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Procédé de translocation chromosomique chez un organisme eucaryote.

La présente invention concerne un procédé de trans-
location chromosomique entre au moins deux régions cibles
chez un organisme eucaryote, ledit procédé étant caractéri-
sé en ce que chaque région cible comprend le méme site de
reconnaissance de ladite nucléase. La présente invention
concerne également les organismes ainsi obtenus, et les
différentes utilisations de ces organismes.

(pas de figure).




Description
Titre de l'invention : Procédé de translocation chromosomique chez

un organisme eucaryote

[0001]  La présente invention concerne un procédé de translocation chromosomique entre au
moins deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit procédé étant caractérisé
en ce que chaque région cible comprend le méme site de reconnaissance d’une
nucléase. La présente invention concerne €galement les organismes ainsi obtenus,
notamment les souches de champignons, et les différentes utilisations d’un tel
organisme.

Contexte de ’invention

[0002]  L’utilisation d’une nucléase pour modifier le génome d’un organisme a déja été
décrit a de nombreuses reprises. A titre d’exemple, on peut faire référence a la
demande internationale PCT/IB2019/058760 qui décrit un systeme d'édition
génomique, en particulier un systeme CRISPR, qui cible une région cible génomique
dans une cellule eucaryote.

[0003]  Les réarrangements induits par des nucléases ont également déja été décrits chez
différents organismes. Tang et al. ont notamment décrit I’induction de réarrangements
chromosomiques chez des levures, a I’aide d’un systeme CRISPR-Cas9. Ainsi, a I’aide
de deux ARN guides, chacun permettant de guider la nucléase CRISPR-Cas9 vers le
site de coupure dans une région cible, une coupure double brin d’ADN est réalisée sur
deux chromosomes. L’ utilisation de deux séquences guides pour induire des trans-
locations par CRISPR dans des cellules souches animales a également été€ décrite dans
la demande de brevet CN104726494A.

[0004]  Les réarrangements chromosomiques peuvent permettre de conférer des propriétés
nouvelles ou améliorées aux génomes ainsi modifi€s. Les différentes méthodes
d’édition du génome peuvent étre utilisées pour induire de tels réarrangements. Un in-
convénient est cependant que chaque région cible a couper doit comprendre un site de
reconnaissance de la nucléase. Pour induire une translocation chromosomique, a
minima deux régions cibles et par conséquent deux sites de reconnaissance de nucléase
doivent donc €tre présents (par exemple au moins deux sites sur le méme chromosome
ou au moins un site sur deux chromosomes).

[0005]  Le systeme CRISPR-Cas9 permet de cibler simultanément plusieurs cibles, mais cela
reste difficile a 1’aide d’autres outils tels que les méganucléases ou les nucléases a
doigt de zinc.

[0006] Il existe donc un besoin pour un nouvel outil permettant d’effectuer des trans-

locations chromosomiques qui soit simple, rapide et efficace. De fagon avantageuse cet
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outil devrait pouvoir étre utilisé chez tous les organismes eucaryotes, notamment chez
les champignons.

De plus, la souche QMb6a est la souche de champignon a partir de laquelle toutes les
souches industrielles de Trichoderma reesei ont €t€ issues. Des techniques de mu-
tagéneses aléatoires ont €té utilisées sur ces souches industrielles dans le but
d’augmenter leur quantité de protéines cellulosiques produites et secrétées. Malheu-
reusement ces mutagéneses aléatoires ont été réalisées sans chercher a identifier les
événements génétiques effectivement survenus. Depuis les années 2010, les avancées
dans les méthodes de séquencage haut débit (NGS) ont permis de connaitre
I’agencement exacte des 34 millions de paires de bases qui constituent le génome de
Trichoderma reesei. Le séquencage complet du génome des souches QM6a, RutC30,
CL847 ou NG14 (Le Crom et al.) a contribué a identifier des mutations génétiques
ponctuelles et trois translocations dans les souches RutC30 et CL847. Les évenements
de translocation chromosomique ne sont pas rares dans les souches obtenues par mu-
tagéneses aléatoires et des réarrangements chromosomiques ont été détectés dans
d’autres souches telles que QM9414 et QM9978 (Jourdier et al. ; Ivanova et al. ; Vi-
tikainen et al.). Cependant, en 1’absence d’outils d’ingénierie génétique adaptés, il est
néanmoins difficile d’établir un lien entre réarrangements chromosomiques et pro-
ductivité de la souche. Dans les exemples de souche décrits ci-dessus, les réar-
rangements sont la conséquence d’événements mutagénes non maitrisés.

L’ingénierie des génomes est une approche essentielle pour comprendre comment
I’architecture des chromosomes impacte les phénotypes. A cet égard, il existe donc un
besoin pour un outil permettant d’analyser et de réarranger de larges régions chromo-
somiques, notamment chez les champignons.

La présente invention permet de répondre a ces différents besoins.

Bref exposé de ’invention

La présente invention repose sur les résultats des Inventeurs montrant qu’il est
possible d’avoir recours a un seul et unique site de reconnaissante d’une nucléase pour
initier un brassage chromosomique, quel que soit le nombre de croisement souhaité.

De nombreux avantages découlent de I’ utilisation de ce site unique. En effet,

I’ utilisation d’un site unique permet de s’affranchir de la nécessité d’identifier et de
cibler un site différent pour chaque région cible. De plus, le site de reconnaissance de
la nucléase étant unique, cela confere des coupures identiques pour chaque site de re-
connaissance (naturellement présent dans le génome ou intégré) quel que soit la
nucléase utilisée. Les effets indésirables (off target) sont par ailleurs limités puisqu’un
seul site de reconnaissance et une seule nucléase sont utilisés. L’ utilisation d’un seul
site de reconnaissance et d’une seule nucléase permet par ailleurs de réduire les cofits

(technique et humain) par rapport aux autres techniques classiquement utilisées.
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La présente invention permet ainsi de disposer d’un outil d’édition génétique
permettant de réagencer de larges régions chromosomiques, ce qui peut ainsi permettre
de 1) déméler les impacts phénotypiques des grands réarrangements chromosomiques
de ceux des mutations ponctuelles, 2) modifier I’architecture de l'information
génétique le long des chromosomes (par exemple le regroupement de genes) et 3) ré-
organiser les génomes transloqués lors de mutagéneses aléatoires pour rétablir des ca-
ryotypes sauvages.

Dans un premier aspect, I’invention concerne ainsi un procédé de translocation chro-
mosomique entre au moins deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit
procédé comprenant, au moins, une étape de coupure du double brin d’ADN sur le ou
les chromosome(s) impliqué(s) dans la translocation au niveau du site de recon-
naissance d’une nucléase, et ledit procédé étant caractérisé en ce que chaque région
cible comprend le méme site de reconnaissance de ladite nucléase. Selon un mode de
réalisation préféré, I’invention concerne ainsi un procédé de translocation chro-
mosomique entre au moins deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit
procédé comprenant, au moins, une étape de coupure du double brin d’ADN sur
chaque chromosome impliqué dans la translocation au niveau du site de recon-
naissance d’une nucléase, et ledit procédé étant caractérisé en ce que chaque région
cible comprend le méme site de reconnaissance de ladite nucléase.

Dans un second aspect, I’invention concerne aussi un organisme eucaryote,
notamment une souche de champignon, transformé par le procédé de translocation
chromosomique selon 1’invention.

Dans un autre aspect, I’invention concerne aussi un organisme eucaryote, notamment
une souche de champignon, comprenant au moins deux fois le méme site de recon-
naissance d’une nucléase dans son génome, notamment dans au moins deux
chromosomes différents.

L’invention concerne aussi les différentes utilisations d’un organisme selon
I’invention.

L’invention concerne aussi un procédé pour identifier le site d’insertion d’un gene
dans un organisme eucaryote, notamment un champignon, ledit procédé comprenant au
moins les étapes suivantes :

- obtention d’un organisme eucaryote dans lequel un geéne est inséré de manicre
ectopique, ledit gene comprenant un fragment de séquence similaire a un autre
séquence du génome de 1’organisme,

- réalisation d’une translocation chromosomique entre ledit fragment du gene et la
deuxieme séquence possédant une similarité avec ledit fragment,

- analyse génomique dudit organisme eucaryote, apres la translocation chro-

mosomique, pour identifier le site d’insertion dudit géne.
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L’invention concerne aussi un procédé de croisement entre les souches de
champignon selon I’invention.
Exposé de l'invention

L’invention concerne ainsi un procédé de translocation chromosomique entre au
moins deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit procédé comprenant, au
moins, une étape de coupure du double brin d”’ADN sur le ou les chromosome(s)
impliqué(s) dans la translocation au niveau du site de reconnaissance d’une nucléase,
et ledit procédé étant caractérisé en ce que chaque région cible comprend le méme site
de reconnaissance de ladite nucléase.

Selon un mode de réalisation, ledit procédé comprend au moins une étape de coupure
dans le méme chromosome ou entre au moins deux chromosomes, au niveau du site de
reconnaissance d’une nucléase. Plus particulierement, I’étape de coupure du double
brin d’ADN sur le chromosome s’entend au moins de deux coupures du double brin
d’ ADN sur le méme chromosome (ladite translocation peut donc étre effectuée au sein
d’un chromosome unique).

L’invention concerne ainsi un procédé de translocation chromosomique entre au
moins deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit procédé comprenant, au
moins, deux coupures du double brin d’ADN au sein du méme chromosome, au niveau
du site de reconnaissance d’une nucléase, et ledit procédé¢ étant caractérisé en ce que
chaque région cible comprend le méme site de reconnaissance de ladite nucléase.

L’invention concerne ainsi un procédé de translocation chromosomique entre au
moins deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit procédé comprenant, au
moins, une étape de coupure du double brin d”’ADN sur chaque chromosome impliqué
dans la translocation au niveau du site de reconnaissance d’une nucléase, et ledit
procédé étant caractérisé en ce que chaque région cible comprend le méme site de re-
connaissance de ladite nucléase.

Selon I’invention, une « translocation chromosomique » s’entend d’un réarrangement
chromosomique ou brassage chromosomique, au sein d’un méme chromosome ou
entre au moins deux chromosomes. La translocation peut s’entendre d’un échange de
matériel génétique entre chromosomes chez des organismes haploides, diploides ou hé-
térocaryotiques. La translocation chromosomique peut €également s’entendre d’un
échange de matériel génétique entre chromosomes homologues ou non-homologues,
et/ou entre au moins deux chromosomes qui n’appartiennent pas a la méme paire de
chromosomes. Selon un mode de réalisation préféré, ladite « translocation chro-
mosomique » s’entend d’un réarrangement chromosomique entre un ou deux
chromosomes. Selon un mode de réalisation préféré, ladite « translocation chro-

mosomique » s’entend d’un réarrangement chromosomique entre deux chromosomes
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uniquement. Selon un mode de réalisation, I’invention concerne ainsi un procédé de

translocation chromosomique entre au moins deux régions cibles chez un organisme
eucaryote, ledit procédé comprenant, au moins, une étape de coupure du double brin
d’ ADN sur chacun des deux chromosomes impliqués dans la translocation au niveau
du site de reconnaissance d’une nucléase.

