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DESCRIPCION
Cepas de levadura y procedimiento para la produccién de hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos

La invencién se refiere a diversas cepas de levadura de la especie Yarrowia lipolytica, asi como procedimientos
correspondientes para la produccién biocatalitica de w-hidroxiacidos grasos o acidos dicarboxilicos con la ayuda de
estas cepas.

En el caso de los acidos dicarboxilicos se trata de acidos carboxilicos con dos grupos carboxi (estructura general:
HOOC-(CH2)r-COOH), que encuentran diversas aplicaciones en la industria quimica, p. €j., para la produccion de
fragancias, adhesivos, nailon y otras poliamidas, resinas, inhibidores de la corrosion o lubricantes. En particular, la
produccién biotecnolégica de acidos dicarboxilicos de cadena larga es de particular interés, ya que se forman una
serie de subproductos indeseables en la sintesis quimica de estos.

Los w-hidroxiacidos grasos contienen en el &tomo de Cw (Atomo de C con la mayor distancia posible del grupo carboxi)
un grupo hidroxilo (estructura general: HOOC-(CHz)n-CH20H). Los w-hidroxiacidos grasos son asimismo de gran
importancia en la industria quimica, ya que se utilizan, entre otros, en lubricantes, adhesivos, agentes cosméticos y
agentes terapéuticos contra el cancer. Ademas, los w-hidroxiacidos grasos podrian alcanzar una gran importancia en
el futuro, ya que pueden utilizarse como mondmeros para la sintesis de bioplasticos.

Para la obtencion de w-hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos a partir de n-alcanos y acidos grasos en el marco
de esta invencion, se utiliza la levadura no convencional Yarrowia (Y.) lipolytica. Se eligi6 la levadura Y. lipolytica
como organismo huésped para la bioconversion, porque es capaz de utilizar una pluralidad de sustratos como fuente
de carbono. Ademés de glucosa, glicerol, proteinas, alcoholes y acetato, a ellos pertenece también una gran cantidad
de sustratos hidréfobos, tales como aceites vegetales, grasas, acidos grasos y n-alcanos (Barth G y Gaillardin C (1997)
FEMS Microbiol Rev 19: 219-237.). Los sustratos hidr6fobos son emulsionados por las levaduras y son absorbidos
en el interior de la célula con ayuda de transportadores de membrana especializados (Fickers P, Benetti PH, Wache
Y, Marty A, Mauersberger S, Smit MS y Nicaud JM (2005) FEMS Yeast Res 5: 527-543.). Los n-alcanos absorbidos
en la célula se convierten gradualmente en acidos grasos con la misma longitud de cadena en el marco de la oxidacion
del alcano primario (monoterminal) (Fig, 1). Los acidos grasos se descomponen a continuacion en el marco de la 8-
oxidacion a acetil-CoA, que fluye hacia el ciclo del acido tricarboxilico y glioxilato. Paralelamente a la $-oxidacion de
los acidos grasos en los peroxisomas, la w-oxidacion tiene lugar en el reticulo endoplasmatico (véase la Fig. 1). Sin
embargo, esta oxidacion di-terminal de los acidos grasos se produce de forma natural en un grado mucho menor que
la B-oxidacion.

Diferentes levaduras, tales como, p. ej., Candida (C.) tropicalis e Y. lipolytica, son capaces de convertir alcanos de
cadena larga o acidos grasos en acidos a,w-dicarboxilicos. Con el fin de que los sustratos hidréfobos puedan
convertirse en el 4cido dicarboxilico respectivo, su metabolismo debe evitarse en el marco de la B-oxidacion. Esto se
puede hacer, p. €j., eliminando los genes POX que codifican la acil-CoA oxidasa. Si se desactiva la B-oxidacion, esto
conduce a un aumento de la 3-oxidacion de los &cidos grasos (Smit et al. (2005) Biotechnol. Lett. 27: 859-864.).

La produccién microbiana de acidos dicarboxilicos de cadena larga ya se ha realizado con ayuda de la levadura C.
tropicalis:

+ Picataggio S, Rohrer T, Deanda K, Lanning D, Reynolds R, Mielenz J y Eirich LD (1992) Biotechnology (N Y)
10: 894-898.

La produccion de &cidos dicarboxilicos se logré en este caso, principalmente, mediante la delecion de los genes POX4
y POX5. Existe una serie de patentes que protegen las cepas de produccién correspondientes de C. tropicalis, asi
como los correspondientes procedimientos de produccién (p. ej., documentos US4339536A, EP296506A2 vy
WO200017380A1).

Un documento de patente de 2013 se describe cémo se puede hacer que levaduras en general (de una manera en si
conocida) puedan producir cantidades elevadas de &cidos dicarboxilicos. En los ejemplos de realizacion, sin embargo,
aqui solo se trata en especial de C. tropicalis (documentos W0O201306730A2, W0O201306733A2).

Asimismo, la produccién microbiana de acidos dicarboxilicos de cadena larga ya se llevd a cabo con ayuda de la
levadura C. tropicalis:

. Lu W, Ness JE, Xie W, Zhang X, Minshull J y Gross RA (2010) J Am Chem Soc 132: 15451-15455.
Para ello, ademas de los genes POX4 y POX5, se eliminaron seis genes del citocromo P450, cuatro de alcohol oxidasa
y seis de alcohol deshidrogenasa. Estas cepas y procedimientos de produccidn ya estan protegidos por patente
(documento W0O2011008232A2).

Ademas, ya se ha descrito como se puede inducir a Y. lipolytica a formar acidos dicarboxilicos:
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*  Smit MS, Mokgoro MM, Setati E y Nicaud JM (2005) Biotechnol Lett 27: 859-864.

En este caso, se eliminaron todos los genes de acil-CoA oxidasa actualmente conocidos (POX1, POX2, POX3, POX4,
POX5 y POX6), asi como el gen de acil-CoA-diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1) y el gen de lecitina-colesterol-
aciltransferasa (LRO1). Ademas, se sobre-expreso el gen de NADPH-citocromo P450-reductasa (CPR1) (documento
W0200664131A8).

Junto a la produccion biotecnoldgica de w-hidroxiacidos grasos y &cidos dicarboxilicos con ayuda de levaduras
modificadas genéticamente aprovechando la w-oxidacion intracelular de &cidos grasos, existen también otros
procesos biotecnoldgicos que se basan en otras reacciones enzimaticas. Un ejemplo de esto lo representa el uso de
monooxigenasa de Baeyer-Villiger, que cataliza la conversion de una cetona en un éster (documento
WQ02013151393A1).

Misién de la presente invencién es proporcionar nuevas cepas de levadura de la especie Y. lipolytica que sean
adecuadas para la produccién microbiana de w-hidroxiacidos grasos o &cidos dicarboxilicos, en cantidades mayores
gue las hasta ahora conocidas, asi como un procedimiento para el cultivo de estas cepas.

El problema se resuelve mediante una cepa de levadura segun la reivindicacion 1, asi como mediante un
procedimiento segln la reivindicacion 8. Ejecuciones ventajosas se indican en las reivindicaciones dependientes. Por
lo tanto, la invencion proporciona lo siguiente:

Una cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica, que presenta una reduccion en la actividad de Faolp,
codificada por el gen FAO1l: YALIOB14014g, en donde la cepa de levadura presenta también una reduccién de las
actividades de los genes de acil-CoA-oxidasas POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6, en donde las actividades
de las proteinas Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 se reducen mediante

(i) delecion parcial o completa de los genes codificantes para Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y POX6
o

(i) expresion de genes no funcionales para Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y POX6 o

(iii) inhibicion o reduccion de la actividad de los genes expresados para Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5
y POXB6 por insercion, sustitucién o mutacién puntual en el gen que codifica la proteina.

De acuerdo con la solicitud, se proporciona una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica para la produccion
microbiana de w-hidroxiacidos grasos a partir de sustratos hidr6fobos, que presenta una reduccion de las actividades
de las acil-CoA-oxidasas (a saber, POX1: YALIOE32835g, POX2: YALIOF10857g, POX3: YALIOD24750g, POX4:
YALIOE27654g, POX5: YALIOC23859¢g, POX6: YALIOE065679), en donde en esta cepa de levadura estan reducidas,
ademas, las actividades de alcohol (graso)- deshidrogenasas (= alcohol (de acido graso)- deshidrogenasas, a saber,
elegidas de FADH: YALIOF09603g, ADH1: YALIOD25630g, ADH2: YALIOE17787g, ADH3: YALIOA16379g, ADH4:
YALIOE15818g, ADH5: YALIOD02167g, ADH6: YALIOA15147g y/o ADH7: YALIOEQ77669) y estan reducidas las
actividades de las alcohol(graso)-oxidasas (= alcohol (de acido graso)-oxidasas relevantes, a saber, FAOL:
YALIOB14014g), lo cual conduce a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos, preferiblemente w-
hidroxiacidos grasos lineales de acuerdo con la estructura general: HOOC-(CH2)n-CH20H, HOOC-(CnHzn-2)-CH20H,
COOC-(CnH2n-4)-CH20H 0 HOOC-(CnHzn-s)-CH20H, con n en el Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de
8 a 16, de un sustrato hidrofobo, en particular un n-alcano correspondiente o un acido graso (y otros sustratos
hidréfobos).

De manera particularmente preferida, el w-hidroxiacido graso es un w-hidroxiacido graso lineal de acuerdo con la
estructura general: HOOC-(CH2)n-CH20H, con n en el intervalo de 8 a 16.

La formacion de w-hidroxiacidos grasos o bien &cidos dicarboxilicos aumenta en el sentido de la presente invencion
si se incrementa en al menos un 10% en moles, de manera particularmente preferida en al menos un 20% en moles,
en comparacion con células de levadura sin la correspondiente modificacion genética.

La invencion se basa en el conocimiento obtenido recientemente de que pudo identificarse el gen que codifica la
alcohol graso-oxidasa de FAO1: YALIOB14014g en la cepa de levadura de la especie Y. lipolytica,

Ademas, los autores de la invencién han descubierto ahora, sorprendentemente, que la delecién del gen que codifica
la enzima Faolp reduce la w-oxidacion adicional de los w-hidroxiacidos grasos a aldehido de &cido graso o bien al
acido dicarboxilico en el marco de la w-oxidacion de &cidos grasos.

De manera particularmente ventajosa, la reduccion de la actividad de los productos de FADH, ADH1, ADH2, ADH3,

ADH4, ADH5, ADH6, ADH7 y/o FAO1 previene o reduce la oxidacion adicional de los w-hidroxiacidos grasos a
aldehido de acido graso o bien al &cido dicarboxilico en el marco de la w-oxidacion de acidos grasos.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 886 026 T3

El gen de la alcohol graso-oxidasa no se ha descrito hasta ahora en Y. lipolytica. Su uso en el marco de campos de
aplicacion biotecnolégicos representa igualmente una parte de esta invencion.

Preferiblemente, por una reduccién en la actividad de una proteina se ha de entender que se reduce la actividad de la
proteina por célula. De manera particularmente preferida por ello debe entenderse la falta de actividad de la proteina
en la célula de levadura.

La reduccion de la actividad de las proteinas se puede conseguir mediante diversos procedimientos conocidos por el
experto en la materia, tales como p. €j.:

(i) mediante la inhibicion o reduccién de la expresion de los genes que lo codifican
(ii) mediante la delecién parcial o completa de los genes que lo codifican

(iii) mediante la expresion de genes no funcionales

(iv) mediante la inhibicion o reduccion de la actividad de los genes expresados.

La inhibicion o reduccién de la expresion de un gen que codifica una proteina puede tener lugar, por ejemplo, mediante
la inhibicion o reduccion de la transcripcion del gen codificante o de la traduccion del ARNm formado. La delecién de
los genes codificantes puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante una expansién de los genes por medio de casetes
de delecion. La expresion de un producto génico disfuncional o de actividad reducida puede producirse, por ejemplo,
mediante insercidn, sustitucién o mutacion puntual en el gen que codifica la proteina.

En el caso de la reduccion de la actividad, se prefiere la delecién de un gen codificante.

Preferiblemente, la cepa de levadura segun la invencién para la produccién de w-hidroxiacidos grasos presenta, por
consiguiente, una delecion de los genes para las acil-CoA-oxidasas (POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6), asi
como para las alcohol (graso)-deshidrogenasas (FADH, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7) y/o para
las alcohol (graso)- oxidasas (FAO1l). Ademas, se reduce la formacion de las células grasas, preferiblemente
reduciendo la actividad de los productos génicos de PAH1 y/o SCT1.

La delecion de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 previene la -oxidacion y, por consiguiente,
impide la degradacion de los acidos grasos (a acetil-CoA o bien propionil-CoA).

Preferiblemente, en la cepa de levadura segun la invencion para la produccion microbiana de w-hidroxiacidos grasos
estan incrementadas las actividades de cualquier o de la totalidad de los productos génicos del citocromo P450, en
particular, de ALK1: YALIOE25982g, ALK2: YALIOF01320g, ALK3: YALIOA20130g, ALK4: YALIOB13816g, ALK5:
YALIOB13838g, ALK6: YALIOB01848g, ALK7: YALIOA15488g, ALK8: YALIOC12122g, ALK9: YALIOB06248g, ALK10:
YALIOB20702g, ALK11: YALIOC10054g y/o ALK12: YALIOA20130g. Ventajosamente, el aumento de productos
génicos del citocromo P450 individuales o de la totalidad conduce a una formacién incrementada de w-hidroxiacidos
grasos a partir del correspondiente sustrato hidr6fobo, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Se puede prever ventajosamente que la actividad de la NADPH citocromo P450-reductasa (CPR1: YALIOD04422g) se
incremente adicionalmente en la cepa de levadura segun la invencidén para la produccidon microbiana de w-
hidroxiacidos grasos, lo cual conduce a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos a partir del sustrato
hidréfobo correspondiente, especialmente n-alcanos y acidos grasos.

Preferiblemente, en la cepa de levadura segun la invencion para la produccion microbiana de w-hidroxiacidos grasos
se reduce adicionalmente la actividad de la acido fosfatidico-defosfohidrolasa (PAH1: YALIOD27016p). Esto conduce
ventajosamente a una reduccion del tamafio de las células grasas y, por consiguiente, a una formacion incrementada
de w-hidroxiacidos grasos o acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidr6fobo correspondiente, en particular n-
alcanos y acidos grasos.

