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DESCRIPCION
Nuevas cepas de levadura mutantes capaces de acumular una gran cantidad de lipidos.

La creciente popularidad de las energias de sustitucién ha provocado un aumento de las investigaciones de fuentes
de energia sustitutivas.

Varias tecnologias, tales como la fermentacién a gran escala, se aplican para la produccion industrial de aceite a
partir de microorganismos, utilizando como sustrato materias grasas o glicerol.

Entre las aplicaciones industriales potenciales de estos procesos se distingue particularmente la acumulacion en los
microorganismos de lipidos enriquecidos de &cidos grasos esenciales, estando dichos lipidos particularmente
destinados a ser utilizados como complemento nutricional, o para la produccién de combustible en forma de energia
renovable como alternativa al petréleo.

Debido al aumento de la importancia econémica de las fuentes de energia renovables, se constata un aumento del
interés por la mejora de la composicion y del contenido en aceite de los microorganismos, particularmente de las
levaduras.

A este respecto, la levadura oleaginosa Yarrowia lipolytica, es una de las levaduras "no convencionales” mas
ampliamente estudiadas, debido a su capacidad para acumular una gran cantidad de lipidos (aproximadamente un
40% de su peso seco).

Las levaduras, particularmente la Yarrowia lipolytica, son capaces de utilizar eficazmente unos sustratos hidréfobos,
por ejemplo unos alcanos, unos acidos grasos y unos aceites, como Unica fuente de carbono.

Las cadenas alifaticas ingeridas se pueden utilizar para la produccion de energia o acumular en formas inalteradas o
modificadas.

Las moléculas de almacenamiento tales como los triglicéridos (TG) y/o los ésteres de esteroles (esterilésteres; SE),
incapaces de integrarse en las biocapas de fosfolipidos, se agrupan para formar el ndcleo hidréfobo de dichos
cuerpos lipidicos (lipid bodies; LB).

Dichos cuerpos lipidicos se han considerado durante mucho tiempo como un almacenamiento de lipidos neutros que
pueden ser movilizados en periodo de privacion.

Sin embargo, la imagen de dichos cuerpos lipidicos como simple compartimento de almacenamiento se ha tenido
que revisar desde que numerosas proteinas de dichos cuerpos lipidicos se han identificado como enzimas
implicadas en el metabolismo lipidico, en particular en la sintesis y/o la degradacion de los triglicéridos.

En las levaduras, la sintesis de los triglicéridos sigue la ruta de Kennedy. Los acidos grasos libres son activados por
la coenzima A (CoA) y utilizados para la acilacion del glicerol, base de la sintesis de los triglicéridos.

En la primera etapa de ensamblaje de triglicéridos, el glicerol-3-fosfato (G-3-P) esta acilado por la aciltransferasa
especifica del glicerol-3-fosfato (glicerol-3-fosfato aciltransferasa o SCT1) para dar el acido lisofosfatidico, que es
después acilado por la aciltransferasa especifica del acido lisofosfatidico (acido fosfatidico aciltransferasa o SLC1)
para dar el acido fosfatidico (PA). Este es después desfosforilado por una fosfohidrolasa especifica del &cido
fosfatidico (acido fosfatidico fosforhidrolasa (PAP)) para liberar diacilglicerol (DAG).

En la dltima etapa, el diacrilglicerol se acila o bien por una diacilglicerol aciltransferasa, o bien por una fosfolipido
diacilglicerol aciltransferasa para producir triglicéridos.

La tabla 1 siguiente describe los genes implicados en el metabolismo de los &cidos grasos en las levaduras,
particularmente en Yarrowia lipolytica (YL).

Tabla 1

Gen Nombre n° EC Funcién
GUT1 | YALIOFO0484g EC 2.7.1.30 Glicerol quinasa
GPD1 | YALIOB02948g EC1.1.1.18 Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (NAD(+))
GUT2 | YALIOB13970g EC1.1.995 Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
SCT1 | YALIOC00209g EC 23.1.15 Glicerol-3-fosfato acil transferasa
SLC1 | YALIOE18964g EC 23.1.51 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa
DGA1 | YALIOE32769g EC 2.3.1.20 Diacilglicerol aciltransferasa

LRO1 | YALIOE16797g | EC 2.3.1.158 Fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa
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Gen Nombre n° EC Funcién

TGL3 | YALIOD17534g EC3.1.1.3 Triacilglicerol lipasa
TGL4 | YALIOF10010g EC 3.1.1.3 Triacilglicerol lipasa
ARE1 | YALIOF06578g EC 2.3.1.26 Acil-CoA:esterol aciltransferasa
TGL1 | YALIOE32035g EC 3.1.1.13 Colesterol esterasa
POX1 | YALIOE32835g EC6.2.1.3 Acil-coenzima A oxidasa
POX2 | YALIOF10857g EC6.2.1.3 Acil-coenzima A oxidasa
POX3 | YALIOD24750g EC6.2.1.3 Acil-coenzima A oxidasa
POX4 | YALIOE27654g EC6.2.1.3 Acil-coenzima A oxidasa
POX5 | YALIOC23859g EC6.2.1.3 Acil-coenzima A oxidasa
POX6 | YALIOE06567g EC6.2.1.3 Acil-coenzima A oxidasa
MFE1 | YALIOE15378g EC4.2.1.74 Proteina beta-oxidacion multifuncional
POT1 | YALIOE18568g EC 2.3.1.16 Peroxisomal Oxoacil Tiolasa

En las levaduras, la degradacién de los acidos grasos se produce por una (3-oxidacién, un proceso de varias etapas
gue necesita cuatro actividades enzimaticas diferentes.

En las levaduras, las enzimas estan esencialmente localizadas en las peroxisomas, contrariamente a los mamiferos,
en los que estan localizadas en las mitocondrias y las peroxisomas.

La movilizacion de los lipidos acumulados se produce durante tres fases distintas:

() durante la fase exponencial, durante la cual se utilizan los compuestos lipidicos almacenados para la sintesis
de los lipidos membranarios para ayudar al crecimiento y a la division celular,

(i) durante la fase estacionaria, durante el agotamiento de los nutrimientos, los acidos grasos libres se liberan,
muy lentamente, a partir de los triglicéridos y se someten a -oxidacidon peroxisomal;

(ii) cuando las células salen de las condiciones de privacion, por ejemplo a la salida de la fase estacionariay a la
entrada del ciclo de crecimiento vegetativo con suplementacion en carbono, los depésitos lipidicos se
degradan muy rédpidamente en acidos grasos libres.

Durante sus investigaciones, los inventores se han centrado en la importancia del glicerol-3-fosfato (G-3-P) en la
formacion de los triglicéridos.

Ya se sospechd que el glicerol-3-fosfato, localizado en las inclusiones lipidicas, desempefiaba un papel crucial en el
metabolismo de los triglicéridos.

Existen dos vias de sintesis para el glicerol-3-fosfato.
En la primera, el glicerol-3-fosfato deriva del glicerol por medio de la glicerol quinasa codificada por el gen GUT1.

En la segunda via, el glicerol-3-fosfato es directamente sintetizado a partir del dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
catalizado por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (codificada por el gen GPD1). Esta Ultima reaccion es reversible y
la formacion de DHAP a partir de glicerol-3-fosfato se cataliza mediante una segunda isoforma de la glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa, cuyo gen se denomina GUT2.

Se entiende que, en el presente documento, la utilizacién del término "levadura” implica que se tienen en cuenta,
incluso si no se precisa, las cepas de levaduras en general y preferentemente las cepas de levadura Yarrowia

lipolytica.

De manera sorprendente e inesperada, los inventores han mostrado, por primera vez, que una extincion
concomitante del gen GUT2 y de los genes responsables de la 3-oxidacion de los lipidos, como por ejemplo los
genes POX, parcialmente (POX2 a POX5) o totalmente (POX1 a POX6), o también el gen MFE1 o el gen POT1, con
el fin de bloquear la via de la B-oxidacién, permite aumentar ain mas la acumulacion de lipidos en las levaduras,
particularmente en Yarrowia lipolytica. En efecto, en las levaduras, particularmente en Yarrowia lipolytica, 6 genes
POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 codifican 6 isoformas de acil-CoA oxidasas implicadas, por lo menos
parcialmente a nivel de la B-oxidacién. La extincion, parcial o total, de la expresion de estos genes que codifican
estas isoenzimas conduce a la acumulacidon por las levaduras, particularmente en Yarrowia lipolytica, de &cido
dodecanodioico, sin consumo de lipidos acumulados.

Es en base a estos descubrimientos que los inventores proponen una cepa mutante de levadura Yarrowia lipolytica,
que no expresa el gen GUT2 y los genes responsables de la B-oxidacion de los lipidos, particularmente los genes
POX (1 a 6), siendo dicha cepa mutante capaz de acumular una gran cantidad de lipidos.
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El documento Thevenieau et al., (Fungal Genetics and Biology, san Diego, CA, US, vol. 44, n°6, 6 de mayo de 2007,
paginas 531-542) divulga una cepa de levadura de Yarrowia lipolytica que no expresa el gen GUT2. No se da
ninguna indicacién sobre su capacidad para acumular unos lipidos.

La invalidacién del gen GUT2 (YALIOB13970g) permite obtener unas cepas mutantes de levaduras, particularmente
de levaduras Yarrowia lipolytica, capaces de presentar un aumento del nivel de lipido total acumulado y un aumento
de la velocidad de acumulacién de lipidos durante el crecimiento sobre glucosa y/o sobre lipidos. Estos mutantes
son capaces de producir unos acidos grasos n-2 por blogueo parcial de la B-oxidacion (un solo ciclo de B-oxidacion).
Asi, partiendo de un acido graso 18:1 (n-9), se acumula el producto de un ciclo de B-oxidacién que es el 16:1 (n-9),
el acido (Z2)-7-hexadedecenoico.

Asimismo, la invalidaciéon concomitante del gen GUT2 (YALIOB13970g) y de los genes responsables de la B-
oxidacion de los lipidos, particularmente de los genes POX permite obtener unos mutantes de levaduras,
particularmente de Yarrowia lipolytica, capaces de presentar un aumento del nivel de lipido total acumulado, un
aumento de la velocidad de acumulacion de lipido durante el crecimiento sobre glucosa o sobre lipido y una
ausencia de consumo de lipidos acumulados.

Segun un modo particular, la invencion tiene por objeto una nueva cepa de levadura, particularmente una cepa
Yarrowia lipolytica, mutante, que no expresa ni el gen GUT2, ni por lo menos un gen responsable de la B-oxidacion
de los lipidos, siendo dicha cepa mutante capaz de acumular unos lipidos.

Segun otro modo particular, la invencién tiene por objeto una nueva cepa de levadura, particularmente una cepa
Yarrowia lipolytica, mutante, que no expresa ni el gen GUT2, ni por lo menos un gen responsable de la B-oxidacion
de los lipidos seleccionados de entre los genes POX, MFE1 o POT1, ventajosamente los genes POX, parcialmente
(POX2 a POX5) o totalmente (POX1 a POX®6), siendo dicha cepa mutante capaz de acumular unos lipidos.

Preferentemente, segin la invencién dicha cepa Yarrowia lipolytica, mutante, no expresa ni el gen GUT2, ni los
genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6, siendo dicha cepa mutante capaz de acumular unos lipidos.
Preferentemente, segun la invencion, dicha cepa es una cepa JMY1393, |delta|gut2|delta]pox1-6, depositada en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Instituto Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724
Paris Cedex 15) bajo el n°® CNCM 1-4169, el 28 de mayo de 2009.

La invencion tiene también por objeto un procedimiento de obtencion de una cepa de levadura, particularmente una
cepa Yarrowia lipolytica, mutante, siendo dicha cepa mutante capaz de acumular unos lipidos

La técnica anterior describe diferentes métodos que pueden permitir la obtencién de cepas de levadura,
particularmente de las cepas Yarrowia lipolytica, que no expresan un gen.

Por ejemplo, se citara el método denominado POP IN/POP OUT que se ha utlizado en las levaduras,
particularmente en Yarrowia lipolytica, para la delecién de los genes LEU2, URA3 y XPR2, como se ha descrito en la
revista de G. Barth et al.: (Yarrowia lipolytica, en: Nonconventional Yeasts in Biotechnology A Handbook (Wolf, K.,
Ed.), Vol. 1, 1996, p. 313-388. Springer-Verlag). Consiste en integrar un vector que comprende un gen de interés
delecionado en el locus considerado, después en seleccionar la escision de dicho vector e identificar un clon que,
por recombinacion, ha eliminado el gen salvaje y ha conservado el gen mutado.

Preferentemente, segun la invencion, se podra utilizar un método que conduce a la invalidacion del gen de interés.

