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DESCRIPCIÓN

Métodos para ajustar los niveles de producción de carotenoides y composiciones en géneros de Rhodosporidium y
Rhodotorula

5
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud se relaciona con y reivindica la prioridad a la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos
núm. de serie 62/091,913, presentada el 15 de diciembre de 2014. Esta solicitud se incorpora en la presente descripción
como referencia en su totalidad.10

Envío de secuencia

La presente solicitud se presenta junto con una lista de secuencias en formato electrónico. El Listado de secuencias se
titula 2577244PCTSequenceListing.txt, creado el 03 de noviembre de 2015 y tiene un tamaño de 184 kb. La información15
de la Lista de Secuencias en formato electrónico se incorpora en la presente descripción como referencia en su totalidad.

Antecedentes de la invención

La presente invención se refiere al campo de la biotecnología fúngica, más particularmente a métodos de ingeniería20
genética para la producción de carotenoides en huéspedes fúngicos seleccionados de los géneros Rhodosporidium y
Rhodotorula.

Las publicaciones y otros materiales usados en la presente descripción para ilustrar los antecedentes de la invención, y
en particular, los casos que proporcionan detalles adicionales con respecto a la práctica, se incorporan como referencia,25
y 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.

Está bien documentado que la producción de carotenoides se inicia con la biosíntesis de geranilgeranil difosfato (GGPP)
catalizada por la GGPP sintasa para la condensación de C15 farnesil difosfato (FPP) y C5 isopentenil difosfato (IPP).30
Posteriormente, dos moléculas de GGPP se condensan adicionalmente para formar el precursor incoloro fitoeno, que es
catalizado por la fitoeno sintasa. En hongos y eubacterias, la fitoeno desaturasa cataliza las 4 etapas de desaturación del
fitoeno para producir el licopeno de color rojo, mientras que esto se realiza por fitoeno desaturasa y γ-caroteno o turasa y
desaturasa separadas en plantas, algas y cianobacterias. El licopeno se cicla por la caroteno ciclasa para formar γ-
caroteno y δ-caroteno monocíclicos, y α-caroteno y β-caroteno dicíclicos [1, 2]. Aguas arriba de la vía biosintética, el FPP35
se produce por la condensación catalizada por farnesil difosfato sintasa (FPS), de IPP y C10 geranil difosfato (GPP), este
último producido por la condensación catalizada por la GPP sintasa, de IPP y dimetilalil difosfato (DMAPP), el producto
de la isomerasa IPP (IPI). El IPP y el DMAPP pueden sintetizarse a través de la vía del mevalonato (MVP) o de la vía de
2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato/1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (MEP/DOXP) [3, 4].

40
Los carotenoides son tetraterpenoides de 40 carbonos (C40) [5]. Los carotenoides no oxigenados, tales como el γ-
caroteno, el β-caroteno y el licopeno se conocen como carotenos. Las modificaciones enzimáticas adicionales de los
carotenos producen moléculas que contienen oxígeno, tales como luteína, retinol (vitamina A), zeaxantina y astaxantina
[6, 7]. La biosíntesis de carotenoides se produce en todos los organismos fotosintéticos [8] y en muchos microorganismos
no fotosintéticos, tales como bacterias y hongos [1, 5, 9, 10] y algunos insectos [11].45

Los carotenoides desempeñan un papel importante en la salud y el desarrollo humano y animal [12-15]. Por ejemplo, una
mayor ingestión de carotenoides en la dieta se asoció con un riesgo menor de degeneración macular relacionada con la
edad (ADM) [13]; la deficiencia de vitamina A se asocia con un crecimiento anormal del esqueleto y los dientes y la
infertilidad en ratas [14]; el retinal (retinaldehído) es esencial para la visión, mientras que el ácido retinoico es esencial50
para la salud de la piel, la remineralización de los dientes y el crecimiento óseo [16]; la ingestión de licopeno se relaciona
con riesgo menor de cáncer de próstata [17]. Los carotenoides son colorantes naturales con muchos colores disponibles
[18-20]. Los carotenoides son precursores para la producción de compuestos aromáticos valiosos [21]. El β-caroteno
puede escindirse por la citocromo oxidasa P450 para producir retinal (retinaldehído) [16], que es esencial para la visión y
cuando se convierte en ácido retinoico, es esencial para la salud cutánea, la remineralización de los dientes y el55
crecimiento óseo. Por lo tanto, los carotenoides son valiosos aditivos de alimentos y piensos, nutracéuticos y
cosmecéuticos.

El retinol, el retinal y el ácido retinoico se conocen como retinoides, que se derivan del fallo de la salud cutánea, la
remineralización de los dientes y el crecimiento óseo. El retinol y el retinal son interconvertibles y se catalizan por la alcohol60
deshidrogenasa y las deshidrogenasa/reductasas de cadena corta, mientras que las familias de enzimas aldehído
deshidrogenasa y citocromo P450 catalizan la oxidación irreversible de retinal a ácido retinoico. La identificación de
enzimas que catalizan la oxidación del retinol in vivo ha sido controversial, lo que se debe en parte a la dificultad por la
naturaleza reversible de esta reacción [22].

65
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Rhodosporidium y Rhodotorula son dos géneros fúngicos que pertenecen al subfilum Pucciniomycotina. Pueden cultivarse
en forma de células individuales en una densidad celular muy alta en fermentadores a una velocidad de crecimiento rápida
y acumular niveles altos de triacilglicéridos [23-26]. Rhodosporidium y Rhodotorula son capaces de producir niveles altos
de carotenoides [27-30], con beta-caroteno, gamma-caroteno, torularodina y toruleno como componentes principales [31].
Torularodina y toruleno son colorantes potenciales e inductores de la expresión génica. Aparte de la identificación de un5
supuesto homólogo de CAR2 [32], no hay ningún informe sobre la vía biosintética de carotenoides en Rhodosporidium y
Rhodotorula. Cualquier método que mejore la productividad y la pureza del producto de los carotenoides y sus derivados
tiene valor y significado comercial.

Resumen de la invención10

La presente invención se refiere al campo de la biotecnología fúngica, más particularmente a métodos de ingeniería
genética para la producción de carotenoides en huéspedes fúngicos seleccionados de los géneros Rhodosporidium y
Rhodotorula.

15
Así, en un aspecto, la presente invención proporciona un método para ajustar el nivel de producción y composición de
carotenoides en un huésped fúngico. De acuerdo con este aspecto, el método comprende la manipulación genética de
uno o más de los polinucleótidos implicados en la biosíntesis de carotenoides. En una modalidad, los carotenoides son
licopeno, beta-caroteno, gamma-caroteno, toruleno, torularodina o derivados de estos. En algunas modalidades, un
derivado es un derivado hidroxilado, un derivado glicosilado o un derivado oxidado. En otra modalidad, el huésped fúngico20
es Rhodosporidium o Rhodotorula. En algunas modalidades, el método comprende manipular genéticamente uno o más
polinucleótidos implicados en la biosíntesis de carotenoides en un huésped fúngico y hacer crecer el huésped fúngico
para producir los carotenoides, por lo que se ajusta el nivel de producción o la composición de los carotenoides.

En una modalidad, la manipulación genética comprende la regulación negativa de uno o más polinucleótidos25
seleccionados de SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19 y 20, o un homólogo que comparte al menos el
75 % de identidad de nucleótidos con los mismos en un huésped fúngico. En otra modalidad, la manipulación genética
comprende la regulación negativa de uno o más polinucleótidos que codifican polipéptidos seleccionados de SEQ ID NOs:
2, 4, 6, 12, 15, 18 y 21 o un homólogo que comparte al menos el 75 % de identidad con los mismos en un huésped fúngico.
En algunas modalidades, la regulación negativa se compara con un huésped fúngico sin la manipulación genética. En30
otras modalidades, uno o más polinucleótidos se regulan negativamente por ARNi, un represor transcripcional artificial o
un promotor débil.

En una modalidad, la manipulación genética es la inactivación total de la función enzimática en un huésped fúngico. En
algunas modalidades, la inactivación se logra mediante la deleción de todo o una parte de uno o más polinucleótidos35
seleccionados de las SEQ ID NOs: 10, 11, 16, 17, 19 y 20 o un homólogo que comparte al menos el 75 % de identidad
de nucleótidos con los mismos. En otras modalidades, la inactivación se logra mediante la deleción de todo o una parte
de uno o más polinucleótidos que codifican polipéptidos seleccionados entre las SEQ ID NOs: 12, 18 y 21 o un homólogo
que comparte al menos el 75 % de identidad de nucleótidos con los mismos. En una modalidad, la deleción se realiza
mediante el uso de una técnica de recombinación homóloga. En otra modalidad, la deleción se ayuda mediante el uso de40
una nucleasa artificial. En una modalidad adicional, la nucleasa artificial es una nucleasa de dedos de zinc (ZFN) o un
complejo Cas9-ARNg.

En una modalidad, la manipulación genética implica la sobreexpresión de uno o más polinucleótidos seleccionados de
SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19 y 20, o un homólogo que comparte al menos el 75 % de identidad45
de nucleótidos con los mismos. En otra modalidad, la manipulación genética implica la sobreexpresión de uno o más
polinucleótidos que codifican polipéptidos seleccionados de SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 12, 15, 18 y 21; o un homólogo que
comparte al menos el 75 % de identidad con los mismos. En algunas modalidades, la sobreexpresión está mediada por
la introducción de un casete genético sintético en una célula fúngica huésped. En otra modalidad, el casete comprende
un promotor heterólogo unido operativamente al polinucleótido, opcionalmente unido operativamente a un terminador50
transcripcional. En algunas modalidades, la sobreexpresión se compara con un huésped fúngico sin manipulación
genética.

En algunas modalidades, la manipulación genética implica una combinación de las manipulaciones genéticas descritas
previamente. En una modalidad, la manipulación genética comprende la regulación negativa de uno o más de los55
polinucleótidos y la sobreexpresión de uno o más polinucleótidos diferentes. En otra modalidad, la manipulación genética
comprende la inactivación total de la función enzimática de uno o más polipéptidos codificados por uno o más
polinucleótidos y la sobreexpresión de uno o más de diferentes polinucleótidos. En una modalidad adicional, la
manipulación genética comprende la inactivación total de la función enzimática de uno o más polipéptidos codificados por
uno o más polinucleótidos y la regulación negativa de uno o más polinucleótidos diferentes. En una modalidad adicional,60
la manipulación genética comprende la inactivación total de la función enzimática de uno o más polipéptidos codificados
por uno o más polinucleótidos, la sobreexpresión de uno o más de diferentes polinucleótidos y la regulación negativa de
uno o más polinucleótidos diferentes.

En algunas modalidades, los polinucleótidos descritos en la presente descripción que se han incorporado de manera65
estable en el genoma fúngico están unidos operativamente a un promotor que permite la expresión eficiente en especies
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del género Rhodosporidium y el género Rhodotorula. Los promotores para cada polinucleótido incorporado pueden ser
iguales o diferentes. En algunas modalidades, los promotores son promotores encontrados en especies del género
Rhodosporidium y el género Rhodotorula. Los ejemplos de promotores adecuados incluyen, pero no se limitan a,
promotores de los genes siguientes que codifican las proteínas siguientes: gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa
(GPD), proteína transportadora de acil-CoA (ACP), ácido graso desaturasa, factor de elongación de traducción (TEF),5
piruvato descarboxilasa (PDC), enolasa (2-fosfoglicerato deshidratasa) (ENO), peptidilprolil isomerasa (PPI), acetil-CoA
carboxilasa (ACC) o transaldolasa. En otras modalidades, los genes descritos en la presente descripción también incluyen
un terminador transcripcional de ARNm que puede encontrarse en cualquier especie eucariota y sus virus de ADN.

En otra modalidad, la presente invención proporciona un método para producir carotenoides que comprende cultivar una10
célula fúngica huésped descrita en la presente descripción en condiciones adecuadas para producir carotenoides. Puede
usarse cualquier medio con al menos el 5 % de fuente de carbono. En algunas modalidades, la fuente de carbono es
glucosa, manosa, glicerol, sacarosa, xilosa o sus combinaciones. En una modalidad, el medio es MinCAR que contiene
30-100 g de glucosa, 1,5 g de extracto de levadura, 0,5 g de (NH4)2SO4, 2,05 g de K2HPO4, 1,45 g de KH2PO4, 0,6 g de
MgSO4, 0,3 g de NaCl, 10 mg de CaCl2, 1 mg de FeSO4, 0,5 mg de ZnSO4, 0,5 mg de CuSO4, 0,5 mg de H3BO4, 0,5 mg15
de MnSO4, 0,5 mg de NaMoO4 (por litro). El medio se ajusta preferentemente a pH 5-7. En algunas modalidades, el cultivo
celular se realiza preferentemente a 25 °-35 °C. En otras modalidades, el cultivo se realiza preferentemente en una
condición con iluminación.