Selon I’invention, une « région cible » s’entend d’une région chromosomique, plus
particulierement une région chromosomique a réarranger. Chaque région cible
comprend un site de reconnaissance d’une nucléase, et pour une translocation donnée,
toutes les régions cibles dans le génome comprennent le méme site de reconnaissance
de la nucléase. Selon un mode de réalisation, la région cible comprend naturellement le
site de reconnaissance d’une nucléase, et/ou la région cible comprend un site de recon-
naissance qui a été intégré au génome. Selon un mode de réalisation préféré,
I’organisme comprend naturellement un site de reconnaissance d’une nucléase au sein
d’une région cible et au moins un site de reconnaissance qui a été intégré au sein d’une
autre région cible. Selon un mode de réalisation alternatif, 1’organisme comprend
uniquement des sites de reconnaissance intégrés dans les au moins deux régions cibles.

Le double brin d’ADN est ainsi coupé au moins deux fois dans le procédé selon
I’invention. Selon un mode de réalisation, la coupure du double brin d’ADN est
réalisée par une cassure double brin ou deux cassures simple brin. A titre d’exemple,
une étape de coupure du double brin d”’ADN sur chaque chromosome impliqué dans la
translocation peut ainsi s’entendre de deux cassures double brin (une sur chaque
chromosome) ou de quatre cassures simples brin (deux sur chaque chromosome).

Selon I’invention la translocation chromosomique s’effectue entre au moins deux
régions cibles. Cela signifie que seules deux régions peuvent étre réarrangées, mais
cela signifie également que plus de deux régions, par exemple trois ou quatre, peuvent
étre réarrangées. Ladite translocation peut donc €tre simple (entre deux régions) ou
complexe (entre au moins trois régions). Selon un mode de réalisation, la translocation
chromosomique s’entend d’une translocation entre deux a quatre régions. Selon un
mode de réalisation préféré, la translocation chromosomique s’entend d’une trans-
location entre deux régions uniquement. Selon un mode de réalisation préféré, la trans-
location chromosomique s’entend d’une translocation entre deux régions cibles et entre
deux chromosomes.

Selon un mode de réalisation de 1’invention, la translocation chromosomique
n’entraine pas de perte de matériel génétique et/ou ladite translocation chromosomique
entraine une perte de matériel génétique.

Selon un mode de réalisation, le procédé selon I’invention comprend au moins deux
étapes de coupure du double brin d’ADN sur le méme chromosome. A titre d’exemple,

deux coupures sur le méme chromosome sont donc réalisées, ce qui permet 1’obtention
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de trois fragments chromosomiques, et seulement deux sont réarrangés, avec perte du
matériel génétique présent sur le troisieme fragment.

Selon un mode de réalisation, le procédé selon I’invention comprend au moins une
étape de coupure du double brin d’ADN sur chaque chromosome impliqué dans la
translocation. A minima, deux coupures sur deux chromosomes sont donc réalisées :
une premiere coupure sur un premier chromosome et une deuxi¢éme coupure sur un
deuxieme chromosome. A titre exemple, trois ou quatre coupures peuvent également
étre réalisées : par exemple une coupure sur un premier chromosome et deux autres
coupures sur un deuxieme chromosome, ou encore deux coupures sur un premier
chromosome et deux autres coupures sur un deuxieme chromosome.

Selon un mode de réalisation, le procédé selon I’invention peut comprendre a la fois
des €étapes de coupure du double brin d’ADN au sein du méme chromosome et entre
des chromosomes différents.

Selon I’invention, chaque coupure du double brin est effectuée au niveau d’un site de
reconnaissance d’une nucléase. Chaque chromosome impliqué dans la translocation
comprend donc au moins un site de reconnaissance d’une nucléase (qui est identique).
Tous les chromosomes impliqués dans la translocation comprennent donc au moins un
site de reconnaissance d’une nucléase (qui est identique).

Le site de reconnaissance d’une nucléase correspond a une séquence d’acides nu-
cléiques qui est spécifiquement ciblée par la nucléase. Selon un mode de réalisation, le
site de reconnaissance est spécifique d’une seule nucléase. Cela permet avanta-
geusement d’assurer la spécificité de la coupure du double brin & un site spéci-
fiquement déterminé et identifiable dans le génome de 1’organisme.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne un procédé€ de translocation chro-
mosomique entre au moins deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit
procédé comprenant, au moins, une étape de coupure du double brin d’ADN au niveau
de deux sites de reconnaissance d’une nucléase au sein du méme chromosome, et ledit
procédé étant caractérisé en ce que chaque région cible comprend le méme site de re-
connaissance de ladite nucléase.

Selon un mode de réalisation préféré, I’invention concerne un procédé de trans-
location chromosomique entre deux régions cibles chez un organisme eucaryote, ledit
procédé comprenant, au moins, une étape de coupure du double brin d’ADN sur
chacun des deux chromosomes impliqués dans la translocation au niveau du site de re-
connaissance d’une nucléase, et ledit procédé étant caractérisé en ce que chaque région
cible comprend le méme site de reconnaissance de ladite nucléase.

Selon I’invention, un « organisme eucaryote » s’entend de tout organisme, qu’il soit
unicellulaire ou multi-cellulaire, dont la/les cellule(s) possede(nt) un noyau. Plus parti-

culierement, cela comprend, de facon non-exhaustive, les levures, les champignons, les
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plantes, les animaux vertébrés y compris les mammiferes. Lorsque 1’organisme est un
mammifere :

- le procédé selon I’invention n’est pas une méthode de traitement chirurgical ou théra-
peutique du corps humain ou animal, et/ou

- le procédé selon I’invention n’est pas un procédé de modification de 1'identité
génétique, notamment identité génétique germinale, de 1'étre humain, et/ou

- le procédé selon I’invention n’est pas un procédé de modification de 1'identité
génétique des animaux de nature a provoquer chez eux des souffrances sans utilité
médicale substantielle pour 'homme ou 1'animal.

Selon un mode de réalisation préféré, I’organisme eucaryote selon I’invention est un
champignon, notamment un champignon filamenteux. A titre d’exemple on peut citer
les champignons du phylum des Ascomycétes (Ascomycota), des Basidiomycetes
(Basidiomycota) et des Zygomycetes (Zygomycota). Encore plus préférentiellement, le
champignon filamenteux est choisi parmi les classes des orbiliomycetes, des pézi-
zomycetes, des dothideomycetes, des eurotiomycetes, des lecanoromycetes, des 1éo-
tiomycetes, des sordariomycetes et des saccharomycetes. De fagon avantageuse, le
champignon filamenteux selon I’invention appartient a la classe des sordariomycetes,
notamment au genre Trichoderma, et plus particulierement a 1’espece Trichoderma
reesei.

Selon I’invention, la nucléase permet d’entrainer une coupure du double brin d’ADN.
Tout enzyme ayant cette activité hydrolytique peut €tre utilisée. La nucléase permet de
couper le double brin d’ADN a un site de coupure précis et identifié en amont de la
coupure. Cette coupure du double brin peut €tre directe (il y a une cassure double brin)
ou bien indirecte (deux cassures simple brin sont réalis€es). La nucléase peut €tre de
type sauvage, artificielle ou mutée ou encore un variant d’une nucléase.

Lorsqu’une nucléase entrainant directement une cassure double brin est utilisée, alors
a minima il y a deux coupures qui sont réalisées (au moins deux coupures au sein du
méme chromosome ou bien une coupure sur deux chromosomes différents).

Lorsqu’une nucléase entrainant seulement une cassure simple brin est utilisée, alors a
minima il y a quatre coupures qui sont réalisées (au moins quatre coupures au sein du
méme chromosome ou bien deux coupures sur au moins deux chromosomes
différents).

Selon un mode de réalisation, la nucléase est choisie parmi une méganucléase, une
nucléase a doigt de zinc, une nucléase effectrice de type activateur de transcription
(nucléase TALE), une nickase et une nucléase Cas. L avantage des outils de type
nucléase a doigt de zinc, nucléase TALE, CRISPR/nickase ou CRISPR/Cas est qu’ils
peuvent étre construit a fagon afin de reconnaitre une séquence d'ADN particulicre.

Selon un mode de réalisation préféré, la nucléase est ainsi choisie parmi une nucléase a
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doigt de zinc, une nucléase TALE et une nucléase Cas. Avantageusement, la nucléase
est une nucléase Cas, de préférence CRISPR/Cas9.

Les méganucléases sont des endodésoxyribonucléases. A titre d’exemple les méga-
nucléases I-Scel, I-Crel, I-Dmol peuvent étre utilisées. Le site de reconnaissance d’une
méganucléase comprend typiquement entre 12 et 40 paires de bases.

Les nucléases a doigts de zinc ou les nucléases Tale sont des enzymes de res-
triction artificielles. Elles sont créées par la fusion d'un domaine de liaison a I'ADN,
respectivement de type « doigt de zinc » ou TALE (Transcription activator-like
effector), et d'un domaine catalytique de coupure de I'ADN (FoklI ou un variant).
L’utilisation d’un variant du domaine Fokl peut étre envisagée afin d’améliorer
I’activité ou la spécificité de I’outil (e.g. Guo et al.).

Les nucléases Cas sont des nucléases associ€es a 1’outil CRISPR. L outil CRISPR/
Cas se compose (i) d’une protéine appelée Cas doté d’une activité nucléase permettant
de couper un double brin d’ADN et (ii) d’un domaine de recrutement d’un ARN
spécifique dit ARN guide. Ce dernier est composé d’une séquence variable d’environ
16-23 nucléotides qui permet de pointer un locus tres précis de I’ ADN cible, grace a la
complémentarité entre les environ 16-23 (par exemple 20) bases de I’ARN guide et les
environ 16-23 (par exemple 20) bases cibles dans le génome de ’organisme. L’ ARN
guide est également composé d’une séquence nucléotidique invariable permettant la
liaison entre I’ARN guide et la protéine Cas. Une fois le guide en place, ’activité
nucléase de la protéine Cas s’active et coupe I’ADN a I’endroit précis et déterminé a
I’avance (en choisissant la séquence d’ARN guide a fagon). A titre d’exemple les
nucléases Cas9 et Cas12 peuvent €tre utilisées.

Les nickases sont également des enzymes associées a I’outil CRISPR. Il s’agit
d’enzyme de type Cas dans laquelle un des deux domaines de type nucléase est non
fonctionnel (par mutation ou autre modification génétique). Par exemple, une nucléase
Cas9 dans laquelle un des deux domaines HNH ou RuvC est inactivé est une nickase.
De préférence la nickase est une nickase Cas9.

Toutes ces nucléases permettent de couper I’ ADN double brin a un site de coupure
précis, identifié et connu a ’avance. Selon un mode de réalisation, I’étape de coupure
du double brin d” ADN sur chaque chromosome impliqué dans la translocation est ainsi
effectuée au niveau du site de reconnaissance identifi€¢ d’une nucléase.

