte

<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacion ASCI

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1641)..(1646)

<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 12

ES 2719 106 T3

cgttccectt
cccgtgeagg
acgcccactt
ccaacacgct
aacccgacgt
ggcgeatcat
gtcctctact
tctcgettge
ggctttgtct
gactcgcecc
ctcgccgatce
tggcaacctg
gcgcagccaa
ggccgagggce
agctggtggg
gcgetttgct
cactcttgta
gtcgaggecc
agcggtgege
tggcgagcga
tccactcttg
cttecctecac
agcacacgct

ggtcgggtct

ctcctcctcc

ctcgeegegt
tggtcctccg
tgccgtccag
caaggacacg
cgacgacctc
gggccagggce
ctcggecgtt
agcaattcca
ttacgtgcgt
tcgectgecce
ctgtcgetgt
cccgagacgt
gggctcgagt
gcgacgggcg
cgggcgagceg
‘cgtcggtegce
catagctgag
gagagcgtcg
gctcgacagg
ggagcggggc
agtttcgccg
cacactcgec
cgtccaccgce
ctgccacccg

cacccgcecgo

34

CCacagccac

cacggcgect
accctgtege
tggctgageg
gagctcgaga
aagcaggact
ctcgagactt
caagcacttt
ccctctegtt
cgtcccgeag

acaacctcgt

acgccgacgt

actgcaacga
‘caaaggtgtyg
aggagccgga
gggcgcagec
caaggcctag
cgctcagggg
ggaccgagag
cacactgagt
aggcgcgage
cctagcacac
cctgtgegec
aggaaccatc

agctacctac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
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ES 2719 106 T3

cgacagcgcg
cgéttttgtc
tcatgcacgg
tgtccteecg
cgtccctecga
tggcggctgt
tgagcgggét
gtgagtcgca
cctgettcte
aacatgctca
gtcgtectecy
gtgcgaacgc
gcgggtgcga
tgttctecctt
gcaggcgagt
ccgggegegg
gttggactcg
gggafagact
tcggggagga
agggatggga
ccggaactct
ggttggacag
ccacaaggac
ctctteccta
cgctactcta
gcacaccccc

tcgectggeg

ggcgegectg aagctgtaca tcgaggtgga
cgtttgtggg tcgéttcttt cctcgcagca
agctaactaa cgctctggtt tcgctggcag
tctgggaagc gcccttetce cgetcaaacc
acttcgacgg ccacggtctc tcgeccegtct
tgatcccget cgacgacctc gtcggggact
agéaggttgc gggagttgtt ggacactcga
ccaagtaccc gcagaagctc gacaagctcg
tcttctecge tgacgattcg tcgacttggc
atgcgctctc tgaaccctac cgtccaaagc
gaatccggcc tctcagcaat cgtcgcacaa
aagcaggact cgcccctctc ggcagcgatg
agagggtacg cggcggcgtg tagggcgctt
atcaaggccg agacgttggg tgcgttcgct
actéacgcaa gcgtctgcaa cacagtcgtc
gagacgaccg acgcgctggt caacgacatc
gtcggccact ggcacgecgt cgaggaccéc
ttcttgcagg ggaaatgagg ttgggaaggg
acgcagcgga cgtcggtcgg gaggactttt
cgtcgectttc ctccttgcag tatcttcaga
atgaacgaga caacgccgag ggaggaagcg
tgtcttcgee agcgaacage ttccggggtg
cgcaacagag ctctagtcga ccgcgatcac
ccgcttccec atcctegtee tgetettget
gctctcttte tcgcttggeg ctcctgetac
acaaccatcc ctatccccte cgectctete
tcacttccga tgccgtgegt cgectccctt
gacaactact gattgtggga ccatgg