Por invalidacién de un gen de interés, se entiende segun la invencion, cualquier método que conduce a la no
expresion de la proteina nativa codificada por dicho gen de interés, por modificacion del encadenamiento de los
nucleétidos que constituyen dicho gen, de tal manera que, aunque su traduccion fuera efectiva, no conduciria a la
expresion de la proteina nativa codificada por el gen de interés salvaje.

Preferentemente, segin la invencion, se utiliza un método que conduce a una extincion total de la expresion del gen
de interés. Esto se puede realizar mediante una delecidn total del gen de interés, por una delecién parcial del gen de
interés, por la insercion de uno o varios nucledtidos en dicho gen de interés, volviendo dicho método utilizado no
funcional el gen de interés (gen de interés invalidado), por lo menos codificando una proteina que no posee las
propiedades de dicha proteina nativa. Se obtiene asi una cepa de levadura que no expresa el gen de interés, que se
denominara a continuacién en el presente documento "cepa defectuosa en el gen de interés".

Se puede utilizar asi el método SEP (Maftahi M., et al.; Yeast 12: 859-868) que se ha adaptado en Yarrowia lipolytica
para la invalidacion sucesiva de los genes POX (Wang H. J. et al., 1999; J. Bacteriol., 181:5140-5148).
Ventajosamente segun la invencion se utilizara el método SEP/cre desarrollado por Fickers et al. (2003, J. Microbiol.
Methods 55/3:727-737) y descrito en la solicitud internacional WO 2006/064131. Es un método rapido y que no
necesita la utilizacion de un marcador que permite una contra seleccién.

En resumen, este método consiste en
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1) seleccionar un gen de interés de levadura, particularmente un gen de Yarrowia lipolytica, del cual se desea
suprimir la expresion, ya sea por delecion del gen, o por lo menos por invalidacion;

2) construir un casete de invalidacion por Reaccion de Polimerizacion en Cadena (Polymerase Chain Reaction:
PCR) o por clonacién, que comprende las secuencias promotoras (P) y terminadoras (T) del gen de interés,
que enmarcan un gen que codifica un marcador de selecciéon (gen de seleccion), estando dicho gen de
seleccion enmarcado a su vez a uno y otro lado de su secuencia por una (0 unas) secuencia(s) de
recombinacién, permitiendo dichas secuencias de recombinacién una recombinacion entre si que conduce a
la eliminacion de dicho gen que codifica el marcador de seleccion;

3) introducir dicho casete de invalidacién obtenido en 2, en una cepa de levadura;

4) seleccionar una cepa de levadura defectuosa en el gen de interés, cepa que ha introducido por doble
recombinacién (doble cross-over) el gen marcador en lugar del gen de interés, conduciendo asi a un gen de
interés invalidado;

5) verificar la invalidacion de dicho gen de interés en dicha cepa de levadura defectuosa en el gen de interés
seleccionada en la etapa 4; y eventualmente

6) transformar dicha cepa seleccionada en la etapa 5 con un vector que permite la expresion de una
recombinasa con el fin de obtener la eliminacién del gen que expresa el marcador de seleccion;

7) aislar de la recombinasa una cepa de levadura defectuosa en el gen de interés, y que ha perdido el plasmido
de expresion.

Ventajosamente, en la etapa 2, el marco de lectura del gen de interés se sustituye por la insercion de un gen
marcador, enmarcado a su vez por unas secuencias repetidas que pueden permitir una recombinacion que podra
conducir a la eliminacién del gen marcador. Ventajosamente la o las secuencia(s) de recombinacion es (0 son) una
(o unas) secuencia(s) loxP o una (o unas) secuencia(s) loxR o una (0 unas) secuencia(s) derivadas de estas
secuencias de recombinacion, habiendo dicha (o dichas) secuencia(s) derivada(s) conservado la actividad de las
secuencias de recombinacion de origen.

Preferentemente, en la etapa 2, el gen que codifica el marcador de seleccion podra estar enmarcado por unas
secuencias de tipo loxP que, bajo la accién de la recombinasa cre se recombinan entre si, dando lugar a un
plasmido que comprende la secuencia del gen que codifica dicho marcador de seleccion.

La etapa 3 se puede realizar mediante cualquier método de transformacion de las levaduras conocido de la técnica
anterior. Ventajosamente, en lo que se refiere al cultivo de las cepas de levadura, asi como también para todas las
técnicas de biologia molecular utilizables segin la invencion, se referir4 a los manuales de referencia en la materia,
a saber Sambrook (Sambrook, J., T. Maniatis y E.F. Fritsch, Molecular cloning: a laboratory manual. 2° ed ed. 1989,
Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press) o a Barth (Barth, G. y C. Gaillardin,
Nonconventional Yeasts in Biotechnology, W. K., Editor. 1996, Springer-Verlag: Berlin, Heidelberg, New York. p.
313-388).

La etapa 4 del método consiste en la seleccién de las cepas de levaduras transformadas que expresan el marcador
de seleccion.

La etapa 5 se puede realizar segun cualquier método conocido y en particular por PCR seg(n la técnica de Gussow
et al. (Nucleic Acids Res. 17, 1989, 4000), y después confirmada por hibridacién por transferencia Southern.

La etapa 6 se puede realizar como en la etapa 3. Ventajosamente, se utilizara un plasmido portador del gen que
codifica la recombinasa cre (Sauer, B. (1987), Mol. Cell. Biol., 7, 2087-2096) que permite la recombinacién de las
secuencias loxP/loxR y la eliminacién del marcador. Esta técnica es perfectamente conocida por la técnica anterior
(Hoess, R. y Abremski, K. (1984) J. Mol. Biol., 181, 351-362).

La etapa 7 es una etapa estandar de cualquier método de seleccion de mutante que consiste en aislar un clon
seleccionado por subcultivo sucesivo hasta la obtencién de una cepa pura.

Precisamente, la invencién tiene por objeto un procedimiento de obtencidn de una cepa de levadura, particularmente
una cepa Yarrowia lipolytica, mutante, que no expresa el gen GUT2, caracterizada por que

- en una primera etapa, se construye un casete de invalidacion que comprende las secuencias promotoras y
terminadoras del gen GUT2 de levadura (SEC ID n° 1), particularmente de Yarrowia lipolytica, que enmarca

un gen que codifica un marcador de seleccion (gen de seleccién), estando dicho gen de seleccion enmarcado
a su vez a uno y otro lado de su secuencia por una (0 unas) secuencia(s) de recombinacion, permitiendo
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dichas secuencias de recombinacidn una recombinacion entre si que conduce a la eliminacién de dicho gen
que codifica el marcador de seleccion;

- en una segunda etapa, se introduce dicho casete de invalidacion obtenido en 1, en una cepa de levadura,
particularmente una cepa Yarrowia lipolytica;

- enunatercera etapa se selecciona, de entre las cepas de levadura transformadas en la etapa 2, una cepa de
levadura, particularmente una cepa de Yarrowia lipolytica, defectuosa para el gen GUT2, cepa que ha
introducido por doble recombinacién (doble corss-over) el gen marcador en lugar del gen GUT2, conduciendo
asi aun gen GUT2 invalidado (cepa gut2::URA3);

- en una cuarta etapa, se verifica la invalidacién de dicho gen GUT2 en dicha cepa de levadura seleccionada
en la etapa 3.

Segun una variante de la invencién, el procedimiento puede ademas presentar 2 etapas suplementarias, a saber:

- una quinta etapa durante la cual se transforma dicha cepa seleccionada en la etapa 4 con un vector que
permite la expresion de una recombinasa con el fin de obtener la eliminacion del gen que expresa el
marcador de seleccion;

- una sexta etapa, durante la cual se aisla una cepa de levadura defectuosa para el gen GUT2, y que no
expresa ya el gen marcador, denominada gut2.

Segun la invencion, en la primera etapa del procedimiento, se construye dicho casete de invalidacion que
comprende las secuencias promotoras y terminadoras del gen GUT2 de levaduras, particularmente de la cepa
Yarrowia lipolytica, segun la técnica descrita por Fickers et al. (2003, J. Microbiol. Methods 55/3:727-737). Para eso

- en una primera fase, se sintetizan, por ejemplo por PCR, y se purifican unos fragmentos de ADN que
comprenden o bien la secuencia promotora (P) o bien la secuencia Terminadora (T) del gen GUT2 de
levadura, particularmente de Yarrowia lipolytica, a partir de ADN, por ejemplo de ADN genémico, de levadura,
particularmente de Yarrowia lipolytica, mva ventajosamente una cepa salvaje de levadura, ain mas
ventajosamente una cepa W29 de Yarrowia lipolytica, previamente purificada. Cuando se sintetizan estos
fragmentos por PCR, se puede utilizar cualquier par de cebador compatible, particularmente con el ADN de
Yarrowia lipolytica, los pares G3P-P1/G3P-P2 (SECID n° 2 y 3) para la parte P y G3P-T1/G3P-T2 (SEC ID n°
4 y 5) para la parte T. Ventajosamente, los cebadores G3P-P2 y G3P-T1 pueden comprender ademés cada
uno la secuencia de un sitio de restriccion, preferentemente un sitio raro, como por ejemplo un sitio
seleccionado de entre las meganucleasas (Homing endonucleasas), tales como I-Ceul, 1-Scel, PI-Pspl, PI-
Scel, preferentemente el sitio I-Scel;

- enuna segunda fase, se solidariza mediante cualquier método conocido en biologia molecular, un fragmento
P y un fragmento T, ventajosamente por medio del sitio de restriccion, ventajosamente el sitio 1-Scel, para
formar unos fragmentos de ADN P-sitio raro-T (denominados casetes de invalidacion 2 o casetes de
invalidacion GUT2-PT);

- en una tercera fase, se introduce al sitio de restriccion del casete de invalidaciéon 2 un gen que codifica un
marcador de seleccién, como por ejemplo un gen asociado a un fenotipo de auxotrofia o de caracter
dominante; a titulo de marcadores de auxotrofia, se citaran por ejemplo URA3, LEU2, ADE2, HIS y LYS5. A
titulo de marcadores dominantes, se citaran los genes de resistencia a los antibioticos, preferentemente el
gen de resistencia a la higromicina (HYG), preferentemente un gen que codifica URA3, LEU2, ADE2, HYG,
para formar unos fragmentos de ADN P-I-Sce I-marcador-I-Sce I-T (denominados casete de invalidacion 1 o
casete de invalidacion GUT2-PUT cuando el gen marcador es el gen URAS, casete de invalidacién GUT2-
PLT cuando el gen marcador es el gen LEU2.

- enuna cuarta fase, se purifica dicho casete de invalidacion 1, ya sea por digestion del plasmido GUT2-PUT o
GUT2-PLT por unas enzimas de restricciéon adecuadamente a uno y otro lado del casete de invalidacion, o
bien por PCR con los cebadores P1y T1.

Segun la invencién, en la segunda etapa del procedimiento, se introduce el casete de invalidacion 1 obtenido en la
primera etapa, en una cepa de levadura, particularmente una cepa Yarrowia lipolytica salvaje como, por ejemplo,
una cepa W29, o ventajosamente una cepa de levadura, particularmente una cepa Yarrowia lipolytica, que no
expresa el gen de marcador de selecciéon contenido en el casete de invalidacion, como por ejemplo una cepa Pold
gue es una cepa auxotréfica para la leucina (Leu) y el uracilo (Ura’), descrita por G. Barth et al. (Non conventional
Yeasts in Biotechnology A Handbook (Wolf, K., Ed.), Vol. 1, 1996, p. 313-388. Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg,
New York) y clasificada bajo CLIB139 en la coleccion del CIRM (Centre International de Ressources Microbiennes,
previamente titulado Collection de Levures d'Intérét Biotechnologique (CLIB), o también la cepa JMY1202 (Leu-,
Ura+, Agut2PUT)] obtenida por complementacién de la defeccion Ura- de la cepa Pold por transformacion de la
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cepa Pold con un casete de invalidacion de GUT2-PUT o también de la cepa JMY1387 (Leu+, Ura+, Agut2PUT)]
obtenida por complementacion de la defeccion Leu- de la cepa JMY1202 por transformacion de la cepa JMY1202
con un fragmento de ADN que contiene el gen LEU2.