Breve descripción de las figuras20

La figura 1 muestra la organización de pRH201. LB: borde izquierdo de T-DNA; RB: borde derecho de T-DNA; Pgpd:
Promotor de 595 pb de Umgpd1; PGPD1: Promotor de 795 pb de RtGPD1; hpt-3: gen de resistencia a la higromicina
optimizado por codones que se basa en el sesgo de uso de codones en R. toruloides; Tnos: terminador del gen de la
nopalina sintasa de A. tumefaciens. Los sitios de corte de enzimas de restricción únicos se muestran en rojo. loxP-RE y25
loxP-LE y los sitios de reconocimiento de mutantes para Cre recombinasa. Sp/Str son genes de resistencia para
espectinomicina y estreptomicina; eGFP-His6 es un gen de codón adaptado que codifica la proteína de fusión de etiqueta
eGFP-histidina de R. toruloides; 35S: terminador del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor.

Las Figuras 2A-2E muestran la identificación de mutantes RCM y la caracterización del gen CAR1. Figura 2A: Fenotipos30
de color de colonias de mutantes RCM. Todas las cepas se inocularon en estrías en placas PDA y se incubaron a 28 °C
durante 2 días. Figura 2B: Diagrama esquemático de CAR1 y su estrategia de deleción. Figura 2C: Análisis de Southern
blot del mutante nulo del candidato CAR1 (Δ car1). Las secuencias homólogas usadas para la deleción de CAR1 fueron
de 1036 pb (CAR1L) y de 830 pb (CAR1R) de longitud, que oscilan de -89 a +947 y de +2098 a +2928 del codón de inicio
traduccional. El fragmento de ADN marcado con digoxigenina CAR1R se usó como sonda para la detección de ADN total35
HindIII. Figura 2D: Colores de colonias de WT, mutante nulo (Δ car1) y cepa de complementación (Δ car1C) cultivadas en
placa PDA. Figura 2E: Perfiles de carotenoides en la cepa de tipo salvaje de R. toruloides, Δcar1 y Δcar1C. Se analizó el
contenido de cuatro componentes principales de carotenoides.

Las Figuras 3A-3D muestran el grupo de genes biosintéticos de carotenoides en R. toruloides. Figura 3A: Organización40
genómica de grupos de genes biosintéticos de carotenoides en 5 hongos carotenogénicos, Blakeslea trispora, Fusarium
fujikuroi, Phycomyces blakesleeanus y Sporobolomyces roseus. Figura 3B: Deleción de CAR3, CCD1 y CDS1. El panel
superior muestra los esquemas de deleción y el panel inferior muestra el análisis de Southern blot de mutantes de
desactivación génica. Las barras negras indican las sondas usadas para la hibridación mediante Southern blot. Figura
3C: Fenotipo de color de colonias de mutantes nulos implicados en la vía biosintética de carotenoides en R. toruloides.45
Figura 3D: Perfiles de carotenoides en cepa de tipo salvaje y mutantes nulos de R. toruloides de genes CCD1 y CDS1.

La figura 4 muestra los perfiles de carotenoides en cepa de tipo salvaje de R. toruloides, mutante nulo Ald1 (ald1) y
sobreexpresión de Ald1OE.
La figura 5 muestra los niveles relativos de ARNm de genes biosintéticos de carotenoides después de cambiar a50
iluminación. El nivel de expresión de cada gen se realizó mediante qRT-PCR y se normalizó para el gen Actin (ACT1).

Las Figuras 6A-6C muestran la caracterización de Roc1. Figura 6A: Estructura esquemática de ROC1 y estrategia de
deleción de genes. Figura 6B: Análisis de árbol filogenético de reguladores negativos de la biosíntesis de carotenoides
fúngicos. El número de registro de NCBI GenBank se siguió del nombre del gen. Figura 6C: Comparación de dominios de55
dedo RING y dominios LON. Las secuencias de consenso se indican en la línea inferior de cada una. Los números de
registro de GenBank (con secuencias en la Figura 6C establecidas en las secuencias que se indican): B. trispora crgA:
CAE51310.1 (SEQ ID NO:26); M. circinelloides crgA: CAB61339.2 (SEQ ID NO:28); A. fumigatus crgA: XP_755380.1
(SEQ ID NO:25); F. fujikurol carS: CCP50075.1 (SEQ ID NO:27); P. blakesleeanus carS: ADU04395.1 (SEQ ID NO:29);
U. maydis: EAK85777.1 (SEQ ID NO:31); R toruloides: (SEQ ID NO:30)60

Las Figuras 7A-7E muestra la deleción de ROC1. Figura 7A: Diferencias de color de colonias entre recombinación ectópica
y homóloga de ROC1 de desactivación génica. Figura 7B: Verificación mediante Southern blot de mutantes de deleción
génica. Se usó Digoxigenin-labeled DAN Molecular Weight Marker VII (Roche Diagnosis, Estados Unidos) como
marcador. Figura 7C: Morfología celular del mutante nulo y tipo salvaje de roc1. La barra representa 10 µm. Figura 7D:65
transcritos de ARNm de genes de carotenoides en la cepa mutante y de tipo salvaje de roc1 en condiciones de iluminación.
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Figura 7E: Comparación de la producción de carotenoides en la cepa de tipo salvaje, mutante de desactivación génica
(Δroc1) y su cepa de complementación (Δroc1C).

Descripción detallada de la invención
5

La presente invención se refiere al campo de la biotecnología fúngica, más particularmente a métodos de ingeniería
genética para la producción de carotenoides en huéspedes fúngicos seleccionados de los géneros Rhodosporidium y
Rhodotorula.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente10
descripción tienen el mismo significado que el que se conoce comúnmente por el experto en la técnica a la que pertenece
la invención.

El término "aproximadamente" significa dentro de un intervalo de un valor estadísticamente significativo. Dicho intervalo
puede estar dentro de un orden de magnitud, preferentemente dentro del 50 %, más preferentemente dentro del 20 %,15
aún más preferentemente dentro del 10 %, y aún más preferentemente dentro del 5 % de un valor o intervalo dado. La
variación permisible abarcada por el término "aproximadamente" depende del sistema particular en estudio, y puede
apreciarse fácilmente por un experto en la técnica.

Como se usa en la presente descripción, "alelo" se refiere a cualquiera de una o más formas alternativas de un locus20
génico, todos los alelos se relacionan con un rasgo o característica. En una célula u organismo diploide, los dos alelos de
un gen dado ocupan los loci correspondientes en un par de cromosomas homólogos.

El término "regulación negativa" se refiere a la disminución del nivel de expresión de un polinucleótido, como un gen, en
comparación con un control que usa cualquier método conocido en la técnica, como ARNi, un represor transcripcional25
artificial para atacar específicamente el gen si es de interés, como ZFN y Cas9 que se fusionan a un dominio represor
transcripcional y se unen a una secuencia de ADN específica en un promotor de un gen o secuencia codificante para
lograr la regulación negativa; o el uso de un promotor más débil para impulsar la expresión del gen de interés. El término
"regulado negativamente" se usa en la presente descripción para indicar que la expresión del gen objetivo se reduce en
1-100 %. Por ejemplo, la expresión puede reducirse en aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 4030
%, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 99 %.

Como se usa en la presente descripción, una "ventana de comparación" se refiere a un segmento conceptual de al menos
6 posiciones contiguas, generalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 100, más generalmente de
aproximadamente 100 a aproximadamente 150, en el que una secuencia se compara con una secuencia de referencia35
del mismo número de posiciones contiguas después que las dos secuencias se alinean de manera óptima. La ventana de
comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, brechas) de aproximadament el 20 % o menos en
comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para la alineación óptima de las
dos secuencias. Los expertos en la técnica deben hacer referencia a los métodos detallados usados para la alineación de
secuencias, como en Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0 (Genetics Computer Group, 575 Science Drive40
Madison, Wisconsin, Estados Unidos).

Una molécula "dsRNA" or "ARNi", como se usa en la presente descripción en el contexto de ARNi, se refiere a un
compuesto, el cual es capaz de regular negativamente o reducir la expresión de un gen o la actividad del producto de
dicho gen en una medida suficiente para lograr un efecto biológico o fisiológico deseado. El término "dsRNA" o "molécula45
de ARNi", como se usa en la presente descripción, se refiere a uno o más de un dsRNA, siRNA, miRNA, hpRNA, ihpRNA.

El término "expresión" con respecto a una secuencia génica se refiere a la transcripción del gen y, según sea apropiado,
a la traducción del transcrito de ARNm resultante a una proteína. Por lo tanto, como quedará claro por el contexto, la
expresión de una secuencia codificante de proteínas es el resultado de la transcripción y traducción de la secuencia50
codificante.

Como se usa en la presente descripción, "genotipo" se refiere a la constitución genética de una célula u organismo.

El término "homólogo" como se usa en la presente descripción se refiere a un gen relacionado con un segundo gen por55
descendencia de una secuencia de ADN ancestral común. El término, homólogo, puede aplicarse a la relación entre genes
separados por el evento de especiación (ortólogo) o a la relación entre genes separados por el evento de duplicación
genética (parálogo). El término homólogo se usa genéricamente para referirse a todas las especies.

"Enlace operable" o "unido operativamente" como se usa en la presente descripción, se entiende que significa, por60
ejemplo, la disposición secuencial de un promotor y el ácido nucleico a expresarse y, si es apropiado, elementos
reguladores adicionales tales como, para ejemplo, un terminador, de tal manera que cada uno de los elementos
reguladores pueda cumplir su función en la expresión recombinante del ácido nucleico para formar dsRNA. Esto no
requiere necesariamente un enlace directo en el sentido químico. Las secuencias de control genético como, por ejemplo,
las secuencias potenciadoras, también pueden ejercer su función en la secuencia objetivo desde posiciones que están65
algo distantes, o incluso desde otras moléculas de ADN (localización cis o trans). Las disposiciones preferidas son
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aquellas en las que la secuencia de ácido nucleico que va a expresarse de forma recombinante se coloca aguas abajo de
la secuencia que actúa como promotor, de modo que las dos secuencias se unen covalentemente entre sí. 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.

5
El término "sobreexpresión" se refiere al aumento en el nivel de expresión de un polinucleótido, como un gen, en
comparación con un control que usa cualquier método conocido en la técnica, como un activador transcripcional artificial
para atacar específicamente el gen si es de interés, tales como ZFN y Cas9 que se fusionan a un dominio activador
transcripcional y se unen a una secuencia de ADN específica en un promotor de un gen; o el uso de un promotor más
fuerte para impulsar la expresión del gen de interés. El término "sobreexpresión" se usa en la presente descripción para10
indicar que la expresión del gen objetivo aumenta en un 25 % o más en comparación con un control. Por ejemplo, la
expresión puede aumentarse en aproximadament el 25 %, 50 %, 100 %, 200 %, 500 %, 1000 % y así sucesivamente.

Como se usa en la presente descripción, el "fenotipo" se refiere a las características detectables de una célula u
organismo, cuyas características son la manifestación de la expresión génica.15

Los términos "polinucleótido", "ácido nucleico" y "molécula de ácido nucleico" se usan indistintamente en la presente
descripción para referirse a un polímero de nucleótidos que puede ser un arreglo lineal natural o sintético y secuencial de
nucleótidos y/o nucleósidos, que incluyen el ácido desoxirribonucleico, el ácido ribonucleico y derivados de estos. Incluye
ADN cromosómico, plásmidos autorreplicantes, polímeros infecciosos de ADN o ARN y ADN o ARN que desempeñan un20
papel primordialmente estructural. A menos que se indique lo contrario, los ácidos nucleicos o el polinucleótido se escriben
de izquierda a derecha en una orientación de 5'a 3', los nucleótidos se denominan por sus códigos de una sola letra
comúnmente aceptados. Los intervalos numéricos incluyen los números que definen el intervalo.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteína” se usan indistintamente en la presente descripción para referirse a un25
polímero de residuos de aminoácidos. Los términos se aplican a polímeros de aminoácidos en los que uno o más residuos
de aminoácidos es un análogo químico artificial de un aminoácido de origen natural correspondiente, así como a polímeros
de aminoácidos de origen natural. Los aminoácidos pueden denominarse por sus símbolos de tres letras o una letra
comúnmente conocidos. Las secuencias de aminoácidos se escriben de izquierda a derecha en orientación de amino a
carboxilo, respectivamente. Los intervalos numéricos incluyen los números que definen el intervalo.30

Como se usa en la presente descripción, el término "identidad de secuencia", "similitud de secuencia" u "homología" se
usa para describir relaciones de secuencia entre dos o más secuencias de nucleótidos. El porcentaje de "identidad de
secuencia" entre dos secuencias se determina mediante la comparación de dos secuencias alineadas óptimamente sobre
una ventana de comparación como la longitud total de una SEQ ID NO: referenciada, en donde la porción de la secuencia35
en la ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, brechas) en comparación con la
secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para la alineación óptima de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula mediante la determinación del número de posiciones en las que el residuo de aminoácido o de base
de ácido nucleico idéntico aparece en ambas secuencias para producir el número de posiciones coincidentes, tras dividir
el número de posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de comparación, y multiplicar el40
resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. Se plantea que una secuencia que es idéntica
en cada posición en comparación con una secuencia de referencia es idéntica a la secuencia de referencia y viceversa.
Se plantea que una primera secuencia de nucleótidos cuando se observa en la dirección 5' a 3' es un "complemento" de,
o es complementaria a, una segunda secuencia o de referencia de nucleótidos observada en la dirección 3' a 5' si la
primera secuencia de nucleótidos muestra complementariedad completa con la segunda secuencia o de referencia. Tal45
como se usa en la presente descripción, se plantea que las moléculas de secuencias de ácido nucleico presentan
"complementariedad completa" cuando cada nucleótido de una de las secuencias que se leen en la dirección 5' a 3' es
complementaria a cada nucleótido de la otra secuencia cuando se lee en la dirección 3' a 5'. Una secuencia de nucleótidos
que es complementaria a una secuencia de nucleótidos de referencia presentará una secuencia idéntica a la secuencia
complementaria inversa de la secuencia de nucleótidos de referencia. Estos términos y descripciones están bien definidos50
en la técnica y se conocen fácilmente por los expertos en la técnica.