Segun una ejecucién ventajosa de la presente invencion, en la cepa de levadura segun la invencién para la produccion
microbiana de w-hidroxiacidos grasos se reduce adicionalmente la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa
(SCT1: YALIOC00209g), lo cual conduce ventajosamente a una reduccién del tamafio de las células grasas y, por
consiguiente, a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente,
en particular n-alcanos y acidos grasos (y otros sustratos hidréfobos).

Se puede prever, ademas, que en la cepa de levadura para la produccién microbiana de w-hidroxiacidos grasos esté
reducida adicionalmente la actividad de la fosfolipido-diacilglicerol-aciltransferasa (LRO1: YALIOE16797g), lo cual
conduce a una reduccioén del tamafio de las células grasas y, por consiguiente, a una formacion incrementada de w-
hidroxiacidos grasos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.
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Ademas, se da a conocer que en la cepa de levadura segun la invencién para la producciéon microbiana de w-
hidroxiacidos grasos se reduce adicionalmente la actividad de la diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1: YALIOE32769g),
lo cual conduce a una reduccién del tamafio de las células grasas y, por consiguiente, a una formacién incrementada
de w-hidroxiacidos grasos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Ademas, se da a conocer que en la cepa de levadura segun la invencién para la produccién microbiana de w-
hidroxiacidos grasos esta incrementada adicionalmente la actividad de la glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa (GUT2:
YALIOB13970g), lo cual conduce a una reduccion del tamafio de las células grasas y, por consiguiente, a una formacién
incrementada de w-hidroxiacidos grasos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y
acidos grasos.

Se ha encontrado ahora, de manera particularmente ventajosa, que el aumento adicional de las actividades de
triacilglicerol-lipasas relevantes (TGL3/TGL4: YALIOF10010g, YALIOD16379g, YALIOD175349) en la cepa de levadura
segun la invencién para la produccién microbiana de w-hidroxiacidos grasos conduce a una reduccién del tamafio de
las células grasas y, por lo tanto, a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos a partir del correspondiente
sustrato hidréfobo, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Particularmente ventajosa se ha manifestado la reduccion de la actividad del transportador de citrato y oxalacetato
(YHM2: YALIOB10736g) y/o la reduccién de la actividad de la proteina transportadora de citrato (CTP1:
YALIOF26323g) en la cepa de levadura segun la invencion para la produccién microbiana de w-hidroxiacidos grasos,
ya que con ello se produce y/o se secreta al medio de cultivo una menor cantidad de &cidos organicos.

Opcionalmente, se puede prever que en la cepa de levadura segun la invencion para la produccion microbiana de w-
hidroxiacidos grasos, esté incrementado el transporte de w-hidroxiacidos grasos desde la célula de levadura o bien
desde el reticulo endoplasmatico al citoplasma, p. €j., por la actividad incrementada de transportadores de membrana
especificos, lo cual conduce a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos a partir del sustrato hidréfobo
correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Preferiblemente, en la cepa de levadura segun la invencion para la produccion microbiana de w-hidroxiacidos grasos
esta incrementado adicionalmente el transporte de los sustratos hidréfobos en la célula de levadura o bien de las
organelas respectivas (peroxisomas, reticulo endoplasmatico), p. €j., por la actividad incrementada de transportadores
de membrana especificos, lo cual conduce a una formacién incrementada de w-hidroxiacidos grasos a partir del
sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

La invencion se refiere también al uso de la cepa de levadura segun la invencién para la produccion microbiana de w-
hidroxiacidos grasos de la estructura general: HOOC-(CH2)n-OH, HOOC-(CnH2n-2)-CH20H, COOC-(CnH2n-4)-CH20H
0 HOOC-(CnH2n-6)-CH20H, con n en el intervalo de 6 a 18, a partir de un sustrato hidrofobo.

Ademas, se da a conocer una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica para la produccién microbiana de acidos
dicarboxilicos a partir de n-alcanos y acidos grasos (y otros sustratos hidr6fobos) la cual presenta una reduccion de
las actividades de las acil-CoA-oxidasas (a saber, POX1l: YALIOE32835g, POX2: YALIOF10857g, POX3:
YALIOD24750g, POX4: YALIOE27654g, POX5: YALIOC23859g, POX6: YALIOEO65679) y se caracteriza porque en
esta cepa de levadura estan reducidas adicionalmente las actividades de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes
(a saber, elegidas de FADH: YALIOF09603g, ADH1: YALIOD25630g, ADH2: YALIOE17787g, ADH3: YALIOA16379g,
ADH4: YALIOE15818g, ADH5: YALIOD02167g, ADH6: YALIOA15147g y/o ADH7: YALIOEQ7766g) y estan
incrementadas las actividades de alcohol(graso)-oxidasas relevantes (a saber, FAO1: YALIOB14014g), lo cual
conduce a una formacion incrementada de acidos dicarboxilicos, preferiblemente de acuerdo con la estructura general:
HOOC-(CH2)n-COOH, HOOC-(CnHzn-2)-COOH, COOC-(CnHzn-4)-COOH 0 HOOC-(CnH2n6)-COOH, con n en el
Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de 8 a 16, a partir de n-alcanos y acidos grasos (y otros sustratos
hidréfobos).

La cepa de levadura dada a conocer para la produccion de acidos dicarboxilicos presenta preferiblemente una delecion
de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6. Ademas, presenta una actividad incrementada de los
productos de FADH, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7 y/o FAO1. Ademas, se reduce la formacion de
las células grasas, preferiblemente reduciendo la actividad de los productos génicos de PAH1 y/o SCT1.

De manera particularmente ventajosa, el incremento de la actividad de los productos génicos de FADH, ADH1, ADH2,
ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7 y/o FAOL1 potencia la oxidacion adicional de los w-hidroxiacidos grasos a aldehido
de acido graso o bien al acido dicarboxilico en el marco de la w-oxidacion de acidos grasos, de modo que se formen
en mayor medida los acidos dicarboxilicos deseados.

Preferiblemente, por una actividad incrementada de una proteina debe entenderse que esta incrementada la actividad
por célula, lo cual se puede lograr mediante el aumento de la cantidad de proteina o mediante el aumento de la
actividad de la propia proteina. El incremento en la cantidad de proteina se caracteriza por el hecho de que se forma
mas proteina que con una cepa inalterada en las mismas condiciones. El incremento de la actividad propia de la
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proteina se caracteriza por el hecho de que la misma cantidad de proteina en una cepa modificada presenta una
actividad mayor que en una cepa inalterada.

Se puede generar una actividad incrementada de las proteinas de diferentes formas:

(i) mediante la introduccién del gen relevante en miltiples, preferiblemente de 8 a 12 copias, en el genoma del
organismo (efecto gen-dosis)

(i) mediante el intercambio del promotor natural del gen relevante por un promotor mas fuerte que el natural,
preferiblemente un promotor que posea al menos el 50% de la actividad del promotor del gen alfa del factor
de elongacion de la traduccion 1 (TEF1: YALIOC09141g), lo mas preferiblemente un promotor que posea al
menos la actividad del promotor TEF1. En este caso, se pueden elegir promotores que estén activos durante
todo el cultivo o solo en una fase de crecimiento deseada (efecto de regulacion génica).

En el caso del aumento de la actividad, se prefiere particularmente la introduccion adicional del gen relevante bajo el
control de un promotor fuerte, preferiblemente el promotor TEF1 de Yarrowia lipolytica.

De acuerdo con la invencion, las cepas de levadura de la especie Y. lipolytica para la producciéon de w-hidroxiacidos
grasos o bien de acidos dicarboxilicos no son capaces de degradar acidos grasos en el marco de la -oxidacion. Esto
puede garantizarse, por ejemplo, mediante las siguientes medidas:

() Reduccion de la actividad de acil-CoA-oxidasas (POX1: YALIOE32835g, POX2: YALIOF10857g, POX3:
YALIOD24750g, POX4: YALIOE27654g, POX5: YALIOC23859g, POX6: YALIOEO6567Q)

(i) Prevencion de la biogénesis de peroxisomas, p. €j., mediante reduccién de la actividad de las peroxinas (p. €j.,
PEX10: YALIOC01023g)

Para la produccion de w-hidroxiacidos grasos, ademas de prevenir la -oxidacién, debe evitarse o reducirse la
oxidacion de los w-hidroxiacidos grasos a aldehido de &cido graso o bien a acido dicarboxilico en el marco de la w-
oxidacion. Esto se puede garantizar de la siguiente manera:

(i) Reduccion de la actividad de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes (FADH: YALIOF09603g, ADH1:
YALIOD25630g, ADH2: YALIOE17787g, ADH3: YALIOA16379g, ADH4: YALIOE15818g, ADHS5:
YALIOD02167g, ADH6: YALIOA15147g, ADH7: YALIOEQ7766(Q)

(ii) Reduccion de la actividad de alcohol (graso)-oxidasas relevantes (FAO1: YALIOB14014g)

Preferiblemente, el rendimiento del producto también aumenta al influir directamente en las vias metabdlicas
relevantes, en particular éstas son:

(i) el aumento de la actividad de los productos génicos del citocromo P450 (ALK1: YALIOE25982g, ALK2:
YALIOF01320g, ALK3: YALIOA20130g, ALK4: YALIOB13816g, ALK5: YALIOB13838g, ALK6: YALIOB01848g,
ALK7: YALIOA15488g, ALKS8: YALIOC12122g, ALK9: YALIOB06248g, ALK10: YALIOB20702g, ALK11:
YALIOC10054g, ALK12: YALIOA20130g)

(i) el aumento de la actividad de los productos génicos de la NADPH-citocromo P450-reductasa (CPR1:
YALIOD04422q)

Solo para la produccion de acidos dicarboxilicos:
(i) el aumento de la actividad de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes (FADH: YALIOF09603g, ADH1:
YALIOD25630g, ADH2: YALIOE17787g, ADH3: YALIOA16379g, ADH4: YALIOE15818g, ADHS5:
YALIOD02167g, ADH6: YALIOA15147g, ADH7: YALIOEQ7766Q)
(iv) el aumento de la actividad de alcohol (graso)-oxidasas relevantes (FAO1: YALIOB14014q)

(v) el aumento de la actividad de aldehido (graso)-deshidrogenasas relevantes (FALDH1: YALIOA17875g,
FALDH2: YALIOE15400g, FALDH3: YALIOB01298g, FALDH4: YALIOF23793Q)

En el marco de las investigaciones de los autores de la invencién, se encontré que las células forman células grasas
muy grandes (cuerpos lipidicos) en el curso del cultivo. Se puede partir del hecho de que los acidos grasos (o sus
derivados intracelulares) se esterifican con glicerol y se almacenan intracelularmente en las células grasas. Esto
reduce el rendimiento del producto finalmente logrado.

Preferiblemente, las modificaciones genéticas conducen a una formacién de células grasas mas pequefias y, por
consiguiente, a un rendimiento incrementado del producto, en particular éstas son:

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 886 026 T3

(i) la reduccion de la actividad de la acido fosfatidico-defosfohidrolasa (PAH1: YALIOD27016p)

(ii) la reduccién de la actividad de la fosfolipido-diacilglicerol-aciltransferasa (LRO1: YALIOE16797Q)
(iii) la reduccion de la actividad de la diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1: YALIOE32769q)

(iv) la reduccién de la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (SCT1: YALIOC00209g)

(v) el aumento de la actividad de la glicerol-3-fosfato- deshidrogenasa (GUT2: YALIOB13970g)

(vi) el aumento de la actividad de las triacilglicerol-lipasas (TGL3/TGL4: YALIOF10010g, YALIOD16379q,
YALIOD17534g)

En particular, la reduccién de la actividad de la 4cido fosfatidico-defosfohidrolasa, de la diacilglicerol-aciltransferasa
y/o de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa conduce a un rendimiento de producto incrementado, es decir, una
produccién de w-hidroxiacidos grasos o bien acidos dicarboxilicos.

Ademas, se incrementa el transporte de los sustratos al interior de la célula o de las respectivas organelas
(peroxisomas, reticulo endoplasmatico) y el transporte de los productos (w-hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos)
desde la célula o bien desde las respectivas organelas. Esto se puede garantizar, por ejemplo, aumentando la
actividad de transportadores especificos.

Segln una ejecucion particularmente preferida de la presente invencion, la combinacién de varias de las
modificaciones genéticas mencionadas anteriormente conduce a un rendimiento de producto incrementado, a un
rendimiento incrementado y/o a un rendimiento espacio-tiempo incrementado.

Como cepa de partida para la construccion de una cepa de acuerdo con la invencién se puede utilizar un aislado de
tipo salvaje de la levadura Y. lipolytica, preferiblemente la cepa H222. La cepa H222 fue depositada el 29.04.2013 en
la DSMZ (Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38142 Braunschweig) bajo el nimero
DSM 27185 de acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de
Microorganismos para Fines de Procedimientos de Patentes.

Se requiere un marcador de seleccion para utilizar una cepa para el tratamiento genético adicional. Este marcador de
la seleccion se puede introducir en la cepa de una manera en si conocida, p. €j., en forma de auxotrofia de uracilo.
Alternativamente, se puede recurrir a cepas auxotréficas de uracilo ya conocidas, preferiblemente a la cepa H222-S4
(Mauersberger S, Wang HJ, Gaillardin C, Barth G y Nicaud JM (2001) J Bacteriol 183: 5102-5109.).

Se introducen genes o construcciones adicionales que reemplazan genes existentes, preferiblemente mediante
procedimientos habituales que son conocidos en el estado de la técnica. Para garantizar una transcripcion eficaz de
los genes introducidos, se prefiere enlazar los promotores que funcionan para el organismo con el marco de lectura
abierto de los genes. En este caso, se pueden utilizar tanto promotores constitutivos como promotores que dependen
de las condiciones de cultivo.

Preferiblemente, los genes introducidos que codifican las enzimas mencionadas se disponen funcionalmente bajo el
control de un promotor constitutivo, pudiendo ser que los promotores sean idénticos o diferentes entre si.

Se utilizan preferiblemente promotores constitutivos. Se utiliza de forma especialmente preferente el promotor del
factor de elongacion de la traduccion 1 alfa (pTEF1).