Selon un mode de réalisation de 1’invention, le site de reconnaissance de ladite
nucléase comprend au moins 12 paires de base. L’expression « au moins 12 paires de
bases » s’entend avantageusement de 12 paires de base cons€cutives. Selon un mode
de réalisation de 1’invention, le site de reconnaissance de ladite nucléase comprend
entre 12 et 40 paires de base, par exemple entre 12 et 20. L’expression « entre 12 et 40

paires de base » s’entend de toutes les valeurs comprises entre 12 et 40, soit 12, 13, 14,
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15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39 et 40.

La région cible selon I’invention doit contenir un site de reconnaissance d’une
nucléase. Le choix de ce site de reconnaissance est déterminé en fonction de
I’expérience a mener, du type de translocation chromosomique a réaliser, ... A titre
d’exemple, le site de reconnaissance d’une nucléase peut €tre choisi afin que la trans-
location permette d’invalider un gene, identifier la position d’un transgene, ...

Selon un mode de réalisation, la séquence du site de reconnaissance de la nucléase
est uniquement présente dans le génome au niveau des sites de coupure d’intérét. Cela
signifie que le site de reconnaissance est spécifique, ce qui permet de s’assurer de la
spécificité de la coupure aux sites souhaités et identifiés (et donc éviter les coupures in-
désirables).

De préférence, la translocation chromosomique selon I’invention s’entend d’une
translocation chromosomique dirigée. Elle est réalisée apres identification des régions
cibles a réarranger, et éventuellement insertion d’au moins une cassette contenant le
site de reconnaissance de la nucléase choisie aux sites chromosomiques souhaités.

Selon un mode de réalisation, le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend, avant 1’étape de coupure du double
brin d’ADN, une étape d’identification du site de reconnaissance de ladite nucléase.

Selon un mode de réalisation, le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend apres 1’étape d’identification du site de
reconnaissance de ladite nucléase une étape de vérification que la séquence n’existe
pas ailleurs dans le génome. Cette étape vise a confirmer que le site de reconnaissance
est unique (présent uniquement au niveau des sites de coupure d’intérét) et n’entrainera
pas de coupure indésirable de I’ADN.

Selon un mode de réalisation, le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend avant I’étape de coupure du double
brin d’ADN, une étape d’identification de la région cible. Cette étape peut Etre
concomitante, ou non, a 1’identification du site de reconnaissance de la nucléase.

Selon un mode de réalisation, le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend avant I’étape de coupure du double
brin d’ADN, une étape d’insertion dans le génome d’un organisme, notamment un
champignon, d’un ou plusieurs site(s) de reconnaissance de ladite nucléase dans les
régions chromosomiques d’intérét (e.g. les cibles de la translocation chromosomique).
Cette étape est avantageusement suivie d’une étape d’identification et/ou sélection des
clones d’intérét (e.g. ceux dans lesquels la cassette a bien été intégrée dans le génome).
Avant la translocation chromosomique, chaque région cible comprend ainsi le méme

site de reconnaissance de la nucléase.
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Selon un mode de réalisation, dans le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention, I’insertion dans le génome d’un organisme d’au moins un site de recon-
naissance d’une nucléase est effectuée a ’aide d’une cassette. La cassette selon
I’invention comprend tous les éléments nécessaires a son intégration dans le génome.
De préférence, ladite cassette comprend au moins un site de reconnaissance de ladite
nucléase et un marqueur. Ledit marqueur peut comprendre le site de reconnaissance de
la nucléase. Selon un mode de réalisation, le marqueur s’entend d’un marqueur de
sélection, par exemple un gene dont I’expression confere aux cellules qui le
contiennent une caractéristique permettant de les sélectionner, ou un géne dont la non-
expression confere aux cellules qui contiennent une version défectueuse de ce géne une
caractéristique permettant de les sélectionner par rapport aux cellules contenant une
version fonctionnelle de ce méme geéne. L’ utilisation d’un marqueur de sélection
permet en effet d’identifier les cellules ayant intégré une modification génétique par
rapport a celles qui ne I’ont pas intégrée. Il s’agit par exemple d’un geéne de résistance
aux antibiotiques, ou d’un gene modifiant I’auxotrophie d’un organisme, par exemple
le gene URA3 ou URAS.

Plus particulicrement, une cassette selon I’invention comprend :

- une région flanquante en amont du site de reconnaissance d’une nucléase,

- ledit site de reconnaissance d’une nucléase,

- une région flanquante en aval du site de reconnaissance d’une nucléase.

Selon un mode de réalisation particulier, une cassette selon 1’invention comprend :

- une région flanquante en amont du site de reconnaissance d’une nucléase,

- optionnellement un promoteur,

- ledit site de reconnaissance d’une nucléase, par exemple la séquence d’un gene
comprenant un site de reconnaissance d’une nucléase,

- optionnellement un terminateur,

- une région flanquante en aval du site de reconnaissance d’une nucléase.

Une cassette selon ’invention peut ainsi étre standardisée, seules les régions
flanquantes en amont et aval changent pour cibler I’intégration de la cassette aux locus
souhaités dans le génome.

A titre d’exemple, le site de reconnaissance est choisi au sein d’un geéne rapporteur au
sein de 1’organisme.

Selon un mode de réalisation, le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend, avant 1’étape de coupure du double
brin d’ADN, une étape d’insertion dans le génome d’un organisme, notamment un
champignon, d’un ou plusieurs site(s) de reconnaissance de ladite nucléase, notamment
dans au moins une des régions cibles d’un chromosome. A titre d’exemple, dans ce

mode de réalisation, une région cible sur un chromosome comprend déja un site de re-
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connaissance d’une nucléase, et une cassette comprenant le méme site de recon-
naissance de la nucléase est insérée afin qu’au moins une deuxieme région cible
d’intérét sur un autre chromosome comprenne le méme site de reconnaissance de la
nucléase. A titre d’exemple, un chromosome peut étre porteur d’'un marqueur de
sélection comprenant un site de reconnaissance d’une nucléase et la région comprenant
ce marqueur peut ainsi caractériser une région cible selon I’'invention ; a I’aide d’une
cassette comprenant le méme marqueur de sélection comprenant le méme site de re-
connaissance d’une nucléase, un deuxie¢me site de reconnaissance d’une nucléase peut
ainsi €tre inséré au niveau d’un autre chromosome. A titre d’exemple, une région cible
sur un chromosome comprend déja un site de reconnaissance d’une nucléase, et une
cassette comprenant le méme site de reconnaissance de la nucléase est insérée afin
qu’au moins une deuxieme région cible d’intérét sur le méme chromosome comprenne
le méme site de reconnaissance de la nucléase. Dans ce cas, un chromosome peut étre
porteur d’un marqueur de sélection comprenant un site de reconnaissance d’une
nucléase et la région comprenant ce marqueur peut ainsi caractériser une région cible
selon I’invention ; a I’aide d’une cassette comprenant le méme marqueur de sélection
comprenant le mé€me site de reconnaissance d’une nucléase, un deuxiecme site de re-
connaissance d’une nucléase peut ainsi étre inséré au niveau du méme chromosome.

Selon un mode de réalisation, le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend avant I’étape de coupure du double
brin d’ADN, une étape d’insertion dans le génome d’un organisme, notamment un
champignon, d’un ou plusieurs site(s) de reconnaissance de ladite nucléase dans au
moins une région cible sur le chromosome impliqué dans la translocation. A titre
d’exemple, dans ce mode de réalisation, aucune région cible sur le chromosome ne
comprend un site de reconnaissance d’une nucléase, et une cassette comprenant un site
de reconnaissance d’une nucléase est insérée afin que chaque région cible d’intérét, sur
le méme chromosome, comprenne le méme site de reconnaissance de la nucléase.

Selon un mode de réalisation, le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend avant I’étape de coupure du double
brin d’ADN, une étape d’insertion dans le génome d’un organisme, notamment un
champignon, d’un ou plusieurs site(s) de reconnaissance de ladite nucléase dans au
moins une région cible sur chaque chromosome impliqué dans la translocation. A titre
d’exemple, dans ce mode de réalisation, aucune région cible ne comprend un site de re-
connaissance d’une nucléase, et une cassette comprenant un site de reconnaissance
d’une nucléase est insérée afin que chaque région cible d’intérét, sur au moins deux
chromosomes, comprenne le méme site de reconnaissance de la nucléase.

Selon un mode de réalisation préféré, le procédé de translocation chromosomique

selon I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend les €tapes suivantes :
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- optionnellement, 1’identification d’un site de reconnaissance d’une nucléase,

- I'insertion dans le génome d’un organisme, notamment un champignon, d’au moins
un site de reconnaissance de ladite nucléase,

- la sélection d’un organisme issu de 1’étape précédente comprenant le site de recon-
naissance de ladite nucléase dans chaque région cible,

- I'introduction dans I’organisme issu de 1’étape précédente de ladite nucléase ou d’un
vecteur comprenant au moins un acide nucléique codant pour ladite nucléase,

- optionnellement, la vérification de la translocation chromosomique.

Selon un mode de réalisation préféré, le procédé de translocation chromosomique
selon I’invention est caractérisé en ce qu’il comprend les €tapes suivantes :

- optionnellement, 1’identification d’un site de reconnaissance d’une nucléase,

- I'insertion dans le génome d’un organisme, notamment un champignon, d’au moins
un site de reconnaissance de ladite nucléase, a 1’aide d’une cassette selon 1’invention
comprenant: (i) une région flanquante en amont du site de reconnaissance d’une
nucléase, (ii) ledit site de reconnaissance d’une nucléase, et (iii) une région flanquante
en aval du dite de reconnaissance d’une nucléase,

- la sélection d’un organisme issu de 1’étape précédente comprenant le site de recon-
naissance de ladite nucléase dans chaque région cible, sur au moins deux
chromosomes,

- Pintroduction dans I’organisme issu de 1’étape précédente de ladite nucléase ou
d’un vecteur comprenant au moins un acide nucléique codant pour ladite nucléase,

- optionnellement, la vérification de la translocation chromosomique.

Ladite vérification de la translocation chromosomique peut €tre réalisée par tout outil
d’analyse génomique approprié, par exemple le séquencage ou par analyse PCR.

Selon un mode de réalisation, le nucléase (par exemple Cas9) peut €tre introduite di-
rectement dans 1’organisme. Un complexe RNP (Ribonucléoprotéine) comprenant
I’ ARN guide et la nucléase est ainsi formé in vitro puis introduit dans 1’organisme.

Selon un autre mode de réalisation, la nucléase (par exemple Cas9) et I’ARN guide
sont produit in vivo, dans I’organisme. Un vecteur (par exemple un plasmide)
comprenant au moins un acide nucléique codant pour ladite nucléase et I’ARN guide
est introduit dans I’organisme. Un « vecteur » peut s’entendre de toute séquence
d’ADN dans laquelle il est possible d’insérer des fragments d’acide nucléique €étranger,
les vecteurs permettant d’introduire de I’ADN étranger dans un organisme. Des
exemples de vecteurs sont les plasmides, les cosmides, les chromosomes artificiels de
levures (YAC), les chromosomes artificiels de bactéries (BAC) et les chromosomes ar-
tificiels dérivés du bactériophage P1 (PAC), les vecteurs dérivés de virus.