El término "inactivación total de la función enzimática", como se usa en la presente descripción, se refiere a la pérdida
completa de la función o actividad enzimática para una enzima dada o un polipéptido dado que tiene función o actividad
enzimática en comparación con un control en el que la enzima no ha sido inactivada. La función enzimática puede55
inactivarse totalmente mediante la deleción de todo o parte de un polinucleótido que codifica el polipéptido que tiene
función enzimática. "Parte de un polinucleótido", como se usa en la presente descripción con respecto a la inactivación
de la función enzimática, se refiere a una porción del polinucleótido, cuya deleción es suficiente para causar la inactivación
total de la función enzimática. Una parte del polinucleótido podría ser un solo nucleótido o múltiples nucleótidos siempre
que la deleción de como resultado la terminación prematura del polipéptido o una mutación de desplazamiento de marco,60
cada uno de los cuales resultaría en un polipéptido inactivo. Una parte del polinucleótido podría ser una parte que codifica
al menos el 10 % pero menos del 90 % del polipéptido, lo que también da como resultado la pérdida de la función
enzimática.

El término "ajustar", como se usa en una modalidad de la presente descripción, se refiere a aumentar o disminuir el65
rendimiento de un carotenoide en al menos el 25 %, en al menos el 30 %, en al menos el 35 %, en al menos el 40 %, en
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al menos el 45 %, o aproximadamentel 50 % o más en un huésped fúngico manipulado genéticamente en comparación
con un huésped fúngico control no manipulado genéticamente. El término "ajustado", como se usa en una modalidad de
la presente descripción, se refiere a un rendimiento aumentado o disminuido de un carotenoide en al menos el 25 %, en
al menos el 30 %, en al menos el 35 %, en al menos el 40 %, en al menos el 45 %, o aproximadamente el 50 % o más en
un huésped fúngico manipulado genéticamente en comparación con un huésped fúngico control no manipulado5
genéticamente.

El término "ajustar", como se usa en otra modalidad de la presente descripción, se refiere a un cambio en la composición
de carotenoides en un huésped fúngico manipulado genéticamente en comparación con un huésped fúngico control no
manipulado genéticamente. El término "ajustado", como se usa en otra modalidad de la presente descripción, se refiere10
a una composición cambiada de carotenoides en un huésped fúngico manipulado genéticamente en comparación con un
huésped fúngico control no manipulado genéticamente.

Así, en un aspecto, la presente invención proporciona un método para ajustar el nivel de producción y composición de
carotenoides en un huésped fúngico. De acuerdo con este aspecto, el método comprende la manipulación genética de15
uno o más de los polinucleótidos implicados en la biosíntesis de carotenoides. En una modalidad, los carotenoides son
licopeno, beta-caroteno, gamma-caroteno, toruleno, torularodina o derivados de estos. En algunas modalidades, un
derivado es un derivado hidroxilado, un derivado glicosilado o un derivado oxidado. En otra modalidad, el huésped fúngico
es Rhodosporidium o Rhodotorula. En algunas modalidades, el método comprende manipular genéticamente uno o más
polinucleótidos implicados en la biosíntesis de carotenoides en un huésped fúngico y hacer crecer el huésped fúngico20
para producir los carotenoides, por lo que se ajusta el nivel de producción o la composición de los carotenoides.

En una modalidad, la manipulación genética comprende la regulación negativa de uno o más polinucleótidos
seleccionados de SEQ ID NOs:1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19 y 20, o un homólogo que comparte al menos el
75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de25
identidad de nucleótidos con los mismos en un huésped fúngico. En otra modalidad, la manipulación genética comprende
la regulación negativa de uno o más polinucleótidos que codifican polipéptidos seleccionados de SEQ ID NO:2, 4, 6, 12,
15, 18 y 21, o un homólogo que comparte al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de identidad de aminoácidos con los mismos en un huésped fúngico.
En algunas modalidades, la regulación negativa se compara con un huésped fúngico sin manipulación genética. En otras30
modalidades, uno o más polinucleótidos se regulan negativamente por ARNi, un represor transcripcional artificial o un
promotor débil.

La regulación negativa de un polinucleótido de la presente invención puede lograrse mediante el uso de técnicas bien
conocidas, que incluyen, pero no se limitan a, técnicas de ARNi, como dsRNA, miRNA, siRNA, smRNA, hpRNA o ihpRNA35
(denominadas colectivamente moléculas de ARNi), supresión de sentido (co-supresión), antisentido, y similares. Dichas
técnicas se describen en la Patente de los Estados Unidos núm. 7,312,323 y las referencias citadas allí. Por ejemplo, la
reducción podría lograrse, por ejemplo, con la transformación de una célula fúngica huésped para comprender un promotor
y otras regiones reguladoras 5' y/o 3' descritas en la presente descripción unidas a una secuencia de nucleótidos
antisentido, horquilla, molécula interferente de ARN, ARN bicatenario, microARN u otra molécula de ácido nucleico, de40
manera que la expresión de la molécula preferida por los tejidos interfiera con la traducción del ARNm de la secuencia de
ADN nativa o inhiba la expresión de la secuencia de ADN nativa en las células vegetales. Para una descripción más
detallada de las técnicas de ARNi o técnicas de microARN, véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos núms.
5,034,323; 6,326,527; 6,452,067; 6,573,099; 6,753,139; y 6,777,588. Véase también las publicaciones internacionales
núms. WO 97/01952, WO 98/36083, WO 98/53083, WO 99/32619 y WO 01/75164; y la Publicación de la Solicitud de45
Patente de los Estados Unidos núms. 2003/0175965, 2003/0175783, 2003/0180945, 2004/0214330, 2005/0244858,
2005/0277610, 2006/0130176, 2007/0265220, 2008/0313773, 2009/0094711, 2009/0215860, 2009/0308041,
2010/0058498 y 2011/0091975. Las moléculas de ARNi o las moléculas de microARN (denominadas colectivamente en
la presente descripción como moléculas de ARNi) pueden prepararse por un experto en la técnica mediante el uso de
técnicas bien conocidas en la técnica, que incluyen técnicas para la selección y prueba de moléculas de ARNi y moléculas50
de microARN que son útiles para la regulación negativa de un polinucleótido de la presente invención. Véase, por ejemplo,
Wesley y otros (2001), Mysara y otros (2011) y Yan y otros (2012).

Típicamente se ha encontrado que el dsRNA de 200-700 pb es particularmente adecuado para inducir ARNi en vegetales.
También se ha encontrado que los ARN de horquilla que contienen un intrón, por ejemplo, un constructo que comprende55
una secuencia codificante de ARN en una dirección de sentido operativamente unida a un intrón operativamente unido a
una secuencia codificante de ARN en una dirección antisentido o viceversa que es capaz de formar un ARN de intrón-
horquilla (ihpRNA), es adecuado para inducir ARNi en vegetales. Véase, por ejemplo, Wang y otros (2000), Fuentes y
otros (2006), Bonfim y otros (2007) Vanderschuren y otros (2007a, 2007b), Zrachya y otros (2007). Por ejemplo, puede
prepararse un constructo de ácido nucleico que incluye un ácido nucleico que se transcribe en un ARN que puede60
hibridarse consigo mismo, por ejemplo, un ARN bicatenario que tiene una estructura de horquilla. Además, las estructuras
de horquilla pueden prepararse como se describe por Guo y otros. (2003).

Por ejemplo, puede prepararse un constructo de ácido nucleico que incluye un nucleico que se transcribe en un ARN que
puede hibridarse consigo mismo, por ejemplo, un ARN bicatenario que tiene una estructura de horquilla. En algunas65
modalidades, una hebra de la porción del tallo de un ARN bicatenario comprende una secuencia que es similar o idéntica

E15870471
28-04-2020ES 2 787 225 T3

 



8

a la secuencia codificante de sentido, o un fragmento de esta, de un polinucleótido como se describe en la presente
descripción, y que es de aproximadamente 10 nucleótidos a aproximadamente 1800 nucleótidos de longitud. La longitud
de la secuencia que es similar o idéntica a la secuencia codificante de sentido puede ser de 10 nucleótidos a 1000
nucleótidos, de 15 nucleótidos a 600 nucleótidos, de 20 nucleótidos a 500 nucleótidos, o de 25 nucleótidos a 100
nucleótidos, o cualquier longitud dentro de los 10 nucleótidos a 2500 nucleótidos. La otra hebra de la porción del tallo de5
un ARN bicatenario comprende una secuencia que es similar o idéntica a la hebra antisentido, o un fragmento de esta,
de la secuencia codificante del polipéptido de interés, y puede tener una longitud que es más corta, igual o mayor que la
longitud correspondiente de la secuencia de sentido. En algunos casos, una hebra de la porción del tallo de un ARN
bicatenario comprende una secuencia que es similar o idéntica a la región no traducida 3' o 5', o un fragmento de esta,
del ARNm que codifica un polipéptido descrito en la presente descripción, y la otra la hebra de la porción del tallo del ARN10
bicatenario comprende una secuencia que es similar o idéntica a la secuencia que es complementaria a la región no
traducida 3' o 5', respectivamente, o un fragmento de esta, del ARNm que codifica un polipéptido descrito en la presente
descripción. En otras modalidades, una hebra de la porción del tallo de un ARN bicatenario comprende una secuencia
que es similar o idéntica a la secuencia de un intrón o un fragmento de este en el pre-ARNm transcrito a partir de un
polinucleótido descrito en la presente descripción, y la otra hebra de la porción del tallo comprende una secuencia que es15
similar o idéntica a la secuencia que es complementaria a la secuencia del intrón o fragmento de este en el pre-ARNm.

La porción del bucle de un ARN bicatenario puede ser de 3 nucleótidos a 5000 nucleótidos, por ejemplo, de 3 nucleótidos
a 2500 nucleótidos, de 15 nucleótidos a 1000 nucleótidos, de 20 nucleótidos a 500 nucleótidos, o de 25 nucleótidos a 200
nucleótidos, o cualquier longitud dentro de los 3 nucleótidos a 5000 nucleótidos. La porción de bucle del ARN puede incluir20
un intrón o un fragmento de este. Un ARN bicatenario puede tener cero, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, o más estructuras de horquilla.

En una modalidad, la manipulación genética es la inactivación total de la función enzimática en un huésped fúngico. En
algunas modalidades, la inactivación se logra mediante la deleción de todo o parte de uno o más polinucleótidos25
seleccionados de SEQ ID NOs:10, 11, 16, 17, 19 y 20, o un homólogo que comparte al menos el 75 %, al menos el 80 %,
al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de identidad de nucleótidos
con los mismos. En otras modalidades, la inactivación se logra mediante la deleción de todo o parte de uno o más
polinucleótidos que codifican polipéptidos seleccionados de SEQ ID NO:12, 18 y 21 o un homólogo que comparte al
menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 % o al menos30
el 99 % de identidad de aminoácidos con los mismos. En una modalidad, la deleción se realiza mediante el uso de técnicas
de recombinación homóloga. Las técnicas de recombinación homóloga se conocen bien por el experto en la técnica. En
otra modalidad, la deleción se ayuda mediante el uso de una nucleasa artificial. En una modalidad adicional, la nucleasa
artificial es una nucleasa de dedos de zinc (ZFN) o un complejo Cas9-ARNg. Las tecnologías de nucleasa artificial se
conocen bien por el experto en la técnica. Véase, por ejemplo, Durai y otros (2005), Makarova y otros (2011) y Mali y otros35
(2013).