Alternativamente, los genes introducidos se colocan preferiblemente bajo el control de un promotor que depende de
las condiciones de cultivo. Preferiblemente, los activadores o bien inductores activan el promotor (también
denominado operador en el sentido de la solicitud) que depende de las condiciones de cultivo interactuando
directamente con un promotor regulable o bien uniéndose a una proteina represora que luego se libera del promotor.
Al poner en contacto la cepa de levadura de acuerdo con la invencion con un activador y/o inductor, las enzimas arriba
mencionadas se sintetizan en la cepa de levadura de acuerdo con la invencion y, por consiguiente, estan disponibles
para la reaccidn biocatalitica de un sustrato hidréfobo, en particular un n-alcano o un &cido graso correspondiente.

En una ejecucion de la invencion, los promotores que dependen de las condiciones de cultivo se diferencian entre si,
de modo que los promotores pueden activarse de una manera especifica para la sefial primaria. Por lo tanto, la
presencia de diferentes activadores y/o inductores en la cepa de levadura puede conducir ventajosamente a la
expresion de genes seleccionados, con lo cual se minimiza el estrés para una célula de levadura recombinante.

Las correspondientes secuencias de acido nucleico para promotores (p. €j., pTEF1, pPOX2, pPOT1, pXPR1, pICL1)
gue pueden utilizarse para un procedimiento segun la invencién, son muy conocidas por el experto en la materia o
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pueden encontrarse en bancos de datos conocidos. Junto a los promotores introducidos artificialmente en organismos,
también pueden utilizarse ventajosamente promotores naturales para un procedimiento de acuerdo con la invencién.

Asimismo, se prefiere proveer el marco de lectura abierto de los genes con un terminador. Preferiblemente, se utiliza
el terminador del gen de isocitrato liasa (ICL1t).

También se da a conocer un procedimiento para la produccion biocatalitica de w-hidroxiacidos grasos, preferiblemente
de acuerdo con la estructura general: HOOC-(CH2)n-CH20H, HOOC-(CnH2n-2)-CH20H, COOC-(CnH2n-4)-CH20H 0o
HOOC-(CnH2n-6)-CH20H, con n en el Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de 8 a 16, a partir de un
sustrato hidréfobo, que comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar células de levadura de al menos una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica, la cual presenta
() una reduccion de las actividades de las acil-CoA-oxidasas,
(i) una actividad reducida de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes y
(iii) una actividad reducida de alcohol (graso)-oxidasas relevantes,
en un medio de cultivo adecuado,

b) poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidréfobo, en donde el sustrato hidr6fobo se hace
reaccionar con al menos una de las enzimas de las células de levadura seleccionadas del grupo

(i) productos génicos del citocromo P450,

(i) NADPH-citocromo P450-reductasa y

(i) aldehido (graso)-deshidrogenasas para dar el producto de reaccion w-hidroxiacido graso
c) aislamiento del w-hidroxiacido graso.

De manera particularmente preferida, el w-hidroxiacido graso es un w-hidroxiacido graso lineal de acuerdo con la
estructura general: HOOC-(CH2)»-CH20H, con n en el intervalo de 8 a 16.

De acuerdo con una ejecucion preferida del procedimiento dado a conocer para la produccion biocatalitica de w-
hidroxiacidos grasos, puede estar previsto que la reaccion para dar el producto de reaccion w-hidroxiacido graso tenga
lugar adicionalmente con las alcohol (graso)-oxidasas y alcohol (graso)-deshidrogenasas que quedan en las células
de levadura utilizadas.

Preferiblemente, las células de levadura de al menos una cepa de levadura en el procedimiento segin la invencion
para la produccién biocatalitica de w-hidroxiacidos grasos de la especie Y. lipolytica se eligen de la cepa de levadura
segun la invencioén para la produccion microbiana de w-hidroxiacidos grasos.

Sorprendentemente, se ha demostrado que después de la reaccion biocatalitica del sustrato hidr6fobo para dar el
producto de reaccion deseado w-hidroxiacidos grasos, estos no se metabolizan més en las células de levadura segin
la invencién de una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica (es decir, se descomponen en el metabolismo del
catalizador de célula completa) y se acumulan en el componente acuoso. El w-hidroxiacido graso se acumula
ventajosamente en el medio de cultivo como resultado de ser descargado de las células de levadura.

Preferiblemente, la puesta en contacto de la cepa de levadura con un sustrato hidr6fobo mediante la adicion directa al
componente liquido tiene lugar en forma de liquido y/o sdlido. En el caso de la adicion directa a la cepa de levadura,
también puede encontrar aplicacion una fase organica como depésito de sustrato, con lo cual se puede optimizar el
tiempo de ejecucion del proceso.

En el sentido de la presente invencidn, se entiende por un sustrato hidréfobo una sustancia de por si insoluble en agua,
gue presenta una cadena principal hidrocarbonada, eventualmente ramificada y/o insaturada con 8 a 20 atomos de
carbono. Preferiblemente, el sustrato hidréfobo se elige del grupo de los n-alcanos de estructura general: HzC-(CH2)n-
CHs (p. €j., dodecano, pentadecano, hexadecano) o alquenos de estructura general H3C-(CnHzn-2)-CHs, H3C-(CnHan-
4)-CHs 0 H3C-(CnH2n-6)-CHs, en donde n es un nimero entero en el intervalo de 6 a 18, de los &cidos grasos saturados
eventualmente ramificados de la estructura general: HOOC-(CH2)n-CHs, en donde n es un nimero entero en el
intervalo de 6 a 18 (p. ej., acido dodecanoico, acido hexadecanoico, acido pentadecanoico, 4cido fitoico) de los acidos
grasos insaturados de estructura general: HOOC-(CnH2n-2)-CHs, COOC-(CnHz2n-4)-CHz 0 HOOC-(CnH2n-6)-CHs, en
donde n es un nimero entero en el intervalo de 6 a 18 (p. €j., acido oleico, acido linoleico, acido araquidonico) y ésteres
alquilicos de acidos grasos de estructura general: ROOC-(CH2)a-CHs, con n en el intervalo de 6 a 18 y en donde R es
un radical alquilo C1-4 eventualmente ramificado.
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De manera particularmente preferida pero no exclusiva, los n-alcanos, alquenos o bien acidos grasos saturados o bien
insaturados antes mencionados, con una longitud de cadena (nimero de atomos de carbono en la cadena mas larga)
de ocho a dieciocho atomos de carbono, es decir, n en el intervalo de 6 a 16, sirven como sustrato hidréfobo para la
bioconversién.

De acuerdo con una ejecucion alternativa preferida de la presente invencion, para la bioconversion sirven
preferiblemente, pero no exclusivamente, n-alcanos y acidos grasos con una longitud de cadena de ocho a dieciocho
atomos de carbono, es decir, n en el intervalo de 6 a 16 como sustrato hidr6fobo.
Segun una ejecucion preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion, la concentracion del sustrato hidréfobo
al comienzo de la produccién es de 1 a 50 gramos por litro de medio de cultivo (g IY), de manera particularmente
preferida de 5a 40 g I,
Ademas, se da a conocer un procedimiento para la preparacién de acidos dicarboxilicos, preferiblemente de acuerdo
con la estructura general: HOOC-(CH2)n-COOH, HOOC-(CnHzn-2)-COOH, COOC-(CnHz2n-4)-COOH 0 HOOC-(CnH2n-6)-
COOH, con n en el Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de 8 a 16, a partir de un sustrato hidréfobo, en
particular elegido de n-alcanos y &cidos grasos, que comprende las siguientes etapas:
a) proporcionar células de levadura de al menos una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica, la cual presenta
(i) una reduccion de las actividades de las acil-CoA-oxidasas,
(i) una actividad incrementada de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes y
(iii) una actividad incrementada de alcohol (graso)-oxidasas relevantes,

en un medio de cultivo adecuado,

b) poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidréfobo, en donde el sustrato hidr6fobo se hace
reaccionar con al menos una de las enzimas de las células de levadura seleccionadas del grupo

(i) de los productos génicos del citocromo P450,
(i) de la NADPH-citocromo P450-reductasa,
(i) de las alcohol (graso)-deshidrogenasas segun a),
(iv) de las alcohol (graso)-deshidrogenasas segun a) y
(v) aldehido (grado)-deshidrogenasa,
para dar el producto de reaccion acido dicarboxilico,
¢) aislamiento del acido dicarboxilico.

De manera particularmente preferida, el acido dicarboxilico graso es un acido dicarboxilico lineal de acuerdo con la
estructura general: HOOC-(CHz)n-CH20H, con n en el intervalo de 8 a 16.

Preferiblemente, en las células de levadura para el procedimiento dado a conocer para la preparacién de w-
hidroxiacidos, estan adicionalmente las actividades de los distintos o de todos los productos génicos del citocromo
P450, en particular, de ALK1: YALIOE25982g, ALK2: YALIOF01320g, ALK3: YALIOA20130g, ALK4: YALIOB13816g,
ALK5: YALIOB13838g, ALK6: YALIOB01848g, ALK7: YALIOA15488g, ALKS8: YALIOC12122g, ALK9: YALIOB06248g,
ALK10: YALIOB20702g, ALK11: YALIOC10054g y/o ALK12: YALIOA20130g. Ventajosamente, el aumento de distintos
o de todos productos génicos del citocromo P450 conduce a una formacién incrementada de w-hidroxiacidos grasos
o0 acidos dicarboxilicos a partir del correspondiente sustrato hidréfobo, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Ventajosamente, puede estar previsto que la actividad de la NADPH-citocromo P450-reductasa (CPR1:
YALIOD04422g) se incremente en las células de levadura para el procedimiento segin la invencion para la preparacion
de w-hidroxiacidos grasos o acidos dicarboxilicos, lo cual conduce a una formacién incrementada de w-hidroxiacidos
grasos o acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Segun una ejecucién preferida del procedimiento dado a conocer para la preparacion de acidos dicarboxilicos, en las
células de levadura estan incrementadas adicionalmente las actividades de alcohol (graso)-deshidrogenasas
relevantes (a saber, FADH: YALIOF09603g, ADH1: YALIOD25630g, ADH2: YALIOE17787g, ADH3: YALIOA16379g,
ADH4: YALIOE15818g, ADH5: YALIOD02167g, ADH6: YALIOA15147g, ADH7: YALIOEQO7766g), lo cual conduce
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ventajosamente a una formacion incrementada de acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente,
en particular n-alcanos y acidos grasos.

Preferiblemente, en las células de levadura del procedimiento dado a conocer para la preparaciéon de acidos
dicarboxilicos, estan incrementadas las actividades de las alcohol (graso)-oxidasas relevantes (FAOL:
YALIOB14014g), lo cual conduce a una formacién incrementada de acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidréfobo
correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos

Segun una ejecucion preferida del procedimiento dado a conocer para la preparacién de acidos dicarboxilicos, en las
células de levadura estan incrementadas adicionalmente las actividades de aldehido (graso)-deshidrogenasas
relevantes (FALDH1: YALIOA17875g, FALDH2: YALIOE15400g, FALDH3: YALIOB01298g, FALDH4: YALIOF23793g),
lo cual conduce a una formacién incrementada de acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente,
en particular n-alcanos y acidos grasos.

Los rendimientos de w-hidroxiacidos grasos o bien &cidos dicarboxilicos en el procedimiento de acuerdo con la
invencion durante un periodo de tiempo de un dia (es decir, 24 h) se encuentran preferiblemente en el intervalo de 1
a 20 g I'Y, de manera particularmente preferida en el intervalo de 4 a 15 g I,

Segun una ejecucion preferida, la preparacion de w-hidroxiacidos grasos y &cidos dicarboxilicos tiene lugar en un
biorreactor (fermentador) en el que se fermenta una cepa de levadura segun la invencién en condiciones de
crecimiento adecuadas en un medio de cultivo adecuado.

Ademas, se dan a conocer procedimientos para la preparacion de w-hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos, que
se caracterizan porque un microorganismo segun la invencion se cultiva en un biorreactor (fermentador) de una
manera en si conocida.

Preferiblemente, el aislamiento del producto de reaccién w-hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos tiene lugar por
extracciéon del componente acuoso con un disolvente orgénico elegido del grupo de los ésteres de acido ftalico, de
manera particularmente preferida acetato de etilo, éster diisononilico del &cido 1,2-ciclohexanodicarboxilico y
Mesamoll®, y/o de los hidrocarburos alifaticos ramificados y/o lineales, preferiblemente con 5 a 16 &tomos de carbono,
tales como, p. €j., n-pentano, ciclopentano, n-hexano, ciclohexano, n-heptano, n-octano, ciclooctano, n-decano, n-
dodecano o n-hexadecano. Preferiblemente, los disolventes organicos mencionados sirven en un sistema monofésico
acuoso para la extraccion después de la conversion del sustrato hidrofobo. Alternativamente, los disolventes organicos
mencionados sirven en un sistema bifasico en forma de una segunda fase junto al medio de cultivo como depdsito
para el sustrato hidréfobo y/o para la separacion del producto de reaccion.

El aislamiento de los acidos dicarboxilicos y/o w-hidroxiacidos grasos mediante extraccion del componente acuoso
con un disolvente organico tiene lugar preferiblemente después de la separacién de las células de levadura en forma
de biomasa del medio de cultivo, teniendo lugar la separacion de las células de levadura en forma de biomasa del
medio de cultivo preferiblemente por centrifugacion o filtracion.

Preferiblemente, la extraccion de los productos de reaccién w-hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos tiene lugar
con un disolvente organico a un valor del pH entre 0 y 8, de manera particularmente preferida entre 1y 7, de manera
muy particularmente preferida entre 1y 6.

Eventualmente, para la purificacion de los acidos dicarboxilicos y/o w-hidroxiacidos grasos, se lleva a cabo una
destilacion después de la extraccion, separandose preferiblemente el disolvente organico. Preferiblemente, la
separacion del disolvente organico tiene lugar por evaporacion a una presién entre 0,1 y 1000 mbar, de manera
particularmente preferida entre 0,1 y 750 mbar, de manera muy particularmente preferida entre 1 y 400 mbar.

Preferiblemente, en una cepa de levadura para el procedimiento dado a conocer para la preparacién de w-
hidroxiacidos grasos o bien acidos dicarboxilicos esta reducida adicionalmente la actividad de la acido fosfatidico-
defosfohidrolasa (PAH1: YALIOD27016p). Esto conduce ventajosamente a una reduccion del tamafio de las células
grasas y, por consiguiente, a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos o acidos dicarboxilicos a partir
del sustrato hidrofobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Segun una ejecucion preferida del procedimiento dado a conocer para la preparacion de w-hidroxiacidos grasos o bien
acidos dicarboxilicos, en la cepa de levadura empleada esta reducida adicionalmente la actividad de la glicerol-3-
fosfato-aciltransferasa (SCT1: YALIOC00209g), lo cual conduce ventajosamente a una reduccién del tamafio de las
células grasas y, por consiguiente, a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos o acidos dicarboxilicos a
partir del sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos (y otros sustratos hidrofobos).