Selon un mode de réalisation, dans le procédé de translocation chromosomique selon

I’invention, ladite translocation chromosomique peut étre réalisée avec une matrice de
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réparation. Cela peut permettre d’augmenter le réarrangement ciblé. Une matrice de ré-
paration peut comprendre notamment la région flanquante en amont de la séquence du
site de reconnaissance d’une nucléase et la région flanquante en aval de la séquence du
site de reconnaissance d’une nucléase, tel que présent dans le génome avant la trans-
location. De préférence, la matrice de réparation comprend uniquement la région
flanquante en amont de la séquence du site de reconnaissance d’une nucléase et la
région flanquante en aval de la séquence du site de reconnaissance d’une nucléase.

Selon un mode de réalisation, dans le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention, ladite translocation chromosomique est réalisée sans utilisation d’une
matrice de réparation. En effet, les coupures réalisées par la nucléase visent a initier un
brassage chromosomique, et ne visent pas a insérer dans le génome la version modifiée
& N N ‘ N N

un gene (par exemple remplacer un gene défectueux par la copie d’un géne
fonctionnel), ou bien insérer un transgene.

Selon un mode de réalisation, dans le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention, ladite coupure est effectuée dans les régions cibles.

Selon un mode de réalisation, dans le procédé de translocation chromosomique selon
I’invention, chaque coupure sur le chromosome ou chaque chromosome est effectuée
au niveau d’un seul site de reconnaissance de ladite nucléase.

Dans un deuxieme aspect, I’invention concerne un organisme eucaryote, notamment
une souche de champignon, transformé par le procédé de translocation chromosomique
selon I’invention.

Selon I’invention, un « organisme eucaryote » s’entend de tout organisme, qu’il soit
unicellulaire ou multi-cellulaire, dont la/les cellule(s) possede(nt) un noyau. Selon un
mode de réalisation, I’organisme eucaryote s’entend d’une cellule eucaryote ou d’une
cellule eucaryote hote. L’ organisme ou cellule eucaryote selon 1’invention n’est pas
une cellule de lignée germinale humaine.

L’invention concerne aussi la descendance d’un organisme ou cellule eucaryote selon
I’invention. La descendance de I’organisme ou cellule eucaryote selon I’invention n’est
pas une cellule de lignée germinale humaine et/ou ne comprend pas de corps humain.

L’invention concerne aussi un organisme eucaryote, notamment une souche de
champignon, comprenant au moins deux fois le méme site de reconnaissance d’une
nucléase dans son génome, notamment dans au moins deux chromosomes différents.
Le méme site de reconnaissance d’une nucléase peut également Etre présent au moins
deux fois au sein du méme chromosome dans le dans le génome de 1’organisme. De
tels organismes sont ainsi préts a réaliser une translocation chromosomique selon
I’invention. Selon un mode de réalisation, un tel organisme a été modifi€ par
I’insertion dans son génome, d’un ou plusieurs site(s) de reconnaissance d’une

nucléase dans les régions chromosomiques d’intérét (e.g. les cibles de la translocation
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chromosomiques). De préférence, au moins un site de reconnaissance d’une nucléase a
été insérée dans un organisme a I’aide d’une cassette. Selon un mode de réalisation, un
tel organisme eucaryote comprend au moins deux fois le méme site de reconnaissance
d’une nucléase dans au moins deux régions cibles situées sur au moins un
chromosome. Selon un mode de réalisation particulier, un tel organisme eucaryote
comprend au moins deux fois le méme site de reconnaissance d’une nucléase dans au
moins deux régions cibles situées sur au moins deux chromosomes différents.

Selon un mode de réalisation, ledit organisme eucaryote est isolé€ et/ou purifié.

Dans un troisieme aspect, I’invention concerne aussi 1’utilisation d’un organisme tel
que défini précédemment pour diverses applications. L’ organisme est tel que défini
précédemment. Selon un mode de réalisation préféré, il s’agit d’un champignon.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne 1’utilisation d’un organisme tel
que défini précédemment (notamment une souche de champignon), pour la production
de molécules ou de protéines d’intérét. Selon I’invention, les molécules ou protéines
d’intérét sont toutes les molécules ou protéines pouvant €tre produites par un
organisme eucaryote de facon naturelle (par exemple certaines enzymes) ou bien par
modification génétique (par exemple apres transformation a 1’aide d’un vecteur
approprié). La molécule ou protéine d’intérét peut étre endogene ou exogene. La
molécule ou protéine d’intérét peut étre native (telle que retrouvée dans la nature),
chimérique ou synthétisée. La molécule ou protéine d’intérét peut €galement étre un
variant d’une molécule ou protéine, présentant notamment des propriétés améliorées
et/ou modifiées par rapport a la molécule ou protéine de référence (par exemple une
propriété biologique améliorée par rapport a une protéine native). Les molécules ou
protéines d’intérét peuvent Etre des protéines utiles a tout type d’industrie (la
production de biocarburant, alimentaire, cosmétique ou pharmaceutique, ...)

Selon un mode de réalisation, un organisme selon I’invention est modifié afin de
comprendre la séquence d’un gene d’intérét, d’exprimer le gene d’intérét de facon
constitutive ou bien de surexprimer ledit géne d’intérét. Un gene d’intérét code pour
une protéine d’intérét selon I’invention. Ledit gene d’intérét peut comprendre des
éléments additionnels appropriés comme, par exemple, une séquence codant pour un
signal de sécrétion.

Selon un mode de réalisation préféré, les protéines d’intérét selon I’invention sont
des enzymes cellulolytiques ou des protéines d’intérét hétérologues. Une protéine hé-
térologue s’entend de toute protéine produite par un organisme dont le matériel
génétique a €t€ modifié afin de produire ladite protéine. Selon un mode de réalisation,
les enzymes cellulolytiques sont des cellulases ou des hémicellulases. De fagon
préférée, les enzymes sont des cellulases. Selon I’invention, le terme « cellulases »

s’entend plus particulierement des enzymes choisies parmi les endoglucanases, les
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exoglucanases et les glucosidases. Le terme « cellulase » fait plus particulierement
référence a une enzyme adaptée a 1'hydrolyse de la cellulose et permettant aux mi-
croorganismes (tels que Trichoderma reesei) qui les produisent d'utiliser la cellulose
comme source de carbone, en hydrolysant ce polymere en sucres simples (glucose).

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne aussi un procédé de production
d’une protéine d’intérét comprenant au moins une étape de culture d’un organisme
modifié selon le procédé de translocation chromosomique selon I’invention dans des
conditions permettant la production de la protéine d’intérét.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne aussi un procédé de production
d’une protéine d’intérét comprenant les étapes suivantes :

- (1) une étape de transformation d’un organisme selon I’invention a I’aide d’un
vecteur comprenant une cassette d’expression comprenant (1) un promoteur, (2) un
gene d’intérét codant pour ladite protéine d’intérét et (3) un terminateur,

- (i1) une étape de culture de I’organisme transformé a 1’étape (i) dans des conditions
permettant la production de la protéine d’intérét. Selon un mode de réalisation par-
ticulier, ledit procédé de production d’une protéine d’intérét comprend une étape de
sélection d’un organisme transformé entre 1’étape de transformation et I’étape de
culture.

L’étape de culture s’entend d’une culture dans un milieu approprié. 11 s’agit d’un
milieu adapté a la survie de 1’organisme transformé (tel que le champignon) et/ou a la
croissance de I’organisme et/ou a la production de la protéine d’intérét, voire sa
sécrétion. Il peut s’agit d’un milieu adapté a la culture de 1’organisme, complété au
besoin pour devenir un milieu adapté a la production et/ou sécrétion de la protéine
d’intérét.

Selon un mode de réalisation, le procédé de production d’une protéine d’intérét peut
comprendre une étape de sécrétion de ladite protéine d’intérét. La sécrétion peut étre
consécutive ou concomitante a la production de la protéine d’intérét.

De facon avantageuse, plus particulierement lorsque le geéne d’intérét code pour une
enzyme cellulolytique et que I’organisme est un champignon, ledit procédé de
production d’une protéine d’intérét comprend aussi une phase de croissance d’une
souche de champignon obtenue selon 1’invention, puis une phase de croissance et de
production de protéines d’intérét. Encore plus préférentiellement, ladite phase de
croissance est réalisée en présence d’un substrat de croissance et ladite phase de
croissance et de production de protéines d’intérét est réalisée en présence d’un substrat
inducteur. Le substrat de croissance et le substrat inducteur sont de préférence des
substrats carbonés.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne 1’utilisation d’un organisme tel

que défini précédemment (notamment une souche de champignon modifiée selon le
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procédé de translocation chromosomique selon I’invention), pour I'hydrolyse de la
cellulose ou de la lignocellulose en sucre, notamment les sucres C5 (a 5 atomes de
carbone) et/ou C6 (2 6 atomes de carbone), tel que le glucose.

Selon un mode de réalisation, la présente invention concerne un procédé de
production de sucre a partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques,
comprenant les étapes suivantes :

- (1) une étape de prétraitement d'un substrat cellulosique ou lignocellulosique afin
d’obtenir un substrat prétraité,

- (i1) une étape d’utilisation/culture d’un organisme selon I’invention, option-
nellement transformé a I’aide d’un vecteur comprenant une cassette d’expression
comprenant (1) un promoteur, (2) un géne d’intérét codant pour ladite protéine
d’intérét, notamment une enzyme cellulolytique et (3) un terminateur,

- (iii) une étape d'hydrolyse enzymatique du substrat prétraité obtenu a 1’étape i), en
présence des enzymes cellulolytiques obtenues a 1’étape ii), afin d’obtenir un hy-
drolysat.

La culture dudit organisme est réalisée dans un milieu approprié. Elle permet
notamment la survie, la croissance de 1’organisme et la production d’une protéine
d’intérét, notamment une enzyme cellulolytique.

Les sucres (ou jus sucré) sont ainsi obtenus a I’issue de 1’étape d’hydrolyse. De
préférence ce sont des sucres en Cs-Ce.

Selon un mode de réalisation, ledit procédé de production de sucres peut également
comprendre un ou plusieurs étapes de séparation. Ceci permet ainsi de séparer,
notamment par distillation, les différents produits d’intérét dilués dans I’eau.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne 1’utilisation d’un organisme tel
que défini précédemment (notamment une souche de champignon), pour la production
de produits biosourcés a partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne 1’utilisation d’un organisme tel
que défini précédemment (notamment une souche de champignon modifiée selon le
procédé de translocation chromosomique selon I’invention), pour la production de bio-
carburant a partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques.