<210> 13

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador del PCR

<400> 13

aaaggtaccg tgcgagaaga agcgaggc 28

<210> 14

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

tcgtgcttgg

aggacccgga

ggcaaggatg
ggctccctga

ccttggcteg
cttccgecte
cgcagcagat
gatcgagtgg
ggtggcgage
ttgaaccttc
gcgcagtcect
agcgagccga

ccgctttgte

cctctgettt
ttgactacct
agaaggtcca
Ccaagatcct
ggggagaacg
tattcgctga
ggaggcgaac
c€gggggcgaa
cgccagtaga
gagagcgggt
ccacactctc
gactctccta
cacagcttcg

ggcccgegec

35

cgccagcaat
tcagcacaca
tcaacctcgt
atccgctacg
gacggcgeca
gctgggagtag
acatttgcgg
ctccgeegte
cctcggegea
tacagtcctc

cgacaagtca

aacggacccg

ttactcgage

tctcccagea
ctcgaacaag

gatggacagt

cgatgggttc

gcaggtgcgt
ctgactccga
tgcaagggta
gaaggagtgg
attccagcgt
cgcgecttgt
ccgctfgcgg
gtctcecctge
ttccccaact

tgcttccgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

' 660

720
780

840

900

960
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1080
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<400> 14
aaaccatggt tcccccccag tacacagtac agta

<210> 15

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 15
aaaggtaccc atgctgctgc tgcccctca

<210> 16

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 16
ataccatggt ggatgaagtg agattcgagt g

<210> 17

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 17
aaaggtaccc aaagggagag gagcgggcg

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 18
aaaccatggt gacctacgcc tacacaaggg tgc

<210> 19

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 19
aaaggtacct gagcgggega gecgegag

<210> 20

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

ES 2719 106 T3
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<400> 20
aaatcatgac tgaacaaagt tttcctgcgg cgc

<210> 21

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 21
aaaggtaccg ctcatcatcg agcgagggca g

<210> 22

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 22
aaaccatggc ggcgggtgat tcttettggt tc

<210> 23

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 23
gactagtcgc cagggaacgc agagaagg

<210> 24

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 24
aaaccatggc tgtgagagga gtatcgcag

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 25
gactagtcgg cgaagaggag gggtgttagg

<210> 26

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

ES 2719 106 T3
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<400> 26

ES 2719 106 T3

aaaggatccg ccattgcggt tcaaaggcetg ggeg 34

<210> 27

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 27
gactagtcgt gcagaaggaa cccgaggag

<210> 28

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 28
aaaccatggc gaggcgagag gggttgag

<210> 29

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 29
gactagtcgg gaggattgat gatcgggttg c

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 30
aaaccatggt ggtcgagctt gtgagg

<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 31

29

28

31

26

aaaggtaccg cgaggggaag ggcaggagag tcg 33

<210> 32

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR
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<400> 32
aaaccatggt cggacggtgg gaaggggggg ga

<210> 33

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 33
aaaggtacca ctacctcgtc acgacccagg gtg

<210> 34

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 34
aaaccatggt gtaggtagct gcggegggt 29

<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 35
aaaggcgcgc ctgaagctgt acatcgaggt ggac

<210> 36

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador del PCR

<400> 36
aaaccatggt cccacaatca gtagttgtcc tcggaag

<210> 37

<211> 672

<212> ADN

<213> ustilago maydis

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (667)..(672)

<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 37

ES 2719 106 T3
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ggtaccggcg
agctaagctc
aagactgacc
gtgatcagca
‘acggtctgca
tggatttcga

cttcggetgt

aaaaaggatc
cagcgccgag
ggggcccgeg
cgtcttctte

cttccaccat

<210> 38
<211> 1450
<212> ADN

cgctagtcct
tagtgattag
gaagaaacag
gccaattttt
tgtgtaaatt
aaaccaatta

ttccaagagce

gattattatt
actcggtcac
cactcttcga

tttetgcetec

99

taaaactgaa
atcttgctga
cgagatctag
ttttcgtttt
gtattcatcg
atcttggaat

ttcttctctg

cgcttctacc
ggttgctggg
gccaaggacc

accatcgaat

<213> Rhodosporidium toruloides

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacién Kpnl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1445)..(1450)
<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 38