Aln mas ventajosamente, en esta etapa se podra utilizar una cepa de levadura que no realizara la B-oxidacion de
los lipidos, por ejemplo una cepa que no expresara los genes responsables de la B-oxidacion de los lipidos, como
los genes POX, MFE o POT1, ventajosamente una cepa que no expresa los genes POX, por lo menos los genes
POX2, POX3, POX4 y POX5, preferentemente los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6, como por
ejemplo las cepas descritas en la solicitud internacional WO 2006/064131 publicada el 22 de junio de 20086,
preferentemente las cepas

MTLY37 (Leu+, Ura+; Apox5, Apox2, Apox3, Apox4 ::URA3),

MTLY40 (Leu+, Ura-; Apox5-PT, Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4::ura3-41),

MTLY®64 (Leu-, Ura-, Hyg+; Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, leu2 ::Hyg),

MTLY®66 (Leu-, Ura-; Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, Aleu2),

MTLY82 (Leu-, Ura-, Hyg+; Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, Aleu2, pox1::Hyg),
MTLY85 (Leu-, Ura-; Apox5; Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, Aleu2, Apox1),

MTLY92 (Leu-, Ura-, Hyg+; Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, Aleu2, Apox1, pox6::Hyg),
MTLY95a (Leu-, Ura-; Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, Aleu2, Apox1, Apox6).

En esta etapa, cualquier método de transferencia conocido de la técnica anterior (véase "Sambrook") puede ser
utilizado para introducir el casete de invalidacion 1 en la cepa de levadura. Preferentemente, se podra utilizar el
método del acetato de litio y del polietilenglicol, descrito por Gaillardin et al. (Curr. Genet. 11, 1987, 369-375).

Segun la invencidn, en la tercera etapa, es posible utilizar cualquier método de seleccién conocido por la técnica
anterior compatible con el gen (o los genes) marcador(es) utilizados, siendo cualquier cepa seleccionada que
expresa el gen marcador potencialmente una cepa de levadura defectuosa en el gen GUT2, URA3 0 LEU2.

Segun la invencidén, en la cuarta etapa, se verifica la invalidacion de dicho gen GUT2 en dicha cepa de levadura
seleccionada en la etapa 3, mediante cualquier método compatible descrito en la técnica anterior, preferentemente
por PCR segun la técnica de Gussow et al. (Nucleic Acids Res. 17, 1989, 4000), y después eventualmente
confirmada por hibridacion por transferencia Southern (Sambrook).

Las cepas mutantes obtenidas en esta etapa, susceptibles de acumular los lipidos, expresan el marcador de
seleccion. Sin embargo, puede ser necesario poseer unas cepas mutantes, susceptibles de acumular los lipidos,
pero que no expresen el marcador de seleccién. Asi, el procedimiento segun la invencion puede ademaés
comprender una quinta y una sexta etapas que tienen como objetivo obtener tales cepas mutantes, susceptibles de
acumular los lipidos, pero que no expresen el marcador de seleccion.

Segun la invencién, en la quinta etapa se transforma dicha cepa seleccionada en la etapa 4 con un vector que
permite la expresion de una recombinasa con el fin de obtener la eliminacién del gen que expresa el marcador de
seleccion. A titulo de ejemplo, es posible introducir un vector replicativo que permite la expresién de la recombinasa
cre y que posee el marcador de seleccién LEU2, como el vector pRRQ?2 (Fickers, op. cit.).

Segun la invencién, en la sexta etapa, se aisla una cepa de levadura defectuosa en el gen GUT2, y que no expresa
ya el gen marcador utilizado para la invalidacion del gen GUT2, y que ha perdido eventualmente el plasmido
replicativo que permite la expresion de la recombinasa, mediante cualquier método de seleccién o de aislamiento
conocido por la técnica anterior, como por ejemplo el crecimiento en medio rico y/o el esparcimiento sobre medio
rico que ya no permite seleccionar para el marcador de seleccién.

La invencidn tiene también por objeto la utilizacion de una cepa de levadura, particularmente una cepa Yarrowia
lipolytica, mutante, capaz de acumular unos lipidos, por ejemplo una cepa segun la invencién, para la sintesis de

lipidos, particularmente unos acidos grasos y unos triacilgliceroles. Preferentemente, segun la invencion, se utilizara
una cepa Yarrowia lipolytica, mutante, capaz de acumular unos lipidos, ventajosamente una cepa que ya no expresa

el gen GUT2 y los genes POX, muy ventajosamente la cepa JMY1393 (CNCM 1-4196). Ventajosamente, segin la
invencion, las cepas mutantes podran ser utilizadas para la produccion de acidos grasos n-2, muy ventajosamente
para la produccion de 16:1 (n-9), el acido (Z)-7-hexadedecenoico.

La invencion tiene también por objeto un procedimiento de sintesis de lipidos en el que

- en una primera etapa se cultiva, en un medio apropiado, una cepa de levadura, particularmente una cepa
Yarrowia lipolytica, mutante, capaz de acumular unos lipidos, por ejemplo una cepa segun la invencién;

- enuna segunda etapa, se recogen los lipidos producidos por el cultivo de la etapa 1.

Ademas de las disposiciones anteriores, la presente invencion comprende también otras caracteristicas y ventajas
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que apareceran a partir de los ejemplos y figuras siguientes, y que deben ser considerados para ilustrar la invencion
sin limitar su alcance.

Asi, la figura 1 presenta un esquema de la construccién de mutantes de levadura que no expresa un gen de interés,
aqui el gen GUT2 de Yarrowia lipolytica, por invalidacién con la ayuda de un gen marcador.

: Gen de interés de levadura
= Genoma de la levadura

mmmm : Sitio de restriccion raro (I-Sce 1)
s repe
ked: Secuencias repetidas

E: marcador

P: Secuencias promotoras del gen de interés

T: Secuencias terminadoras del gen de interés

G3P-P1, G3P-P2, G3P-T1, G3P-T2: Cebadores para la sintesis de los fragmentos P y/o T por PCR;
verl, ver2: Cebadores para la verificacion de la invalidacion por PCR;

(1) y (2): sintesis de los fragmentos P y T con insercion de un sitio raro en los extremos,

(3): fragmento P-sitio raro-T, después de la fusién de los fragmentos por PCR;

(4): Insercion al sitio raro del gen marcador enmarcado de secuencias de recombinacion para obtener el casete
de invalidacion;

(5): Después de la transformacion de la cepa, "crossover” doble entre el casete de invalidacion y el genoma de la
levadura;

(6): Resultado del "crossover" doble: sustitucion del marco de lectura del gen de interés por el gen marcador;

(7): Gen de interés invalidado en la cepa de levadura después de la escision del gen marcador por
recombinacion.

La figura 2 presenta en A el crecimiento de las cepas de tipo salvaje y de las cepas mutantes (D.O. a 600 nm) en
funcién del tiempo (h), y en B la acumulacion total de &cido graso, expresada en porcentaje del peso seco de la
biomasa en funcién del tiempo (h).

o: cepa de tipo salvaje; o: cepa mutante Agut2; A: cepa mutante Agut2 Apox1-6)

Los resultados son los valores medios de tres experimentos independientes.

La figura 3 presenta la cantidad total de acido graso de las cepas de tipo salvaje y de las cepas mutantes en
porcentajes del peso seco de la biomasa al final del cultivo celular (24h).

Las cepas se cultivaron en los medios YNBD, YNBD 503y YNBD 503 U.p.
Los resultados representan los valores medios de tres experimentos independientes.
“:I]]: Cepa de tipo salvaje

D:Cepa Agut2

.: Cepa Agut2 Apox1-6
u.p.: &cido oleico ultra-puro (>98% de pureza)

Lafigura 4 presenta, en la parte A el nUmero medio de cuerpos lipidicos en funcién del tiempo en una cepa salvaje y
unas cepas mutantes, y en la parte B el porcentaje de la superficie de las células cubiertas por los cuerpos lipidicos.

Las cepas se cultivaron sobre YNBDg s03.
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ik Cepa de tipo salvaje
D: Cepa Agut2
.: Cepa Agut2 Apox1-6
La figura 5 presenta la acumulacion de los lipidos totales en forma de porcentajes del peso seco de la biomasa en

funcion del tiempo (11hy 24h), separado en triacilgliceroles y acidos grasos libres después del cultivo sobre el medio
YP2D40s.

.: acidos grasos libres
L. triacilgliceroles.

La figura 6 presenta la evolucién de la biomasa (¢) y del porcentaje de lipidos (o) producidos en funcion del tiempo
durante el cultivo de la cepa salvaje W29.

La figura 7 presenta la evolucion de la biomasa (m) y del porcentaje de lipidos (o) producidos en funcién del tiempo
durante el cultivo de la cepa mutante Agut2.

La figura 8 presenta la evolucion de la biomasa (A) y del porcentaje de lipidos (A) producidos en funcién del tiempo
durante el cultivo de la cepa mutante Agut2Apox1-6.

La figura 9 presenta el balance comparativo de los cultivos de las cepas

ﬂ]]]: salvaje W29
D: mutante Aut2

.: mutante Agut2Apox1-6
segun:
% lip max: contenido final de lipidos expresado en gjp-g™
R Sllip: rendimiento de conversién del sustrato en lipidos en giip-gge ™
P(lip): productividad voltimica de la produccién de lipidos en gjip-I*-ht.

Ejemplos

Material y métodos

Cepa de levadura y condiciones de cultivo

Las cepas de Y. lipolytica, utilizadas derivan de la cepa salvaje Y. lipolytica, W29 (ATCC 20460).

La cepa auxotréfica Pold (Leu-, Ura-) se ha descrito anteriormente por Barth y Gaillardin [Nonconventional Yeasts in
Biotechnology, W. K., Editor. 1996, Springer-Verlag: Berlin, Heidelberg, New York. p. 313-388)].

La cepa prototréfica MTLY37 que contiene una invalidacion de los cuatro genes POX que codifican para cuatro acil-
CoA oxidasas (AOX) se ha descrito por Wang et al. (Wang, H.J., et al., J Bacteriol, 1999. 181 (17): p. 5140-5148).

La cepa auxotréfica MTLY40 (Ura-) se ha obtenido por transformacion de MTLY37, mediante un fragmento de 1,5 kb
que lleva el alelo ura3-41, obtenido por PCR, seguida por la seleccién de transformantes sobre medio YNB-5FOA
(Mlickova, K., et al., Appl Environ Microbiol, 2004. 70(7): p. 3918-3924).

Medio de cultivo y condiciones de crecimiento

Para E. coli. las condiciones se describen en Sambrook y para Y. lipolytica, en Barth (op. cit.).

El medio rico YPD, el medio minimo glucosa YNB y el medio minimo suplementado de casamino-acidos YNBcas se
han preparado como se ha descrito anteriormente por Mlickova, K., et al. (op. cit.) Appl. Environ. Microbiol., 2004.

70(7): p. 3918-3924.

El medio minimo YNB contiene un 0,17% de YNBww (medio YNB sin aminoacidos y sulfato de amonio; Difco, Paris,
Francia), un 0,5% de NH4CI, un 0,1% de extracto de levadura (Bacto-DB) y 50 mM de tampon fosfato a pH 6,8.
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Los medios suplementados de fuente de carbono son:
- el medio YNBD (glucosa al 2%, Merck, Fontenay-sous-Bois Cedex, Francia);
- el medio YNBG (glicerol al 2%, Merck);
- el medio YNBDO (medio suplementado con el 3% de acido oleico de Merck puro al 60%);
- el medio YNBOu.p. (medio suplementado con el 3% en &cido oleico de Flucka puro al 98%);

- el medio YNBO (YNBD50s3) utilizado para seguir la acumulaciéon optima y la removilizacion de los acidos
grasos es el medio YNB suplementado con el 0,5% de glucosay el 3% de acido oleico;

- el medio YP;D403, utilizado para optimizar la acumulacién de lipidos contiene el extracto de levadura (1%),
proteosa peptona (2%), glucosa (4%) y acido oleico (3%).

En caso de que fuera necesario, se afiadiran uracilo (0,1 g/l) y leucina (0,2 g/l).
Para los medios so6lidos, se afiadio un 1,5% de agar.

El &cido oleico esta emulsionado por sonicacion, en presencia del 0,02% de Tween 40 (Mlickova, K., et al. (Appl.
Environ. Microbiol., 2004. 70(7): p. 3918-3924).

Por regla general, los cultivos se han realizado de la siguiente manera:
A partir de caja YPD, se inocula un primer pre-cultivo en un medio YPD (15 ml en Erlenmeyers de 50 ml a 170 rpm,
a 28<C durante 6h). Las células se utilizaron para inocular un pre-cultivo en el medio YNBD (50 ml en un Erlenmeyer

de 500 mla 170 rpm, a 28C, durante una noche).

Para el cultivo, se recogieron unas células en crecimiento exponencial por centrifugacion al dia siguiente del pre-
cultivo, y se resuspendieron en medio YNB fresco a una densidad 6ptica a 600 nm de 0,5.

Para determinar el crecimiento de las células, los cultivos se centrifugaron a 10000 x g durante 10 minutos, y el
residuo de las células se lavé dos veces con unos volimenes iguales de solucién SB (9 g/l de NaCl - 0,5% BSA).