En una modalidad, la manipulación genética implica la sobreexpresión de uno o más polinucleótidos seleccionados de
SEQ ID NOs:1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19 y 20, o un homólogo que comparte al menos el 75 %, al menos el
80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 % o al menos el 99 % de identidad de40
nucleótidos con los mismos. En otra modalidad, la manipulación genética implica la sobreexpresión de uno o más
polinucleótidos que codifican polipéptidos seleccionados de SEQ ID NOs:2, 4, 6, 12, 15, 18 y 21, o un homólogo que
comparte al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %
o al menos el 99 % de identidad de aminoácidos con los mismos. En algunas modalidades, la sobreexpresión está
mediada por la introducción de un casete genético sintético en una célula fúngica huésped. En otra modalidad, el casete45
comprende un promotor heterólogo unido operativamente al polinucleótido, opcionalmente unido operativamente a un
terminador transcripcional. En algunas modalidades, la sobreexpresión se compara con un huésped fúngico sin
manipulación genética.

En algunas modalidades, la manipulación genética implica una combinación de las manipulaciones genéticas descritas50
previamente. En una modalidad, la manipulación genética comprende la regulación negativa de uno o más de los
polinucleótidos y la sobreexpresión de uno o más polinucleótidos diferentes. En otra modalidad, la manipulación genética
comprende la inactivación total de la función enzimática de uno o más polipéptidos codificados por uno o más
polinucleótidos y la sobreexpresión de uno o más polinucleótidos diferentes. En una modalidad adicional, la manipulación
genética comprende la inactivación total de la función enzimática de uno o más polipéptidos codificados por uno o más55
polinucleótidos y la regulación negativa de uno o más polinucleótidos diferentes. En una modalidad adicional, la
manipulación genética comprende la inactivación total de la función enzimática de uno o más polipéptidos codificados por
uno o más polinucleótidos, la sobreexpresión de uno o más polinucleótidos diferentes y la regulación negativa de uno o
más polinucleótidos diferentes.

60
La Tabla 1 muestra ejemplos representativos de manipulación genética en huéspedes fúngicos de la presente invención
y el efecto con respecto al ajuste de la producción o composición de carotenoides.

Tabla 1
65
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10

15
En algunas modalidades, los polinucleótidos descritos en la presente descripción se han incorporado de manera estable
en el genoma fúngico. En estas modalidades, los polinucleótidos están unidos operativamente a un promotor que permite
la expresión eficiente en especies del género Rhodosporidium y el género Rhodotorula. Los promotores para cada
polinucleótido incorporado pueden ser iguales o diferentes. En algunas modalidades, los promotores son promotores
encontrados en especies del género Rhodosporidium y el género Rhodotorula. En otras modalidades, los promotores son20
promotores que se encuentran en otras especies fúngicas. Los ejemplos de promotores adecuados incluyen, pero no se
limitan a, promotores de los genes siguientes que codifican las proteínas siguientes: gliceraldehído 3-fosfato
deshidrogenasa (GPD), proteína transportadora de acil-CoA (ACP), ácido graso desaturasa, factor de elongación de
traducción (TEF), piruvato descarboxilasa (PDC), enolasa (2-fosfoglicerato deshidratasa) (ENO), peptidilprolil isomerasa
(PPI), acetil-CoA carboxilasa (ACC) o transaldolasa. En otras modalidades, los genes descritos en la presente descripción25
también incluyen un terminador transcripcional de ARNm que puede encontrarse en cualquier especie eucariota y sus
virus de ADN.

En algunas modalidades, un promotor adecuado se describe en la Publicación de Solicitud de Patente Internacional núm.
WO 2012/169969, incorporado por referencia en la presente descripción en su totalidad. Esta solicitud publicada describe30
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 de la estearoil-CoA-delta 9-
desaturasa (FAD1) que funcionan como promotores en hongos. Los promotores descritos en esta solicitud publicada se
establecen en las SEQ ID NOs:94-101. En otras modalidades, se describen promotores adicionales en la Publicación de
Solicitud de Patente Internacional núm. WO 2014/142747, incorporado por referencia en la presente descripción en su35
totalidad. Los promotores descritos en esta solicitud publicada se establecen en las SEQ ID NOs:102-118.

Además, los fragmentos operables de las secuencias promotoras descritas en la presente descripción 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,40
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
expuestos en las SEQ ID NOs 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 SEQ ID NOs descritas.45

En una modalidad, se proporciona una secuencia promotora que tiene al menos el 60 % de identidad con cualquiera de
estas secuencias promotoras. En otra modalidad, se proporciona una secuencia promotora que tiene al menos el 70 %
de identidad con cualquiera de estas secuencias promotoras. En una modalidad adicional, se proporciona una secuencia
promotora que tiene al menos el 80 % de identidad con cualquiera de estas secuencias promotoras. En una modalidad50
adicional, se proporciona una secuencia promotora que tiene al menos el 90 % de identidad con cualquiera de estas
secuencias promotoras. En otra modalidad, se proporciona una secuencia promotora que tiene al menos el 95 % de
identidad con cualquiera de estas secuencias promotoras. En otra modalidad, se proporciona una secuencia promotora
que tiene al menos el 98 % de identidad con cualquiera de estas secuencias promotoras.

55
Los genes que se incorporarán de manera estable en el genoma fúngico están típicamente en forma de un constructo de
ADN o polinucleótido que comprende las secuencias promotoras descritas en la presente descripción, una secuencia
codificante de polipéptidos unidos operativamente descrita en la presente descripción y una secuencia terminadora
transcripcional de ARN unida operativamente. En una modalidad, puede usarse cualquier terminador transcripcional
operable en especies de hongos. Los terminadores se ubican típicamente aguas abajo (3') del gen, después del codón60
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.

Un constructo de ADN o ácido nucleico que comprende un promotor operable en hongos, una secuencia de ADN que
codifica proteínas y un terminador operable en hongos también puede denominarse en la presente descripción como un65
casete de expresión. El casete de expresión puede incluir otras regiones reguladoras transcripcionales como se conocen

Ejemplos de ajuste de la producción o composición de carotenoides

SEQ ID NO: (Nombre del Gen) Manipulación genética Efecto de ajuste

1 (CAR1) regulación negativa nivel disminuído de carotenoides

3 (CAR2) sobreexpresión nivel aumentado de carotenoides

1 (CAR1) sobreexpresión nivel aumentado de carotenoides totales

19 (ROC1) regulación negativa

10 (CCD1) deleción nivel aumentado de torularodina y/o sus derivados

17(ALD1) sobreexpresión niveles aumentados de carotenoides totales, toruleno y
torularodina
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bien en la técnica. En otras modalidades, el constructo de ADN o ácido nucleico o casete de expresión comprende además
un marcador de selección. Los marcadores de selección se conocen bien por los expertos en la técnica como casetes de
expresión que incorporan dichos marcadores y promotores seleccionables para impulsar su expresión, tal como se
describe en la Publicación de Solicitud de Patente Internacional núm. WO 2012/169969. Cualquier promotor adecuado
unido operativamente a cualquier marcador de selección adecuado puede usarse en la presente invención. En algunas5
modalidades, pueden usarse una o más moléculas de ADN en las que cada molécula de ADN tiene uno o más constructos
de ácido nucleico.

En otra modalidad, la presente invención proporciona un método para producir carotenoides que comprende cultivar una
célula fúngica huésped descrita en la presente descripción en condiciones adecuadas para producir carotenoides. Puede10
usarse cualquier medio con al menos el 5 % de fuente de carbono. En algunas modalidades, la fuente de carbono es
glucosa, manosa, glicerol, sacarosa, xilosa o sus combinaciones. En una modalidad, el medio es MinCAR que contiene
30-100 g de glucosa, 1,5 g de extracto de levadura, 0,5 g de (NH4)2SO4, 2,05 g de K2HPO4, 1,45 g de KH2PO4, 0,6 g de
MgSO4, 0,3 g de NaCl, 10 mg de CaCl2, 1 mg de FeSO4, 0,5 mg de ZnSO4, 0,5 mg de CuSO4, 0,5 mg de H3BO4, 0,5 mg
de MnSO4, 0,5 mg de NaMoO4 (por litro). El medio se ajusta preferentemente a pH 5-7. En algunas modalidades, el cultivo15
celular se realiza preferentemente a 25 ° - 35 °C. En otras modalidades, el cultivo se realiza preferentemente en una
condición con iluminación.

En la preparación del constructo de ácido nucleico o un casete de expresión, los diversos fragmentos de ADN pueden
manipularse, para proporcionar las secuencias de ADN en la orientación adecuada y, según sea apropiado, en el marco20
de lectura apropiado. Con este fin, pueden emplearse adaptadores o enlazadores para unir los fragmentos de ADN u
otras manipulaciones pueden estar implicadas para proporcionar sitios de restricción convenientes, eliminación de ADN
superfluo, eliminación de sitios de restricción, o similares. Para este propósito, pueden estar involucradas las mutagénesis
in vitro, reparación de cebadores, restricción, hibridación, resustituciones, por ejemplo, transiciones y transversiones.

25
Los ácidos nucleicos de la presente invención también pueden sintetizarse, ya sea totalmente o en parte, especialmente
cuando se desea proporcionar secuencias preferidas en vegetales, mediante métodos que se conocen en la técnica. Por
lo tanto, todos o una porción de los ácidos nucleicos de la presente invención pueden sintetizarse mediante el uso de
codones preferidos por un huésped seleccionado. Los codones preferidos por especie pueden determinarse, por ejemplo,
a partir de los codones usados con mayor frecuencia en las proteínas que se expresan en una especie huésped particular.30
Otras modificaciones de las secuencias de nucleótidos pueden dar como resultado mutantes con actividad ligeramente
alterada.

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 que35
contienen más de una copia del constructo de polinucleótido introducido de manera que se obtengan niveles altos de
expresión de la molécula recombinante.

La práctica de la presente invención emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de química,
biología molecular, microbiología, ADN recombinante, genética, inmunología, biología celular, cultivo celular y biología40
transgénica, que están dentro del estado de la técnica. Véase, 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 periódicas); Glover, 1985, ADN Cloning45
(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.50
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-IV
(D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986); Riott, Essential Immunology, 6ta Edición, Blackwell Scientific Publications,55
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 (ARNi):
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, 2004.60

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 técnicas65
específicamente descritas a continuación.
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Ejemplo 1

Cepas, productos químicos, medios y condiciones de cultivo:
5

Las cepas ATCC 10657, ATCC 10788, ATCC 204091 de Rhodosporidium toruloides (anteriormente conocido como
Rhodotorula glutinis), la cepa ATCC 90781 de Rhodotorula glutinis se adquirieron de ATCC (Estados Unidos). Las cepas
WP1 de Rhodotorula glutinis graminis y FGSC 10293 (IAM13481) de Sporobolomyces roseus se obtuvieron de Fungal
Genetics Stock Center (Universidad de Missouri, Estados Unidos). Las cepas AGL1 [33] y AGL2 [34] de A. tumefaciens
se usaron para ATMT.10

Las cepas de Rhodosporidium se cultivaron a 28 °-30 °C en YPD Broth (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 2YT líquido o sólido
(1,6 % de triptona, 1 % de extracto de levadura, 0,5 % de NaCl). Escherichia coli XL1-Blue se cultivó en caldo Luria-
Bertani (LB) o en agar LB y se usó para la manipulación rutinaria del ADN. Para acumular la producción de carotenoides15
y lípidos, R. toruloides se cultivó en medio productor de carotenoides (MinCAR) y medio de acumulación de lípidos
(MinRL2), respectivamente. MinCAR y MinRL2 se modificaron del medio de carotenoides [35] y el medio lipídico [36]. El
medio MinCAR contiene (por litro) 70 g de glucosa, 1,5 g de extracto de levadura, 0,5 g de (NH4)2SO4, 2,05 g de K2HPO4,
1,45 g de KH2PO4, 0,6 g de MgSO4, 0,3 g de NaCl, 10 mg de CaCl2, 1 mg de FeSO4, 0,5 mg de ZnSO4, 0,5 mg de CuSO4,
0,5 mg de H3BO4, 0,5 mg de MnSO4, 0,5 mg de NaMoO4 (pH 6,1). El medio MinRL2 contiene (por litro) 100 g de glucosa,20
1,5 g de extracto de levadura, 0,5 g de (NH4)2SO4, 2,05 g de K2HPO4, 1,45 g de KH2PO4, 0,6 g de MgSO4, 0,3 g de NaCl,
10 mg de CaCl2, 1 mg de FeSO4, 0,5 mg de ZnSO4, 0,5 mg de CuSO4, 0,5 mg de H3BO4, 0,5 mg de MnSO4, 0,5 mg de
NaMoO4 (pH 6,1).

Ejemplo 225

Aislamiento de ADN genómico y ARN total

El ADN genómico y el ARN de R. toruloides se extrajeron como se describió anteriormente [37]. El ADN extraído se analizó
cualitativamente mediante electroforesis en gel de agarosa y se cuantificó con el Espectrofotómetro NanoDrop® ND-100030
(Nanodrop Technologies, Estados Unidos).