ES 2719 106 T3

ggcgggaaac
taggcaggtt
aagtgataag
ttttttttca
aaagccacag

tcacgegetce

cgaggtggtt

tcgctcegeac
ctcegtgttg
tcactcttca

ctttctttct

gacaatctga
tgcttggaga
cggaaagaat
ctccacatcg
ttgaatacat
agatcagtcc

gcccgtgttt

ccttggectg
atgctgggac
agaacaagcg

cgtttcgaaa

40

tccaagctca
atggggggaa
ctgacttgct
tcgtgegtge

cagcccgatg

atagagtcga

ctcgetggga

ctgaaggaaa
ggcgcaaagt
ctgtcgcecat

CCaaaacact

60
120
180
240
300
360
420

480

540

600
660
672
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ggtaccggcg
gcggtacgag
accctgtgcg
cgcagtaccc
gcgcatcgec
agctcgagtt
gagtagcggg
tggagcagga
tcaagctgga
cttctctcaa
agctcgtgag
gttctectect
tcggtctcaa
gaattactgg
aacgtcgttt
gaggacatag
gcgagacggt
agcgtcggaa
cttacttcga
agcaacctcg
cagagagggc
gaatctgcag
gggacgaaac
cctttgecect

ctcaccatgg

<210> 39
<211> 963
<212> ADN

cgctagtctg
cacgacctac
ttctgcgecc
cgtcaagatg
gcctcaaget
gccggcetttg
ggaggacaat
ggagattgaa
ggtcagegge
tgacacaacc
caagcggagg
gctctggtgg
ttcgacgttg
ctcgectget
ttcgacgttt
aagtcggggg
ccagcatctg
cagtatgcgc
gccatacaac
gagatggaca
gagagaégcg
cgcaggaagc
gcgcgaggctk

ctttcccatc

cagaactacg
ttctactgec
tccctegtet
caactctacg
ctcgegetge
ccagcggegg
gaggcgaagg
ttgggctcgg
tgatccttec
tggagagcgce
tgcgaggetc
gctggectga
aaagggcata
ccttegtcta
gtaaggcgca
aggaacggcg
cagcgccaat
agagtcgaac
ggatcaaagc
cgtcacatca
gtgaaggagg
cgttacaagc
gattcgtgag

accegttcte

<213> Rhodotorula graminis cepa WP1

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacion Ascl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (958)..(963)
<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 39

ES 2719 106 T3

ccctctcaca
tgccatcgac
cgggaggcag
caacgttcgg
ccgacggtgt
tcaaggttga
gtgagatggt
gagtcgtgca
gttcgttgca
tccecgtcagce
cctcgaaagc
catgtaatgt

gcgcaaggaa

‘ctggaataag

agaggtgcta
cagagcggca

ccgcaatctc

gcaagtaaga

tgcgegtatce
ccaacttatc
gaaacaaccc
ccgcctegag
cgaaggaagc

gccttaccecg

cccaacttcc
atccgggegg
tgtctgacag
cacagaagtc
cgtctattac
ggtggagacg
gctggtggag
gattgaggag
aggatcgtct
gagaatcgag
tgcgectett
gctcecgecge
gaaccctctg
tcctgteteg
tgggctacge
gttgcggaag
ctggttgagc
aagacgcacc
tcggettgta
gatctcggec
ctcgagagca
cgcaggtcgg
cgcatcgaca

ctcagaacaa

41

gactcgaccg
gtcgctgect
aagctttgeg
gccaagctcc
gaggcggaga
gagaaggcgg
actcttacgg
tcgttgcteg
gcatgtttcg
gécattctgﬁ
cagacggctt
aagtccgtcg
cggacatgca
ttaaagcccc
aggaagctga
catgaggaaa
ctgcaccgga
ctcacactcg
agggccggaa
gtcgacgtcg
tgatccgacc
gtccagecgg
agttcgetec