La biomasa producida se determiné midiendo la densidad 6ptica a 600 nm, y por la estimacion del peso seco de las
células después del calentamiento a 80°C durante 24h.

Técnicas generales de genética

Las técnicas generales de genética molecular se utilizaron como se ha descrito en Sambrook.
Las enzimas de restriccion utilizadas provienen de Eurogentec SA (Liége, Bélgica).

El ADN gendmico de levadura (salvaje o transformada) se ha preparado tal como se describe por Querol et al. (Appl.
Environ. Microbiol., 1992. 58(9): p. 2948-2953).

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador Eppendorf 2720, con o bien ADN polimerasa Taq
(Promega, Madison, WI, USA), o bien ADN polimerasa Pfu (STRATAGENE, La Jolla, California).

Latabla 2 siguiente describe los cebadores utilizables segun la invencién:

Tabla 2
Cebadores SECID n° Secuencia (5'— 3')° Sitio de restriccion introducido
G3P-P1 2 GCAGATCCACTGTCAAGCCG
G3P-P2 3 GCTAGGGATAACAGGGTAATGCGGTAGGAA I-Scel
AGAGAAGTTCCGCG
G3P-T1 4 GCATTACCCTGTTATCCCTAGCCGGACTATTT I-Scel
CCCCGCAGC
G3P-T2 5 GCAGCCAGCAGCACGTAGTAG
G3P-verl 6 GAATGACGGGGGCAACGCAG
G3P-ver2 7 CAGCAGCCACAAATAGCAGACTGCC
LEU2-P1 8 AATCTAGATGGTCACAGTGGAATCATGTTCG Xbal
TGG
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Cebadores SECID n° Secuencia (5'— 3")° Sitio de restriccion introducido
LEU2-P2 9 CATTACCCTGTTATCCCTAGGTTCCATTGTGG I-Scel
ATGTGTGTGGTTG
LEU2-T1 10 CTAGGGATAACAGGGTAATGCTCTGGGTCTG I-Scel
CTGCCCTC
LEU2-T2 11 AGTAAGCTTAGATCTGTTCGGAAATCAACGG Hinalll
ATGCTCAACC
POX1-P1 12 CATGGAGTGGATCGCTCGAGGACG
POX1-P2 13 GCATTACCCTGTTATCCCTAGCCAGGAGGAT I-Scel
CGGTGAATGTG
POX1-T1 14 GCTAGGGATAACAGGGTAATGCCTTGTTCCG I-Scel
AGAAGAGGAGGACG
POX1-T2 15 CGGCAGTGGCTCACCAAGC
POX1 verl 16 ATCCAGACCTCCAGGCGGG
POX1ver2 17 GCTGCGTCTCAATCTGGCGAATG
POX6-P1 18 CCAAGCTCTAAGATCATGGGGATCCAAG
POX6-P2 19 GCATTACCCTGTTATCCCTAGCGTTGAGGGA I-Scel
CTGTTGAGAGAG
POX6-T1 20 GCTAGGGATAACAGGGTAATGCGATGAGGA I-Scel
AATTTGCTCTCTTGAGG
POX6-T2 21 ATCTCGAGATTGGTCCCCTCAAACACAC
POX6Verl 22 GCTCAAGAAGGTAGCTGAGTC
POX6ver2 23 CATTAAGTGTCAGATCAGCTCGC

?las secuencias subrayadas corresponden a los sitios de restriccion introducidos.

Los cebadores P1, P2, T1 y T2 sirven para la construccién de los casetes de invalidacion. Los cebadores verl y ver2
sirven para la verificacién de la invalidacion de los genes por PCR.

Los fragmentos de PCR se purificaron mediante el kit de purificacion QIAGEN (Qiagen, Hilden, Alemania) y los
fragmentos de ADN se recuperaron a partir de geles de agarosa utilizando un kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen,
Hilden, Alemania).

Se utilizé el conjunto de programas Staden (Dear, S. y Staden, R. A sequence assembly and editing program for
efficient management of large projects. Nucleic Acid Res. 19, 3907-3911 (1991)) para el andlisis de las secuencias.

La transformacion de las células de levadura se realiz6 segun el método con acetato de litio descrito en Le Dall, M.T.
et al. (Curr Genet, 1994. 26(1): p. 38-44).

Supresion de los genes GUT2, LEU2, POX1 o POX6, expresién de la recombinasa Cre y escisién del marcador

Los casetes de sobreexpresion se generaron por amplificacion PCR segun Fickers et al. (op. cit.) (J. Microbiol.
Methods, 2003, v.55, issue 3 p. 727-737).

El fragmento PT se cloné en el plasmido PCR4 RBIlunt-TOPO (vector TOPO-pCR4; Invitrogen Cormp., Carlsbad, CA)
para obtener un primer plasmido denominado JME743.

El marcador URA3 se introdujo después en el sitio I-Scel del plasmido JME743 para obtener un segundo plasmido
denominado JME744 que contiene el casete de invalidacion gut2-PUT.

Para el gen LEU2, se utilizaron los pares de cebadores LEU2-P1/1.EU2-P2 (SEC ID n° 8y 9) y LEU2-T1/LEU2-T2
(SEC ID n° 10 y 11). El P1 se ha concebido para colocar un sitio de restriccion Xbal en el extremo 5' del fragmento
P, mientras que T2 se ha concebido para colocar un sitio de restriccion Hindlll.

Después de la amplificacién por PCR, el fragmento PT se ha digerido por Xbal y Hindlll y se ha clonado en los sitios
correspondientes del plasmido pDRIVE (Qiagen, Les Ulis, Francia) para obtener un tercer plasmido denominado
JME®641. Después se introduce el marcador HPH (HYG) para obtener un cuarto plasmido denominado JME651. El
marcador HPH (HYG), originario de un plasmido de Escherichia coli, permite la resistencia a la higromicina B (GRITZ
& DAVIES, Yeast, vol.8, p.: 667-668, 1992;).

Para los genes POX1 o POX®6, las secuencias PT se amplificaron con sus pares de cebadores respectivos POXn-
P1/POXn-P2 y POXn-T1/POXn-T2 (véase la tabla 2) y se clonaron en extremos francos en el plasmido Bluescript
KS" (STRATAGENE).

Después de la transformacion en E. coli DH5a y cultivo sobre LB Agar Xgal, se seleccionaron unas colonias blancas.
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Las cepas MTLE34 y MTLE35 contenian los plasmidos portadores de los casetes POX1-PT y POX6 PT,
respectivamente.

Las cepas MTLE36 y MTLE37 contenian los plasmidos POX1-PHT y POX2-PHT, respectivamente.

Los casetes de invalidacion (PUT y PHT), obtenidos por PCR, se utilizaron para la transformacion mediante el
método con acetato de litio. Los transformantes se seleccionaron en un medio YNBcasay YPDH, respectivamente.

La invalidacion se verificd por PCR utilizando unos pares de cebadores verl/ver2 (véase la tabla 2) y la escision del
gen marcador se realizd conforme a Fickers etal. (op. cit.) (J. Microbiol. Methods, 2003, v.55, issue 3 p. 727-737)

Microscopia 6ptica

Para los experimentos en microscopia optica, se pre-fijaron 10 ml de un cultivo de levadura en crecimiento mediante
1,34 ml de solucion de formaldehido (tampon fosfato 50 mM, pH 6,8; 0,5 mM MgCI2; 4,8% de formaldehido) y se
incubaron durante 1h a 28<C bajo agitacién a 250 rpm. Las células pre-fijadas se recogieron, se resuspendieron a
una densidad Optica a 600 nm de 2,5 en la solucidon de formaldehido y se incubaron durante 5h a temperatura
ambiente. Después, las células se lavaron dos veces con tampon fosfato 50 mM (pH 6,8) y se almacenaron en un
tampon fosfato 0,1 M (pH 7,5) a una densidad Optica a 600 nm de 2,5 a 4T hasta la observacién en microscopia
Optica.

Microscopia por fluorescencia

Para la visualizacion de los cuerpos lipidicos, se ha afiadido rojo del Nilo (1 mg/ml solucién en acetona; Bioprobe
moléculaire, Montlugon Francia) a la suspension celular (1/10 v/v) y se continu6é con una incubacién de 1h a
temperatura ambiente.

Las células se recogieron, se lavaron dos veces con agua destilada y se resuspendieron en un tampén fosfato
50 mM (pH 6,8) a una densidad dptica a 600 nm de 2,5. El estudio se ha realizado con un microscopio 6ptico
Olympus BX 51 con un objetivo X 100 en bafio de aceite. Para las grabaciones, se ha utilizado el programa
Photometrics CoolSNAP 2048 x 2048- element array, 7,4 x 7,4-um pixel pitch (Roper Scientific, Inc Photometrics,
PVCAM).

Determinacién de los lipidos

Los lipidos de un cultivo que presenta una densidad 6ptica a 10 de DO se han extraido o bien mediante el
procedimiento de Folch et al. (Folch, J. et al., J Biol Chem, 1957. 226(1): p. 497-509) para el analisis TLC, o
directamente convertidos en sus ésteres metilicos utilizando unas células lipofilizadas segin Browse, J., et al. (Anal
Biochem, 1986. 152(1): p. 141-5) para el andlisis por cromatografia en fase gaseosa.

La transmetilacion completa se verific6 mediante un método con BFsz en el metanol (Athenstaedt, K., et al., J
Bacteriol, 1999. 181(20): p. 6441-8) y sobre placas TLC.

El andlisis por cromatografia en fase gaseosa de los ésteres metilicos de acidos grasos se ha realizado con la ayuda
de un Varian 3900 equipado de un detector de ionizacion de llama y una columna Varian FactorFour vf-23ms, (3pA a
260T [30m, 0,25, 0,25 pm]).

Los acidos grasos se han identificado por comparacion con ésteres metilicos de acidos grasos normalizados (Fatty
Acid Methyl Ester, FAME, Cayman, Supelco, Sigma (Francia)) y cuantificados mediante el método de patrén interno
afiadiendo 50 pg de C17:0 comercial (Sigma).

Andlisis de las clases de lipidos

Los lipidos totales se fraccionaron en triacilglicerol y acidos grasos libres para la cuantificacion de los lipidos
utilizando una columna Isolute SPE Aminopropyle (IST, Francia, Paris, Francia). El acondicionamiento de la columna
se realiz6 3 veces con 3 ml de hexano normal a caudal normal. Se cargé 1 ml del conjunto de los lipidos extraidos
mediante el método de Folch en CHCI; en la columnay se recogio la fraccion de lipidos neutros.

La elucion total de los lipidos neutros se ha realizado por lavado de la columna 3 veces con 3 ml de
CHCls/Isopropanol (2/1). La fraccion de acidos grasos libres se ha recogido lavando la columna 3 veces con 3 ml de
ET,O/acido acético 2% con un caudal normal. El disolvente de las fracciones se evapord bajo flujo de nitrégeno
directo y la transmetilacion se continud para un analisis por cromatografia en fase gaseosa (Laffargue, A. et al., Plant
Physiol Biochem, 2007. 45(3-4): p. 250-7).

Se utilizaron unas placas TLC para las extracciones de verificacion. La eficacia del procedimiento también se ha
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verificado por comparacién de los perfiles de cromatografia en fase gaseosa de las muestras fraccionadas o no.

Separacién de los lipidos por TLC

Se utilizaron unas placas TLC (silice G60, 20*20 cm, 0,25 mm de grosor) (Merck, Alemania). Se separaron las
diferentes clases de lipidos utilizando un sistema de disolvente de doble desarrollo: Sistema A (media placa de
migracion): éter de petréleo/éter etilico/acido acético: 20/20/0,8 (v/viv); Sistema B (toda la placa de migracion): Eter
de petroleo/Et,O 49/1 (viv). Se pulverizé sobre las placas una solucion al 5% de acido fosfomolibdico y las bandas
de lipidos se revelaron después de 10 min a 105<C.

Ejemplo 1: Obtencion de la cepa mutante ~ Agut2

Preparacion del ADN gendémico de la cepa salvaje Yarrowia lipolytica, W29

La cepa salvaje Yarrowia lipolytica, W29 se cultiva en caja YPD solida durante 1 dia a 28<T.

A partir de una colonia aislada, se incuba un cultivo YPD liquido (5 ml) durante 40 a 48 horas a 28C bajo agitacion
(170 pm).

Las células de 3 ml de cultivo se recogen por centrifugacion a 13000 rpm durante 5 min.
El residuo se resuspende entonces en 500 pl de tampdn Sorbitol (Sorbitol 1 M, Tris-HCI 0,1 M; pH 8; EDTA 0,1M).

Después de la adicion de 50 pl de una solucion zimoliasa a 3 mg/ml (Zymolyase 100T, Seikagaku Corp. Coger) y de
50 pl de B-mercaptoetanol (0,28 M), las células se incuban a 37T durante 1h.