Selon I’invention, le terme « biocarburant » s’entend de préférence d’un biocarburant
de seconde génération, c’est-a-dire issu de ressources non alimentaires. Selon
I’invention, le terme « biocarburant » peut également €tre défini comme étant tout
produit issu de la transformation de la biomasse et pouvant étre utilisé a des fins éner-
gétiques. D’une part et sans vouloir se limiter, on peut citer a titre d’exemple des
biogaz, des produits pouvant étre incorporés (éventuellement apres transformation ul-
térieure) a un carburant ou &tre un carburant a part enticre, tels que des alcools

(I’éthanol, le butanol et/ou I’isopropanol selon le type d’organisme fermentaire utilis€),
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des solvants (acétone), des acides (butyrique), des lipides et leurs dérivés (acides gras a
courtes ou longues chaines, esters d’acides gras), ainsi que 1’hydrogene. Le bio-
carburant peut ainsi €tre un alcool ou un biogaz.. De maniere préférée, 1’alcool est par
exemple I’éthanol, le butanol, I’isopropanol, le 1,2-propane diol, le 1,3-propane diol, le
1,4-butane diol, et/ou le 2,3-butane diol. Plus préférenticllement, il s’agit de I’éthanol.
L’alcool ainsi obtenu peut aussi étre utilisé comme solvant ou comme produit inter-
médiaire dans I’industrie chimique.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne un procédé de production d'un
alcool a partir de substrats cellulosiques ou lignocellulosiques, comprenant les étapes
suivantes :

- (1) une étape de prétraitement d'un substrat cellulosique ou lignocellulosique afin
d’obtenir un substrat prétraité,

- (i1) une étape d’utilisation/culture d’un organisme selon I’invention, option-
nellement transformé a I’aide d’un vecteur comprenant une cassette d’expression
comprenant (1) un promoteur, (2) un géne d’intérét codant pour ladite protéine
d’intérét, notamment une enzyme cellulolytique, et (3) un terminateur,

- (iii) une étape d'hydrolyse enzymatique du substrat prétraité obtenu a 1’étape i), en
présence des enzymes cellulolytiques obtenues a 1’étape ii), afin d’obtenir un hy-
drolysat,

- (iv) une étape de fermentation alcoolique de I'hydrolysat obtenu,

- (v) une étape de séparation, notamment par distillation.

Dans un quatricme aspect, la présente invention concerne aussi I’utilisation du méme
site de reconnaissance d’une nucléase pour effectuer une translocation chromosomique
entre un ou plusieurs chromosomes, avec ladite nuclé€ase. Selon un mode de réalisation
particulier, I’invention concerne ainsi 1’ utilisation du méme site de reconnaissance
d’une nucléase pour effectuer une translocation chromosomique avec ladite nucléase
entre les chromosomes possédant ledit site de reconnaissance. Selon un mode de réa-
lisation particulier, I’invention concerne 1’ utilisation du site de reconnaissance unique
d’une nucléase pour effectuer une translocation chromosomique, avec ladite nucléase,
entre le ou les chromosome(s) porteur(s) de ce site de reconnaissance unique.

Dans un cinquiéme aspect, la présente invention vise aussi a identifier I’impact des
translocations chromosomiques sur le génotype et/ou phénotype des organismes.

Ainsi, la présente invention concerne aussi un procédé pour identifier le site
d’insertion d’un geéne dans un organisme eucaryote, notamment un champignon, ledit
procédé comprenant au moins les €tapes suivantes :

- obtention d’un organisme eucaryote dans lequel un geéne est inséré de manicre
ectopique, ledit gene comprenant un fragment de séquence similaire a un autre

séquence du génome de 1’organisme,
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- réalisation d’une translocation chromosomique entre ledit fragment et la deuxieéme
séquence possédant une similarité avec ledit fragment,

- analyse génomique dudit organisme eucaryote, apres la translocation chro-
mosomique, pour identifier le site d’insertion dudit géne.

Selon I’invention, I’expression « géne est inséré de manicre ectopique » s’entend
d’un gene qui a été€ intégré de fagon al€atoire dans le génome. Son site d’insertion dans
le génome n’est pas connu.

Selon I’invention, un fragment de séquence similaire a un autre séquence du génome
s’entend d’une similarité de séquence ou d’une identité de séquence. Plus particu-
liecrement, cela s’entend d’une similarité ou d’une identité de séquence d’au moins
80%, notamment 90%, de préférence 95% et encore plus préférentiellement 99% ou
100%. Le pourcentage de similarité ou d’identité peut étre déterminé par les méthodes
classiques tels que les outils d’alignements de s€quences et comparaisons des acides si-
milaires ou identiques.

Selon un mode de réalisation, ledit fragment et la deuxieme séquence possédant une
similarité avec ledit fragment s’entendent ici des régions cibles selon I’invention. Selon
un mode de réalisation, ledit fragment et la deuxieéme séquence possédant une si-
milarité avec ledit fragment s’entendent ici des régions cibles selon I’invention
possédant un site de reconnaissance d’une nucléase.

Ladite analyse génomique peut étre effectuée a 1’aide de tout outil conventionnel, tel
que le séquencgage ou la PCR. Ladite analyse génomique permet ainsi d’identifier le
lieu de réarrangement chromosomique. Ladite analyse génomique peut également €tre
couplée a une analyse phénotypique afin d’évaluer comment I’arrangement des génes
dans le génome impacte les phénotypes des organismes.

Selon un mode de réalisation, la présente invention concerne aussi un procédé pour
identifier I’impact d’une modification génétique sur le phénotype d’organisme
eucaryote, notamment un champignon, ledit procédé comprenant au moins les étapes
suivantes :

- obtention d’un organisme eucaryote génétiquement modifié par un procédé de
translocation chromosomique tel que défini ci-dessus,

- analyse génotypique et/ou phénotypique dudit organisme eucaryote génétiquement
modifi€.

Lesdites analyses, génomique et/ou phénotypique, peuvent permettre d’identifier les
régions cibles d’intérét pour une translocation chromosomique chez d’autres or-
ganismes.

La translocation chromosomique peut par exemple €tre réalisée en comparant dif-
férentes régions cibles, afin de déterminer le(s) sites de réagencement chromosomique

d’intérét. En effet, la comparaison de deux organismes qui different uniquement par le
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site de translocation chromosomique peut permettre d’identifier un site de réar-
rangement chromosomique d’intérét pour conférer un phénotype avantageux, lorsque
I’un des organismes -apres translocation chromosomique- présente un phénotype
amélioré ou nouveau par rapport a I’autre organisme.

Selon un mode de réalisation, la présente invention concerne ainsi un procédé pour
identifier I’impact d’une translocation chromosomique sur le phénotype d’organisme
eucaryote, notamment un champignon, ledit procédé comprenant au moins les étapes
suivantes :

- (1) obtention d’un organisme eucaryote génétiquement modifié par un procédé de
translocation chromosomique entre deux régions cibles tel que défini ci-dessus,

- (i1) obtention d’un deuxieme organisme eucaryote génétiquement modifié par un
procédé de translocation chromosomique entre deux régions cibles tel que défini ci-
dessus, lesdites régions cibles étant différentes de celles définies a 1’étape (i) ci-dessus,

- (iii) analyse phénotypique des organismes eucaryote génétiquement modifié
obtenus aux étapes (i) et (ii),

- (iv) optionnellement, détermination des régions cibles d’intérét pour une trans-
location chromosomique.

Dans un sixieme aspect, la présente invention concerne également un procédé de
croisement sexuel entre deux souches de champignon obtenues par un procédé de
translocation chromosomique selon ’invention. Avantageusement, cela pourrait
permettre de générer des caryotypes identiques et/ou obtenir des souches avec des
propriétés améliorées (Chuang et al.). Plus particulierement, ledit procédé et réalisé
dans des conditions adaptées au croisement sexuel des champignons.

Selon un mode de réalisation, les souches ainsi croisées sont compatibles, ¢’est-a-dire
que leur croisement permet de générer une nouvelle souche. Selon un mode de réa-
lisation, la présente invention concerne un procédé de reproduction comprenant les
étapes suivantes :

- (1) optionnellement 1’obtention d’une premicre souche de champignon obtenue par
un procédé de translocation chromosomique selon 1’invention,

- (i1) optionnellement I’ obtention d’une deuxieme souche de champignon obtenue par
un procédé de translocation chromosomique selon 1’invention,

- (iii) un croisement entre deux souches obtenus par un procédé de translocation
chromosomique entre deux régions cibles selon I’invention, notamment la premicre et
la deuxieme obtenues aux étapes (1) et (ii),

- (iv) optionnellement I’obtention d’une nouvelle souche.

Les définitions et modes de réalisation relatif au premier aspect de I’'invention
s’appliquent mutatis mutandis aux autres aspects. Par exemple, toutes les définitions et

préférences indiquées dans le premier aspect de 1’invention ci-dessus s’appliquent
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également a tous les autres aspects de I’invention.
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Nom de la |Séquence

séquence

SEQID |[CCAAGAACAATAGCCGATAAAGATAGCCTCATTAAACGGAA
NO: 1 TGAGCTAGTAGGCAAAGTCAGCGAATGTGTATATATAAAGG
Séquence |TTCGAGGTCCGTGCCTCCCTCATGCTCTCCCCATCTACTCA
de la TCAACTCAGATCCTCCAGGAGACTTGTACACCATCTTTTGA
cassette |GGCACAGAAACCCAATAGTCAACCGCGGACTGCGCACATAC
génétique |CTACCGACTGCATTGCATTGGTACAGCTGCAGGCACTTCCAGGCAC
ura3+ (la |GGCCACCAAATTGCAGCGGCCCTTGCTTGCTTGCTTGGTTCGAGAA
séquence |CTAGGATCTIGTGTCITTTGCCTTGCCTTGTCTTGTCTGGGTTICCTGC
codante du |TCGTCTGCGGCAATCGGAACGCCGCCAGTGCGGTGCCAAGCAAAC
gene ura3 |CAGCCAAGGTAGGTACCTACCACTAGGCTTCTTTTCTCGTTGTICTCA
esten gras |CTCTCTCTTTTCCTCTTIGTCCTCTCTTATCCCCATCTTTICTCTCICT
, les CTCTGCTCCTTICCTAACCACTICCCTACCTTTICTICTTTTTCCTTTTC
séquences |TTGTCATCTCCATCTTGGCTGACGAAAAAGGTCTGACTGGGTAGGT
promotrice |ATTATCTGGCAGACTTGTGTGTATCATTCACCCTATTTCTGCTTCATA
(en GTACATGTACTGTACCTGAACGGCTCAACCGCTATTTACGACTCTTA
italique) et |TTTTTTTGTGGCGTTGGTCACGTTTGCCAGCTGTTGTCCGTCTITCT
terminatric | AGGGCTCCTCAAACTTGACCTGACCGAGCTCCCTTTCTGGACCCGG
e(en TGGGCITCACTTCCAGCTGCTGAGCGACCTGAGCCGAACATCCTCA
italique GTCCTTGTCCAGCGCAATTCATTTTCTTTCCTTTICTTTTTTTTTATIC
souligné) |CTTTCTTTACTTTTATICTCTCTTTTTCTCCTCTTCCICTTCTTCTICTT
et les TCTCCTCCTCCTCCATATCCTCACTCTCGTCTCCCTCATTACTACCC
séquences |TCTCGGCTCCTCAGGTCCACCAACCCTCCCGCACCCAAACCTCTGC
flanquante |CGCTGAAACCCATTCGGTGGTCGCCGTTTTTTTTTTITTTTTTTICIC
sau gene |[ACCCCCAAAGTCGCAATATCGGGTATCGCCGCCGGCATTGAATCGC
cbhlen |CTTCTCCGCTAGCATCGACTACTGCTGCTCTGCTCTCGITGCCAGC
italique  |GCTGCTCCCTAGAATTTTGACCAGGGGACGAGCCCGACATTAAAGC