caccagatca

60
120
180
240

1300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380

1440
1450
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ggcgecgecta
tcgeccttett
tcteteggec
ccgcagecca
gagctcctcg
atccagggct
atgtgagagg
ttctttcect
ctcttecctcg

agagatctgg

.agagagaaga

accgagtgec
ggtgcttgceg
gggcggcgac
gggagcgaga
ccgtecgecte

tgg

<210> 40
<211> 2148
<212> ADN

cgtctacgtc
ctcggtcect
gcgcctcacg
acggcgtcga
aggcgtgect
ccaagctctg
aggcgtttec
tcctetetet
ccgtcgactc
ttctgcgagg
ggccacggtc
atcgattccc
ggagcgaaag.
gagaactcag
gcgaggcagce

tcgctcectc

aagggcaatg
gtcgagctcg
tgatccacga
gaaggtgcac
cggcgagcetg
actcgeccggce
tccaccttgg
ctctctectet
gtgaaaatgc
gtgagtcgtt
caggacgacg
cgctcgaacc
caagctggcg
gtgaggtgct
gccgtegtcg

ttctcctect

<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacion Ascl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (2143)..(2148)
<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 40

ES 2719 106 T3

ccgacgtgac
gcgtgegtec
cgtcgtactg
ccgcteggeg
cccgggteca
gcatcgacgg
accccatctg
ctegttctce
agtgcgegtt
gccttggeeg
acgacgagga
tgctéacggc
tcgtectett
cgcgteggaa
ccgaggcaag

cccaccacca

caaggccatc
cgcegetcte
acccttgcga
acctgacggc
tctccaaggg
gcgcgageca
ccgectecect
tccttctggg
tctgtacctt
tggcacgcect
ggaagcgcaa
tgtcgaaggc
gaactggttc
caagccgggce
agcggceatceg

cctttctcca

42

ggccaggacc
tctctctctt
atgtgcgcege
gttcgagaag
cgagtcgttc
caaggcgagg
ttctectctcet
cctctcggac
gtcctgcgag
cgccgeageg
aaggcgagac
ggtgcgecac
gagtccgtga
ttgtggtcga
acaagttggc

gctcgaacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840
900
960
963
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ggcgcgecac

- gggctcacgg

cagcceccac
cctcttctea
ttctggettg
tgctcgtttg
tacgctcatt
tcaacacccc
ttgcccagec
ccagcatctg
actcctectce
aaatcaagcg
agcgcggega
cggcgagtge
gcggaggaag
cttcgactac
tagcgtecgec
cctcaggggt
tcgctagege

cggctggcgg

tcctegtgeg
atcgccagga
Cgaaggcgag
ggaacgccaa
gatggggatt
tcgtggecge
gaacaaagcg
actcggggtg
cacgtcggaa
tgttgtggaa

gceccgtecgg

gcgtgagagt
ggcggtggte
cttcgtecte
acacccactc

ccccagetceg

catctccteg
actgctcaca
gagcgcctca
ctagcgegac
ctttgegcetg
ctgggagacg
ggttctgcga
tgctcgtegt
aacttccccc
acatccgeat
ctcctceect
cccecegeteg
ggaggggagt
gggtggacaa
cagaggtgca
ccagacggtc
gtcgacggca
attgatcacc

acaggcagcg

‘gagtttaagc

gtgagcaggc
tagcttgcaa

ctctgctcgt

cggcatggag

ctagcaggaa
ttgttgcaga
atgccctgaa
tggcaaatga
tcgacgttga
gcgagggcag
gaatggcgca

tctggaacac
gggctgaggg
accgctteccc
acacaccctt

ccccatcctce

tcgettettce
tcgtttgtgt
aaagacgcgg
gaaccagctg
ctgcgtcegt
gtcgcctctc
accatctaca
gctttcecte
gcacgccggt
cacgcagccc
gattcctegt
ctcgaacaag
aagacggaga
ggtggagcgg
ggaggaggcg
gagacaggct
gatggaggag
agcacggcgg
gaggcgacgt
aggatgctgg