Se puede prever también, ademas, que en el procedimiento dado a conocer para la preparacion microbiana de acidos

dicarboxilicos o bien w-hidroxiacidos grasos, en las células de levadura de la cepa de levadura empleada esté reducida
adicionalmente la actividad de la fosfolipido-diacilglicerol-aciltransferasa (LRO1: YALIOE16797g), lo cual conduce a
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una reduccion del tamarfio de las células grasas y, por consiguiente, a una formacién incrementada de w-hidroxiacidos
grasos o acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Segun una ejecucion preferida, en la cepa de levadura segun la invencion para la produccion microbiana de w-
hidroxiacidos grasos o bien acidos dicarboxilicos esta reducida adicionalmente la actividad de la diacilglicerol-
aciltransferasa (DGALl: YALIOE32769g), lo cual conduce a una reduccién del tamafio de las células grasas y, por
consiguiente, a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos o acidos dicarboxilicos a partir del sustrato
hidré6fobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Segun una ejecucion preferida del procedimiento dado a conocer para la preparacion de w-hidroxiacidos grasos o bien
acidos dicarboxilicos, en las células de levadura de la cepa de levadura correspondientemente empleada esta reducida
adicionalmente la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (GUT2: YALIOB13970g), lo cual conduce a una
reduccion del tamafio de las células grasas y, por consiguiente, a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos
grasos o acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidr6fobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Se ha encontrado ahora, de manera particularmente ventajosa, que el aumento adicional de las actividades de
triacilglicerol-lipasas relevantes (TGL3/TGL4: YALIOF10010g, YALIOD16379g, YALIOD17534g) en las células de
levadura utilizadas para la producciéon microbiana de w-hidroxiacidos grasos o bien acidos dicarboxilicos conduce a
una reduccioén del tamafio de las células grasas y, por consiguiente, a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos
grasos o acidos dicarboxilicos a partir del correspondiente sustrato hidr6fobo, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Preferiblemente, en las células de levadura de la cepa de levadura utilizada para el procedimiento dado a conocer
para la preparacion de w-hidroxidcidos grasos o bien acidos dicarboxilicos esta incrementado adicionalmente el
transporte de los sustratos hidréfobos en la célula de levadura o bien de las organelas respectivas (peroxisomas,
reticulo endoplasmatico), p. €j., por la actividad incrementada de transportadores de membrana especificos, lo cual
conduce a una formacion incrementada de w-hidroxiacidos grasos o &cidos dicarboxilicos a partir del sustrato
hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y acidos grasos.

Opcionalmente, se puede prever que en las células de levadura para la producciéon microbiana de w-hidroxiacidos
grasos o bien acidos dicarboxilicos esté incrementado adicionalmente el transporte de w-hidroxiacidos grasos y acidos
dicarboxilicos desde la célula de levadura o bien desde el reticulo endoplasmatico al citoplasma, p. €j., por la actividad
incrementada de transportadores de membrana especificos, lo cual conduce a una formacién incrementada de w-
hidroxiacidos grasos o &acidos dicarboxilicos a partir del sustrato hidréfobo correspondiente, en particular n-alcanos y
acidos grasos y a una acumulacién en el medio de cultivo.

Particularmente ventajosa se ha manifestadoi la reduccion de la actividad del transportador de citrato y oxalacetato
(YHM2: YALIOB10736g) y/o la reduccion de la actividad de la proteina transportadora de citrato (CTP1: YALIOF26323g)
en las células de levadura para el procedimiento segun la invencién para la produccién microbiana de w-hidroxiacidos
grasos o bien &cidos dicarboxilicos, ya que con ello se produce y/o se secreta al medio de cultivo una menor cantidad
de &cidos orgéanicos.

El medio de cultivo es preferiblemente un medio minimo. En el sentido de la presente invencion, se entiende por un
medio minimo un medio de cultivo acuoso que contiene todos los sustratos (p. €j., fuente de carbono, sales minerales,
oligoelementos, vitaminas) necesarios para el crecimiento de las células de levadura en forma disuelta, pero que al
mismo tiempo no presenta sustancias constitutivas complejas o bien biomoléculas complejas (p. €j., extracto de
levadura, peptona, triptona, etc.). El experto conoce del estado de la técnica un gran nimero de medios minimos para
cultivar células de levadura.

Junto al sustrato hidréfobo ofrecido para la bioconversion, se debe proporcionar durante el cultivo otra fuente de
carbono (fuente de C; sustrato para la obtencién de energia), a partir del cual la célula puede obtener energia.

Preferiblemente, por lo tanto, se afiaden al medio de cultivo como fuente de C monosacaridos o bien disacaridos, p.
ej., glucosa, D-fructosa, xilosa, maltosa, sacarosa y/o alcoholes polihidricos, tales como, p. €j., glicerol, glicerol bruto
y manitol, de manera particularmente preferida la fuente de carbono afiadida es glucosa

En particular, como fuente de nitrégeno (fuente de N) para el cultivo de cepas de levadura en el procedimiento segun
la invencion se utilizan amonio/amoniaco o aminoacidos, tales como glutamina/glutamato.

En el caso del cultivo de una cepa segun la invencion, se han de preferir condiciones de cultivo en las que las células
grasas son relativamente escasas y la tasa de conversion de los sustratos ofrecidos es relativamente grande.

Una limitacion del crecimiento de las células evita que cantidades demasiado grandes del sustrato empleado se

almacenen en las células, lo que reduce el rendimiento del producto y aparezca una limitacion de oxigeno que reduzca
la productividad.
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Una posible forma de limitacion es la limitacion de nitrégeno. En la levadura Y. lipolytica esta limitacion conduce a
una interrupcioén del crecimiento después de que se haya agotado la fuente de nitrégeno y a la formacién de acido
citrico y acido iso-citrico. El contenido de nitrégeno en el medio durante la fase de produccion, es decir, después de
poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidréfobo, deberia ser preferiblemente menor que 2 g I,
preferiblemente menor que 1 g I, muy preferiblemente menor que 0,5 g I, lo mas preferiblemente 0 g I'1. La fase de
produccién se caracteriza porque se une una fase de fuerte crecimiento (fase de crecimiento) y ya solo presenta un
crecimiento bajo (en comparacion con la tasa de crecimiento), pero una formacién de producto incrementada.

Preferiblemente, el cultivo en el fermentador tiene lugar bajo parametros del proceso controlados, manteniéndose
constante de manera particularmente preferida el valor del pH en el medio de cultivo (durante una determinada fase
de crecimiento). La fermentacion tiene lugar de manera especialmente preferida bajo condiciones de limitacion.

El valor de pH en el medio de cultivo deberia corresponder, después del contacto, es decir, durante la fase de
crecimiento, al valor fisiolégicamente preferido de 5,5y, durante la fase de produccion, es decir, después de poner en
contacto las células de levadura con el sustrato hidréfobo, preferiblemente a 5,5-9,0, de manera particularmente
preferida a 7,0-9,0 y de manera especialmente preferida a 8,0.

Las células de levadura se cultivan preferiblemente bajo condiciones fisiolgicas a una temperatura entre 0 y 60 °C,
preferiblemente entre 10 y 50 °C, de manera particularmente preferida entre 20 y 40 °C, estando el valor del pH del
medio de cultivo entre 2,0 y 9,0, preferentemente entre 5,5y 9,0, de manera particularmente preferida entre 7,0y 9,0,
de manera especialmente preferida en torno a 8,0.

Preferiblemente, en el procedimiento dado a conocer las condiciones de limitacibn mencionadas se combinan entre
si.

Se da a conocer también un kit para la produccion biocatalitica de acidos dicarboxilicos u w-hidroxiacidos grasos, que
contiene:

a) al menos un tipo de células de levadura, preferiblemente un tipo de células de levadura modificadas segun la
invencion de la cepa de levadura de la especie Y. lipolytica en un componente acuoso y/o

b) al menos un tipo de células de levadura crioconservadas, preferiblemente de un tipo de células de levadura
modificadas segun la invencién de la cepa de levadura de la especie Y. lipolytica.

La biomasa en forma de células de levadura para el procedimiento dado a conocer para la produccién biocatalitica de
acidos dicarboxilicos u w-hidroxiacidos grasos puede obtenerse de una manera conocida por el experto en la técnica
de precultivo de las células de levadura a emplear de manera correspondiente (cultivo en medio completo y/o medio
minimo), por ejemplo mediante cultivo en medio completo, tal como el medio YPD (medio DSM N° 393), pero
preferiblemente mediante cultivo en un medio que permita la generacion de altas densidades celulares, por ejemplo
mediante cultivo en medio minimo (p. €j., glucosa al 5% (p/v), 20 g I'* de CaCOs, 1 g It de KH2POs, 0,16 g I de
K2HPOa4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de MgSO4 x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 0,5
mg It de H3BOs3, 0,04 mg I'* de CuSO4 x 5 H20, 0,1 mg I'* de Kl, 0,4 mg I* de MnSOs x 4 H20, 0,2 mg It de Na2MoOa4
X 2 H20, 0,4 mg I'* de ZnS0Oa4 x 7 H20, 6 mg I* de FeCls x 6 H20, 0,3 mg I'* de hidrocloruro de tiamina) en particular
mayor que 1 x 10° células por ml. El cultivo de este precultivo de las células de levadura del kit segln la invencién
tiene lugar preferiblemente en matraces de agitacion usuales de laboratorio, pero para generar mayores cantidades
de biomasa, también es posible el cultivo bajo condiciones controladas en el fermentador.

Otro aspecto de la invencion se refiere también al uso de células de levadura de la cepa de levadura de la especie Y.
lipolytica modificada segun la invencién, un procedimiento segun la invencion o un kit segun la invencion.

Perfeccionamientos preferidos de la invencién resultan de las combinaciones de las reivindicaciones.
La invencién se ha de explicar con mas detalle a continuacién con ayuda de algunos ejemplos de realizacién y Figuras
asociadas. Los siguientes Ejemplos sirven para ilustrar adicionalmente la invencion sin limitar la invencién a los
mismos.
En este caso, muestran
Fig. 1:
las vias metabdlicas para la degradacion de sustratos hidréfobos por parte de Y. lipolytica.
Fig. 2:

la acumulacion de acidos dicarboxilicos y w-hidroxiacidos grasos en Y. lipolytica H222AP, H222APAA y
H222APAF utilizando diversos sustratos hidréfobos.
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Fig. 3:
la bioconversiéon del acido pentadecanoico en acido w-hidroxipentadecanoico por parte de Y. lipolytica
H222APAF.
Fig. 4:
la formacion de células grasas en Y. lipolytica H222APAF, H222APAFAD, H222APAFAH y H222APAFAS.
Fig. 5:
la acumulacién de acido dodecanodioico y w-hidroxiacido dodecanoico en el cultivo de diversas cepas de la
levadura Y. lipolytica utilizando dodecano como sustrato.
Fig. 6:
la actividad enzimatica de la alcohol (graso)-deshidrogenasa y -oxidasa en el cultivo de diversas cepas de la
levadura Y. lipolytica utilizando dodecano como sustrato.
Fig. 7:

la bioconversion de dodecano en w-hidroxiacido dodecanoico y acido dodecanodioico por parte de Y.
lipolytica H222APAF.

Explicaciones de las modificaciones genéticas:

AP Delecion de los genes de la acil-CoA-oxidasa (POX1-6)

AF Delecion del gen de la alcohol (graso)-oxidasa (FAO1)

AA Delecion de los genes de la alcohol (graso)-deshidrogenasa (FADH, ADH1-7)
AD Delecion del gen de diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1)

AH Delecion del gen de &cido fosfatidico-defosfohidrolasa (PAH1)

AS Delecion del gen de glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (SCT1)

oC Sobre-expresion del gen de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1

oF Sobre-expresion del gen de alcohol (graso)-oxidasa FAO1

Explicaciones del protocolo de secuencias
SEQ ID NO. 1: Secuencia de ADN del plasmido pJET1.2/blunt (Fermentas).
SEQ ID NO. 2: Secuencia de ADN del plasmido pUCBM21 (Boehringer Ingelheim).
SEQ ID NO. 3: Secuencia de ADN del pldsmido artificial pUC-Lys2-DK2.
SEQ ID NO. 5: Secuencia de ADN del plasmido artificial pINTB_HMGL1.

La Fig. 1 muestra que los n-alcanos son recogidos en la célula y luego se transforman en el acido graso
correspondiente con la misma longitud de cadena en el marco de la oxidacion del alcano primaria. A continuacion, los
acidos grasos se descomponen en acetil-CoA (o bien propionil-CoA) en el marco de la 3-oxidacion. La oxidacion
diterminal de acidos grasos (w-oxidacion) puede tener lugar en paralelo. Se indican los nombres de las sustancias
guimicas formadas, asi como los nombres de las enzimas involucradas y los genes correspondientes. ALK1:
YALIOE25982g, ALK2: YALIOF01320g, ALK3: YALIOA20130g, ALK4: YALIOB13816g, ALK5: YALIOB13838g, ALKG:
YALIOB01848g, ALK7: YALIOA15488g, ALK8: YALIOC12122g, ALK9: YALIOB06248g, ALK10: YALIOB20702g, ALK11:
YALIOC10054¢g, ALK12: YALIOA20130g, CPR1: YALIOD04422g, FADH: YALIOF09603g, ADH1: YALIOD25630g, ADH2:
YALIOE17787g, ADH3: YALIOA16379g, ADH4: YALIOE15818g, ADH5: YALIOD02167g, ADH6: YALIOA15147g, ADH7:
YALIOEOQ7766g, ADH8: YALIOC12595¢g, FAO1: YALIOB14014g, FALDH1: YALIOA17875g, FALDH2: YALIOE15400g,
FALDH3: YALIOB01298g, FALDH4: YALIOF23793g, FAALl: YALIOD17864g, POX1: YALIOE32835g, POX2:
YALIOF10857g, POX3: YALIOD24750g, POX4: YALIOE27654g, POX5: YALIOC23859¢g, POX6: YALIOE06567g, MFE2:
YALIOE15378g, POT1: YALIOE18568g.
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En la Fig.2 se cultivaron Y. lipolytica H222AP, H222APAA y H222APAF en medio minimo con glicerol y diversos n-
alcanos y acidos grasos (DD: dodecano; DDS: &cido dodecanoico; PD: pentadecano; PDS: acido pentadecanoico;
HD: hexadecano; HDS: acido hexadecanoico) cultivado en matraz de agitacion (glicerol al 3% (v/v) + glicerol al 0,5%
(v/v) después de 48 h, n-alcano al 1% (v/v) o acido graso al 1% (v/v), 20 g I de CaCOs, 17,3 g I'* de KH2PO4, 1,35 ¢
It de K2HPO4 x 3 H20, 3 g It de (NH4)2S04, 0,7 g It de MgSOa x 7 H20, 0,5 g It de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOz)2 x 4
H20, 0,5 mg I'* de HzBOs3, 0,04 mg It de CuSO4 x 5 H20, 0,1 mg I'* de Kl, 0,4 mg I'* de MnSOs x 4 H20, 0,2 mg |1 de
Na2MoOs x 2 H20, 0,4 mg I'* de ZnSO4 x 7 H20, 6 mg It de FeClz x 6 H20, 0,3 mg It de hidrocloruro de tiamina). Las
cantidades de los acidos dicarboxilicos y w-hidroxiacidos grasos formados (DDDS: acido dodecanodioico; w-HDDS:
w-hidroxiacido dodecanoico; PDDS: acido pentadecanodioico; w-HPDS: w-hidroxiacido pentadecanoico; HDDS:
acido hexadecanodioico; w-HHDS: w-hidroxiacido hexadecanoico) se determiné después de 96 h de cultivo mediante
cromatografia de gases.