Ejemplo 3

Transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens(ATMT):35

La transformación de los hongos a través de ATMT se realizó como se describió anteriormente, a menos que se indique
lo contrario [37]. Los vectores binarios se transformaron mediante electroporación en A. tumefaciens AGL1 o AGL2
mediante el uso de una cubeta al 0,2 mM acoplada a un electroporador BioRad que se fijó a 2,5 kV, 25 µF, 400 Ω. Los
transformantes se seleccionaron en placas de agar 2YT suplementadas con estreptomicina (100 µg/ml).40

Ejemplo 4

Constructos de ADN
45

Los oligonucleótidos usados se enumeran en la Tabla 2. Todas las enzimas de restricción y modificación se adquirieron
de New England Biolabs (NEB, Massachusetts, Estados Unidos).

Tabla 2
50

55

60

65

Secuencias de oligonucleótidos

Nombre Secuencia (5'-3') (SEQ ID NO:)
Sitio de
restricción

Descripción

PgpdR2-Sf TTTactagtGGACGGCTTGTTCTCTCCTG (32) SpeI Promotor gpdl de U.
maydisRt012N TTTccatggTGAGTGATCTGGTGTTGTTC (33) NcoI

PgpdR2-Sf TTTactagtGGACGGCTTGTTCTCTCCTG (34)
PromotorRtGPD1

Rt012N TTTccatggTGAGTGATCTGGTGITGTTC (35)

Rt127-2 GGAACTCATCCGCTCGATCG (36)
Deleción de CAR1

Rt128-2 CAGGCCTTCGCCATCGGATT (37)

Rt129 TCCTCTTCCGACTGGGACAA (38) PCR de colonias para
Δcar1Rt130 CCCAAACAACACCGAGAGGA (39)
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CAR3Lf AAACACTGATAGTTTTTGGAAGGGTGACGCACCTC (40)
Deleción de CAR3

CAR3Rr2 TCGAGCTCGGTACCCAGGAGGAGAAGAAGGTGATGG (41)

Rt138 TCGCTGGATTGGTACGACAAC(42) PCR de colonias
para Δcar3Rt139 CCACCAGTGACCATCTCTTCG (43)

CCD1L-Kf AAAggtaccGACTTGTCCGAGCGAGAGAC (44) KpnI

Deleción de CCD1
CCD1L-Hr AAAaagcttAGACTCCAGAACCCGACCGTA (45) HindIII

CCD1R-Bf TTTggatccCGAGTCTCAATCCCTCCCA (46) BamHI

CCD1R-Str TTTaggcctGGAGGACGGGCGATACAACTC (47) StuI

CCD1f GTCTTTCGCGCCCTCTTCCTC (48) PCR de colonias
para Δccd1CCD1r CGTAGGAGATGACGGGCTTGC (49)

CDS1L-Stf TTTaggcctCTCGCTCTCCTGCACACTTCG (50) StuI
Deleción de CDS1

CDS1L-Hr TTTaagcttCGCATTTCCAGTCCCATCGC (51) HindIII

CDS1R-Bf TTTggatccACCCTCTACGTCCCCTTCACC (52) BamHI

CDS1R-Sr TTTgagctcAACGCCTCGATCCTGACTTGC (53) SacI

CDS1f GTCCTGCTCGCAACCCTCAC (54) PCR de colonias
para Δcds1CDS1r2 GAGACGAAGGATGGAGTGGCG (55)

ALD1Lf CACCCGTCCTCTCCGCTTC (56)
Deleción de ALD1

ALD1Rr CCTCGCTCTTTCGCTGGTTC (57)

Rt134 CAGCCACATTCGTTCTTCAGG (58) PCR de colonias
para Δald1Rt135 TGGATGATGCGGATATTGAGG (59)

Rt203Nf TTTccatggAGGACACTCCCATCGACAGC (60) NcoI Expresión de
ALD1Rt204Br TTTggatccCCTGTCCCGTCAACTTCTGC (61) BamHI

CARSL-Stf TTTaggcctCAGCCAAGTTCAAGCACAACC (62) StuI

Deleción de ROC1
CARSL-Hr TTTaagcttCGACCGATCTCGAGGAGACAT (63) HindIII

CARSR-Bf AAAggatccGGAACGATACCCTCCAAGACG (64) BamHI

CARSR-Sr AAAgagctcTGGGAGTTGCGAGGTCATAGA (65) SacI

CARSf TTGTTCTCGGATGTGCGATTGG (66) PCR de colonias
para Δroc1CARSr ATAATCTTGGTGAGCGCGATGTT (67)

Rt301Nf TTTccatggCGACTCTAGCCATCAGACC (68) Ncol Expresión de
ROC1Rt302Evr TTTgatatcGAGGCTAGGCGATGTTGCAG (69) EcoRV

Rt303Sf TTTactagtCAAGATCTACGAGGCGAC (70) SpeI Complementación
de ROC1Rt304Pmr TTTgtttaaacGAGTGCCCAACGACTTTCTAC (71) PmeI

Rt140 CGCTGACCTTCCCAATCTTTC (72) Sonda DIG para
CAR1Rt141 CTTTCCGACCGACTTCTTGCT (73)

Rt146 GAACCGCAGGTGAAGGTCAAT (74) Sonda DIG para
CAR3Rt147 TATCGGCAAGGTACGTCTCTCTTC (75)

Rt148 CAGGTTTCATCGCAACTACATTGA (76) Sonda DIG para
ALD1Rt149 AACAGAGCGAGTTGAAGAGTAGCC (77)

qCAR3f GCGACGACTACGTGAACCTG (78)
qPCR de CAR1

qCAR3r CGATGGGGAAGGAGAATTTG (79)

qCAR2f GCACACTGCACGCCTTACTC (80)
qPCR de CAR2

qCAR2r ACGAGCTGAAGAGCCTGTCC (81)
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5

10

15

20
Diversos promotores, como el promotor de U. maydis gpd1 (Pgpd, 595 pb de longitud) [38, 39] y RtGPD1 (795 pb) [37],
se han descrito previamente y se amplificaron mediante el uso de la plantilla del plásmido pEX1 [42] y el ADN genómico
de R. toruloides ATCC 10657, mediante el uso de pares de cebadores Pgpd-Sf/Pgpd-Nr y Rt011S/Rt012N,
respectivamente. Los productos resultantes de PCR se digirieron con SpeI y NcoI y se clonaron mediante ligación de 3
fragmentos con el fragmento de ADN sintético Bsp de 1030 pbHI/SmaI del gen hpt-3 [37] y el fragmento de ADN de25
pEC3GPD-GUS de 8855 pb SpeI/SacI (extremo romo), que crea pEC3GPD-HPT3 y pEC3GPDR-HPT3, respectivamente.

Para crear constructos de deleción para CAR1, CAR3 y ALD1, el fragmento de ADN que cubre las regiones codificantes
completas del gen (3,0 kb, 2,8 kb y 3,0 kb, respectivamente) se amplificó mediante el uso de ADN genómico de R.
toruloides ATCC 10657 como plantilla y el par de oligos Rt127-2/Rt128-2, CAR3Lf/CAR3Rr2 y ALD1Lf/ALD1Rr como30
pares de cebadores, respectivamente. El producto de PCR de extremos romos se ligó al vector pEX2 PmeI/SacI (extremos
romos) para crear el vector intermedio pEX2CAR1, pEX2CAR3 y pEX2ALD1, respectivamente. Posteriormente, el casete
de resistencia a la higromicina (RtGPD1::hpt-3::Tnos con la versión de 795 pb del promotor RtGPD1 que impulsa la
expresión de hpt-3) amplificado a partir del plásmido pRH2034 se ligó al pEX2CAR1 cortado con SmaI/MfeI, pEX2CAR3
cortado con PvuII/BglII, y pEX2ALD1 cortado con XhoI/BspHI (extremo romo) para crear el plásmido específico del gen,35
pKOCAR1, pKOCAR3 y pKOALD1, respectivamente.

Para la deleción de CCD1, el brazo derecho e izquierdo (0,9 kb cada uno) para recombinación homóloga se amplificó
mediante el uso de ADN genómico de R. toruloides ATCC 10657 como plantilla y el par de oligos específico CCD1L-
Kf/CCD1L-Hr y CCD1R-Bf/CCD1R-Str, respectivamente. El plásmido de deleción génica pKOCCD1 se creó mediante la40
ligación de cuatro fragmentos que consisten en brazo derecho digerido por KpnI/HindIII, brazo izquierdo digerido por
BamHI/StuI, casete de resistencia a la higromicina HindIII /BamHI de pDXP795hptR [32] y el vector pEX2 digerido por
KpnI/SacI. Las cepas de E. coli recombinante con los fragmentos correctos se identificaron mediante PCR de colonias
seguido de secuenciación del ADN de todo el casete de recombinación. Se aplicó una estrategia similar para la deleción
de CDS1. Los pares de oligos CDS1L-Stf/CDS1L-Hr y CDS1R-Bf/CDS1R-Sr se usaron para amplificar los brazos de45
homología derecha e izquierda de CDS1 (0,5 kb cada uno), respectivamente. Los fragmentos de ADN se digirieron
mediante el uso de StuI/HindIII para el brazo izquierdo y BamHI/SacI para el brazo derecho, que se ligaron con el casete
de resistencia a la higromicina HindIII/BamHI y el vector pEX2 digerido con SmaI/SacI.

Para la expresión in vitro de ALD1, las secuencias de ADNc se amplificaron mediante RT-PCR con la plantilla de ARN50
total y los oligos Rt203Nf y Rt204Br. Los productos de PCR de doble digestión con NcoI-BamHI se clonaron en el vector
pRH2034 en los mismos sitios que se crea el plásmido pRHALD1, en el que una fusión Ald1-eGFP se impulsó por el
promotor RtGPD1.

Para la deleción de ROC1, se usaron pares de los oligos CARSL-Stf/CARSL-Hr y CARSR-Bf/CARSR-Sr para amplificar55
los fragmentos flanqueantes homólogos 5' y 3' (0,9 kb cada uno). Se realizó una ligación de cuatro fragmentos con el
vector binario pEX2 SacI-PmeI, los lados 5' de StuI-HindIII, el casete resistente a la higromicina optimizado con el codón
BamHI-HindIII de pDXP795hptR (PGPD1::hpt-3::Tnos) y los lados 3' de BamHI-SacI para generar el plásmido de deleción
génica pKOROC1, donde PGPD1 es el promotor de gliceraldehído 3-fosfato de R. toruloides ATCC 10657 con el número
de registro de GenBank de JN208861, hpt-3 es el gen optimizado con el codón que codifica la higromicina fosfotransferasa60
(JQ806387), y Tnos es el terminador de agrobacterium (Liu, Koh y otros 2013).

Para estudios de complementación de Δcar1, el locus del genoma de CAR1 que oscila de 389556 a 393649 nt del andamio
WGS # 18 se amplificó mediante el uso de la plantilla de R. toruloides y los oligos Rt127-2 y CDSL1. Los productos de
PCR de 4,1 kb fueron de extremos romos y se ligaron con el vector pRH2034 linealizado con SpeI (extremo romo)-PmeI65
para crear el plásmido de complementación pRHCAR1. Para estudios de complementación de Δroc1, el locus del genoma

qCAR1f GCAAGATACCCCAGCTCGAC (82)
qPCR de CAR1

qCAR1r GGGGACGTTGACGTAGAAGG (83)

qCCD1f GGCTGGATGAAGGAGTGGAC (84)
qPCR de CCD1

qCCD1r AGGAGGAGCGTGAGTGGAAG (85)

qCDS1f ATGGGACTGGAAATGCGAAC (86)
qPCR de CDS1

qCDS1r GGGAGACGAAGGATGGAGTG (87)

qALD1f TCGTGCACAACCCGAACTAC (88)
qPCR de ALD1

qALD1r ATCTTGCGCTCCTTCTCGTC (89)

qROC1f ACCAGCTTCAGACCACGTCTC (90)
qPCR de ROC1

qROC1r AGAAGTTGGAGGAAGGGATGG (91)

qACT1f CGACAACTTTGACGACCCTTC (92)
qPCR de ACT1

qACT1r CAGGTTGGGACAAGTTGGGTA (93)
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de ROC1 que oscila entre 622910 y 627480 nt del andamio WGS # 9 se amplificó mediante el uso de la plantilla de R.
toruloides y los oligos Rt303Sf y Rt304Pmr. Los productos de PCR de 4,6 kb se digirieron doblemente con SpeI y PmeI,
y se ligaron con el vector pRH2034 linealizado con SpeI-PmeI para crear el plásmido de complementación pRHROC1.