£ras)

AACTCCCTCGCCTCGAGACGACTCGGATCGCACGAAATTCTCCCAA
TCGCCGACAGTTCCTACTCCTCTTCCTCCCGCACGGCTGTCGCGCT
TCCAACGTCATTCGCACAGCAGAATIGTGCCATCTCTCTCTTTTITIT
CCCCCCCTCTAAACCGCCACAACGGCACCCTAAGGGTTAAACTATC
CAACCAGCCGCAGCCTCAGCCICTCTCAGCCTCATCAGCCATGGC
ACCACACCCGACGCTCAAGGCCACCTTCGCGGCCAGGAGC
GAGACGGCGACGCACCCGCTGACGGCTTACCTGTTCAAGC
TCATGGACCTCAAGGCGTCCAACCTGTGCCTGAGCGCCGA




22

CGTGCCGACAGCGCGCGAGCTGCTGTACCTGGCCGACAAG
ATTGGCCCGTCGATTGTCGTGCTCAAGACGCACTACGACAT
GGTCTCGGGCTGGGACTTCCACCCGGAGACGGGCACGGGA
GCCCAGCTGGCGTCGCTGGCGCGCAAGCACGGCTTCCTCA
TCTTCGAGGACCGCAAGTTTGGCGACATTGGCCACACCGTC
GAGCTGCAGTACACGGGCGGGTCGGCGCGCATCATCGACT
GGGCGCACATTGTCAACGTCAACATGGTGCCCGGCAAGGC
GTCGGTGGCCTCGCTGGCCCAGGGCGCCAAGCGCTGGCTC
GAGCGCTACCCCTGCGAGGTCAAGACGTCCGTCACCGTCG
GCACGCCCACCATGGACTCGTTTGACGACGACGCCGACTC
CAGGGACGCCGAGCCCGCCGGCGCCGTCAACGGCATGGGC
TCCATTGGCGTCCTGGACAAGCCCATCTACTCGAACCGGTC
CGGCGACGGCCGCAAGGGCAGCATCGTCTCCATCACCACC
GTCACCCAGCAGTACGAGTCCGTCTCCTCGCCCCGGTTAAC
AAAGGCCATCGCCGAGGGCGACGAGTCGCTCTTCCCGGGC
ATCGAGGAGGCGCCGCTGAGCCGCGGCCTCCTGATCCTCG
CCCAAATGTCCAGCCAGGGCAACTTCATGAACAAGGAGTAC
ACGCAGGCCTGCGTCGAGGCCGCCCGGGAGCACAAGGACT
TTGTCATGGGCTTCATCTCGCAGGAGACGCTCAACACCGAG
CCCGACGATGCCTTTATCCACATGACGCCCGGCTGCCAGCT
GCCCCCCGAAGACGAGGACCAGCAGACCAACGGATCGGTC
GGTGGAGACGGCCAGGGCCAGCAGTACAACACGCCGCACA
AGCTGATTGGCATCGCCGGCAGCGACATTGCCATTGTGGG
CCGGGGCATCCTCAAGGCCTCAGACCCCGTAGAGGAGGCA
GAGCGGTACCGATCAGCAGCGTGGAAAGCCTACACCGAGA
GGCTGCTGCGATAGGGGAGGGAAGGGAAGAAAGAAGTAAAGAA
AGGCATTTAGCAAGAAGGGGGAAAAGGGAGGGAGGACAAACGGAG
CTGAGAAAGAGCTCTTGTCCAAAGCCCGGCATCATAGAATGCAGCT
GTATTTAGGCGACCTCTTITTCCATCTTGTCGATTTTTGITATGACGT
ACCAGTTGGGATGATGGATGATTGTACCCCAGCTGCGATTGATGTG
TATCTTTGCATGCAACAACACGCGATGGCGGAGGCGAACTGCACAT
TGGAAGGTTCATATATGGTCCTGACATATCTGGTGGATCTGGAAGC
ATGGAATTGTATTTTTGATTTGGCATTTGCTTTTGCGCGTGGAGGGA
ACATATCACCCTCGGGCATTTTTCATTITGGTAGGATGGTTTGGATGC
AGTTGTCGACGATATCAGCTTCCATATATACGGAATTGTTCAATTGA
GTATTACCTGATGGCTATTTGTGTCGATCCTTTGTGACATTGACATG
TGATGGCGCCTGTACCTCTAAATGTATGCAGCGTAACATCTTCAGA
GCACGGAGCTCCGTGGCGAAAGCCTGACGCACCGGTAGATTICTTG




23

GIGAGCCCGTATCATGACGGCGGCGGGAGCTACATGGCCCCGGG
TGATTTATTTTTITIGTATCTACTTICTGACCCTTTTCAAATATACGGTC
AACTCATCTTTCACTGGAGATGCGGCCTGCTTGGTATTGCGATGIT
GITCAGCTTGGCAAATTGIGGCT

SEQID |GGA CCA GCA CAA CGG AU

NO:2

Séquence

de I’ARN

guide

SEQID |ATCGCACGAAATTCTCCCAATCGCCGACAGTTCCTACTCCTCTT

NO: 3 CCTCCCGCACGGCTGTCGCGCTTCCAACGTCATTCGCACAGCA

Séquence |GAATTGTGCCATCTCTCTCTTTTTTTTCCCCCCCTCTAAACCGCC

de la ACAACGGCACCCTAAGGGTTAAACTATCCAACCAGCCGCAGCC

matrice de |TCAGCCTCTCTCAGCCTCATCAGCCGGGAGGGAAGGGAAGAAA

réparation |GAAGTAAAGAAAGGCATTTAGCAAGAAGGGGGAAAAGGGAGG
GAGGACAAACGGAGCTGAGAAAGAGCTCTTGTCCAAAGCCCG
GCATCATAGAATGCAGCTGTATTTAGGCGACCTCTTTTTCCATC
TTGTCGATTTTTGTTATGACGTACCAGTTGGGATGATGGATGAT
TGTACCCCAG

SEQID |TGGCCTCGCTGGCTCGA

NO: 4

Primer 1

SEQID |CAGCCGGGCGTCATGTGG

NO:5

Primer 2

SEQID |AGGAGCGAGACGGCGACG

NO: 6

Primer 3

SEQID |CTCGAGCCAGCGCTTGGC

NO :7

Primer 4

SEQID |GCTCAGCCTTAGTAGGTAGG

NO: 8

Primer 5

SEQID |TCTCGTTCAGCTCGTAATCG

NO:9
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Primer 6

SEQ ID
NO: 10

Primer 7

TTGTCACCCAGTTCGAGACG

SEQ ID
NO: 11

Primer 8

CAGAGGCATTCATCTGAAGCC

SEQ ID
NO: 12
200pb en
amont du
gene
CBH1
(région
flanquante

)

CCAAGAACAATAGCCGATAAAGATAGCCTCATTAAACGGAA
TGAGCTAGTAGGCAAAGTCAGCGAATGTGTATATATAAAGG
TTCGAGGTCCGTGCCTCCCTCATGCTCTCCCCATCTACTCA
TCAACTCAGATCCTCCAGGAGACTTGTACACCATCTTTTGA
GGCACAGAAACCCAATAGTCAACCGCGGACTGCGCA

SEQ ID
NO: 13
Promoteur
natif du

gene ura3

CATACCTACCGACTGCATTGCATTGGTACAGCTGCAGGCACTTCCA
GGCACGGCCACCAAATTGCAGCGGCCCTTIGCTTGCTIGCTIGGTTC
GAGAACTAGGATCTGTGTCITTTGCCTTGCCTTGTCTIGTCTGGGTT
CCTGCTCGTCTGCGGCAATCGGAACGCCGCCAGTGCGGTIGCCAAG
CAAACCAGCCAAGGTAGGTACCTACCACTAGGCTICTTTTCTCGTTG
TCTCACTCTCTCITITCCTCTTIGTICCTCICTTATCCCCATCTTTTCTC
TCTCTCTCTGCTCCTTTCCTAACCACTICCCTACCTTICTCTTTTICC
TTTTCTTGTCATCTCCATCTTGGCTGACGAAAAAGGTCTGACTGGGT
AGGTATTATCTGGCAGACTTGTGTGTATCATTCACCCTATTITCTGCIT
CATAGTACATGTACTGTACCTGAACGGCTCAACCGCTATTTACGACT
CTTATTTTTTTGTGGCGTTGGTCACGTTTGCCAGCTIGTTIGTCCGTCT
TTCTAGGGCTCCTCAAACTTGACCTGACCGAGCTCCCTTTICTGGAC
CCGGTGGGCTTCACTTCCAGCTGCTGAGCGACCTGAGCCGAACAT
CCTCAGTCCTIGTCCAGCGCAATTCATTTTCTTTCCTTTTCTTTTTITIT
TATTCCTTTCTTTACTTTTATTICTCTCTITTTCTCCTCTTCCTCTICTIC
TTCTTTCTCCTCCTCCTCCATATCCTCACTCTCGTCTCCCTCATTACT
ACCCTCTCGGCTCCTCAGGTCCACCAACCCTCCCGCACCCAAACCT
CTGCCGCTGAAACCCATTCGGTGGTCGeeaTTTITITTTTITTTTTTIT
TCTCACCCCCAAAGTCGCAATATCGGGTATCGCCGCCGGCATTGAA
TCGCCTTCTCCGCTAGCATCGACTACTGCTGCTCTGCTCTCGTTGC
CAGCGCTGCTCCCTAGAATTTTGACCAGGGGACGAGCCCGACATTA
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AAGCAACTCCCTCGCCTCGAGACGACTCGGATCGCACGAAATTCTC
CCAATCGCCGACAGTITCCTACTCCTCTTCCTCCCGCACGGCTGTCG
CGCTTCCAACGTCATICGCACAGCAGAATTGIGCCATCTCTICTCTIT
ITTTTCCCCCCCTCTAAACCGCCACAACGGCACCCTAAGGGTTAAA
CTATCCAACCAGCCGCAGCCTCAGCCTCTCTCAGCCTCATCAGCC