Las células se recogen entonces por centrifugacion y se resuspenden en 500 pl de TE (50 mM Tris-HCI; pH 8,0;
20 mM EDTA).

Después de la adicion de 50 pl de SDS al 10%, se incuban durante 20 min a 65C. Después, se afiaden 200 pl de
solucién de acetato de potasio 5 M.

Las células se conservan en hielo durante 30 min., antes de la centrifugacion (5 min, 13000 rpm).

El residuo se resuspende en 700 pl de isopropanol, se centrifuga durante 5 min. a 13000 rpm y se lava con 500 pl de
etanol al 70%.

Después de la eliminacién del sobrenadante, se afiaden 400 pl de TE-ARNasa A (TE + 100 pg/ml de ARNasa A) y
las células se incuban durante 15 min. a 1h a 37<C.

El ADN se precipita con la ayuda de 40 pl de acetato de potasio (2,5 M; pH 5,2) y 1 ml de etanol al 100%. Se
centrifuga durante 5 minutos a 13000 rpm y se elimina el sobrenadante.

Se efectlia un lavado con 700 pl de etanol al 70%. Después del secado del residuo se recupera el ADN gendmico en
100 pl de agua.

Sintesis del ADN del gen GUT2

La sintesis del ADN del gen GUT2 se realiza por PCR (Eppendorf 2720 thermocycler) en un microtubo de 0,5 ml.

La mezcla de reaccidn estd compuesta por 10 ng de ADN gendmico de la cepa salvaje Yarrowia lipolytica, W29
obtenida en el ejemplo 1 en presencia de 50 pmoles de cada cebador correspondiente en las regiones aguas arriba
(P1) y aguas abajo (T2) respectivamente del ORF del gen GUT2, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM MgCI2, 2,5 U de
Pfu (STRATAGENE, La Jolla, CA) y el tampdn proporcionado con la enzima a la concentraciéon indicada en un
volumen final de 50 pl.

La PCR se desarrolla en 30 ciclos de amplificacion sucesivos.
Cada ciclo estda compuesto por una etapa de desnaturalizacion del ADN durante 1 min a 94C, una etapa de
hibridacion de los 2 cebadores especificos durante 30 s a 57T y una etapa de elongacion de la copia de ADN a

72<C.

Los fragmentos de ADN se recuperan a partir de geles de agarosa utilizando el kit QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden, Germany).
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Sintesis de los fragmentos P y T del gen GUT2 y constitucién del fragmento P-T

El casete PT (Promotor-Terminador) se obtiene mediante dos etapas de amplificacion PCR.
El promotor y el terminador se sitUan respectivamente aguas arriba y aguas abajo del ORF del gen GUT2.

Estas dos regiones, de aproximadamente 1 kb, se amplifican a partir del ADN genémico de la cepa salvaje Yarrowia
lipolytica, W29 con, respectivamente, los pares de cebadores P1/P2 y T1/T2.

Los cebadores P2 y T1 contienen el sitio raro de reconocimiento de la meganucleasa I-Scel.

Los fragmentos PCR obtenidos, P-I-Scel y I-Scel-T, se reunieron después por ligacion y después se utilizaron como
matriz para la amplificacion PCR del casete P-I-Scel-T (PT) utilizando los cebadores P1, T2.

Este casete se clona después en el plasmido pCR4-Blunt TOPO (INVITROGEN).
Después de la transformacion en E. coli, se aisla el vector pCR4-TOPO-PT denominado GUT2-PT (JME743).

Obtencién del gen URAS:

El casete I-Scel URA3 se obtiene por digestion por I-Scel del plasmido KS-URA3 (JME507; Fickers et al. 2003 Op.
cit.).

El fragmento I-Scel-URA3 se purifica sobre gel de agarosa.

Insercion en el fragmento P-T:

El plasmido que lleva el casete GUT2-PT (JME743) es digerido por I-Scel.

Después de la desfosforilacion del producto de digestion del plasmido PT, se realiza una ligadura entre éste y el
marcador de seleccion I-Scel-URA3.

Los plasmidos resultantes presentan el médulo P-URA3-T y son denominados JME744 (GUT2-PUT).

El casete de invalidacién PUT se genera por amplificacién PCR utilizando el plasmido GUT2-PUT vy los cebadores
P1/T2.

El fragmento PCR se utiliza después para la invalidacion del gen GUT2 por transformacion de Y. lipolytica.

Transformacién de la cepa de levadura:

El método utilizado para la transformacién de Y. lipolytica, se basa en la utlizacién del acetato de litio para
permeabilizar las células (Gaillardin et al., 1985).

Las células (cepa Pold) se cultivan a 28°C en 20 ml de medio YPD complementado de tampdn citrato 50 mM pH 4.
Cuando el cultivo presenta una concentracion celular préxima a 108 células/ml, ésta se centrifuga.

La competencia se adquiere después de la incubacion de las células, resuspendidas en 20 ml de acetato de litio
0,1 M pH 6, durante 1 hora a 28<C bajo agitacion (1 00 rpm).

Las células se centrifugan después durante 2 minutos a 2000 rpm, y se recogen en la misma solucién con el fin de
obtener una concentracion de 5-10° células/m.

La transformacién se efectta afiadiendo 5 pl de ADN portador (pescado) y 10 pl de ADN a transformar (casete
GUT2-PUT) a 100 ml de células competentes.

La mezcla se incuba sin agitacion a 28T, después s e afiaden 0,7 ml de PEG 4000 (40%) en acetato de litio (0,1 M;
pH 6).

Esta mezcla se incuba bajo agitacién (250 rpm) durante una hora a 28<C. Después, las células sufren un choque
térmico de 1 min a 39<T.

La mezcla se diluye por adicion de 1,2 ml de solucion de acetato de litio 0,1 M pH 6.
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Seleccién y purificacion de las cepas de levaduras mutantes gue expresan el gen URAS.

La transformacion se extiende a razén de 200 pl por caja de medio YNB - casaminoacidos (medio que no contiene
uracilo).

Los transformantes aparecen entre 3 y 5 dias de incubacion a 28<T.

Se efectlia una segunda extension, a partir de una colonia aislada, en el medio selectivo con el fin de purificar los
transformantes.

Verificacion de la invalidacién del gen GUT2

La verificacion de la delecion del gen se realiza por PCR utilizando los cebadores verl y ver2 especificos del gen
GUT2 y situados en el interior del casete de invalidacion.

El tamafio del fragmento amplificado permite la verificacién de la invalidacion del gen GUT2 comparado con el
tamafio del fragmento amplificado en la cepa salvaje con los mismos cebadores.

Escision del gen URA3

El marcador URA3ex utilizador puede escindirse por expresion de la recombinasa Cre.

Las células de levadura son transformadas por el plasmido pRRQ2 (hp4d-cre, yILEU2) y los transformantes Leu+
son seleccionados en medio sin leucina.

Después, para permitir la pérdida del vector de expresion de la recombinasa Cre, los transformantes Leu+ se
cultivan en medio YPD durante 12h a partir de un pre-cultivo YPD diluido al 1/1000.

Las células se esparcen después en un medio YNB.
Se seleccionan los clones Ura- (escisién del marcador) y Leu- (pérdida del plasmido pQRR?2).

La escision del marcador se confirma por PCR con los cebadores verl/ver2.

Tabla 3
Etapa Operaciones de transformacion
Mutante a transformar Casete de transformacion Mutante transformado
1 Pold, Leu-, Ura-, Casete PUTgut2, seleccion Ura+ JMY1202, Leu-, Ura+,
Agut2
2 JMY1202, Leu-, Ura+, Fragmento gendémico que contiene el gen JMY1387, Leu+, Ura+,
Agut2 LEU2 Agut2

Leu+/Leu-: cepa que expresa/no expresa el gen LEU2.
Ura+/Ura-: cepa que expresa/no expresa el gen URAS.

Ejemplo 2: Obtencion de las cepas de levadura  Yarrowia lipolytica mutantes MTLY40, MTLY64, MTLY66,
MTLY82, MTLY85, MTLY92, MTLY95a y JMY 1393

Repitiendo el protocolo del ejemplo 1 y siguiendo las especificaciones dadas en la tabla 4 siguiente, se construyen
las cepas de levadura Yarrowia lipolytica, mutantes MTLY40, MTLY64, MTLY66, MTLY82, MTLY85, MTLY92,
MTLY95ay JMY 1393.

La cepa MTLY37 (Leu+, Ura+, Apox2-5), anteriormente descrita en la solicitud internacional WO 2006/064131, es
une cepa fototréfica para la leucina y el uracilo.

Tabla 4
Etapa Operaciones de transformacic')n
Mutante a transformar Casete de transformacion Mutante transformado

1 MTLY37, Leu+ Ura+ Apox5-PT, Apox2-|Fragmento de PCR ura3-41,|MTLY40, Leu+, Ura-, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-PUT selecciéon 5FOA PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T

2 MTLY40, Leu+, Ura-, Apox5-PT,Casete PHTleu2, seleccion|MTLY64, Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5-PT,
Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-higromicina Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T,
41T leu2-PHT
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Etapa

Operaciones de transformacion

Mutante a transformar

Casete de transformacion

Mutante transformado

MTLY64, Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5-PT,
Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-
41T, leu2-PHT

Vector pRRQ2, seleccion
Leu+, verificacion  Hyg-,
pérdida del plasmido pRRQ2
sobre YPD, aislamiento de
Leu-

MTLY66, Leu-, Ura-, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T, Aleu2

MTLY®66, Leu-, Ura-, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41 T,
Aleu2

Casete PHTpox1, seleccion
higromicina

MTLY82, Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5-PT,
Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T,
Aleu2, pox1-PHT

MTLY82, Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5-PT,
Apex2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-
41T, Aleu2, pox1-PHT

Vector pRRQ2, verificacion
Hyg-, pérdida del plasmido
pRRQ2 sobre YPD

MTLY85, Leu-, Ura-, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T, Aleu2,
Apox1

MTLY85, Leu-, Ura-, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41 T,
Aleu2, Apox1

Casete PHTpox6, seleccion
higromicina

MTLY92, Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5-PT,
Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T,
Aleu2, Apex1, pox6-PHT

MTLY92, Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5-PT,
Apex2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-
41T, Aleu2, Apox1, pox6-PHT

Vector pRRQ2, verificacion
Hyg-, pérdida del plasmido
pRRQ2 sobre YPD

MTLY95a, Leu-, Ura-, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T, Aleu2,
Apox1, Apox6

MTLY95a, Leu-, Ura-, Apox5-PT,
Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-
41T, Aleu2, Apox1, Apox6

Casete PUTgut2, Casete
PUTQgut2, seleccion uracilo

JMY1351, Leu-, Ura+, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T, Aleu2,
Apox1, Apox6, Agut2-PUT

JMY1351, Leu-, Urat+, Apox5-PT,
Apox2-PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-
41T, Aleu2, Apox1, Apox6, Agut2-PUT

Fragmento genomico que
contiene el gen LEU2

JMY 1393, Leu+, Ura+, Apox5-PT, Apox2-
PT, Apox3-PT, Apox4-Pura3-41T, Apox1,
Apox6, Agut2-PUT

Leu+/Leu-: cepa que expresa/que no expresa el gen LEU2.

Ura+/Ura-: cepa que expresa/que no expresa el gen URA3.

Hyg+/Hyg-: cepa que expresa/que no expresa el gen HYG (resistencia a la higromicina).

Apoxn-PT: cepa que no expresa el gen POXn, por invalidacién con la ayuda del fragmento PT del gen n de POX_;

Apox4-PUT: cepa que no expresa el gen POX4, por invalidacion con la ayuda del fragmento PUT que contiene el
gen URAS3.

Fragmento de PCR ura3-41: (Mauersberger S. et al.: J. Bacteriol. 183:5102-5109). Se ha realizado la amplificacion
por PCR de un fragmento de 4650 pb que engloba el gen URA3 delecionado de 10 pares de base (alelo ura3-41)
sobre el ADN genémico de Y. lipolytica, IMY322 utilizando los cebadores

Ura3-dis1 (5'-GGGGTGACACTGCACTATTGGTTTG-3), y
Ura3-dis2 (5GCGTTACTGAGAGGCAGAGTACATG-3).

El medio de reaccién de la PCR esta constituido por 0,5 pul ADN, 1 pl de cebador ura3-disl y ura3-dis2 100 pM, 4 pl
de dNTP 2,5 mM, 1 unidad de ADN polimerasa (por ejemplo taq, Takara), 5 pl de tampdn (10 x taq buffer, Takara) y
39 ul de agua. El programa de temperatura es de 94°C 2 min y después 30 ciclos de 30 s a 94C, 45s a 55C, 5
min. a 72C.