‘gaagcgagga

cagccgeegg
cagctggcca
taaagcagcc
cagcagagcg
tcccagtgte
gaacgatgag
gcgagacgag

tagagtgaac

gagcgagggg
gctgggtgcc

ggggcgegea
cgagcgegeg
ggagaacttt
ccatccacac

ttcgcacccg

ES 2719 106 T3

cctctecttc
gcgtcgetgt
acgcagacgc
cgacgattcg
cttgtggtgc
cctectecte
tcacgctege
ctthcgfcc
gagtctccca
tccegecttc
ccctcaaage
tgcagcagaa
gggtgccgtt
ggacggggag
gagggagtgt
ctaagatcgt
gcgggacggt
gagcggcgag
cgagtacgag
cgggaggagt
gctcatgtag
tcggtttatt
agctggccag
gtgaggatga
gcgaggagga
gctagagtge
cgaatgagtc
gagtgcecge
gaagccattg
agaaggcgag
ggggatgtgc

caagggtcga
ttggggacga
gctgtactct
acaagctatc

gctcatcgaa

ggcgcccaca
gcatgtccac
ccgccgaacg
tgcgcttatg
ggatcggctc
ttcactcctc
tcgtcatgcet
tcteggeege
cacttccttg
ccactcctcc

cccgcagect

-cctcgggaag

tggtcagagg
ggcgacgcag
cgcggctgcet
ctcgactggt
cacccaggtc
ttcagcggeg
catgatcagc
tgcgggtgca
atacagcata
ccattgtcct
cagacgagcg
cggaggagct
gaggaaccgg
tcgtcgtcat
gaagcggegt
cagagttgcc
cagaccccag
gaggaggagg
gcgagtggcg

gggccgtgac
cgacgcccga
gcttctcect
cgcacacctc

aaccatgg

43

ccgcttegea
gcaccactcc
acggcacgcc
ttagccggac
gatgggggtt
gttagcttte
cgtactacga
gtccagcgac
cgaccccaac
ctcttcaccg
cttcccttca
aggctggcga
agtgcgacgg
cgcgttacgg
cagcctgtec
cttctgaccg
gagacggcct
gcgtcggacg
gg9aggagcgg
gccctgatec
gacagtatat
cgaccccatg
ttggggtggc
cgggcgaggt
aagcacagtc
cagagcgagt
ctaccggtga
acgtcgaccc
aaggtggcca
ggctggggaa
gaggagtcga

gagttcgeeg

cgcecteget
tcacactcte

tcacacccga

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
1980
2040
2100
2148
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<210> 41
<211> 1009
<212> ADN

<213> Sporobolomyces roseus

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(6)

<223> sitio de clonacion Ascl

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1004)..(1009)
<223> sitio de clonacién Ncol

<400> 41

ggcgcgecga
ttgacgtgag
ctgatgcatc
cgttcctgtce
ttgagctctc
ttcccctcta
cgacagaccc
gacgtcttca

gaaaagtaga

cggaaagcaa

gagctcgcaa
tgactccctg
tttcgegetce
ggtcgattga
ggcaattcgg
cgagatagaa

ccaactcttg

agttatacct
ggttatttct
tttgtgttca
gcagggaact
cctctatgag
ccttctectt
cgcacggaat

gggtcgagat

taatccgtta

agctggagag
ccatctcgta
cgagcggatt
gcacgttctt
actttgaatg
agcttccegg
aaaaggctag

ctccaacccc

cagaggtctc
cttcctctag
cgggttageg
acgctcaaag
agtgcaaggt
tgtccattct
tggagcgtac
ctcgggagge
ctcaggtcaa
aaaaatcgag
tccctctgag
gaaggagatc
atcgatctac
aactctcagg
aacgttccaa
ctttcgattt

ctccactcct

ES 2719 106 T3

aaaaacgaaa
tagtctacga
atttgatctt
ccggcactcet
tcgtcgetga
ctctactacg
tcgaatcctc
atcgggagtt
tggtatggct
attgcgaaac
ctacatacaa
acggtcgaat
tgagattgac