SEQ ID
NO: 14

Geéne ura3

ATGGCACCACACCCGACGCTCAAGGCCACCTTCGCGGCCA
GGAGCGAGACGGCGACGCACCCGCTGACGGCTTACCTGTT
CAAGCTCATGGACCTCAAGGCGTCCAACCTGTGCCTGAGC
GCCGACGTGCCGACAGCGCGCGAGCTGCTGTACCTGGCCG
ACAAGATTGGCCCGTCGATTGTCGTGCTCAAGACGCACTAC
GACATGGTCTCGGGCTGGGACTTCCACCCGGAGACGGGCA
CGGGAGCCCAGCTGGCGTCGCTGGCGCGCAAGCACGGCTT
CCTCATCTTCGAGGACCGCAAGTTTGGCGACATTGGCCACA
CCGTCGAGCTGCAGTACACGGGCGGGTCGGCGCGCATCAT
CGACTGGGCGCACATTGTCAACGTCAACATGGTGCCCGGC
AAGGCGTCGGTGGCCTCGCTGGCCCAGGGCGCCAAGCGCT
GGCTCGAGCGCTACCCCTGCGAGGTCAAGACGTCCGTCAC
CGTCGGCACGCCCACCATGGACTCGTTTGACGACGACGCC
GACTCCAGGGACGCCGAGCCCGCCGGCGCCGTCAACGGCA
TGGGCTCCATTGGCGTCCTGGACAAGCCCATCTACTCGAAC
CGGTCCGGCGACGGCCGCAAGGGCAGCATCGTCTCCATCA
CCACCGTCACCCAGCAGTACGAGTCCGTCTCCTCGCCCCGG
TTAACAAAGGCCATCGCCGAGGGCGACGAGTCGCTCTTCC
CGGGCATCGAGGAGGCGCCGCTGAGCCGCGGCCTCCTGAT
CCTCGCCCAAATGTCCAGCCAGGGCAACTTCATGAACAAGG
AGTACACGCAGGCCTGCGTCGAGGCCGCCCGGGAGCACAA
GGACTTTGTCATGGGCTTCATCTCGCAGGAGACGCTCAACA
CCGAGCCCGACGATGCCTTTATCCACATGACGCCCGGCTGC
CAGCTGCCCCCCGAAGACGAGGACCAGCAGACCAACGGAT
CGGTCGGTGGAGACGGCCAGGGCCAGCAGTACAACACGCC
GCACAAGCTGATTGGCATCGCCGGCAGCGACATTGCCATT
GTGGGCCGGGGCATCCTCAAGGCCTCAGACCCCGTAGAGG
AGGCAGAGCGGTACCGATCAGCAGCGTGGAAAGCCTACAC
CGAGAGGCTGCTGCGATAG

SEQ ID
NO: 15

Terminate

GGGAGGGAAGGGAAGAAAGAAGTAAAGAAAGGCATTTAGCAAGAA
GGGGGAAAAGGGAGGGAGGACAAACGGAGCTGAGAAAGAGCTCTT
GICCAAAGCCCGGCATCATAGAATGCAGCTGTATTTAGGCGACCTC
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ur natif
d’ura3

TTTTTCCATCTTIGTCGATTTTTGTTATGACGTACCAGTTGGGATGATG
GATGATTGTACCCCAGCTGCGATTGATGTGTATCTTTGCATGCAACA
ACACGCGATGGCGGAGGCGAACTGCACATTGGAAGGTTCATATATG
GICCTGACATATCTGGTGGATCTGGAAGCATGGAATTGTATTTTTGA
TTTGGCATTTGCTITTGCGCGTIGGAGGGAACATATCACCCTCGGGC
ATTTTTCATTTGGTAGGATGGTTTGGATGCAGTTGTCGACGATATCA
GCTTCCATATATACGGAATTGTTCAATTGAGTATTACCTGATGGCTAT
ITGIGTCGATCCTTTGTGACATTGACATGTGATGGCGCCTGTACCTC
TAAATGTATGCAGCGTAACATCTTCAGAGCACGG

SEQ ID
NO: 16
200pb en
aval du
gene
CBH1
(région
flanquante

)

AGCTCCGTGGCGAAAGCCTGACGCACCGGTAGATTCTTGG

TGAGCCCGTATCATGACGGCGGCGGGAGCTACATGGCcce
GGGTGATTTATTTTTTTTIGTATCTACTTCTGACCCTTTTCAA
ATATACGGTCAACTCATCTTTCACTGGAGATG GG ccTGCT
TGGTATTGCGATGTTGTCAGCTTGGCAAATTGTGGCT

SEQ ID
NO: 17
Région
flanquante,
200pb en
amont du

gene ura3

ATCGCACGAAATTCTCCCAATCGCCGACAGTTCCTACTCCTCTT
CCTCCCGCACGGCTGTCGCGCTTCCAACGTCATTCGCACAGCA
GAATTGTGCCATCTCTCTCTTTTTTTTCCCCCCCTCTAAACCGCC
ACAACGGCACCCTAAGGGTTAAACTATCCAACCAGCCGCAGCC
TCAGCCTCTCTCAGCCTCATCAGCC

SEQ ID
NO: 18
Région
flanquante,
200pb en
aval du

gene ura3

GGGAGGGAAGGGAAGAAAGAAGTAAAGAAAGGCATTTAGCAA
GAAGGGGGAAAAGGGAGGGAGGACAAACGGAGCTGAGAAAG
AGCTCTTGTCCAAAGCCCGGCATCATAGAATGCAGCTGTATTT
AGGCGACCTCTTTTTCCATCTTGTCGATTTTTGTTATGACGTACC
AGTTGGGATGATGGATGATTGTACCCCAG

Séquences de 1’invention

D’autres caractéristiques, détails et avantages de I’invention apparaitront a la lecture

des Figures annexées et des exemples qui visent uniquement a illustrer 1’invention,

sans la limiter.
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Breve description des Figures
Fig. 1

[Fig.1] représente un schéma d’un exemple de cassette contenant le site de recon-
naissance (SR) qui est intégré au préalable dans le génome de 1’organisme hote avant
I’action de la nucléase. Ledit site de reconnaissance est intégré au sein d’un rapporteur
d’intégration, par exemple un géne modifiant I’auxotrophie de 1’organisme. Les termes
« 1/2 marqueur » et « 2/2 marqueur » représentent le méme marqueur, la séquence
étant scindée en deux par I'insertion de la séquence du site de reconnaissance. Dans un
tel cas, le géne n’est plus fonctionnel et permet de sélectionner des organismes
contenant le site de reconnaissance de la nucléase, par comparaison avec des or-
ganismes qui ne contiennent pas la séquence du site de reconnaissance de la nucléase
aux locus souhaités et qui possedent une copie fonctionnelle du gene. Les deux
chromosomes ici ciblés sont nommées X et Y, qui doivent simplement €tre compris
comme chromosomes 1 et 2, et non pas comme des chromosomes sexuels chez
I’humain. Les cibles Kx et Ky, en amont et en aval du site de reconnaissance cor-
respondent aux régions flanquantes en 5° et 3’ pour insérer le site de reconnaissance de
la nucléase aux sites chromosomiques souhaitée, respectivement sur les chromosomes
XetY.
Fig. 2

[Fig.2] représente deux chromosomes, dans le cas hors invention (a gauche) et dans
le cas de I’invention (a droite). Le site de reconnaissance (locus cible) de la nucléase
Cas9 est indiqué. Chacun des deux chromosomes est porteur de deux sites de recon-
naissance. Dans le cas hors-invention, les quatre locus cibles sont différents, de méme
que les ARN guide associés a la nucléase (le locus cible 1 sera coupé a I’aide la
nucléase Cas9 associé a I’ARN guide 1, le locus cible 2 sera coupé a I’aide la nucléase
Cas9 associé a I’ARN guide 2, ...). Au contraire, dans le cas de I’invention, les quatre
locus cibles sont identiques, de méme que les ARN guide associés a la nucléase : tous
les locus cibles seront coupés a I’aide la nucléase Cas9 associé a I’ARN guide 1.
Fig. 3

[Fig.3] représente une cassette génétique pour I’insertion d’un géne ura3 fonctionnel
au site du gene cbhl. En haut, la cassette génétique est représentée, et en bas le site
d’insertion localisé sur le chromosome VII (CHRVII).
Fig. 4

[Fig.4] représente la localisation chromosomique des deux versions du géne ura3 . La
version mutée et native ura3- est localisée sur le chromosome V (CHRYV) et la version
fonctionnelle et additionnelle ura3+ est localisée sur le chromosome VII (CHRVII).

Fig. 5
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[Fig.5] représente une matrice de réparation pour I’excision de la partie codante du
gene ura3. Elle est composée de 180 pb en 5’du gene et de 180 pb en 3° du gene.
Fig. 6

[Fig.6] représente un schéma des amplifications PCR pour I’indentification de la
présence ou non des genes ura3 et la présence ou non d’un brassage chromosomique.
CHRY représente le chromosome V, CHRVII représente le chromosome VII, pURA
représente un promoteur pour le géne ura3, ura natif représente le géne ura3, tUra re-
présente le terminateur pour le géne ura3.

Fig. 7

[Fig.7] représente la translocation dirigée obtenue entre les extrémités des
chromosomes V et VII (CHRV et CHRVII). Les régions promotrices et terminatrices
sont les restes de 1’excision des geénes ura3- et ura3+. Avant translocation, un
chromosome est uni, I’autre hachuré, et apres translocation, un réarrangement entre
une région unie et une région hachurée est obtenu.

Exemples

Exemple 1 : Translocation a 1’aide d’un seul site de reconnaissance répété au

sein du génome

L’étape 1 vise a identifier un site de reconnaissance de la nucléase, optionnellement
vérifier si celui-ci est déja présent une fois dans le génome sur un chromosome.

L’étape 2 vise a construire au moins une cassette pour insérer le site de recon-
naissance de la nucléase dans le génome sur un autre chromosome ou au sein du méme
chromosome.

Lorsque le site de reconnaissance de la nucléase est présent une fois sur un
chromosome, une seule cassette peut étre utilisée pour insérer le méme site de recon-
naissance sur le méme ou un autre chromosome.

Au contraire, lorsque le site de reconnaissance de la nucléase n’est pas présent natu-
rellement sur un chromosome, au moins deux cassettes peuvent €tre utilisée pour
insérer le méme site de reconnaissance sur le méme ou deux chromosomes différents.
Dans un tel cas les cassettes utilisées sont identiques, sauf en ce qui concerne les
régions flanquantes qui différent pour cibler I’intégration du site de reconnaissance aux
locus souhaités sur le chromosome ou sur chacun des deux chromosomes. La [Fig.1]
illustre le cas ou il y a des sites de reconnaissance de la nucléase sur deux
chromosomes.

La [Fig.2] (a droite) représente I’exemple ol chacun des deux chromosomes, est
porteur de deux sites de reconnaissance. La méme nucléase peut ainsi couper sur
chacun de ces quatre sites et un brassage chromosomique peut &tre initi€ entre les

fragments chromosomiques ainsi obtenus.
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Lorsqu’un au moins deux sites de reconnaissance de la méme nucléase est présent sur
au moins deux chromosomes différents, le brassage chromosomique peut étre initié,
par transformation de 1’organisme avec la méme nucléase adapté au site de recon-
naissance.