En la Fig. 3 se cultivo Y. lipolytica H222APAF en medio minimo con glucosa y acido pentadecanoico (PDS) como
fuentes de carbono en matraz de agitacion (glucosa al 3% (v/v), PDS al 1% (p/v), 17,3 g I de KH2PO4, 1,35 g I'* de
K2HPO4 x 3 H20, 3 g I de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de MgSOa x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 0,5
mg It de H3BOs3, 0,04 mg I'* de CuSO4 x 5 H20, 0,1 mg I'* de Kl, 0,4 mg I* de MnSOs x 4 H20, 0,2 mg It de Na2MoO4
X 2 H20, 0,4 mg I'* de ZnS0O4 x 7 H20, 6 mg I'* de FeCls x 6 H20, 0,3 mg It de hidrocloruro de tiamina). La concentracion
de glucosa se mantuvo entre 2 y 3% (p/v) mediante realimentacion regular (flechas). Después de 5 dias, se afiadio
acido pentadecanoico al 1% (p/v). Los derivados del acido pentadecanoico formados, w-hidroxiacido pentadecanoico
(w HPDS) y é&cido pentadecanodioico (PDDS), se cuantificaron mediante cromatografia de gases. Las células se
observaron al microscopio hacia el final del cultivo, y las células grasas se tifieron con rojo Nilo.

La Fig. 4 muestra el cultivo de Y. lipolytica H222APAF, H222APAFAD, H222APAFAH y H222APAFAS en medio
minimo con glucosa y acido pentadecanoico (PDS) como fuentes de carbono (glucosa al 3% (v/v), PDS al 1% (p/v),
17,3 g I de KH2POg4, 1,35 g I'* de K2HPO4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S04, 0,7 g It de MgSOa4 x 7 H20, 0,5 g It de NaCl,
0,4 g It de Ca(NOz)2 x 4 H20, 0,5 mg I'* de H3sBOs3, 0,04 mg I'* de CuSOa4 x 5 H20, 0,1 mg I'* de Kl, 0,4 mg It de MnSOa4
X 4 H20, 0,2 mg I* de Na2MoOs x 2 H20, 0,4 mg It de ZnSO4 x 7 H20, 6 mg I* de FeCls x 6 H20, 0,3 mg I'* de
hidrocloruro de tiamina). La concentracion de glucosa se mantuvo entre 2 y 3% (p/v) mediante realimentacion regular.
Después de 3 dias, se afiadié 4cido pentadecanoico al 1% (p/v). Las células se observaron al microscopio después
de 5 dias, tiféndose las células grasas con rojo Nilo (arriba: imagen de microscopio Optico; abajo: imagen de
microscopio de fluorescencia).

En la Fig. 5 se cultivaron el fermentador Y. lipolytica H222AP, H222APAA, H222APAF, H222APAAAF, H222APoF,
H222APoC, H222APAD, H222APAH, H222APAS, H222APAAAFoC, H222APAAAFAD, H222APAAAFAH vy
H222APAAAFAS Como medio de cultivo servia en este caso medio minimo con (glucosa al 5% (p/v), 1 g I de
KH2PO4, 0,16 g I'* de K2HPO4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de MgSOa4 x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'! de
Ca(NO3)2 x 4 H20, 0,5 mg I'1 de H3zBO3, 0,04 mg I'* de CuSO4 x 5 H20, 0,1 mg I'* de Kl, 0,4 mg I de MnSOa x 4 H20,
0,2 mg I'* de NazMoOa x 2 H20, 0,4 mg I'* de ZnSOa4 x 7 H20, 6 mg I'* de FeCls x 6 H20, 0,3 mg I de hidrocloruro de
tiamina). El cultivo tuvo lugar en el fermentador a 28 °C. La saturacidn de oxigeno se ajusto al 55%. Las células se
inocularon con una DOeoo de 1y se incubaron durante 24 h a pH 5,5 (titulacion automatizado de HCI y NaOH). Luego
se afadieron 15 g I de DD y el pH se ajust6 a 8,0. Se afiadio glucosa cada 24 h para ajustar una concentracion final
de 5% (p/v). Las cantidades de acido dodecanodioico (DDDS) y w-hidroxiacido dodecanoico (w-HDDS) formados se
determinaron mediante cromatografia de gases después del cultivo durante 2, 3y 4 dias.

La Fig. 6 muestra las actividades enziméticas de las alcohol (graso)-deshidrogenasas y -oxidasa en lisados celulares
de las cepas de Yarrowia lipolytica H222AP, H222APAA, H222APAF, H222APAAAF und H222APoF. Las células se
cultivaron tal como se describe en el Ejemplo 8 y se recolectaron y se disgregaron después de tres dias.

En el caso de la Fig. 7 se cultivd Y. lipolytica H222APAF en medio minimo con glucosa y dodecano (DD) como fuentes
de carbono en el fermentador (glucosa al 5% (p/v), 2 g I'* de KH2POa, 0,32 g I't de K2HPOa4 x 3 H20, 6 g I'* de (NH4)2S0a4,
1,4 g I de MgSOa x 7 H20, 1 g I'* de NaCl, 0,8 g I'* de Ca(NOs3)2 x 4 H20, 1 mg I'* de H3sBOs, 0,08 mg I'* de CuSO4 x
5 H20, 0,2 mg I'* de KI, 0,8 mg I'* de MnSO4 x 4 H20, 0,4 mg I de Na2MoOa x 2 H20, 0,8 mg It de ZnSOa4 x 7 H20,
12 mg I'* de FeClz x 6 H20, 0,6 mg |1 de hidrocloruro de tiamina). La concentracién de glucosa se ajusté cada 24 h a
5-10% (p/v) mediante realimentacion regular (flechas). Después de 2 dias, el pH se ajusté a 8,0 y se afiadieron 15 g I
1 de dodecano después de 2 dias y 3 dias. Se afiadi6 glucosa cada 24 h para ajustar una concentracién final de 5-
10% (p/v).

Ejemplo 1: Prevencion de la degradacién de acidos grasos mediante el bloqueo de la B-oxidacion

Para la construccién de los casetes de delecion para los genes POX, las respectivas regiones de promotor y terminador
se amplificaron por PCR, utilizando los cebadores pXXX_fw/pXXX_rv y XXXt_fw/XXXt_rv (XXX representa el gen a
eliminar). EI ADN gendémico de Y. lipolytica H222 sirvi6 en este caso como molde

Mediante el uso de cebadores colgantes, un sitio de restriccion I-Scel se insert6 en el extremo del promotor, asi como

al comienzo de la zona del terminador. Fragmentos del promotor y del terminador se fusionaron entre si mediante
PCR de solapamiento con los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv. El fragmento de solapamiento se ligd a continuacion
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en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID NO 1). El plasmido resultante se corté con I-Scel y el casete loxP-
URAS3-loxP, que se obtuvo a partir del plasmido pJMP113 (Fickers P, Le Dall MT, Gaillardin C, Thonart P y Nicaud JM
(2003) New disruption cassettes for rapid gene disruption and marker rescue in the yeast Yarrowia lipolytica. J
Microbiol Methods 55: 727-737.) se insert6 utilizando la enzima de restriccién I-Scel.

El respectivo casete de delecidon se obtuvo por PCR o restriccion y se transformé en Y. lipolytica H222-S4, la cual se
puede preparar a partir de Y. lipolytica H222 (Mauersberger, S., H. J. Wang, et al. (2001), J Bacteriol 183(17): 5102-
5109), segun Barth y Gaillardin (Barth G y Gaillardin C (1996) Yarrowia lipolytica Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg,
Nueva York).

Antes de una transformacién renovada, el marcador se recuperé con ayuda del sistema de recombinaciéon Cre-lox
(Fickers P, Le Dall MT, Gaillardin C, Thonart P y Nicaud JM (2003) New disruption cassettes for rapid gene disruption
and marker rescue in the yeast Yarrowia lipolytica. J Microbiol Methods 55: 727-737.). La delecién con éxito de un
gen se confirmé mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv, asi como pXXX_fw y XXXt_rv2.
XXXt_rv2 se une en la zona del gen que se ha de eliminar, pero fuera del casete de delecion.

La cepa que portaba las deleciones de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 se denomind H222AP y
forma la base para la construccion de cepas que se pueden utilizar para la produccién biotecnoldgica de w-

hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos.

Tabla 1: para la obtencion y para la deteccion de casetes de delecion de POX

Nombre | SEQ ID | Secuencia (5'3') RS |
pPOXT_fw | SEQ ID NO 7 TCCAGAAGCGCTACAAAGAG

pPOX1_rv |SEQIDNO 8 attaccctgttatcectaTGAAGGTTGCAGTCGTAGTC I-Scel
POX1t fw | SEQ ID NG 9 tagggataacaqgataatTGCGATCTCGATGAGTGATG I-Seel
POXit rv |SEQID NO 10 GCCCAGAAGATTGGAATGAC

pPOX2 fw|SEQ ID NO 11 atatacegeggGATTCCGCCAAGTGAGACTG ‘ Cfré2]
pPOX2 v SEQ IDNO 12 attaccetg ttatccctaCGTCGAGGAAGT;AGGTCATC : I-Scel
POX2t fw [SEQID NO 13 tagagataacaqgataatGCGAGCTTGATGAGGAATAG I-Seel
POX2t v | SEQID NO 14 atatacegeggCCTGACG CCAATTTGAAGAG Cfrd2]
pPOX3 fw|SEQIDNO 15 | alalaccacqaCTGGGCTGTTCGGTCGATAG Chra2l
pPOX3 rv | SEQ ID NO 16 tagggataacagygtaatAGGACGCACAACGCCATCAC I-Scel
POX3t fw [SEQID NG 17 attaccctgttatccctaCGCTCCCATTGGAAACTA [-Scel
POX3t rv [SEQID NG 18 atataccgegg TCTCTTCGCTGTGGTCTAGG Cfra2|
pPOX4 fw|SEQIDNO 19 | atataccgeggTCCACCGTTCTCCTTCATAC ‘ Crazl
pPOX4 rv | SEQID NO 20 tagggataacagggtaatATGTCTCTAGGGTCGAAGTC I-Seel
POX4t fw SEQ ID-NO-21 attaccetgttateeetaTGGCAAGCCTCACTACTACG - I-Seel
POXar_v |SEQID NG 22 alataccgcgqTGCGGCGGAACTACTGTATC Chra2l
pPOX5 fw|SEQ ID NO 23 atatagggggGGGATTCTCCGGGT‘I‘AT‘I‘I’G Cfra2l
pPOX5_rv | SEQ ID NO 24 tagagataacagqggtaatACGTCTCGGACCTTGAATTG I-Scel
POX5t fw [ SEQ ID NO 25 attacccigitatccctaCCTTCAACCTGTCCGACTTC [-Scel
POX5t rv |SEQID NO 26 atataccgcggGAAGCGGTCCTCGTTGTATG Cfrd2]
pPOXE_fw | SEQ ID NO 27 GTGTAGCAACTCGGATACAG ‘

pPOXE rv [SEQIDNO 28 | tagggatdacaggataatGGTCCATAAGCAGAGTGTTC I-Seel
POX6t_fw | SEQ ID NO 29 attaccetgttatccctaACCCTCGACCTCCTTATTAC I-Scel
POX6t_rv SEQ ID NO 3¢ CTCTTCTTGACTGGCATAGC

Ejemplo 2: Prevencion de la oxidacion de los w-hidroxiacidos grasos para dar el aldehido de acido graso o
bien para dar el acido dicarboxilico en el marco de la w-oxidacion

Para la construccion de los casetes de delecion para los genes alcohol (graso)-deshidrogenasa y -oxidasa se amplificd
la region del promotor y del terminador respectiva mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw/pXXX_rv y
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XXXt_fw/XXXt_rv (XXX representa el gen a eliminar). EI ADN gendmico de Y. lipolytica H222 sirvié en este caso como
molde

Para la construccion de los casetes de delecién para los genes ADH1-ADH6 y FAOL, se inserto un sitio de restriccion
BamHI utilizando cebadores colgantes en el extremo del promotor, asi como al comienzo de la region del terminador.
Adicionalmente, se insert6 un sitio de restriccion Hindlll al comienzo de la regién del promotor y en el extremo de la
region del terminador se inserté un sitio de restriccion Ndel (ADH1: Notl, FAO1: EcoRl). Los fragmentos se ligaron en
el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID NO 1) o pUCBM21 (Boehringer Ingelheim; SEQ ID NO 2). Los plasmidos
asi obtenidos se linearizaron con BamHI y se insert6 el URA-blaster (casete TcR-URA3-TcR) que se obtuvo del
plasmido pUC-Lys2-DK2 (SEQ ID NO 3) mediante restriccion con BamHI y Bg/Il.