ttgcgcgaga’

ggagagggat
cgagagagat

tctctacaaa

aagtcatgca
gaatcgcaaa
ttcgattccc
gatcatcacg
tggtgtaatc
gttgtcacat
cggaattctt
fggtcaacaa
tcgaagatgc
gtgcgatgtc
acgtcactac
‘cagctagacc
tcgaaaaagt
gccaatacga
tttccgagag
tactttcaag

acaccatgg

44

agaatctcct
gatcggaaaa
aaaatcgtat
ggagtgagtt
cgctcatgece
cttccttctc
caaggacgga
gatcgaatat
tggaatcagc
atttcgtttc
ggcctcggag
ttcgcaacgt
cttctctcac
gccgaccaga
attacgattg

ttcgctgett

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1009
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Un constructo de ADN que comprende una secuencia aislada de nucleétidos seleccionada de la sec. con nim. de
ident.: 6 u 8, o la porcién promotora de la misma, unida operativamente a una secuencia que codifica un polipéptido
unido operativamente a un terminador de la transcripcién, en donde el constructo de ADN permite la expresion
eficiente del polipéptido en una especie fungica seleccionada de los subfilos Pucciniomycotina vy
Ustilaginomycotina.

El constructo de ADN de conformidad con la reivindicacién 1, en donde la porcién promotora es de
aproximadamente 400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza
desde la posicion -1 del codén ATG.

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

El constructo de ADN de conformidad con la reivindicacion 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 maxima preferencia mas del 70
% de CG.

Una célula fungica que contiene al menos un constructo de ADN de cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, con
la condicion de que, la célula fungica no es de Rhodotorula glutinis ATCC 204091 o Rhodotorula graminis WP1.

La célula fungica de conformidad con la reivindicacion 5, en donde la célula preferentemente contiene no mas de
3 copias idénticas de una secuencia de nucleétidos establecida en la sec. con nim. de ident.:6 u 8, o la porcion
promotora de lamisma, preferentemente no mas de 2 copias idénticas de una secuencia de nucleétidos establecida
en la sec. con num. de ident.:6 u 8, o la porcién promotora de la misma.

La célula fungica de conformidad con la reivindicacion 6, en donde la porcion promotora es de aproximadamente
400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza desde la posicion -1
del codon ATG.

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

Un promotor aislado seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un promotor que comprende la secuencia de nucleétidos de la sec. con num. de ident.: 6 u 8, o la porcion
promotora de la misma;

(ii) un promotor que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 95 % de identidad con la
secuencia de nucleotidos de la sec. con num. de ident.: 6 u 8, o la porcién promotora de la misma; y

(iii) un promotor que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 98 % de identidad con la
secuencia de nucleétidos de la sec. con num. de ident.: 6 u 8, o la porciéon promotora de la misma,

en donde el promotor permite la expresion eficiente de una secuencia que codifica un polipéptido unido
operativamente al promotor en una especie flngica seleccionada de los subfilos Pucciniomycotina y
Ustilaginomycotina.

El promotor aislado de conformidad con la reivindicacién 9, en donde la porcién promotora es de aproximadamente
400 pares de bases hasta aproximadamente 1100 pares de bases de longitud que comienza desde la posicion -1
del codon ATG.

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

El promotor aislado de la reivindicacion 9, 10 u 11, en donde la especie fungica se selecciona de los géneros
Rhodosporidium, Rhodoturula, Pseudozyma, Ustilago o Sporobolomyces, en donde el genoma contiene al menos
50% deCyG.

Un vector T-ADN o un vector transportador que comprende el constructo de ADN de cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.

Un cromosoma fungico que comprende el constructo de ADN de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, con la

condiciéon de que, el cromosoma fungico no sea de Rhodotorula glutinis ATCC 204091 o Rhodotorula graminis
WP1.
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Fig. 3
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