Seleccién 5FOA: Seleccién sobre un medio que contiene 5-FOA (&cido 5-fluoroorético), permite seleccionar las
cepas Ura-.

Apox4-Pura3-41T: cepa que no expresa el gen POX4, por invalidacién con la ayuda del fragmento PUT que contiene
el marcador URA3 que se convirtid en alelo ura3-41 por transformacion con el fragmento ura3-41 del gen URA3 y
que confiere el fenotipo Ura-.

Casete PHTIleu2: casete de invalidacion que comprende un gen de resistencia a la higromicina (H) insertado entre
los fragmentos P y T del gen LEU2.

leu2/Aleu2-PHT cepa que no expresa el gen LEU2, por invalidaciéon con la ayuda del fragmento PHT que contiene el
gen de resistencia a la higromicina Hyg.

Hyg: marcador de seleccién Hyg (H) que permite la resistencia a la higromicina.

Vector pRRQ2: Vector replicativo que permite la expresion de la recombinasa cre y que contiene el marcador de
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seleccion LEU2 (Fickers, op. cit.).

Casete PHTpox1: casete de invalidacion que comprende un gen de resistencia a la higromicina (H) insertado entre
los fragmentos P y T del gen POX1.

Casete PHTpox6: casete de invalidacion que comprende un gen de resistencia a la higromicina (H) insertado entre
los fragmentos P y T del gen POX6.

YPD: Medio rico YPD para perder el plasmido replicativo.

Agut2-PUT: cepa que no expresa el gen de interés GUT2 y que expresa el marcador de seleccién URA3 insertado
en un casete entre los fragmentos P y T.

En los ejemplos siguientes, se ha determinado la influencia de la delecion del gen GUT2 en diferentes condiciones
de cultivo y de composicion del medio sobre la acumulacion de lipido por la levadura (nivel de acumulacion de lipido,
velocidad de acumulacion y tipo de lipido acumulado).

Asi, se ha constatado que una cepa que contiene la delecion Agut2 acumula mas rapidamente los lipidos y que el
contenido en lipido es mas elevado que en una cepa que no contiene esta delecion.

Ejemplo 3: Comparacion de la acumulacion de lipido por el mutante Agut2 (JMY1202) del ejemplo 1 y el
mutante Agut2 Apox1-6 (JMY 1393) del ejemplo 2 a partir de glucosa

Se efectlia un pre-cultivo del mutante Agut2 del ejemplo 1, conservado en medio agar de composicion: extracto de
levadura 10 g-I'; peptona 10 g-I*; glucosa 10 g-I*; Agar 20 g-I*, gracias a una inoculacién que proporciona una
absorbancia inicial a 600 nm del medio de pre-cultivo préxima a 0,50.

El pre-cultivo se lleva a cabo bajo agitacion orbital (200 rpm™) durante 6h a 28<C en un matraz con aletas de 50 ml|
que contiene 5 ml de medio constituido por 10 g-I* de extracto de levadura, 10 g-I* de peptonay 10 g-I* de glucosa.

El medio utilizado para el cultivo esta compuesto por agua desionizada, por extracto de levadura a 10 g-I*; por YNB
al,7% g-"a20 g-I'; por NH4Cl a5 ml-I* y por glucosa al 20 g-I*. El pH del cultivo se mantiene gracias a la adicién
de tamp6n fosfato a pH 6,8 a una concentracion final de 50 mM.

La inoculacion del cultivo se efectda con el equivalente de una absorbancia inicial a 600 nm de 0,5 proporcionada
por el medio de pre-cultivo.

El cultivo sellleva a cabo a 28T en matraces con aletas de 500 ml con 50 ml de medio a una velocidad de agitacion
de 200 rpm™.

A 11, 24 y 48 horas de cultivo, se efectlian unas extracciones de biomasa correspondientes a 10 DO a 600 nm. Se
elimina el sobrenadante por centrifugacién. Se efectiian 2 lavados de la biomasa celular con NaCl a 9 g-I*. La
biomasa se liofiliza después y los acidos grasos se extraen mediante el método de Folch et al. (J. Biol. Chem., 1957.
226(1): p. 497-509).

La composicién en acidos grasos acumulados se determina por cromatografia en fase gaseosa sobre una columna
Varian Factor Four vf-23ms, equipada con un detector de ionizacion de llama, después de la transmetilacion de los
acidos grasos segun el métodos de BFz en metanol descrito por Athenstaedt et al. (J. Bacteriol., 1999. 181(20): p.
6441-8).

También se ha realizado una transmetilacion directa sin efectuar antes ninguna extraccion de los lipidos, segun el
método descrito por Browse et al. (Anal. Biochem., 1986. 152(1): p. 141-5).

La variacion de la temperatura del horno del cromatégrafo se programa de 150C a 260C a raz6n de 8C por
minuto.

Los resultados muestran una produccién maxima de lipidos de 420 mg-I* después de 24 horas.
Los lipidos totales representan el 12,9% del peso seco (p/p).

Ejemplo 4: Comparacion de la acumulacion de lipido por el mutante Agut2 (JMY1202) del ejemplo 1 y el
mutante Agut2 Apox1-6 (JMY1393) del ejemplo 2 a partir del &cido o leico

Se repite el ejemplo 3 con la cepa (JMY1393) en presencia de acido oleico (3%) al que se afiade glucosa (0,5%).

Los resultados muestran una produccién de lipidos 1,56 g-I* a 11h de cultivo y de 1,77 g-I* a 24h de cultivo.
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Los lipidos representan a las 11h el 38,51% del peso seco y a las 24h el 42% del peso seco.

Ejemplo 5: Distribucién de los lipidos acumulados s
triacilgliceroles

obre medio oleico en &cidos grasos libres y

A partir del medio de cultivo a las 24h del ejemplo 4, se realiza una extraccion de los lipidos totales mediante el
método Folch.

Los lipidos asi purificados son después separados en acidos grasos libres (FFA) y en triacilgliceroles (TAG) por
extraccion en fase solida con la ayuda de una columna SPE Aminopropyl column (IST-Francia) segun el protocolo
de Laffargue et al. (Plant Physiol. Biochem., 2007. 45(3-4): p. 250-257).

La composicion de cada fraccion se determina por cromatografia en fase gaseosa y se resume en la tabla 5
siguiente (los resultados se expresan en % de lipidos totales).

Tabla 5:
- Agut2Apox1-6
Mutante lipidos TAG FFA
C16:0 4,45 6,56
C16:1 (n-9) 0,25 0,06
C16:1(n-7) 0,12 0,09
C18:0 0,72 1,94
C18:1 (n-9) 63,58 | 70,31
C18:2(n-6) 24,93 17,26
Totales: 94,04 96,22

Ejemplo 6: Comparacion de la acumulacion de lipidos por una cepa salvaje GUT2 uy los mutantes
(JMY1202) y Agut2 Apox1-6 (JMY 1393) de los ejemplos 1y 2 a partir de
glucosa

Agut2
un medio que contiene &cido oleicoy

Se repite el proceso del ejemplo 3 con un medio de cultivo compuesto por agua desionizada, por extracto de
levadura a 10 g-I*; por proteosa peptona a 20 g-I*; por NHsCl a 5 ml-I*, por glucosa al 40 g-I* y por &cido oleico a 30
g-I* (pureza 65%, Sigma). El pH del cultivo se mantiene gracias a la adicién de tampén fosfato a pH 6,8 a una
concentracion final de 50 mM.

En estas condiciones

- lacantidad de lipidos acumulados se establece de la siguiente manera:

24h 48h 72h
Agut2 255¢g-" | 6,71g-I" 8,249
Agut2 Apox1-6 | 4,12g-I" | 7,27g-I" 9,1g:I"

- el porcentaje del peso seco en lipidos se establece de la siguiente manera:

11h 24h 48h 72h
gut2 7,2% 10,6% - -
Agut? 12,0% 18,0% 23,0% 20,0%
Agut2 Apox1-6 25,0% 29,0% 35,0% 35,0%

El conjunto de los resultados obtenidos muestra el interés por utilizar unas cepas mutantes de levadura segun la
invencién para producir unos lipidos.

Ejemplo 7: Analisis comparativo de la produccion de erivada
de la IMY1202 hecha prototréfica, IMY1387) y delta

lipido por las cepas salvajes (W29), delta gut2 (d
gut2 delta Pox1-6 (JMY1393)

Los cultivos en reactores se realizan en modo discontinuo alimentado (fed-batch) en un fermentador (Braun Biostat
E) de 20 litros (tiles.

Las diferentes funciones disponibles son:

¢ las mediciones y regulaciones de temperatura, pH, oxigeno disuelto, presion,
¢ ladeteccién de espuma con adicién regulada de antiespuma,
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¢ el control del procedimiento de esterilizacién por vapor vivo,
* el control de las bombas de alimentacion,
* lalectura de las masas de los balances.

La regulacion del pH estd asegurada por dos bombas peristélticas, aportando una de ellas una solucidn basica
(hidréxido de potasio o amoniaco 10 mol-I*), aportando la otra una solucién &cida (acido ortofosférico 0,29 mol-I%).
Una tercera bomba peristaltica permite la adicion de un anti-espumante (Strucktol) por adicion regulada.

El biorreactor esta alimentado de sustrato carbonado (solucion de glucosa: 700 a 750 g/l) por control de dos bombas
volumétricas (alto y bajo caudal). Una tercera bomba, que es sometida al aporte de sustrato, permite la adicién de
una solucién salina concentrada a un caudal 10 veces superior al del sustrato.

Tabla 6: composicion de la solucién salina de alimentacion para Y. lipolytica

Compuesto Concentracion [g-17]
KCI 20,000
NaCl 20,000
MgSO4;-7H,0 27,000
ZnSO0g; 7TH0 7,710
MFISO4; HzO 0,470
CoCly; 6H0 0,300
CuSOy; 5H,0 0,600
NazMOSO4; 2H20 0,094
CaCly; 2H,O 6,400
FeSO4; 7TH0 3,970
H3BOs3 0,300
H3PO4 125,000

Los aportes conjuntos del medio salino y del sustrato carbonado permiten asegurar las necesidades nutricionales de
la biomasa (fase de crecimiento) sin incluir el nitrdgeno. Una dltima bomba aporta el nitrégeno de manera controlada
a caudales muy bajos durante la fase de acumulacion de lipidos bajo limitacion de aporte de nitrégeno.

El caudal masico de gas entrante (oxigeno aportado) se mide y regula asi como la velocidad de agitacion (turbina
Rhuston).

La levadura que inocula el cultivo en reactor se obtiene después de una serie de tres precultivos:
1. pre-cultivo | de 8 ml de YPD durante 24h a 30CC en un matraz de 100 ml.

2. el pre-cultivo 1l de 72 ml del medio minimo se inocula por el cultivo I, incubado durante 12h a 30°C en un
matraz de 250 ml.

3. el pre-cultivo Il de 720 ml de medio minimo se inocula por el cultivo 1l, incubado durante 12h a 30C en un
matraz de 5000 ml. El biorreactor se inocula entonces por este Ultimo pre-cultivo.

El medio minimo esta complementado con 0,8 g de glucosa y un 1% de solucién concentrada de vitaminas. La
composicion del medio minimo y de la solucion concentrada de vitaminas se describe enlatabla 7 y en la tabla 8.

Tabla 7: composicion del medio minimo

Compuesto Concentracion [g-1"]
MgSO4; 7H,0O 5,278
CaCly; 2H,O 0,051
FeSO4; 7H20 0,215
ZnSO0g; 7TH0 0,078
CuSOy; 5H,0 0,009
CoCly; 6H0 0,158
MnSOg; H20 0,009
NazMoOg; 2H,0 0,0360
H3PO4 28,620
H2SO4 16,370
HsBO3 0,0025
KCI 7,450
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Tabla 8: composicion de la solucién de vitaminas 1000 veces concentrada

Compuesto Concentracion [g-17]
d-biotina 0,05
Pantotenato 1,00
Acido nicotinico 1,00
Hidrocloruro de tiamina 1,00
Acido p-amino-benzoico 0,20
Hidrocloruro de piridoxol 1,00
Mioinositol 25,00

Se extraen regularmente unas muestras en el reactor, muestras en las que se realizan unas mediciones de:

¢ cantidad de materia seca, que corresponde a la biomasa total segin el método gravimétrico después de la
filtracion de un volumen preciso de suspension de levadura.

¢ cantidad de lipidos. La cantidad de lipidos totales se determina segin un método derivado del método de
Folch, Folch J, Lees M, Slane-Stanley J (1957) A simple method for the isolation and purification of total lipids
from animal tissues. J Biol Chem 226:497-509.