Ejemplo 55

PCR de colonias y análisis de Southern blot

El análisis por PCR de colonias fúngicas se usó para la detección de candidatos de mutantes de deleción génica.
Brevemente, se cultivaron colonias individuales de transformantes en 150 µl de YPD Broth suplementado con cefotaxima10
(300 mg/ml) e higromicina (150 mg/ml) durante varias horas. Se usó un microlitro de cultivo celular para el análisis de
PCR de colonias con un par de oligos apropiado dentro de la región de selección génica (Tabla 2). El PCR se realizó
mediante el uso de i-Taq polimerasa (i-DNA Biotech, Singapur) y el programa siguiente: iniciación a 95 °C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, a 58 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante 45 segundos,
y una mayor extensión a 72 °C durante 5 minutos. Se usó una electroforesis para la identificación de mutantes candidatos15
que carecen de fragmentos de ADN que podrían amplificarse mediante el uso de la plantilla de ADN genómico de WT.

Para verificar los verdaderos mutantes de deleción génica sin ninguna integración ectópica, los ADN genómicos se
digirieron con HindIII, PstI, PvuI, PvuI, HincII y PvuI para los supuestos mutantes de desactivación génica Δcar1, Δcar3,
Δccd1, Δcds1, Δald1 y Δroc1, respectivamente. Los fragmentos de ADN que contienen los brazos derechos de CAR1,20
CAR3, ALD1, ROC1 y los brazos izquierdos de CCD1, CDS1 se marcaron con digoxigenina mediante el uso de DIG-High
prime DNA labeling and detection starter Kit II (Roche Diagnostics, Estados Unidos). La hibridación Southern blot se
realizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 625

PCR de transcripción inversa cuantitativa

El ARN total se extrajo como se describió anteriormente [37]. Antes del PCR de transcripción inversa cuantitativa (qRT-
PCR), el ARN total se trató con DNasa I (Roche Diagnostics) para eliminar las trazas de ADN y se recuperó mediante30
precipitación con etanol. El ADNc se sintetizó mediante el uso de iScript™ Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad,
Estados Unidos) y el q-PCR se realizó en el Sistema de detección de secuencia ABI PRISM 7900HT mediante el uso de
ABI SYBR® Select Master Mix (Life Technologies, Estados Unidos). Las condiciones del qRT-PCR fueron las siguientes:
una etapa inicial de desnaturalización a 50 °C durante 2 min y a 95 °C durante 10 min, seguida de 40 ciclos de
desnaturalización a 95 °C durante 15 segundos, hibridación a 60 °C durante 1 minuto. Las muestras se analizaron por35
triplicado y los datos se obtuvieron mediante el uso del programa SDS 2.4 (Life Technologies, Estados Unidos). Los
niveles relativos de expresión génica se calcularon contra el gen de referencia ACT1 (SEQ ID NOs: 22, 23, 24 para
genómica, ADNc y proteína, respectivamente) mediante el uso del método 2-ΔΔCt con el programa RQ Manager v1.2.1
(Applied Biosystems, Estados Unidos).

40
Ejemplo 7

Detección de genes involucrados en la biosíntesis de carotenoides

La cepa haploide de R. toruloides ATCC 10657 se mutagenizó mediante inserciones aleatorias de T-DNA mediante la45
transformación del vector binario de T-DNA pRH201 mediada por Agrobacterium tumefaciens (Figura 1). Los
transformantes se seleccionaron en medio de agar YPD suplementado con 300 µg/ml de cefotaxima y 150 µg/ml de
higromicina. Después de incubarse a 28 °C durante 5 días, los transformantes que muestran colores albinos o pálidos se
transfirieron a medio YPD líquido (300 µg/ml de cefotaxima, 150 µg/ml de higromicina) para la propagación. Después de
rayar en las placas de PDA suplementadas con los antibióticos anteriores, las colonias individuales que mostraron un50
fenotipo de color estable se nombraron Rhodosporidium Carotenoide Mutant (RCM).

Ejemplo 8

Identificación de posiciones de etiquetado de T-DNA55

Las posiciones de la etiqueta T-DNA en el genoma se identificaron mediante PCR termal de entrelazado asimétrico de
alta eficacia (hiTAIL-PCR) [43, 44]. Se usaron cebadores específicos (HRSP1, HRSP2 y HRSP3) y el cebador arbitrario
LAD1-4 para las secuencias de flanqueo del borde izquierdo (LB) de la T-DNA mientras que los cebadores específicos
(HRRSP1, HRRSP2 y HRRSP3) y el cebador arbitrario LAD1-4 para las secuencias flanqueantes del borde derecho (RB).60
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con i-Taq DNA polymerase (i-DNA, Singapur) en un controlador térmico
programable PTC-200™ (Bio-Rad, Estados Unidos). Los productos del PCR se purificaron mediante el uso del kit de
extracción de gel (Qiagen, Estados Unidos) y se secuenciaron directamente mediante el uso del kit terminador BigDye
(Applied Biosystems, Estados Unidos) con oligos HRRSP3 (para secuencias flanqueantes RB) o HRSP3 (secuencias
flanqueantes LB). Para las muestras que dieron resultados de secuenciación pobres, los productos del PCR se clonaron65
en el vector pGTM-T easy (Promega, Estados Unidos) y se secuenciaron mediante el uso de los oligos M13FP y M13RP.
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Ejemplo 9

Extracción de carotenoides
5

Las células se cultivaron en 50 ml de medio MinCAR en matraces de agitación a 30 °C y se sedimentaron por
centrifugación. Después de lavar dos veces con agua, se determinó la masa celular húmeda mediante el pesaje y
mezclado con la misma masa de perlas de vidrio lavadas con ácido (0,4-0,6 mm de diámetro, Sigma-Aldrich) y 5 ml de
DMSO. Las células se lisaron mediante agitación vigorosa en vórtex durante 10 minutos, 1 hora de incubación a 65 °C
seguida de congelación a -20 °C. Después de descongelar, la suspensión se centrifugó a 10 000 g, y el sobrenadante que10
contenía carotenoides solubles en DMSO se transfirió a un tubo nuevo mientras que el residuo celular insoluble se volvió
a extraer con 30 ml de éter de petróleo ligero - acetato de etilo (36:19) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los
contenidos de las dos extracciones se combinaron y se extrajeron con 2 ml de NaCl saturado. La fase de disolvente se
recogió después de la centrifugación y se secó bajo un flujo de gas nitrógeno. Las muestras se redisolvieron en hexano y
se almacenaron a -20 °C antes de un análisis posterior.15

Ejemplo 10

Métodos de cuantificación
20

La biomasa celular (peso seco de la célula) se determinó mediante la liofilización del sedimento celular recogido por
centrifugación hasta que se alcanzó un peso constante.

La concentración de glucosa en los medios se cuantificó mediante HPLC. El medio se separó de las células mediante
centrifugación y se filtró a través de una membrana de nylon de 0,2 µm. Se inyectaron 10 µl de la muestra y se pasaron25
a través de una columna Aminex 87H de 300 x 7,0 mm (Bio-Rad) a una tasa de flujo constante de 0,7 ml/min mediante el
uso de ácido sulfúrico 5 mM como fase móvil. La columna se mantuvo a 50 °C y se detectó la glucosa con un detector de
índice de refracción (RID, Shimadzu, Japón). La concentración de glucosa en el cultivo celular se determinó mediante el
uso de una curva de calibración construida con la solución acuosa de glucosa estándar.

30
Los picos principales se determinaron mediante los espectros de absorción en hexano y espectrometría de masas. La
técnica de ionización química a presión atmosférica (APCI) es como se describió anteriormente [46, 47] con algunas
modificaciones. Brevemente, las muestras (x µl) se analizaron en un sistema Shimadzu UPLC-MS (APCI) (Shimadzu,
Japón) equipado con una columna de YMC-carotenoide (fase inversa C30, Φ3 µm, 150 mm x 3,0 mm I.D., YMC, Japón)
a una tasa de flujo de 0,3 ml/min en un gradiente lineal en 3 minutos, desde la mezcla A al 100 % (MeOH/terc-35
butilmetiléter/agua, 30:1:10, v/v/v) hasta la mezcla B al 50 % (MeOH/terc-butilmetiléter, 1:1, v/v) seguido de la mezcla B
al 100 % durante 0,5 min y después la columna se mantuvo en las condiciones durante 15 min a una tasa de flujo de 0,6
ml/min. Se usó APCI en modo positivo para la identificación de componentes de carotenoides con 15 L/s de gas nitrógeno
como envoltura y gas auxiliar. La temperatura del vaporizador y el capilar se fijó a 350 °C y 150 °C, respectivamente, y
los voltajes de las lentes de los capilares y los tubos se fijaron a 50 V y 125 V, respectivamente.40

Ejemplo 11

Caracterización de mutantes biosintéticos de carotenoides
45

La detección de aproximadamente 20 000 transformantes de T-DNA mediante la identificación visual de los colores de
las colonias conduce a la identificación de seis mutantes de carotenoides, que se denominan RAM1-5 (mutantes de
carotenoides de R. toruloides) (Figs. 2a-2E, Tabla 3). La búsqueda mediante hiTAIL-PCR y BLAST de las etiquetas de
secuencia reveló que los T-DNA se insertaron en genes que codifican un supuesto transportador de riboflavina, aldehído
hidrogenasa, transportador de hexosa, factor asociado a la proteína de unión a TATA, fitoeno desaturasa y aldehído50
deshidrogenasa grasa, respectivamente (Tabla 3). Se conoce bien el papel de la fitoeno desaturasa, o Carl en hongos
(EC 1.3.99.30) en la producción de licopeno [48].

Tabla 3
55

60

65

Caracterización de mutantes albinos de R. toruloides (RAM)

Número de
secuenciaa Sitio génicob,c Mejor aciertod Anotacióne Organismof Identidadg

Secuencias RB

RAM1
Secuencia
génica

XP_003032296
Transportador de
riboflavina MCH5

Schizophyllum
commune

52 %

RAM2
Aguas arriba-
0,5 kb

YP_001220603 resolvasa
Aeromonas
bestiarum

95 %
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Ejemplo 12

Análisis del grupo de genes de biosíntesis de carotenoides en R. toruloides mediante Genética inversa25

El hiTAIL-PCR reveló que el fenotipo albino RCM5 es el resultado de un T-DNA insertado entre 391802 nt y 391803 nt en
el andamio genómico # 18 (AEVR02000018) de R. glutenis ATCC 204091, ubicado en el 3er exón del supuesto gen de la
fitoeno desaturasa (CAR1, locus del genoma RTG_00274) (Figura 2B), una enzima implicada en la biosíntesis de
carotenoides. Para confirmar la función de este gen que se interrumpió por la inserción de T-DNA, el supuesto CAR1 CDS30
se eliminó por desactivación génica específica mediante el uso de ATMT de pKOCARI, en el que la secuencia de
nucleótidos que oscila entre +948 y +2097 del CDS se reemplazó por el casete resistente a la higromicina (PGPD1::hpt-
3::Tnos, Figura 2B). El mutante nulo correcto (Δcar1) se verificó mediante análisis de Southern blot (Figura 2C). Como se
esperaba, la colonia Δcar1 mostró un color cremoso en lugar del color naranja observado en WT. El color cremoso de Δ
car1 podría restaurarse a naranja mediante la integración ectópica del alelo del gen CAR1 en el genoma (cepa Δcar1C35
en la Figura 2D). Los análisis de los perfiles de carotenoides confirmaron la pérdida de picos de β-caroteno, γ-caroteno,
toruleno y torularodina en Δcar1 y todos los picos perdidos se restauraron en la cepa complementada, Δcar1C, con la
integración del T-DNA del vector binario pRHCAR1, donde el alelo completo de CAR1 que oscila desde -1166 aguas
arriba hasta +517 aguas abajo de los codones transcripcionales de inicio y parada, respectivamente (Figura 2E). Los
resultados respaldan fuertemente que CAR1 codifica una de las enzimas clave involucradas en la vía biosintética de40
carotenoides. Para identificar más genes en la vía biosintética de carotenoides, se realizaron búsquedas de tBLASTn
mediante el uso de la GGPP sintasa de U. maydis (CAR3) (XP_760606, GenBank) y fitoeno sintasa/caroteno ciclasa
(CAR2) (XP_762434) y las secuencias ortólogas correspondientes en R. toruloides se identificaron exitosamente. CAR3
CDS se encontró ubicado en nt 849806-851310 en el andamio # 13 (locus del genoma RTG_00457, AVER02000013)
mientras CAR2 en nt 396838-399094 en el andamio # 18.45

Nosotros hemos informado que la desactivación génica CAR2 conduce al fenotipo albino [32]. Sin embargo, los detalles
sobre su estructura génica continuan siendo desconocidos. Mediante el uso de la amplificación rápida de los extremos de
ADNc (RACE) y las técnicas de PCR de transcripción inversa (RT-PCR), se obtuvieron las secuencias de ADNc para
CAR1 (SEQ ID NO:1), CAR2 (SEQ ID NO:3), y CAR3 (SEQ ID NO:5). Los ADNc deCAR1, CAR2 y CAR3 abarcan 2430,50
2334, y 1546 nt genómico de longitud, que contienen 10, 8 y 6 exones y codifican proteínas de 554 (Car1, SEQ ID NO:2),
608 (Car2, SEQ ID NO:4) y 359 (Car3, SEQ ID NO:6) aa, con 19, 77 y 41 nt 5'UTR en los ADNc, respectivamente. Las
secuencias genómicas correspondientes se enumeran en las SEQ ID NOs: 7, 8 y 9, respectivamente. El empalme de los
3 ARNm sigue estrictamente la regla canónica GU-AG. Los resultados también revelaron que el T-DNA de RAM5 se
integró entre +681 y +682 desde el codón de inicio de CAR1, lo que da como resultado la terminación prematura de la55
traducción del ARNm de CAR1 después del 158vo aa (Figura 2B).