Exemple 2 : Translocation dirigée obtenue a partir d’une souche CL.847 (ura3+)
L’exemple décrit ici une translocation dirigée obtenue a partir d’une souche dérivée
de la souche CL847 (CL847-ura3+) possédant deux versions du gene ura3, une version
fonctionnelle (ura3+) et une version non fonctionnelle (ura3-). Le géne ura3 est ici le

marqueur de sélection.

1. Construction de la souche CL847-ura3+

Il est possible de sélectionner des souches auxotrophes pour I’uracile en utilisant un
analogue de pyrimidine, I’acide 5-fluoro-orotique (SFOA) dans le milieu. En effet, les
souches présentant une copie sauvage des genes URA3 (ura3+) ou URAS (ura5+) ne
peuvent pas pousser sur un tel milieu tandis que les souches mutantes ura3- ou ura5-
pousseront normalement. La toxicité du SFOA vient de sa conversion en
S-fluoro-UMP par I’OMP pyrophosphorylase codé€ par le gene URAS ou/et par I’OMP
decarboxylase cod€ par le gene URAS.

La souche dérivée de la souche CL847 est un mutant spontané sélectionné sur le
milieu MM additionné de SFOA et présentant une mutation dans le gene ura3 (au
niveau du chromosome V). Cette mutation est une délétion de 20 paires de bases.

L’auxotrophie pour I’uracile de cette souche a été complétée par réinsertion d’une
cassette génétique contenant le gene ura3 (SEQ ID NO : 14) avec 1217 pb en amont de
I’ ATG (région promotrice, SEQ ID NO : 13) et 546 pb en aval du codon stop (région
terminatrice, SEQ ID NO : 15) et 200 pb des régions flanquantes du géne cbhl (en
amont représentée par SEQ ID NO : 12, et en aval représentée par SEQ ID NO : 16).
La séquence de la cassette est représentée en SEQ ID NO : 1, et la représentation d’une
telle construction est présentée en [Fig.3].

L’insertion de la cassette génétique au site du géne cbhl a été vérifié par PCR. La lo-
calisation des deux geénes ura3 (ura3+ et ura3-) est représentée sur la [Fig.4].

2. Transformation de la souche CL847-ura3+

La souche CL847-ura3+ a été transformée avec une matrice de réparation et un
complexe ribonucléoprotéique composée d’un ARN guide et de I’endonucléase Cas9.
Les séquences de la matrice de réparation et de I’ARN guide sont indiquées dans les
SEQIDNO :3 et SEQIDNO: 2.

Un schéma de la matrice de réparation est représenté en [Fig.5].

Toute méthode de transformation peut étre utilisée, par exemple celle décrite dans la
demande internationale PCT/FR2016/053601. Les transformants ont été sélectionnés

sur un milieu contenant du SFOA sur lequel seules les souches auxotrophes pour
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I’uracile peuvent pousser.

Les souches ainsi obtenues ont €t€ purifiées et I’élimination des deux genes ura3 a
été vérifie par PCR. Un schéma des amplifications PCR pour I’identification de la
présence ou non des genes ura3 et la présence ou non d’un brassage chromosomique
est représentée en [Fig.6]. Sur cette [Fig.6], les 2 paires d’oligonucléotides (primer 1-2)
et (primer 3-4) couplées a une PCR d’un geéne rapporteur permettent de vérifier la
présence ou I’absence des genes ura3 de ladite souche CL847. Les deux paires
d’oligonucléotides (primer 5-6) et (primer 7-8) permettent de vérifier la bonne excision
des deux genes ura3 et le bon rapprochement entre les deux brins chromosomiques
freres. Les deux paires d’oligonucléotides (6-7) et (5-8) permettent de vérifier 1a bonne
excision des deux genes ura3 et d’identifier un brassage chromosomique.

Comme indiqué sur la [Fig.6], apres coupure des deux chromosomes (V et VII) au
niveau du site de reconnaissance de la nucléase, présent sur chacun des deux
chromosomes, quatre fragments chromosomiques sont obtenus : un fragment 5’ du
chromosome V, un fragment 3° du chromosome V, un fragment 5° du chromosome
VII, et un fragment 3’ du chromosome VII. Différents cas peuvent alors se produire :

- lorsque les fragments 5° et 3° du chromosome V se rapprochent, il n’y a pas de
brassage chromosomique,

- lorsque les fragments 5° et 3° du chromosome VII se rapprochent, il n’y a pas de
brassage chromosomique,

- lorsque le fragment 5° et du chromosome V et le fragment 3’ du chromosome VII
se rapprochent, il y a un brassage chromosomique,

- lorsque le fragment 3° et du chromosome V et le fragment 5’ du chromosome VII
se rapprochent, il y a un brassage chromosomique.

3. Identification de la translocation dirigée

L’ ADN des souches présentant le phénotype et génotype attendus a €t€ extrait et
séquencé en paired end 2X150pb. L’alignement des lectures a été€ effectué sur le
génome de référence QM6a en utilisant 1’outil d’alignement Geneious (Geneious
Prime® 2022.2.1) qui permet aussi d’identifier les variations structurales.

Une souche présentant une translocation entre les deux sites d’insertion a €t€ sé-
lectionnée ([Fig.7]). La translocation a été vérifiée par PCR.

Le milieu de culture MM additionné de SFOA utilisé dans cet exemple est le

suivant :
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[Tableaux2]

Pour 1 litre
KH2PO4 5g
(NH4)SO4 Sg
Tris-Sodium Citrate [11.7 g
Glucose 20¢g
Agar 20¢g
H20 (eau distillée)  [Qsp 11

Composition du milieu MM agar + SFOA

Autoclave a 20 minutes a 120°C, puis apres I’autoclave, addition de :

[Tableaux3]
Solution stock Pour 1 litre
MgSO4 200X (120g/1) Sml
CaCl2 200X (120g/1) Sml
Eléments Traces 1000X 1 ml
Uridine 100X (1M : 24,4g dans (10 ml
100mL)
S'FOA - 1,5 mg

Ajout a la composition du milieu MM agar + SFOA apres autoclave
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Revendications

Procédé de translocation chromosomique entre au moins deux régions
cibles chez un organisme eucaryote, ledit procédé comprenant, au
moins, une €tape de coupure du double brin d”’ADN sur le ou les
chromosome(s) impliqué(s) dans la translocation au niveau du site de re-
connaissance d’une nucléase, et ledit procédé¢ étant caractérisé en ce que
chaque région cible comprend le méme site de reconnaissance de ladite
nucléase,

sous réserve que ledit organisme eucaryote n’est pas un organisme
humain, un embryon humain, une cellule de lignée germinale humaine
ou une cellule embryonnaire humaine.

Procédé de translocation chromosomique selon la revendication 1, ca-
ractérisé en ce que 1’étape de coupure du double brin d’ADN est :

- une étape de coupure sur chaque chromosome impliqué dans la trans-
location au niveau du site de reconnaissance d’une nucléase, ou

- une étape de coupure dans le méme chromosome au niveau du site de
reconnaissance d’une nucléase.

Procédé de translocation chromosomique selon 1’une quelconque des re-
vendications précédentes, caractérisé en ce que 1’étape de coupure du
double brin d’ADN est réalisée par une cassure double brin ou deux
cassures simple brin.

Procédé de translocation chromosomique selon 1’une quelconque des re-
vendications précédentes, caractérisé en ce que 1’organisme eucaryote
est un champignon, notamment un champignon filamenteux, notamment
appartenant au genre Trichoderma.

Procédé de translocation chromosomique selon 1’une quelconque des re-
vendications précédentes, caractérisé en ce que la nucléase est choisie
parmi une méganucléase, une nucléase a doigt de zinc, une nucléase
TALE, une nickase, et une nucléase Cas, de préférence CRISPR/Cas9
ou CRISPR/Cas12.

Procédé de translocation chromosomique selon 1’une quelconque des re-
vendications précédentes, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes
suivantes :

- optionnellement, 1’identification d’un site de reconnaissance d’une
nucléase,

- I'insertion dans le génome d’un organisme, notamment un

champignon, d’au moins un site de reconnaissance de ladite nucléase,
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- la sélection d’un organisme issu de 1’étape précédente comprenant le
site de reconnaissance de ladite nucléase dans chaque région cible,

- I'introduction dans I’organisme issu de 1’étape précédente de ladite
nucléase ou d’un vecteur comprenant au moins un acide nucléique
codant pour ladite nucléase,

- optionnellement, la vérification de la translocation chromosomique.

[Revendication 7] Organisme eucaryote, notamment une souche de champignon,
transformé par le procédé de translocation chromosomique selon 1’une
quelconque des revendications précédentes, ou la descendance d’un tel
organisme,
sous réserve que ledit organisme eucaryote n’est pas un organisme
humain, un embryon humain, une cellule de lignée germinale humaine
ou une cellule embryonnaire humaine.

[Revendication §] Organisme eucaryote, notamment une souche de champignon,
comprenant au moins deux fois le méme site de reconnaissance d’une
nucléase dans son génome, notamment dans au moins deux
chromosomes différents,
sous réserve que ledit organisme eucaryote n’est pas un organisme
humain, un embryon humain, une cellule de lignée germinale humaine
ou une cellule embryonnaire humaine.

[Revendication 9] Utilisation d’un organisme, notamment une souche de champignon,
selon I’une quelconque des revendications 7-8, pour la production de
molécules ou de protéines d’intérét, notamment des enzymes cellulo-
lytiques ou des protéines d’intérét d’origine hétérologue.

[Revendication 10] Utilisation d’un organisme, notamment une souche de champignon,
selon I’une quelconque des revendications 7-8, pour I'hydrolyse de la
cellulose ou de 1a lignocellulose en sucres C5 et/ou C6 et/ou pour la
production de produits biosourcés ou de biocarburant a partir de
substrats cellulosiques ou lignocellulosiques.

[Revendication 11] Utilisation du méme site de reconnaissance d’une nucléase sur un ou
plusieurs chromosomes pour effectuer une translocation chromosomique
avec ladite nucléase,
sous réserve que 1’utilisation n’est pas sur un organisme humain, un
embryon humain, une cellule de lignée germinale humaine ou une
cellule embryonnaire humaine.

[Revendication 12] Procédé de reproduction entre deux souches comprenant une étape de
croisement entre deux souches de champignon obtenues par un procédé

de translocation chromosomique selon I’une quelconque des reven-
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dications 1-6, et optionnellement I’obtention d’une nouvelle souche.
Procédé pour identifier le site d’insertion d’un gene dans un organisme
eucaryote selon la revendication §, notamment un champignon, ledit
procédé comprenant au moins les étapes suivantes :

- obtention d’un organisme eucaryote dans lequel un gene est inséré de
manicre ectopique, ledit gene comprenant un fragment de séquence
similaire a un autre séquence du génome de I’organisme,

- réalisation d’une translocation chromosomique entre ledit fragment et
la deuxieme séquence possédant une similarité avec ledit fragment,

- analyse génomique dudit organisme eucaryote, apres la translocation

chromosomique, pour identifier le site d’insertion dudit gene.
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