Se han realizado tres cultivos celulares en un entorno perfectamente controlado con, en particular, los controles del
indice de crecimiento y de la cinética de acumulacion de los lipidos por un control minucioso de la limitacion de
nitrégeno. El primer cultivo celular de la cepa salvaje Y. lipolytica W29 sirve de cultivo de referencia con el fin de
comparar los rendimientos de las dos cepas mutantes Agut2 y Agut2Apox1-6.

Los cultivos celulares integran diferentes fases, que son:

¢ Fase 1 (t < 13-15h): crecimiento celular en fase exponencial (indice de crecimiento controlado por el aporte
de sustrato carbonado).

¢ Fase 2 (13-15h < t < 16-21h): colocacién de la limitacion de nitrégeno (cambio de una regulacion del pH del
amoniaco al hidroxido de potasio), principio de acumulacion de los lipidos (aporte del sustrato carbonado en
exceso) y disminucion del crecimiento celular (control del indice de crecimiento por aporte de nitrdgeno
externo).

¢ Fase 3 (t > 21h): acumulacion

Los resultados del cultivo en reactor de la cepa salvaje W29 (figura 6) muestran una concentracion celular maxima
de 60 g-I* y un contenido maximo de lipidos de 042 gip-ox" después de 78h de cultivo en reactor. Durante este
cultivo, la fase de acumulacién de lipido se ha iniciado a las 16h. No hay ninguna fase de consumo de lipidos
intracelulares.

Los resultados del cultivo en reactor de la cepa mutante Agut2 (figura 7) muestran una concentracion celular maxima
de 103 g-I*, bien un aumento de méas del 70% con respecto a la cepa salvaje y un contenido maximo de lipidos de
0,47 gip-0 " después de 47h, o bien un aumento del 13% de cultivo en reactor en un tiempo un 40% mas corto.
Durante este cultivo, la fase de acumulacion de lipido se ha iniciado a las 18h. No hay ninguna fase de consumo de
lipidos intracelulares, pero el contenido en lipidos alcanza una asintota horizontal que tiende hacia 0,47 gip-gx ™.

Los resultados del cultivo en reactor de la cepa mutante Agut2Apox1-6 (figura 8) muestran una concentracion celular
méaxima de 102 g-I*, es decir un aumento de mas del 70% con respecto a la cepa salvaje y un contenido méaximo de
lipidos de 0,47 gip-0x " después de 84h, o bien un aumento del 13% de cultivo en reactor en un tiempo un 40% méas
corto. Durante este cultivo, se ha iniciado la fase de acumulacion de lipido a las 21h. No hay ninguna fase de
consumo de lipidos intracelulares, pero el cultivo se detuvo al principio del estancamiento del contenido en lipidos.

Resultado (figura 9)

Siguiendo los rendimientos y productividades instantdneos, es posible comparar las cepas con la ayuda de mejores
rendimientos obtenidos durante cada cultivo.

Se observa que la cepa Agut2 presenta un rendimiento de conversién de la glucosa en lipidos totales superior al
10% con respecto a la cepa salvaje y de una productividad volumétrica ([giip-I*-h™]) superior al 19%. En lo que se
refiere a la cepa Agut2Apox1-6, la mejora de los rendimientos con respecto a la cepa salvaje es del 24% a nivel del
rendimiento y del 20% a nivel de la productividad.
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Listado de secuencias

<110> INRA

<120> Nuevas cepas de levadura mutantes capaces de acumular una gran cantidad de lipidos.

<130> BIF117612
<160> 23
<170> Patentin version 3.3

<210>1

<211> 4140

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica

<220>
<221> Fragmento P-GUT2-T
<222>(1)..(4140)

<223> ADN que contiene el fragmento P y el fragmento T que enmarca el gen GUT 2

<220>

<221> Verl

<222> (1)..(2-0)

<223> Cebador ver 1 de verificacion de la invalidacion del gen GUT2

<220>

<221> G3P-P1

<222>(17)..(36)

<223> Cebador P1 de sintesis del fragmento P del gen GUT 2

<220>

<221> G3P-P2

<222> (1114)..(1135)

<223> Cebador P2 de sintesis del fragmento P del gen GUT 2

<220>

<221> Gen GUT 2

<222>(1151)..(2989)

<223> secuencia codificante del gen GUT 2

<220>

<221> G3P-T1

<222> (3067)..(3085)

<223> Cebador T1 de sintesis del fragmento T del gen GUT 2

<220>

<221> G3P-T2

<222> (3863)..(3883)

<223> Cebador T2 de sintesis del fragmento T del gen GUT 2

<220>

<221> Ver2

<222> (44116)..(4140)

<223> Cebador ver 2 de verificacion de la invalidacion del gen GUT2

<400>1
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gaatgacggg
atagaggcta
gtttgttttc
ggatgatgct
aggccatttg
ctagaggcgt
atatacaaat
ccgccacatce
aaaacgtcca
tcaatttttt
ttgtcatggg

gaccagtctc

cttcatccaa
acagatgtcc
agaggcgaca
acctcatcgt
cegttegtcet
gcaaagcata
ccccaaacaa
agccgctgge
caagaagcac
gctcgagaag
atccggtatce
cgatttctee
cctegagaag
gcacgagcga
gatccaocgte
tctgcttgee
cgatgcctte

ctcccagaac

ggcaacgcag
gggagtcatg
tatggcatgt
gtcacatgac
taaaggcctc
tagttggttt
gggctegegt
agccacgccg
aactcaattg
agttgcgaca
gccgagaagg

acatccgacc

cagcttagag
aagtgcagca
agagtccgte
ttctgccgga
ggtctgcectca
cttaaccecac
atgttcagaa
gctggagecyg
aaattcacag
atgaagaccg
gcectcegacy
tgcggaacct
gctgtgtgga
aaggtcttce
tacacctggt
ggccgacaga
cccatgettt

gactctcgaa

atccactgte
tgaatatgte
tgttgacgca
gccatttttt
actcagctca
caagaatagt
acacttatac
caacgtctcc
tgtcaaaatt
gcggeecggt
accataaaaa

cctcgegtge

ttgcatgagt
cgttgtagga
tggagggcett
accceccceac
cagcacactt
tcaatgtaga
ccattcgaaa
tcgceectgte
tgccececegt
aggagtttga
ctgtcacacg
cgtececgate
acctcgacta
tcgacattgce
ggcagcttcc
acctcgagte
ccgatgacaa

tgaacgtttce
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aagccgagtce
acacctggat
tgctgccaac
atgttgtatc
cacacgcteca
ggttattggt
agtcctacca
tccteatece
ggaggttcte
cagaggtteca
ccaaacgatg

tcgaccggag

cagtagcaac
aaataaggtg
gttgtagtca
aagcccggat
ccatttaaaa
cgtegeggaa
acccgegtgg
tgtgectgece
ggccgecgag
tctegtegtt
aggcctcaag
caccaagcte
caaccagtac
tecceccaccte
ctacttctgg
ctcttacatg
gctcaégggc

tcttattatg

tgtccgecac
gacctctaca
ggctattcaa
caacagcacyg
acggtcacga
cttgggatac
ttctgtegece
cctcetgete
ttcgtttéag
caacaaggtc
gtcacgtcag

gatttctetg

de T e AN e EorS
< C

gccgagage
gtagactttg
aaggattggce
attgccegeg
aaatagacac
ttcaaacaaa
cttctecttte
gctgctgecg
caggcccagyg
cccecctete
gttggtggag
gttgctectgg
atccacggag
gagctggtca
acctttgcte
atgggtgtca
ctctcecgat
gccattgtet

actgetgttg
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gcatcatgtg
tacaagagcg
cggtgacaac
gtactaaaac
taaggtcgcea
gggttggaca
ctctgattet
ttccactcge
cctaccattt
tagagacact
gtcaattact

cactcgtccet

agectttgtg
caatgtgaac
caattgattg
gccccacaag
gcgcaccacc
ccgeegtgge
aggagctcca
gagccgccca
gagctaccgg
tcgagcgaga
gtgtccgata
aggaggccct
tgceccatcat
agtgctacga
ccegtgctcet
actatgatgg

agaagggtge
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caccatcctg
cggtgttgtt
tgtcgttaat
caaggagatc
caagaagatg
ctggcaggga
tatcccctcee
caaggttgat
ccgggacecce
cgagtctggt
ggagactgtc
cgtcacccga
tctgatccag
atctcgagcet
ccccecagtct
cgagtgcaag
acgaactcgt
tgagatcatg
cggtgtcgag
aagcgtatag
cttcaacgga
tacaataatg
catacatgag
ttgataacac
aacaggtcgt
caattacagt
aagaccacca
gatcacacgc
atggtgcaca

attgagcaat

aaccattgcg
gccaaggata
gctactggac
tgtgctectt
ggactccttg
aacacccttg
gaggaggaca
gtgcgacgag
cacgccaaga
cttgtcacca
gatgcctgea
gacgtcaagce
caggaggacc
ttcaccgttg
actctcacaa
tactctatga
cttgctttce
gccaaggage
tacctctact
ccaataagat
ctatttecccce
gggtatggac
atcaatgtgg
gagttgttca
attgttecett
agctacatag
cgaacaaagt
tteggtgtat
gtcggtacgt

gaaacgatga

aggtcaccga
ctgacggaaa
ccttcactga
ccteceggtgt
accccgcectac
ccggtactac
ttgacttcat
aggacgttct
acaccgagtc
ttgctggegyg
ttgccaagtt
tcatcggtge
ttgaccccga
cttctctige
agggtaagcg
agtacgagta
ttaacgecge
tccagtggga
ccatgggcect
aatcacttga
gcagcaaaga
acacaaggag
tcttacctat
ttgaagtgat
agatacgacg
cttggctaac
ccaactacce
ctcegtgggg
gctttgacta

caggaagacc
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gctcaccaag
cgctggatcce
ctctctgega
tcacatcatt
ttctgacgge
tgaccagcect
tctcaacgag
ggcegeetgyg
tcttgtecga
aaagtggacc
cggtctcaag
taaggactgg
ggttgétaag
tgagatgcecee
aatcctgtac
tgccaccacc
tgccgectac
cgaggcectcga
tacccccaag
atgaaggagc
gactattgct
gggtcttagt
atcgtttgtt
ggcaccgggt
ctcttttgga
tagaccgcett
cactcccace
catcgtgggg
aécagtagaa

ccaaaatgcg

ggcgccaatg
ttcaacatca
cagatggacg
ctcececggtt
cgagttatct
accaagatca
gtccgacact
tcecggaatce
aaccatctca
acttaccgac
cctgaaatct
actcctcetea
cacctttctg
accceccgaac
ccctacccet
gccatcgact
gaggctctce
aaggagcagyg
gacaaataac
agcaactcgt
gagttgttga
gagaagttag
atcatttatc
ctcacacgca
catgatggga
acagaaccag
actcgtattt
cattgttcta
gttaggctac

accacctcaa

23

gccagctcaa
aggccaagtg
acaagaacac
actactcccce
tcttectece
ctgctaaccce
acgttgaggg
gaccccttgt
tcacctactc
agatggctga
ccgccaaggce
cttacattga
agaactacgg
ccggtgtgat
acctcgatge
tcecttgeteg
ctgaggtcat
aattcaacac
tgtatagtaa
atgtttagea
gtatctgett
ataggtctag
ttggtttgaa
acagttggcg
agtgaaacta
tagtcgtcac
acttaccgca
agttttccgt
tgtagtggag

ctatacacgg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
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cttgttgcta
tcttaaccga
gttatacgac
caatgacctt
gctacttcta
ctgegcettgg
agatcctcac

acatcaaccc

ttgccgecett
atgaaggtaa
agtctcactt
cctcaatgtg
ctacctgtgg
agtctttgat
ccagatgatt

tcgagttgga

gcactccaca
aagtagcaac
atcaccaatt
ctctactacg
ttcactgaga
atcgccatct
ctcgectgtt

ggggctcttc
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cagcaaacat
caacaagcga
ggcaacttga
tgctgetgge
ccaacgacca
ggtacattct
tccttgtggt

tggccggecag

gcacacgata
gagttactgt
ccgcacagac
tgccatcatg
aaccgagaag
aggtatctcc
tctggetggt

tctgctattt

tgcactcaag
atacttacaa
aaacacccta
atcggcaccg
atcatcagag
acctccttta
cttaagatct

gtggctgctg

<210>2

<211> 20

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> G3P-P1

<222>(1)..(20)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen GUT2

<400> 2
gcagatccac tgtcaagcecg

<210> 3

<211> 44

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> G3P-P2

<222> (1)..(44)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen GUT2

<220>

<221> G3P-P2

<222>(1)..(22)

<223> Sitio I-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento P del gen GUT2

<400> 3
gctagggata acagggtaat gcggtaggaa agagaagttc cgeg

<210>4

<211>41

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> G3P-T1

<222> (1)..(41)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen GUT2

<220>

<221> G3P-T1

<222>(1)..(22)