CAR1 y CAR2 se ubican en el mismo andamio # 18, separados por una secuencia de ADN de 4354 pb. Esta organización
es análoga a varios otros hongos carotenogénicos, tales como Blakeslea trispora, Fusarium fujikuroi, Phycomyces
blakesleeanus y Sporobolomyces roseus [49-52] (Figura 3A). Una búsqueda homóloga (BLASTx, NCBI) de la secuencia60
de ADN entre el locus genómico CAR1 y CAR2 descubrió dos genes supuestos que codifican una dioxigenasa de escisión
de carotenoides (Ccd1) y una carotenoide desaturasa (Cds1) (Figura 3A). Las RACE 5' y 3' y el RT-PCR revelaron que
los ADNc de CCD1 (SEQ ID NO:11) y CDS1 (SEQ ID NO:14) abarcan 2079 y 793 nt genómico en longitud, que contienen
4 y 3 exones con 41 y 19 nt 5'UTR que codifican proteínas con 636 (Ccd1, SEQ ID NO:12) y 224 aa (Cds1, SEQ ID
NO:14), respectivamente. Nuevamente, el empalme sigue estrictamente la regla canónica GU-AG. Las secuencias65
genómicas correspondientes se enumeran en SEQ ID NOs: 10 y 13, respectivamente.

RAM3
Secuencia
génica

XP_571856
proteína relacionada con el
transporte de hexosa

Cryptococcus
neoformans

36 %

RAM4
Secuencia
génica

XP_758766

Factor Taf2 asociado a la
proteína de unión a TATA
(TBP) (MTCC 457
contig458_1:18376-18377
+)

Ustilago maydis 35 %

RAM5
Secuencia
génica

KF601426.1 fitoeno sintasa
Rhodosporidium
diobovatum

98 %

a Secuencia flanqueante obtenida del número correspondiente de transformante de T-DNA
b Los genes etiquetados con T-DNA se determinaron de acuerdo con los resultados de BLASTx
c Aguas arriba 1,0 kb, Aguas arriba 0,5 kb y aguas abajo 0,3 kb denota inserciones de T-DNA dentro de aguas arriba
501∼1000 pb, 500 pb y aguas abajo 300 pb del gen etiquetado correspondiente, respectivamente
d El mejor acierto denota el resultado de BLASTx con el puntaje E más alto
e Las anotaciones se determinaron de acuerdo con los resultados de BLASTx
f El microorganismo denota el receptor del mejor acierto
g Los valores de identidad fueron de los resultados de BLASTx
h No disponible debido al resultado de una mala secuenciación
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La organización divergente de CAR1 y CAR2 son análogas a Mucor circinelloides (andamio # 1), Phycomyces
blakesleeanus (andamio # 5), Blakeslea trispora y F. fujikuroi (cromosoma # 11) excepto que los genes CCD1 y CDS1 se
encuentran solo en R. toruloides. El genoma de S. roseus parece que sufrió una recombinación entre CAR1 y CAR2, que
dio como resultado la pérdida de CDS1 y la translocación de CAR1 (Figura 5A). F. fujikuroi CarX se ubica fuera del CarRA5
(CAR2 ortólogo) y CarB (CAR1 ortólogo) y se considera como el ortólogo de CCD1 porque su producto proteico exhibe
una secuencia de aa altamente homóloga a Ccd1 (43 % de identidad). La sintenia genética compartida entre estos hongos
carotenogénicos sugiere un origen evolutivo común de los grupos de genes carotenoides.

Para confirmar sus funciones en la biosíntesis de carotenoides, se crearon mutantes nulos. Similar a Δ car1 y Δ car2, las10
colonias de Δ car3 exhibieron un fenotipo de color cremoso mientras que Δ ccd1 y Δ cds1 mostraron también colores
diferentes significativamente a WT (Figura 3C). El análisis de sus carotenoides mediante HPLC reveló que la producción
de carotenoides se abolió totalmente en Δcar3, Δcar2 y Δcar1 (datos no mostrados). Los niveles de producción total de
carotenoides aumentaron ligeramente en Δ ccdl en un 18 %, pero disminuyeron drásticamente en Δcds1 en un 69 % (Figura
3D). Excepto la ligera disminución de β-caroteno (6 %), con respecto a los componentes de los carotenoides acumulados,15
la deleción de CCD1 podría dar como resultado un aumento del 86 %, el 14 % y el 65 % en torularodina, toruleno y γ-
caroteno, respectivamente (Figura 3D). En el mutante cds1, la cuantificación de todos los componentes de carotenoides
disminuyó, especialmente más de la mitad disminuyó en torularodina y toruleno (Figura 3D).

Ejemplo 1320

Efecto de la deleción de ALD1 sobre la producción de carotenoides

El mutante RCM6 se identificó inicialmente en un examen de detección de genes que afectan la biosíntesis de ácidos
grasos y se encontró que el gen representativo ALD1, gen que codifica la aldehído deshidrogenasa grasa, está involucrado25
en la degradación de un ácido graso poliinsaturado (ácido alfa-linolénico, C18:3n=9) (Solicitud de patente provisional de
Estados Unidos núm. 62/047,300 presentada el 8 de septiembre de 2014, incorporada como referencia en la presente
descripción). En cuanto a la diferencia significativa en el color de la célula frente a WT, también se estudió el papel de
ALD1 en la biosíntesis de carotenoides. La deleción génica mutante de Δ ald1 se generó por recombinación homóloga a
través de ATMT mediante el uso del vector binario pKOALD1. Para obtener la sobreexpresión génica mutante, la proteína30
de fusión Ald1-RtGFP se fusionó con el promotor RtGPD1 y se integró ectópicamente en Δald1 a través de ATMT (mutante
OEALD1). Después de una fermentación de 5 días en el medio productor de carotenoides MinCAR, el rendimiento total
de carotenoides en Δald1 fue similar a WT, sin embargo, el nivel de beta-caroteno aumentó en aproximadamente el 36
%. Por el contrario, los niveles de toruleno y de torularodina aumentaron significativamente en la cepa de sobreexpresión
de ALD1 (Figura 4). Una secuencia genómica, secuencia de ADNc y secuencia de proteína para ALD1 se establecen en35
las SEQ ID NOs: 16, 17 y 18, respectivamente.

Ejemplo 14

Perfiles de ARNm de CAR1, CAR2, CAR3, ALD1, CCD1 y CDS140

Se inocularon colonias individuales de R. toruloides ATCC 10657 y mutantes de carotenoides en 50 ml de YPD Broth en
matraces cónicos de 250 ml y se cultivaron a 28 °C y 250 rpm hasta la saturación. Los cultivos celulares se separaron en
mitades y se continuó el cultivo para cada uno en una plataforma de agitación durante 5 horas más, donde la iluminación
se trasmitió mediante el uso de una luz fluorescente (Philips TLD 36 W/865, luz blanca de 4 W/m2, a 75 cm de distancia)45
o se evitó tras cubrirlo con papel de aluminio. Se tomaron muestras de las células en varios puntos de tiempo y se
extrajeron los ARN totales. El qRT-PCR se realizó por triplicado mediante el uso de pares de oligos qCAR3f/qCAR3r,
qCAR2f/qCAR2r, qCAR1f/qCAR1r, qCCD1f/qCCD1r, qCDS1f/qCDS1r y qALD1f/qALD1r para CAR3, CAR2, CAR1,
CCD1, CDS1, ALD1, respectivamente (Tabla 2). Los niveles relativos de ARNm se calcularon frente al gen de referencia
de actina (par de oligos qACT1f/qACT1r, Tabla 2) mediante el uso del método 2-ΔΔCt. Como se muestra en la Figura 5,50
los niveles de ARNm de CAR1 y CAR2fueron mucho más bajos que los de CAR3 y probablemente fueron el cuello de
botella para la redirección del flujo de carbono hacia la producción de carotenoides. El ARNm de CAR1, CAR2, CAR3 y
ALD1 se indujo mediante la luz.

Ejemplo 1555

Caracterización de ROC1

En Fusarium fujikuroi, la interrupción de carS mostró una mejor biosíntesis de carotenoides independientemente de la
iluminación con la luz (Avalos y Cerdà-Olmedo 1987). Sin embargo, los genes involucrados en las etapas anteriores de60
la vía biosintética de terpenoides como FPP sintasa y HMGR, no se vieron afectadas por la deleción de carS (Rodríguez-
Ortiz, Limón y otros 2009).

Mediante el uso de la secuencia de proteínas carS de Fusarium fujikuroi (NCBI GenBank número de registro CCP50075.1)
como consulta para buscar las secuencias de escopeta de genoma completo de R. glutinis ATCC 204091 a través del65
programa en línea tBLASTn (NCBI, Estados Unidos), se encontró un ortólogo supuesto en el andamio de secuencia # 9
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(valor E y cobertura de consulta de 4E-37 y 53 %, respectivamente). Para ser consistente con la nomenclatura génica del
gen supuesto de R. toruloides se denominó ROC1 (Regulador de la biosíntesis de carotenoides).

La RACE 5' y 3' produjo un par de fragmentos de ADNc de aproximadamente 0,9 y 0,7 kb para ROC1 (datos no
mostrados). Mediante el uso del par de oligos Rt301Nf y Rt302Evr (Tabla 2), el ADNc de longitud completa de ROC15
podría amplificarse exitosamente mediante RT-PCR (datos no mostrados). La comparación entre el ADNc y las
secuencias genómicas reveló 5 exones para ROC1 (Figura 6A), donde las uniones de empalme se atienen estrictamente
a la regla cónica GU-AG.

ROC1 abarca una región del genoma de 3136 nt (SEQ ID NO:19) que codifica un ARNm de 2805 nt con un 5'UTR de 8410
nt (SEQ ID NO:20). ROC1 codifica una proteína de 934-aa (SEQ ID NO:21) que contiene un dominio de dedo RING (tipo
C3HC4, dominio conservado NCBI cd00162) y un dominio La (LON) de proteasa dependiente de ATP (pfam02190). La
secuencia muestra el 96 % y el 97 % de identidad de aa con un homólogo en R. toruloides cepa NP11 (EMS19961.1) y
CECT1137 (CDR44527.1, respectivamente).

15
Rocl comparte menos del 20 % de identidad con los ortólogos de varios hongos carotenogénicos, excepto los de dos
zigomicetos, B. trispora y M. cricinelloides (Figura 6B). Además, las secuencias de proteínas dentro del dominio de dedo
RING central también muestran una homología muy baja, algunas incluso carecen del motivo C3HC4 (Figura 6C).

Ejemplo 1620

Efectos de la deleción de ROC1

Para comprender genéticamente el papel de ROC1 en la biosíntesis de carotenoides, el gen ROC1 se eliminó mediante
recombinación homóloga (Figura 7A). La transformación con el vector de deleción génica (pKOROC1) mostró dos tipos25
de transformantes con diferencias de color obvias, naranja claro y fuerte (Figura 7A), y se encontró que los transformantes
naranja fuerte son los verdaderos mutantes de desactivación génica mediante el análisis de Southern blot (Figura 7B).
Los mutantes nulos roc1 mostraron una morfología y crecimiento celular similar a WT (Figuras 7C y 7D). Sin embargo,
pudo observarse una mejora significativa de la biosíntesis de caroteno en mutantes roc1 y esto podría restaurarse
completamente mediante la introducción de un alelo génico WT ROC1 en un mutante roc1 (Figura 7D).30
Sorprendentemente, la producción de biomasa celular disminuyó significativamente en el mutante de complementación
(Figura 7D). El análisis cuantitativo reveló que el cultivo de 5 días en medio MinCAR produjo aproximadamente 1,5 veces
más carotenoides en el mutanteroc1 en comparación con los de WT (Figura 7E).