Para la construccion del vector de delecién ADH7, el gen completo (incluyendo la region del promotor y del terminador)
se amplificé por medio de PCR, utilizando los cebadores pADH7_fw y ADH7t_rv. El fragmento obtenido se ligé en el
vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID NO 1), el marco de lectura abierto del gen ADH7 se retir6 mediante
restriccion con SanDI y Nsil, y se inserté el URA-blaster, que se obtuvo del plasmido pUC-Lys2-DK2 mediante
restriccion con SanDl y Nsil.

El respectivo casete de delecién se obtuvo por PCR o restriccion y se transformo en Y. lipolytica H222-S4, la cual se
puede preparar a partir de Y. lipolytica H222 (Mauersberger, S., H. J. Wang, et al. (2001), J Bacteriol 183(17): 5102-
5109), segun Barth y Gaillardin (Barth G y Gaillardin C (1996) Yarrowia lipolytica Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg,
Nueva York).

Antes de una transformacion renovada, el marcador se recuper6 mediante seleccion con FOA (Boeke JD, LaCroute F
y Fink GR (1984) Mol Gen Genet 197: 345-346). La delecion con éxito de un gen se confirm6 mediante PCR utilizando
los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv, asi como pXXX_fw y XXXt_rv2. XXXt_rv2 se une en la zona del gen que se ha de
eliminar, pero fuera del casete de delecién.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FADH, AHD1,
AHD2, AHD3, AHD4, AHD5, AHD6 y AHD7 se denomind H222APAA.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAO1 se
denominé H222APAF.
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Tabla 2: para la obtencion y para la deteccion de los casetes de
delecion (FJADHy FAO

Nombre |SEQID Secuencia (5’3 RS
PFADH fw |SEQ ID NO| atatagagct TGCGGCTCGGCACGTGATCTG | Hindlll
PFADH_ v |SEQ 1D NO| atataggalccATCGTGCGTACGTCGCTAGTG | BamHI
FADH{ fw |SEQ ID NO| atataggalccCGACCGGCACGATCAATTGG BamHI
FADH{ rv |SEQ ID NO| atatacatatgGGTGCATCTCAGCCCGACCTC | Ndel
FADHf 2 |SEQ ID NO| TCCCGAAACACAGAACTTCC
PADH1 fw |SEQ ID NO| atatagagclTGGTGGACGTTCCGGCAGACAG | Hindill
pADH1 v |SEQ ID NO| atalaggalccCTCCCAGGCATCTCCACACTC | BamnHI
ADHTtIw |SEQ 1D NO| atataggalccCACTTACAGGCTTAGCAAGG BamHI
ADH1i_rv. |SEQ ID NO| atatagcagccacGGAAATCACGCTTGATICG | Noti
ADHit rv2 |SEQ ID NO| TAGGCGCTGGTACAGAAGAG
pADH2 fw |SEQ ID NO| alalagagctTGAGTACAGTAGGTGGTACTC Hindlll
pADHZ rv. |SEQ ID NO| atalaggalccAGTGGTGGTGGTGGTGGTAG | BamHI
ADH2t fw  |SEQ ID NO| atataggatccTTTACGTGCAACAGGAGGAG BamHI
ADH2{ rv. |SEQ ID NO| alatacatatgGCCTGTCTTGAGTTCTTTGG Ndel
ADH2{ rv2 |SEQ ID NO| AGGGTCGTAGATAACGAGTC
pADH3 fw |SEQ 1D NO| atataaagclTCACGTGGCTGCTGGGCCAACC | Hindlll
PADH3 v |SEQ ID NO| atataggalccCGCACGGTATCGGAGCATCG | BamHI
ADH3f tw |SEQ 1D NO| atataggalccCGCGGCTATTGACGCTGAGG | BamHI
ADH3t v [SEQ ID NO| atatacalatagCCCGTCAGCTCCATCGACGAGTG | Ndel
ADH3{ w2 |SEQ D NO| AGGTGTACTGTAGCCACCCTGAC
PADH4_fw |SEQ ID NO| atatagagctTCCGGCCAGCCGCTGGCAACG Hindlll

PADH4 rv  |SEQ ID NO| atataggalccACACGACAGCTGCACCTGAC BamHI
ADH4t tw  |SEQ ID NO| atataggatccCAGCCATGAGCCAGGCATTG BamHI

ADH4t v [SEQ 1D NO| atalacalatgGGCGCCAGCCACATTTGCCCTC | Ndel
ADH4t v2 |SEQ 1D NO| AGCGATACAGCAGTTGACTC
PADH5 [w |SEQ ID NO| TCAGCCGTCTACTIGTAGAG
PADH5 rv |SEQ 1D NO| atalaggalccGTGGCTCGGATACTCCTGAC BamHI
ADH5t fw  |SEQ 1D NO| atalaggalccAGCCGGAGGTCAGATCAAGC BamHI
ADH5t v |SEQ 1D NO| atatacatatgGCGCAATAGTTCGCCGGCCTG Ndel
ADH5t v2 |SEQ ID NO| CTCGTGTTGIGCCITICTTG
pADH6 fw |SEQ ID NO| atataaagctTGCGCGACAACCCATAGCGATGGC | Hindlll
pADH6 rv. |SEQ 1D NO| atataggatccGATAAGAGGGCGCTCTGACC BamHI

ADH6t fw  |SEQ ID NO| atataggatccGGCGTGACATCGAGTTTGG BamHI
ADH6t_rv SEQ ID NO| atatacatatogCTACGTCTCGCCGCAGAGGG Ndel

ADHG{ v2 |SEQ 1D NO| AGCGAGAGGTTATACGGAAG
PADH7 fw |SEQ 1D NO| GTGGTACAGCCTGTCAAGAG
ADH7Lrv_ |SEQ 1D NO| GTCTACAAGACAGCCCAGAG
PADH7 fw2 |SEQ 1D NO| CCGCTTGAGAAGAGGAATAC

pFAOT tw |SEQ ID NO| atataaagctl CGCCACCTGTCCACGTCICG Hindll
pFAOT rv. |SEQ ID NO| atatagaatccGCGAAGCGACGTGTGGTGAG BamHI
FAOTt fw |SEQ ID NO| atataggatccGCTGAGCACGCGAGTACACC BamHI
FAQTE rv SEQ ID NO| atatagaattcGATCTGTCGTACAACTAAGG EcoRlI
FAOTt v2 |SEQ ID NO| CAGAAGTTACGACGCCAAGG

Ejemplo 3: Cultivo comparativo de diferentes cepas de produccion en el matraz de agitacion

Para comprobar si las cepas de partida Yarrowia lipolytica H222AP, H222APAA y H222APAF generadas estan
capacitadas para producir grandes cantidades de w-hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos, éstas se cultivaron
en medio minimo con glicerol y diversos n-alcanos (dodecano, pentadecano, hexadecano) y acidos grasos (acido
dodecanoico, acido pentadecanoico, acido hexadecanoico) (glicerol al 3% (v/v) + glicerol al 0,5% (v/v) después de 48
h, n-alcano al 1% (v/v) o acido graso al 1% (v/v), 20 g I'* de CaCOs, 17,3 g I'* de KH2POa4, 1,35 g I* de K2HPO4 x 3
H20, 3 g I'* de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de MgSOa4 x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 0,5 mg I'* de
H3BO3, 0,04 mg I'* de CuSO4 x 5 H20, 0,1 mg It de KI, 0,4 mg I de MnSO4 x 4 H20, 0,2 mg I'* de Na2MoOa4 x 2 H20,
0,4 mg I'* de ZnSO4 x 7 H20, 6 mg I'* de FeClz x 6 H20, 0,3 mg It de hidrocloruro de tiamina). Las cantidades de w-
hidroxiacidos grasos formados (w-hidroxiacido dodecanoico, w-hidroxiacido pentadecanoico, w-hidroxiacido
hexadecanoico) y acidos dicarboxilicos (4cido dodecanodioico, acido pentadecanodioico, acido hexadecanodioico) se
determinaron mediante cromatografia de gases después de 96 h de cultivo (Fig. 2).

Y. lipolytica H222AP formo en este caso cantidades relativamente grandes de acidos dicarboxilicos y, por consiguiente,

puede utilizarse como una cepa de partida para la construccion de una cepa de produccion correspondiente para
acidos dicarboxilicos.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 886 026 T3

Tanto Y. lipolytica H222APAA como H222APAF formaron cantidades incrementadas de w-hidroxiacidos grasos y, por
consiguiente, pueden utilizarse como cepas de partida para la construccion de correspondientes cepas de produccion
de w-hidroxiacidos grasos. En este caso, se ha de preferir Y. lipolytica H222APAF frente a H222APAA.

Tanto los n-alcanos como los acidos grasos pueden hacerse reaccionar por todas las cepas para dar w-hidroxiacidos
grasos o bien &cidos dicarboxilicos con la misma longitud de cadena.

Ejemplo 4: Uso de diferentes condiciones y medios de cultivo

Se cultivaron diferentes cepas (p. €j., Yarrowia lipolytica H222AP y H222APAF) en diferentes medios bajo diferentes
condiciones, comprobandose que los medios y las condiciones utilizados son muy adecuados de manera diferente.

Las levaduras se cultivaron de manera comparativa en medio minimo con glucosa (glucosa al al 3% (p/v), acido
pentadecanoico al 1% (p/v), 17,3 g It de KH2PO4, 1,35 g I* de K2HPO4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de
MgSOa4 x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOz)2 x 4 H20, 0,5 mg I'* de H3BO3z, 0,04 mg I'* de CuSOs x 5 H20,
0,1 mg It de KI, 0,4 mg I de MnSOa x 4 H20, 0,2 mg I'* de NazMoO4 x 2 H20, 0,4 mg I de ZnSO4 x 7 H20, 6 mg I
de FeCls x 6 H20, 0,3 mg I'* de hidrocloruro de tiamina) y glicerol (glicerol al 3% (v/v), &cido pentadecanoico al 1%
(p/v), 17,3 g I'* de KH2PO4, 1,35 g It de K2HPO4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de MgS0O4 x 7 H20, 0,5 g I*
de NacCl, 0,4 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 0,5 mg It de H3sBOs3, 0,04 mg I de CuSOs x 5 H20, 0,1 mg I'* de KI, 0,4 mg I
1 de MnSOs x 4 H20, 0,2 mg It de NazMoO4 x 2 H20, 0,4 mg I'* de ZnSO4 x 7 H20, 6 mg It de FeCls x 6 H20, 0,3 mg
I de hidrocloruro de tiamina) como fuente de carbono, realimentandose después de 48 h glucosa al 1% (p/v) o bien
glicerol al 1% (v/v). Después de 96 h, todas las cepas investigadas (p. ej., Y. lipolytica H222AP, H222APAA y
H222APAF), en el caso de crecimiento en medio minimo con glucosa, forman cantidades de w-hidroxiacido
pentadecanoico o bien &cido pentadecanodioico mayores que cuando crecen en medio minimo con glicerol.

Las levaduras se cultivaron adicionalmente en medio completo con glucosa y &cido pentadecanoico (extracto de
levadura al 1% (p/v), peptona al 2% (p/v), glucosa al 2% (p/v) y acido pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%),
realimentandose glucosa al 1% (p/v) cuando éste se habia consumido. Después de 4 dias, se realimentd acido
pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%. Bajo estas condiciones casi no se formd acido w-
hidroxipentadecanoico o bien acido pentadecanodioico (en cada caso < 0,1 g I'%).

Las levaduras se cultivaron en medio minimo con glucosa y acido pentadecanoico (glucosa al 3% (v/v), acido
pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%, 17,3 g I'* de KH2PO4, 1,35 g I'* de K2HPOa4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S 04,
0,7 g I'* de MgS0a4 x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 0,5 mg I de H3BO3, 0,04 mg I'* de CuSOas
x5 H20, 0,1 mg I* de KI, 0,4 mg It de MnSO4 x 4 H20, 0,2 mg I'* de NazMoOas x 2 H20, 0,4 mg I* de ZnSO4 x 7 H20,
6 mg I'* de FeCls x 6 H20, 0,3 mg I'* de hidrocloruro de tiamina), realimentandose glucosa al 1% (p/v) cuando éste se
habia consumido. Después de 4 dias, se realimentd &cido pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%. Bajo estas
condiciones de cultivo, la cepa Y. lipolytica H222APAF formo alrededor de 0,7 g I'* de w-hidroxiacido pentadecanoico
y 2,4 g I'* de &cido pentadecanodioico después de 10 dias.

Las levaduras se cultivaron en medio minimo con glucosa y acido pentadecanoico (glucosa al 3% (v/v), acido
pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%, 17,3 g I'* de KH2PO4, 1,35 g I'* K2de HPO4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S 04,
0,7 g I'* de MgS0a x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 0,5 mg I de H3BO3, 0,04 mg I'* de CuSOas
x 5 H20, 0,1 mg I'* de Kl, 0,4 mg It de MnSO4 x 4 H20, 0,2 mg It de Na2MoOs x 2 H20, 0,4 mg I'* de ZnSO4 x 7 H20,
6 mg I de FeCls x 6 H20, 0,3 mg I'* de hidrocloruro de tiamina), realimentandose glucosa, de manera que su
concentracion en el medio se encontraba entre 1y 3% (p/v). Después de 5 dias, se realimento &cido pentadecanoico
al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%. Bajo estas condiciones de cultivo, la cepa Y. lipolytica H222APAF formé alrededor de
3,9 g I'* de w-hidroxiacido pentadecanoico y 1,3 g I'* de acido pentadecanodioico después de 7 dias.

En resumen, se puede comprobar que el medio minimo es mas adecuado para el cultivo que el medio completo.
Ademas, la glucosa es méas adecuada que el glicerol como fuente de carbono para el suministro de energia. Durante
el transcurso del cultivo, la glucosa deberia reponerse de tal manera que la glucosa no se consuma (es decir, su
concentracion no descienda a 0 g I'%).