<223> Sitio I-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento T del gen GUT2
<400> 4

gcattaccct gttatcccta gecggactat ttcccegeag ¢
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3840
3900
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<210>5

<211>21

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> G3P-T2

<222>(1)..(21)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen GUT2

<400>5
gcagccagca gcacgtagta g 21

<210>6

<211>20

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> G3P-verl

<222>(1)..(20)

<223> Cebador para la verificacién de la invalidacion del gen GUT2

<400> 6

gaatgacggg ggcaacgcag 20

<210>7

<211>25

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> G3P-ver2

<222>(1)..(25)

<223> Cebador para la verificacién de la invalidacion del gen GUT2

<400>7
cagcagccac aaatagcaga ctgec 25

<210>8

<211> 34

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> LEU2-P1

<222>(1)..(34)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen LEU2

<220>

<221> LEU2-P1

<222> (3)..(8)

<223> Sitio Xbal en el cebador para la sintesis del fragmento P del gen LEU2

<400> 8

aatctagatg gtcacagtgg aatcatgttc gtgg 34
<210>9

<211>45

<212> ADN
<213> no identificado
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<220>

<221> LEU2-P2

<222> (1)..(45)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen LEU2

<220>

<221> LEU2-P2

<222>(1)..(20)

<223> Sitio I-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento P del gen LEU2

<400>9
cattaccctg ttatccctag gttccattgt ggatgtgtgt ggttg

<210> 10

<211> 39

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> LEU2-T1

<222>(1)..(39)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen LEU2

<220>

<221> LEU2-T1

<222>(1)..(20)

<223> Sitio I-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento T del gen LEU2

<400> 10
ctagggataa cagggtaatg ctctgggtct getgccecte

<210> 11

<211>41

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> LEU2-T2

<222> (1)..(41)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen LEU2

<220>

<221> LEU2-T2

<222> (4)..(10)

<223> Sitio Hind Il en el cebador para la sintesis del fragmento T del gen LEU2

<400> 11
agtaagctta gatctgttcg gaaatcaacg gatgctcaac c

<210> 12

<211>24

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX1-P1

<222>(1)..(24)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen POX1

<400> 12
catggagtgg atcgctcgag gacg
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<210> 13

<211> 42

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX1-P2

<222>(1)..(42)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen POX1

<220>

<221> POX1-P2

<222>(1)..(22)

<223> Sitio I-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento P del gen POX1

<400> 13
gcattaccct gttatcccta gccaggagga tcggtgaatg tg

<210> 14

<211>45

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX1-T1

<222> (1)..(45)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen POX1

<220>

<221> POX1-T1

<222>(1)..(22)

<223> Sitio I-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento T del gen POX1

<400> 14
gctagggata acagggtaat gecttgttcc gagaagagga ggacg

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX1-T2

<222>(1)..(19)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen POX1

<400> 15
cggcagtgge tcaccaagc

<210> 16

<211>19

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX1-verl

<222>(1)..(19)

<223> Cebador para la verificacién de la invalidacion del gen POX1
<400> 16

atccagacct ccaggcggg

27
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<210> 17

<211> 23

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX1-ver2

<222>(1)..(23)

<223> Cebador para verificacion de la invalidaciéon del gen POX1

<400> 17
gctgcegtcte aatctggega atg 23

<210> 18

<211>28

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX6-P1

<222>(1)..(28)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen POX6

<400> 18
ccaagctcta agatcatggg gatccaag 28

<210> 19

<211> 43

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX6-P2

<222>(1)..(43)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento P del gen POX6

<220>

<221> POX6-P2

<222>(1)..(22)

<223> Sitio i-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento P del gen POX6

<400> 19
gcattaccct gttatcccta gegttgaggg actgttgaga gag 43

<210> 20

<211> 47

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX6-T1

<222> (1)..(47)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen POX6

<220>

<221> POX6-T1

<222>(1)..(22)

<223> Sitio I-Scel en el cebador para la sintesis del fragmento T del gen POX6
<400> 20

gctagggata acagggtaat gcgatgagga aatttgctct cttgagg 47

28
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<210> 21

<211>28

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX6-T2

<222>(1)..(28)

<223> Cebador para la sintesis del fragmento T del gen POX6

<400> 21
atctcgagat tggtcccctc aaacacac

<210> 22

<211>21

<212> ADN

<213> no identificado

<220>

<221> POX6-verl

<222>(1)..(21)

<223> Cebador para la verificacién de la invalidacion del gen POX6

<400> 22

gctcaagaag gtagctgagtc
<210> 23

<211>23

<212> ADN

<213> no identificado
<220>

<221> POX6ver2
<222>(1)..(23)

<223> Cebador para la verificacién de la invalidacion del gen POX6
<400> 23

cattaagtgt cagatcagct cgc

29
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de levadura Yarrowia lipolytica, mutante, que no expresa el gen GUT2, siendo dicha cepa mutante capaz de
acumular unos lipidos, caracterizada por que no expresa por lo menos un gen responsable de la B-oxidacién de los
lipidos, seleccionado de entre los genes POX (POX1 a POX6), el gen MFE1 o el gen POTL1.

2. Cepa de levadura segun la reivindicacion 1, caracterizada por que no expresa los genes POX2 a POXS5.
3. Cepa de levadura segun la reivindicacion 2, caracterizada por que no expresa los genes POX1 a POX6.

4. Cepa de levadura segun la reivindicacion 3, caracterizada por que dicha cepa es la cepa |delta]gut2|delta]pox1-6,
depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Instituto Pasteur, 25, rue du Docteur
Roux, F-75724 Paris Cedex 15) bajo el n°CNCM 1-416 9, el 28 de mayo de 2009.

5. Procedimiento de obtencion de una cepa de levadura Yarrowia lipolytica, mutante, que no expresa el gen GUT2,
capaz de acumular unos lipidos, caracterizado por que:

5.1 en una primera etapa, se construye un casete de invalidacion que comprende las secuencias promotoras
(P) y terminadoras (T) del gen GUT2 de levadura, que enmarcan un gen que codifica un marcador de
seleccion (gen de seleccidn), estando dicho gen de seleccion enmarcado a su vez a uno y otro lado de su
secuencia por una (o unas) secuencia(s) de recombinacion;

5.2 enunasegunda etapa, se introduce dicho casete de invalidacion obtenido en la primera etapa, en una cepa
de levadura;

5.3 en una tercera etapa, se selecciona, de entre las cepas de levadura transformadas en la segunda etapa,
una cepa de levadura defectuosa en el gen GUT2;

5.4 en una cuarta etapa, se verifica la invalidacion de dicho gen GUT2 en dicha cepa de levadura seleccionada
en la tercera etapa.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 5, caracterizado por que, en una quinta etapa (5.5) se transforma dicha
cepa seleccionada en la cuarta etapa con un vector que pemite la expresion de una recombinasa y en una sexta
etapa (5.6), se aisla una cepa de levadura defectuosa en el gen GUT2, que ya no expresa el gen marcador.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que en la primera etapa, se construye dicho casete de
invalidacion que comprende las secuencias promotoras y terminadoras del gen GUT2 de levadura, segin un método
en el que

7.1 en una primera fase, se sintetizan y se purifican unos fragmentos de ADN que comprenden o bien la
secuencia promotora (P) o bien la secuencia terminadora (T) del gen GUT2 de levadura, a partir de ADN,
por ejemplo del ADN gendmico de levadura, ventajosamente una cepa salvaje, aln mas ventajosamente
una cepa W29, previamente purificada;

7.2 en una segunda fase, se solidarizan un fragmento P y un fragmento T obtenidos anteriormente por medio
del sitio de restriccién, preferentemente un sitio raro, ventajosamente el sitio 1-Scel, para formar unos
fragmentos de ADN P-sitio raro-T (denominados casetes de invalidacion 2);

7.3 en una tercera fase, se introduce en el sitio de restriccion del casete de invalidacion 2, un gen que codifica
un marcador de seleccidn, como por ejemplo un gen asociado a un fenotipo de auxotrofia o de caracter
dominante, para formar unos fragmentos de ADN P-I-Sce I-Marcador-1-Sce I-T (casete de invalidacion 1) y
se purifica dicho casete de invalidacion 1.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado por que en la primera fase se sintetizan los fragmentos de
ADN que comprenden o bien la secuencia promotora (P) o bien la secuencia Terminadora (T) del gen GUT2 de
levadura, por PCR.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, caracterizado por que la PCR se realiza sobre el ADN de Yarrowia
lipolytica utilizando como cebador los pares G3P-P1/G3P-P2 (SEC ID n° 2 y 3) para la parte P y G3P-T1/G3P-T2
(SECID n° 4 y5) para la parte T.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, caracterizado por que los cebadores G3P-P2 y G3P-T1 comprenden
ademas cada uno una secuencia de un sitio de restriccion, preferentemente un sitio raro, como por ejemplo un sitio
seleccionado de entre las meganucleasas, preferentemente el sitio I-Scel.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que en la segunda etapa (5.2) se introduce el casete
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de invalidacion 1 en una cepa de levadura salvaje como, por ejemplo, una cepa W29 o ventajosamente una cepa de
levadura que no expresa el gen de marcador de seleccion contenido en el casete de invalidacion.

12. Procedimiento segun la reivindicacion 11, caracterizado por que la cepa de levadura, que no expresa el gen de
marcador de seleccién contenido en el casete de invalidacion, es una cepa Pold.

13. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que la cepa de levadura, mutante, es la cepa
|deltajgut2 depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Instituto Pasteur, 25, rue
du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex 15) bajo el n°CNCM 1-4038, el 8 de julio de 2008.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que la cepa de levadura mutante es una cepa que no
expresa ademas por lo menos un gen responsable de la 3-oxidacion de los lipidos, seleccionado de entre los genes
POX (POX1 a POX6), el gen MFE1 o el gen POTL1.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, caracterizado por que la cepa de levadura no expresa los genes POX2
a POX5.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, caracterizado por que la cepa de levadura no expresa los genes POX1
aPOX6.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 16, caracterizado por que la cepa de Yarrowia mutante es la cepa
|deltalgut2|delta]pox1-6, depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Instituto
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex 15) bajo el n°CNCM [-4169. el 28 de mayo de 2009.

18. Procedimiento segun la reivindicacionl4, caracterizado por que la cepa de levadura se selecciona de entre las
cepas MTLY37 (Leu+, Ura+, Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::URA3), MTLY40 (Leu+, Ura-, Apox5-PT, ApoX2-PT,
Apox3-PT, Apox4::ura3-41), MTLY64 (Leu, Ura-, Hyg+, Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, leu2::Hyg), MTLY66
(Leu-, Ura-, Apox5, Apox2, Apox3, Apox4:ura3-41, Aleu2), MTLY82 (Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5, Apox2, Apox3,
Apox4::ura3-41, Aleu2, pox1:Hyg), MTLY85 (Leu-, Ura-, Apox5, Apox2, Apox3, Apox4:ura3-41, Aleu2, Apoxl),
MTLY92 (Leu-, Ura-, Hyg+, Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, Aletu2, Apox1, pox6::Hyg), y MTLY95a (Leu-,
Ura-, Apox5, Apox2, Apox3, Apox4::ura3-41, Aleu2, Apox1, Apox6).

19. Utilizacion de una cepa de levadura de Yarrowia lipolytica, mutante, que no expresa el gen GUT2, para la
sintesis de lipidos.

20. Utilizacion segun la reivindicacion 19, caracterizada por que la cepa de Yarrowia lipolytica, mutante, es la cepa
|deltajgut2 depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Instituto Pasteur, 25, rue
du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex 15) bajo el n° CNCM 1-4038, el 8 de julio de 2008.

21. Utilizacion segun la reivindicacion 19, caracterizada por que la cepa de Yarrowia mutante es la
cepa|deltajgut2|deltalpox1-6, depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Instituto
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex 15) bajo el n°CNCM [1-4169, el 28 de mayo de 200 9.

22. Procedimiento de sintesis de lipidos en el que

22.1 en una primera etapa, se cultiva una cepa de levadura Yarrowia lipolytica, mutante, que no expresa el gen
GUT2, capaz de acumular unos lipidos, en un medio apropiado;

22.2 en una segunda etapa, se recogen los lipidos producidos por el cultivo de la etapa 1.
23. Utilizacion segun la reivindicacion 19, para la sintesis de los acidos grasos libres y de los triacilgliceroles.
24. Utilizacion segun la reivindicacion 19, para la produccion de acidos grasos n-2.

25. Utilizacion segun la reivindicacion 19, para la produccion del 16:1 (n-9), el acido (Z)-7-hexadedecenoico.
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