El uso de los términos " un", " una" y "el/la" y referentes similares en el contexto de la descripción de la invención35
(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 términos
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 para40
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 que se describen en la presente descripción pueden llevarse a cabo en cualquier orden
adecuado a menos que se indique de otra manera en la presente descripción o que el contexto lo contradiga claramente
de otra manera. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, “tal como”) proporcionados45
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 la invención.
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<210> 24
<211> 642
<212> PRT
<213> Rhodosporidium toruloides
<400> 24
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<210> 25
<211> 45
<212> PRT
<213> Aspergillus fumigatus Af293
<400> 25
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<210> 26
<211> 44
<212> PRT
<213> Blakeslea trispora
<400> 26

<210> 27
<211> 45
<212> PRT
<213> Fusarium fujikuroi
<400> 27

<210> 28
<211> 44
<212> PRT
<213> Mucor circinelloides
<400> 28

<210> 29
<211> 47
<212> PRT
<213> Phycomyces blakesleeanus
<400> 29
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<210> 30
<211> 64
<212> PRT
<213> Rhodosporidium toruloides
<400> 30

<210> 31
<211> 74
<212> PRT
<213> Ustilago maydis 521
<400> 31

<210> 32
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 32
tttactagtg gacggcttgt tctctcctg 29
<210> 33
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 33
tttccatggt gagtgatctg gtgttgttc 29
<210> 34
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<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 34
tttactagtg gacggcttgt tctctcctg 29
<210> 35
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 35
tttccatggt gagtgatctg gtgttgttc 29
<210> 36
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 36
ggaactcatc cgctcgatcg 20
<210> 37
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 37
caggccttcg ccatcggatt 20
<210> 38
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 38
tcctcttccg actgggacaa 20
<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 39
cccaaacaac accgagagga 20
<210> 40
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 40
aaacactgat agtttttgga agggtgacgc acctc 35
<210> 41
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 41
tcgagctcgg tacccaggag gagaagaagg tgatgg 36
<210> 42
<211> 21
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 42
tcgctggatt ggtacgacaa c 21
<210> 43
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 43
ccaccagtga ccatctcttc g 21
<210> 44
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 44
aaaggtaccg acttgtccga gcgagagac 29
<210> 45
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 45
aaaaagctta gactccagaa cccgaccgta 30
<210> 46
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 46
tttggatccc gagtctcaat ccctccca 28
<210> 47
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 47
tttaggcctg gaggacgggc gatacaactc 30
<210> 48
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 48
gtctttcgcg ccctcttcct c 21
<210> 49
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 49
cgtaggagat gacgggcttg c 21
<210> 50
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> oligonucleótido sintético
<400> 50
tttaggcctc tcgctctcct gcacacttcg 30
<210> 51
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 51
tttaagcttc gcatttccag tcccatcgc 29
<210> 52
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 52
tttggatcca ccctctacgt ccccttcacc 30
<210> 53
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 53
tttgagctca acgcctcgat cctgacttgc 30
<210> 54
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 54
gtcctgctcg caaccctcac 20
<210> 55
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 55
gagacgaagg atggagtggc g 21
<210> 56
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 56
cacccgtcct ctccgcttc 19
<210> 57
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 57
cctcgctctt tcgctggttc 20
<210> 58
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 58
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cagccacatt cgttcttcag g 21
<210> 59
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 59
tggatgatgc ggatattgag g 21
<210> 60
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 60
tttccatgga ggacactccc atcgacagc 29
<210> 61
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 61
tttggatccc ctgtcccgtc aacttctgc 29
<210> 62
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 62
tttaggcctc agccaagttc aagcacaacc 30
<210> 63
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 63
tttaagcttc gaccgatctc gaggagacat 30
<210> 64
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 64
aaaggatccg gaacgatacc ctccaagacg 30
<210> 65
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 65
aaagagctct gggagttgcg aggtcataga 30
<210> 66
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 66
ttgttctcgg atgtgcgatt gg 22
<210> 67
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 67
ataatcttgg tgagcgcgat gtt 23
<210> 68
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 68
tttccatggc gactctagcc atcagacc 28
<210> 69
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 69
tttgatatcg aggctaggcg atgttgcag 29
<210> 70
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 70
tttactagtc aagatctacg aggcgac 27
<210> 71
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 71
tttgtttaaa cgagtgccca acgactttct ac 32
<210> 72
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 72
cgctgacctt cccaatcttt c 21
<210> 73
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 73
ctttccgacc gacttcttgc t 21
<210> 74
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 74
gaaccgcagg tgaaggtcaa t 21
<210> 75
<211> 24
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 75
tatcggcaag gtacgtctct cttc 24
<210> 76
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 76
caggtttcat cgcaactaca ttga 24
<210> 77
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 77
aacagagcga gttgaagagt agcc 24
<210> 78
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 78
gcgacgacta cgtgaacctg 20
<210> 79
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 79
cgatggggaa ggagaatttg 20
<210> 80
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 80
gcacactgca cgccttactc 20
<210> 81
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 81
acgagctgaa gagcctgtcc 20
<210> 82
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 82
gcaagatacc ccagctcgac 20
<210> 83
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> oligonucleótido sintético
<400> 83
ggggacgttg acgtagaagg 20
<210> 84
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 84
ggctggatga aggagtggac 20
<210> 85
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 85
aggaggagcg tgagtggaag 20
<210> 86
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 86
atgggactgg aaatgcgaac 20
<210> 87
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 87
gggagacgaa ggatggagtg 20
<210> 88
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 88
tcgtgcacaa cccgaactac 20
<210> 89
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 89
atcttgcgct ccttctcgtc 20
<210> 90
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 90
accagcttca gaccacgtct c 21
<210> 91
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 91
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agaagttgga ggaagggatg g 21
<210> 92
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 92
cgacaacttt gacgaccctt c 21
<210> 93
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> oligonucleótido sintético
<400> 93
caggttggga caagttgggt a 21
<210> 94
<211> 597
<212> ADN
<213> Ustilago maydis
<400> 94

<210> 95
<211> 1434
<212> ADN
<213> Rhodosporidium toruloides
<400> 95
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<210> 96
<211> 888
<212> ADN
<213> Aspergillus nidulans
<400> 96

<210> 97
<211> 617
<212> ADN
<213> Aspergillus niger
<400> 97
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<210> 98
<211> 388
<212> ADN
<213> Ashibia gossipii
<400> 98

<210> 99
<211> 963
<212> ADN
<213> Rhodoturula grammis
<400> 99
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<210> 100
<211> 1009
<212> ADN
<213> Sporobolomyces roseus
<400> 100

<210> 101
<211> 2148
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 101
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<210> 102
<211> 1015
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 102

<210> 103
<211> 944
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 103
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<210> 104
<211> 1462
<212> ADN
<213> Rhodotorula graminis cepa WP1
<400> 104
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<210> 105
<211> 1315
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 105
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<210> 106
<211> 1497
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 106
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<210> 107
<211> 1594
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 107
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<210> 108
<211> 1396
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 108

<210> 109
<211> 1468
<212> ADN
<213> Rhodotorula graminis cepa WP1
<400> 109
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<210> 110
<211> 1520
<212> ADN
<213> Rhodotorula graminis cepa WP1
<400> 110
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<210> 111
<211> 1210
<212> ADN
<213> Rhodotorula graminis cepa WP1
<400> 111
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<210> 112
<211> 1495
<212> ADN
<213> Rhodotorula graminis cepa WP1
<400> 112
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<210> 113
<211> 1634
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 113
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<210> 114
<211> 1438
<212> ADN
<213> Rhodosporidium toruloides
<400> 114
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<210> 115
<211> 660
<212> ADN
<213> Ustilago maydis
<400> 115

<210> 116
<211> 951
<212> ADN
<213> Rhodotorula graminis cepa WP1
<400> 116
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<210> 117
<211> 2136
<212> ADN
<213> Rhodotorula glutinis ATCC 204091
<400> 117
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<210> 118
<211> 997
<212> ADN
<213> Sporobolomyces roseus
<400> 118
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REIVINDICACIONES

1. Un método para ajustar el nivel de producción y la composición de carotenoides en un huésped fúngico que
comprende:
(a) manipular genéticamente uno o más polinucleótidos en la biosíntesis de carotenoides en un huésped fúngico,5
en donde uno o más polinucleótidos se seleccionan de (i) los polinucleótidos expuestos en las SEQ ID NOs: 1, 3,
5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19 y 20 o una secuencia homóloga que comparte al menos el 75 % de identidad con
los mismos o (ii) uno o más polinucleótidos que codifican uno o más polipéptidos expuestos en las SEQ ID NOs:
2, 4, 6, 12, 15, 18 y 21 o una secuencia homóloga que comparte al menos el 75 % de identidad con los mismos, y
en donde el huésped fúngico es Rhodosporidium o Rhodotorula,y10
(b) cultivar el huésped fúngico para producir carotenoides, en donde los carotenoides se seleccionan del grupo
que consiste en licopeno, beta-caroteno, gamma-caroteno, toruleno y torularodina o derivados de estos,
mediante lo cual se ajusta el nivel de producción o la composición de los carotenoides.

2. El método de la reivindicación 1, en donde la manipulación genética es la regulación negativa del uno o más15
polinucleótidos, en donde la regulación negativa se compara con un huésped fúngico que no tiene la manipulación
genética.

3. El método de la reivindicación 2, en donde uno o más polinucleótidos se regulan negativamente por ARNi, un
represor transcripcional artificial o un promotor débil.20

4. El método de la reivindicación 1, en donde la manipulación genética es la sobreexpresión de uno o más
polinucleótidos, en donde la sobreexpresión se compara con un huésped fúngico que no tiene la manipulación
genética.

25
5. El método de la reivindicación 1, en donde la manipulación genética es la inactivación total de una o más funciones

enzimáticas de uno o más polipéptidos codificados por uno o más polinucleótidos.

6. El método de la reivindicación 5, en donde la manipulación genética es la deleción de todo o una parte de uno o
más de los polinucleótidos, en donde el uno o más polinucleótidos se seleccionan de (i) los polinucleótidos30
expuestos en las SEQ ID NOs:10, 11, 16, 17, 19 y 20 o (ii) uno o más polinucleótidos codifican uno o más
polipéptidos expuestos en las SEQ ID NOs:12, 18 y 21.

7. El método de la reivindicación 6, en donde la deleción se realiza mediante recombinación homóloga,
preferentemente en donde la deleción se realiza mediante el uso de una nucleasa artificial seleccionada de una35
nucleasa de dedos de zinc o un complejo Cas9-ARNg.

8. El método de la reivindicación 2 o 3, en donde la manipulación genética incluye además la sobreexpresión de uno
o más polinucleótidos diferentes al uno o más polinucleótidos regulados negativamente, en donde la
sobreexpresión se compara con un huésped fúngico que no tiene la manipulación genética.40

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde la manipulación genética incluye además la
sobreexpresión de uno o más polinucleótidos diferentes al uno o más polinucleótidos que codifican uno o más
polipéptidos que tienen pérdida de función enzimática, en donde la sobreexpresión se compara con un huésped
fúngico que no tiene la manipulación genética.45

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 4, 8 o 9, en donde el uno o más polinucleótidos se sobreexpresan
mediante la introducción de una o más moléculas de ADN en el huésped fúngico, en donde cada molécula de ADN
comprende uno o más constructos y en donde cada constructo comprende un promotor heterólogo unido
operativamente a uno de los polinucleótidos unidos operativamente a un terminador transcripcional.50

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde la manipulación genética incluye además la
regulación negativa de uno o más polinucleótidos diferentes al uno o más polinucleótidos que codifican uno o más
polipéptidos que tienen pérdida de función enzimática, en donde la regulación negativa se compara con un huésped
fúngico que no tiene la manipulación genética.55

12. El método de la reivindicación 9 o 10, en donde la manipulación genética incluye además la regulación negativa
de uno o más polinucleótidos diferentes al uno o más polinucleótidos que codifican uno o más polipéptidos que
tienen pérdida de la función enzimática o uno o más polinucleótidos que se sobreexpresan, en donde la regulación
negativa se compara con un huésped fúngico que no tiene la manipulación genética.60

13. El método de la reivindicación 11 o 12, en donde el uno o más polinucleótidos son regulados negativamente por
ARNi, un represor transcripcional artificial o un promotor débil.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde el huésped fúngico se cultiva en un medio que65
comprende al menos el 5 % de una fuente de carbono a una temperatura de aproximadamente 25 °C a
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aproximadamente 35 °C, preferentemente bajo iluminación, preferentemente en donde la fuente de carbono es
glucosa, manosa, glicerol, sacarosa, xilosa o sus combinaciones.

15. El método de la reivindicación 18 o 19, en donde el medio comprende 30-100 g/l de glucosa, 1,5 g/l de extracto de
levadura, 0,5 g/l de (NH4)2SO4, 2,05 g/l de K2HPO4, 1,45 g/l de KH2PO4, 0,6 g/l de MgSO4, 0,3 g/l de NaCl, 10 mg5
de CaCl2, 1 mg/l de FeSO4, 0,5 mg/l de ZnSO4, 0,5 mg/l de CuSO4, 0,5 mg/l de H3BO4, 0,5 mg/l de MnSO4, 0,5
mg/l de NaMoO4, en donde el pH del medio es de aproximadamente 5 a aproximadamente 7.
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