Ejemplo 5: Reduccion de la formacién de células grasas

Para la construccion de los casetes de delecién para los genes DGA1, PAH1 y SCT1 se amplificé la region del promotor
y del terminador respectiva mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw/pXXX_rv y XXXt_fw/XXXt_rv (XXX
representa el gen a eliminar). El ADN genémico de Y. lipolytica H222 sirvié en este caso como molde

Para la construccion de los casetes de delecion para los genes DGAL, PAH1 y SCT1, se insert6 un sitio de restriccion
BamHI utilizando cebadores colgantes en el extremo del promotor, asi como al comienzo de la regién del terminador.
Adicionalmente, se insertd un sitio de restriccion Hindlll al comienzo de la region del promotor y en el extremo de la
region del terminador se insertd un sitio de restriccion EcoRI. Los fragmentos se ligaron en el vector pUCBM21
(Boehringer Ingelheim; SEQ ID NO 2) Los plasmidos asi obtenidos se linearizaron con BamHI y se insert6 el URA-
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blaster (casete TcR-URA3-TcR) que se obtuvo del plasmido pUC-Lys2-DK2 (SEQ ID NO 3) mediante restriccion con
BamHI y Bg/Il.

El respectivo casete de delecidon se obtuvo por PCR o restriccion y se transformé en Y. lipolytica H222-S4, la cual se
puede preparar a partir de Y. lipolytica H222 (Mauersberger, S., H. J. Wang, et al. (2001), J Bacteriol 183(17): 5102-
5109), segln Barth y Gaillardin (Barth G y Gaillardin C (1996) Yarrowia lipolytica Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg,
Nueva York).

Antes de una transformacion renovada, el marcador se recuper6 mediante seleccidon con FOA (Boeke JD, LaCroute F
y Fink GR (1984) Mol Gen Genet 197: 345-346).

La delecion con éxito de un gen se confirmé mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv, asi como
PXXX_fw y XXXt_rv2. XXXt_rv2 se une en la zona del gen que se ha de eliminar, pero fuera del casete de delecion.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como DGA1 se
denominé H222APAD.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como PAH1 se
denominé H222APAH.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como SCT1 se
denomindé H222APAS.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAOl y
DGAL se denominé H222APAFAD.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAOl y
PAH1 se denomin6é H222APAFAH.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAOl y
SCT1 se denomind H222APAFAS.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y POX6 como FADH, ADH1,
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 y DGA1 se denomin6 H222APAAAFAD.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y POX6 como FADH, ADH1,
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 y PAH1 se denominé H222APAAAFAH.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y POX6 como FADH, ADH1,
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 y SCT1 se denomin6 H222APAAAFAS.

Tabla 3: para la obtencidn y para la deteccion de los casetes de
delecion DGA1, PAHTy SCT1

Nombre | SEQ ID Secuencia (5" 3') RS
pDGAT_fw | SEQ ID NO 74 | atatagagcltCCGTAATAAATGCCCGTCTC | Hindlll
pDGAT_rv | SEQ ID NO 75 | atataggatccAGGTCGATTTCGGCGCTGTG | BamHI
DGEA fw | SEQ ID NO 76 | atatagaatecGGTTAGGCAAATAGCTAATSG | BamHI
DGATl v | SEQ IDNO 77 | atatagaattcGCCTGGAGCGAGTTTCTGAG | EcoRl
DGATt 2| SEQ ID NO 78 | TCGCAAGGGCCATAGAGGTG
PPAHT fw [SEO ID NO 79 | atataaagetCCTTGCACATCTCCGATGAC | Hindlll
PPAHT v I SECQ ID NO 80 | atataggatccGGTGTTACGCCACCACGTTG | BamHI
PAHTL fw | SEQ ID NO 81 | atataggatccGGGACCTGCGATACGAATGC | BamHI
PAHTt rv | SEQ ID NO 82 | atatagaattcGCTTGCGCAGCCGGTGTATC | EcoRl
PAHTE rv2 | SEQ ID NO 83 | GGCGTTGTGGAGCTATCACC
pSCT1_fw | SEQ ID NO 84 | atataaaqelGCGTGCGGTGCGTGCGTATG | Hindlll
pSCTT rv | SEQ ID NO 85 | atataggatccCAGCACCACGAAATTATACG | BamHI
SCT1t fw | SEQ ID NO 86 | atataggatccGTGCGCTTACATGTGGACCG | BamHI
SCTit rv | SEQ ID NO 87 | atatagaattcCAGGCAGCTTCTTGCCAATG | EcoRl
SCT1t rv2 | SEQ ID NO 88 | GAGATAGGAGGTTCCCATAC
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Las cepas Y. lipolytica H222APAFAD,H222APAFAH y H222APAFAS, asi como su cepa de partida Y. lipolytica
H222APAF se cultivaron en medio minimo con glucosa y acido pentadecanoico (glucosa al 3% (v/v), acido
pentadecanoico al 1% (p/v), 17,3 g It de KH2PO4, 1,35 g I* de K2HPO4 x 3 H20, 3 g I'* de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de
MgSOa4 x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOz)2 x 4 H20, 0,5 mg I'* de H3BO3z, 0,04 mg I'* de CuSOs x 5 H20,
0,1 mg It de KI, 0,4 mg I de MnSOa x 4 H20, 0,2 mg I'* de Na2MoO4 x 2 H20, 0,4 mg I de ZnSO4 x 7 H20, 6 mg I
de FeCls x 6 H20, 0,3 mg I* de hidrocloruro de tiamina). Cada 24 h se ajusto la concentracién de glucosa a 3% (p/v)
y después de 3 dias se realimentd acido pentadecanoico al 1% (p/v). Las cantidades de w-hidroxiacido
pentadecanoico y acido pentadecanodioico se determinaron por cromatografia de gases después de 8 dias de cultivo.
Las células se examinaron al microscopio, tifiéndose las células de grasa con rojo Nilo y, por consiguiente, son
detectables con un microscopio de fluorescencia (Fig. 4).

En este caso, se puede reconocer que el tamafio de las células grasas se redujo claramente por las deleciones de
PAH1 y SCT1 bajo las condiciones de cultivo mencionadas. Como ya se demostrd, esto no se pudo comprobar para
la delecion de DGAL ya descrita (Thevenieau F (2006) Institut National Agronomique Paris-Grignon, tesis de doctorado;
Athenstaedt K (2011) Biochim Biophys Acta 1811: 587-596).

La disponibilidad de cepas con células grasas reducidas constituye la base para el desarrollo de cepas para la
produccioén eficiente de w-hidroxiacidos grasos y acidos dicarboxilicos, ya que la esterificacion de los sustratos
ofrecidos con glicerol y su almacenamiento en las células grasas reduce la tasa de conversion.

Ejemplo 6: Expresion incrementada de FAO1 en Yarrowia lipolytica H222AP

Para la construccion de un vector para la sobre-expresion de FAO1, se obtuvo una parte del promotor constitutivo del
gen alfa del factor de elongacién de la traduccion 1 (TEF1: YALIOC09141g) mediante PCR, utilizando los cebadores
pTef_Spel_fw3 y pTef_FAOo_ol_rv. Como molde servia en este caso el plasmido pINTB_HMG1 (SEQ ID NO 5).

Ademas, el gen FAO1 (YALIOB14014g) se amplific6 mediante PCR utilizando los cebadores pTef_FAOo_ol_fw y
FAOZlo_Sphl_rv (molde: ADN gendmico de Y. lipolytica H222).

Se insertd una region colgante mediante los cebadores pTef FAOo_ol_rv y pTef FAOo_ol_fw, con cuya ayuda se
unieron ambos fragmentos de PCR mediante PCR de solapamiento utilizando los cebadores pTef_Spel_fw3 y
FAOlo_Sphl_rv. El fragmento de solapamiento se ligd a continuacion en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ
ID NO 1), se separ6 por corte de éste utilizando las enzimas de restriccion Spel y Sphl y finalmente se ligoé en la
cadena principal del plasmido pINTB_HMGL1 cortado con Spel und Sphl (SEQ ID NO 5), resultando el plasmido pINTB-
FAOL.

Ademas, se obtuvo una plataforma de integracién mediante PCR utilizando los cebadores INT_Ascl_fw_Kpnl e
INT_Ascl_rv_Kpnl, se corté con Kpnl y se ligé en la cadena principal obtenida por digestién de restriccion con Kpnl
del vector pINTB-FAOL, resultando el pldsmido pINTC-FAOL.

El plasmido pINTC-FAO1 finalmente se lineariz6 con Ascl y se transformé en la cepa receptora de Y. lipolytica deseada.

La integracion exitosa del gen FAOLl fue confirmada por PCR, utilizando los cebadores INT_Ascl_fw_out e
INT_Ascl_rv_out que se unen al ADN gendmico fuera de la construccion integrada.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como la copia
adicional de FAO1 bajo el control del promotor TEF1, se denomind H222APoF vy sirvio como cepa de partida para la
construccién de cepas adicionales para la produccion de acidos dicarboxilicos.

Tabla 4: Cebadores para la sobre-expresion de FAO1
Nombre SEQ ID Secuencia (5'—3) RS

pTef_Spel_fw3 SEQIDNO 89 |CTACGCTTGTTCAGACTTTG
pTef_FAOo_ol_rv SEQ ID NO 90

gigtgctigtcgtcagacatTTTGAA
TGATTGTTATACTCAGAAGG

SEQ ID NO 91

pTef FAOO_ol_fw cettctgagtataagaatcattcaaa
ATGTCTGACGACAAGCACAC
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Nombre SEQID Secuencia (5'—3'") RS
FAO1lo_Sphl_rv SEQIDNO 92 |gcatgcTTAGATTCGAGGTCGGAGAT Sphl
INT_Ascl_fw_Kpnl SEQIDNO 93 |ggtacCACGCACGGATAGTTTATCCA Kpnl
SEQ ID NO 94 Kpnl
qotacCCAAAGTCAACTAATGTCAAG

INT_Ascl_rv_Kpnl
TAAAG

INT_Ascl_fw_out SEQIDNO 95 |CCTCCAACGTGACTTTC
INT_Ascl_rv_out SEQIDNO 96 |AGAGACCTCCCACAAAG

Ejemplo 7: Expresion incrementada de CPR1 en Yarrowia lipolytica H222AP y H222APAAAF

Para la construccion de un vector para la sobre-expresion de FAO1, se obtuvo una parte del promotor constitutivo del
gen alfa del factor de elongacion de la traduccion 1 (TEF1: YALIOC09141g) mediante PCR, utilizando los cebadores
pTef_Spel_fw3y pTEF_CPR1_ol_rv. Como molde servia en este caso el plasmido pINTB_HMG1 (SEQ ID NO 5).

Ademas, el gen CPR1 (YALIOD04422g) se amplificé mediante PCR utilizando los cebadores pTEF_CPR1_ol_fw y
CPR1_Sphl_rv (molde: ADN gendmico de Y. lipolytica H222).

Se inserté una region colgante mediante los cebadores pTEF_CPR1_ol_rvy pTEF_CPR1_ol_fw, con cuya ayuda se
unieron ambos fragmentos de PCR mediante PCR de solapamiento utilizando los cebadores pTef_Spel_fw3 y
CPR1_Sphl_rv. El fragmento de solapamiento se ligé a continuacion en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID
NO 1), se separo6 por corte de éste utilizando las enzimas de restriccion Spel y Sphl y finalmente se ligé en la cadena
principal del plasmido pINTB_HMG1 cortado con Spel und Sphl (SEQ ID NO 5), resultando el plasmido pINTB-CPRL1.

El plasmido resultante se linearizé finalmente con Notl y se transformé en las cepas receptoras de Y. lipolytica
deseadas.

La integracion exitosa del gen CPR1 se confirmé por PCR, utilizando los cebadores INTB_out_fw e INTB_out_rv que
se unen al ADN gendmico fuera de la construccion integrada.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como la copia
adicional de CPR1 bajo el control del promotor TEF 1, se denomind H222APoC vy sirvié como cepa de partida para la
construccion de cepas adicionales para la produccion de acidos dicarboxilicos.

La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5, POX6, FADH, ADH1,
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 como la copia adicional de CPR1 bajo el control del promotor TEF1
se denomind H222APAAAFoC.

Tabla 5: Cebadores para la sobre-expresion de CPR1
Nombre SEQID Secuencia (5'—3') RS

pTef_Spel_fw3 SEQIDNO 89 |CTACGCTTGTTCAGACTTTG
pTEF_CPR1 ol_rv  |SEQ ID NO 97

AGAGAGTCGAGTAGAGCCATTTT
GAATGATTCTTATACTCAGAAGG

pTEF_CPR1 ol fw |SEQID NO 98

CCTTCTGAGTATAAGAATCATTC
AAAATGGCTCTACTCGACTCTCT

CPR1_Sphl_rv SEQ ID NO 99 Sphl
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Nombre SEQID Secuencia (5'—>3') RS

atatagcatgcCTACCACACATC

TTCCTGGTAGAC
INTB_out_fw SEQ ID NO CTCAAGATACGGCATTGG
INTB_out_rv SEQ ID NO TCCTTGGCTAGACGAATG

Ejemplo 8: Cultivo comparativo de diferentes cepas de produccidén en el fermentador

Para verificar en qué medida afectan las diferentes modificaciones genéticas a la produccién de w-hidroxiacidos grasos
y/o acidos dicarboxilicos, se cultivaron en el fermentador las cepas Yarrowia lipolytica H222AP, H222APAA,
H222APAF, H222APAAAF, H222APoF, H222APoC, H222APAD, H222APAH, H222APAS, H222APAAAFoC,
H222APAAAFAD, H222APAAAFAH y H222 APAAAFAS, cuya construccion se describié en los Ejemplos 1,2, 5,6y 7.
Como medio de cultivo servia en este caso medio minimo con (glucosa al 5% (p/v), 1 g I'* de KH2POa, 0,16 g I’ de
K2HPO4 x 3 H20, 3 g It de (NH4)2S04, 0,7 g I'* de MgSOa x 7 H20, 0,5 g I'* de NaCl, 0,4 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 0,5
mg It de H3BOs3, 0,04 mg I'* de CuSO4 x 5 H20, 0,1 mg I'* de Kl, 0,4 mg I de MnSOs x 4 H20, 0,2 mg It de Na2MoO4
X 2 H20, 0,4 mg It de ZnSO4 x 7 H20, 6 mg I'* de FeCls x 6 H20, 0,3 mg It de hidrocloruro de tiamina). El cultivo tuvo
lugar en el fermentador a 28 °C. La saturacion de oxigeno se ajust6 al 55%. Las células se inocularon con una DOsoo
de 1y se incubaron durante 24 h a pH 5,5 (titulacion automatizado de HCl y NaOH). Luego se afadieron 15 g |1 de
DDy el pH se ajust6 a 8,0. Se afiadi6é glucosa cada 24 h para ajustar una concentracion final de 5% (p/v).

Y. lipolytica H222AP formo en este caso cantidades relativamente grandes de acidos dicarboxilicos y, por consiguiente,
puede utilizarse como una cepa de partida para la construccion de una cepa de produccion correspondiente para
acidos dicarboxilicos (Fig. 5A).

Tanto Y. lipolytica H222APAA como H222APAF formaron cantidades incrementadas de w-hidroxiacidos grasos y, por
consiguiente, pueden utilizarse como cepas de partida para la construccion de correspondientes cepas de produccion
de w-hidroxiacidos grasos. En este caso, se ha de preferir Y. lipolytica H222APAF frente a H222APAA (Fig. 5A).

Y. lipolytica H222APAAAF formé solo pequefias cantidades de acidos dicarboxilicos y, por consiguiente, es la cepa
de partida preferida para la construccion de cepas de produccion de w-hidroxiacidos grasos (Fig. 5A).

La sobre-expresion de FAO1 y CPR1 en la cepa Y. lipolytica H222AP (cepas resultantes: Y. lipolytica H222APoF y
H222APoC) condujeron en cada caso a una produccion incrementada de acidos dicarboxilicos (Fig. 5B).

La delecién de DGAL en la cepa Y. lipolytica H222AP (cepa resultante: Y. lipolytica H222APAD) condujo a una
produccioén incrementada de acidos dicarboxilicos, mientras que las deleciones de PAH1 y SCT1 (cepas resultantes:
Y. lipolytica H222APAH y H222APAS) no aumentaron significativamente la produccion de acidos dicarboxilicos (Fig.
5B).

La sobre-expresién de CPR1 en la cepa Y. lipolytica H222APAAAF (cepa resultante: Y. lipolytica H222APAAAFoC)
condujo a una produccion incrementada de acidos dicarboxilicos, pero no de w-hidroxiacidos grasos (Fig. 5C).

Las deleciones de DGA1, PAH1 y SCT1 en la cepa Y. lipolytica H222APAAAF (cepas resultantes: Y. lipolytica
H222APAAAFAD, H222APAAAFAH y H222APAAAFAS) no condujeron a una produccién incrementada de w-
hidroxiacidos grasos (Fig. 5B).

Ejemplo 9: Ensayo enzimatico para la determinacion de la actividad de la alcohol (graso)-deshidrogenasa y -
oxidasa

Se determinaron las actividades enzimaticas de las alcohol (graso)-deshidrogenasas y -oxidasa en lisados celulares
de las cepas de Yarrowia lipolytica H222AP, H222APAA, H222APAF, H222APAAAF y H222APoF. Las células se
cultivaron tal como se describe en el Ejemplo 8 y se recolectaron y se disgregaron después de tres dias.

Las actividades de la enzima de la alcohol (graso)-deshidrogenasa y -oxidasa se llevaron a cabo segun lo descrito por
Matatiele (2005) (Matatiele PR (2005) tesis de doctorado, Universidad del Estado Libre, Republica de Sudéafrica).

El ensayo de alcohol (graso)-deshidrogenasa (Tris-HCI 50 mM pH 8,5, dodecan-1-ol 1,3 mM en DMSO, NAD* 2 mM,

NAP* 2 mM, extracto celular al 1,5% (v/v)) se midié con un espectrofotometro de registro a 30 °C y A = 340 nm y se
calculd la actividad enzimatica con ayuda del aumento de extincion determinado (enape)H = 6,3 mM 1 cm™?).
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El ensayo de alcohol (graso)-deshidrogenasa (glicina-NaOH 50 mM pH 9,0, dodecan-1-ol 0,35 mM en DMSO,
peroxidasa al 0,013% (p/v) (150 U/mg), ABTS al 0,044% (p/v), azida sodica 6 mM, extracto celular al 1-5% (v/Vv)) se
midié con un espectrofotémetro de registro a A = 405 nm y se calculd la actividad enzimatica con ayuda del aumento
de extincidn determinado (easTsox = 18,4 mM 1 cm'Y).

Sorprendentemente, no se comprob6 una diferencia clara en la alcohol (graso)-deshidrogenasa entre las cepas (Fig.
6A). Esto podria explicarse por la actividad de alcohol-deshidrogenasa residual. También es posible que la reaccion
medida de dodecan-1-ol también sea catalizada por el citocromo P450 y en Gltima instancia se determine la actividad
de las aldehido-deshidrogenasas.

Como era de esperar, la actividad de la alcohol (graso)-oxidasa solo se pudo detectar en las cepas VY. lipolytica H222AP
y H222APAA y no en las cepas de delecion de FAO1- Y. lipolytica H222APAF y H222APAAAF (Fig. 6B). La actividad
de la alcohol (graso)-oxidasa medida se incrementé mas de diez veces por la sobre-expresion de FAO1L (cepa: Y.
lipolytica H222APoF).

Ejemplo 9: Cultivo de Y. lipolytica H222APAF en el fermentador

Para verificar si las cepas de produccion estan en condiciones de producir grandes cantidades de acidos dicarboxilicos
y/u w-hidroxiacidos grasos y de acumularlos en el medio de cultivo, se cultivd la cepa Y. lipolytica H222APAF en el
fermentador durante 7 dias. Como medio de cultivo servia en este caso medio minimo con glucosa y una cantidad
incrementada de sales minerales, oligoelementos y vitaminas (glucosa al 5% (v/v), 2 g I'* de KH2POg4, 0,32 g I de
K2HPOa4 x 3 H20, 6 g I'* de (NH4)2S04, 1,4 g I't de MgSO4 x 7 H20, 1 g I* de NaCl, 0,8 g I'* de Ca(NOs)2 x 4 H20, 1 mg
I de H3BO3, 0,08 mg It de CuSOa4 x 5 H20, 0,2 mg I't de Kl, 0,8 mg I'* de MnSOa x 4 H20, 0,4 mg I'* de NazMoOa4 x 2
H20, 0,8 mg It de ZnS0a4 x 7 H20, 12 mg I* de FeCls x 6 H20, 0,6 mg I"* de hidrocloruro de tiamina). El cultivo tuvo
lugar en el fermentador a 28 °C. La saturacion de oxigeno se ajusto al 55%. Las células se inocularon con una DOsoo
de 1y se incubaron durante 2 dias a pH 5,5 (titulacion automatizado de HCI y NaOH). Después de 2 dias, el pH se
ajustd a 8,0 y se afiadieron 15 g I'* de dodecano después de 2 dias y 3 dias. Se afiadi6 glucosa cada 24 h para ajustar
una concentracion final de 5- 10% (p/v).

Después de 6 dias de cultivo (es decir, después de 4 dias en la fase de produccién), Y. lipolytica H222APAF formé
29,5 g I'* de w-hidroxiacido dodecanoico y 3,5 g I'* de acido dodecanodioico (Fig, 7).
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> pJET1.2/blunt (vector de clonacion en extremo romo)
<400>1
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atcttgctga
cgtattacgce
actatgatga
aaaactcatc
actcacagcg
taaatgaaga
gctgcagggg
tttcttagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgegge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca

acgacgagcg

aaaactcgag
cggatggata
aaaaaacaat
gagtagtaag
tgatgctact
agacttcaga
cggcctegtg
gtcaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgecctt
tcagttgggt
gagttttege
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactege

tgacaccacg
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ccatccggaa
tggtgttcag
gaatggaacc
attagagata
aattgggaca
gcttttgtta
atacgcectat
acttttcggg
atgtatccge
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tccegtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt

atgcctgtag

gatctggcgg
gcacaagtgt
tgctccaagt
atacaacaat
attttccaga
aaaattattt
ttttataggt
gaaatgtgcg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccgggca
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga

caatggcaac

24

ccgetcteee
taaagcagtt
taaaaataga
aaaaaaatgg
tgaagtatca
ggcaaaaata
taatgtcatg
cggaacccct
ataaccctga
ccgtgtegece
aacgctggtg
actggatctc
gatgagcact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttt
gctgaatgaa

aacgttgcge

tatagtgagt
gattttattc
gataataccg
tttagaactt
tctaagaatt
atataattcg
ataataatgg
atttgtttat
taaatgcttce
cttattccct
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtcgccegea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa

aaactattaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagccgg
cctcecegtat
gacagatcge
actcatatat
agatcctttt
cgtcagaccce
tctgetgett
agctaccaac
tccttectagt
acctcgcetcet
ccgggttgga
gttecgtgeac
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc
caggggggcg
tttgctggcecce
gtattaccgce
agtcagtgag
ggccgattca
agcgcaacgc
tgcttcegge
taaactttaa
caaaaaatgg
ctgtctcagt
ggtcaagagg
aaacccacgc
tttaatatac

gctgagaata
<210>2
<211> 2725

<212> ADN

acttactcta
accacttctg
tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tcttttteeg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagc
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
cgaggaagcg
ttaatgcagce
aattaatgtg
tcgtataatg
acatgtcaaa
atgctattaa
ttcctgaagce
aacatattga
cacctacaac
agcctgaaaa

ttgtaggaga

ES 2 886 026 T3

gctteeegge
cgcteggece
tctcgeggta
tacacgacgg
gcctecactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcceceg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgcca
atgttctttc
gctgataccg
gaagagcgcc
tggcacgaca
agttagctca
tgtggaatta
agagacgtct
ccctgaactt
ttgctctaaa
atatttagcet
ggttcctgat
tcttgagaga

tcttctagaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

aacaattaat
tteceggetgg
tcattgcagce
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tccettaacg
cttcttgaga
taccageggt
gcttcagcecag
acttcaagaa
ctgctgecag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgagcg
gcaacgcggce
ctgcgttatc
ctcgeegeag
caatacgcaa
ggtttceccga
ctcattaggc
tgagcggata
tttgttaaga
tcttcaaaat
cctcgttcaa
cgtagtttte
gaggtggtta
ataaaagaag

agat

<223> pUCBM21 (vector de clonacion)

<400> 2

25

agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagttttcg
tccttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggteggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttg
ctttttacgg
ccctgattct
ccgaacgacc
accgcectete
ctggaaagca
accccaggct
ataatttcac
atgctgagga
ttaaattttt
aaaaaatgca
atgagagtcg
gcatagttct

aacatcgatt

gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgecgtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tegtgtetta
tgaacggggg
tacctacage
tatccggtaa
gcctggtatce
tgatgctegt
ttcectggect
gtggataacc
gagcgcagcg
ccegegegtt
attggcagtg
ttacacttta
acaggaggtt
acttgcaaag
aataaaattc
gaataaagtt
attgccaaga
taatataagt

ttccatggeca

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2974



gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
atgggatatc
taagttacgce
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgecct
ggtgcactct
caacacccgce
ctgtgaccgt
cgagacgaaa
tttcttagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgcgge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact

aagttgcagg

cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccccagg
taacaatttce
gcatgecctge
gtggatccce
cgttacccaa
agaggcccge
gatgcggtat
cagtacaatc
tgacgcgcecce
ctcecgggage
gggcctegtg
gtcaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgeccett
tcagttgggt
gagttttecge
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcge
tgacaccacg
acttactcta

accacttctg
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ctcteccecge
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa
agagctctag
gggaattcac
cttaatcgecce
accgatcgece
tttctectta
tgctctgatg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
atacgcctat
acttttecggg
atgtatccge
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tcecegtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcctgtag
gcttececegge

cgctecggecec

gcgttggeceg
tgagcgcaac
tatgctteeg
cagctatgac
agtcgacggg
tggccegtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
cgcatctgtg
ccgcatagtt
gtctgctcece
agaggttttce
ttttataggt
gaaatgtgcg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccgggca
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat

ttccggetgg

26

attcattaat
gcaattaatg
gctcgtatgt
catgattacg
ccecggtacceg
tttacaacgt
tccececettte
gttgcgecage
cggtatttca
aagccagccc
ggcatccget
accgtcatca
taatgtcatg
cggaacccct
ataaccctga
ccgtgtegece
aacgctggtg
actggatctc
gatgagcact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgcetttt
gctgaatgaa
aacgttgcge
agactggatg

ctggtttatt

gcagctggca
tgagttagct
tgtgtggaat
ccaagcttce
cggccgecact
cgtgactggg
gccagctgge
ctgaatggcg
caccgcatat
cgacacccgce
tacagacaag
ccgaaacgcg
ataataatgg
atttgtttat
taaatgcttce
cttattcect
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtcgecgea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata

gctgataaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



10

ctggagccceg
cctceegtat
gacagatcgc
actcatatat
agatcctttt
cgtcagaccce
tctgetgett
agctaccaac
tccttctagt
acctcgetcet
ccgggttgga
gttcgtgcac
gtgagctatg
gcggeagggt
tttatagtcc
caggggggcyg
tttgectggee
gtattaccge

agtcagtgag
<210>3
<211>9203

<212> ADN

tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tectttttecg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagc
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgectecac
ctttgagtga

cgaggaagcg
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tctcgeggta
tacacgacgg
gcctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgce
aaggtaactg
ttaggccacce
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcceeg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgcca
atgttectttce
gctgataccg

gaaga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tcattgcagce
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tceccttaacg
cttcttgaga
taccagecggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgecag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttcce
gacttgagcg
gcaacgcgge
ctgegttatce

ctecgecgeag

actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagttttcg
tccttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggteggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttg
ctttttacgg
ccectgattet

ccgaacgace

<223> pUC-Lys2-DK2 (fuente de URA blaster)

<220>

<221> CDS

<222>(5937)..(6797)

<400> 3
catgcgatat

tgttatccge
ggtgcctaat
tcgggaaacc

ttgcgtattg

cccatggaag
tcacaattcec
gagtgagcta
tgtcgtgeca

ggcgctette

cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa

cgcttecteg

tcatggtcat
cgagccggaa
attgcgttge
tgaatcggcce

ctcactgact

27

agctgtttce
gcataaagtg
gctcactgcee
aacgcgcggg

cgctgegete

gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgcectacat
tcgtgtcetta
tgaacggggg
tacctacagc
tatccggtaa
gcctggtate
tgatgctegt
ttecectggect
gtggataacc

gagcgcagceg

tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttccag
gagaggcggt

ggtcgttegg

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2725

60

120

180

240

300



ctgcggcgag
gataacgcag
gcegegttge
cgctcaagte
ggaagctccc
tttcteeett
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaage
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactce
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tccggttecce
agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgceccggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga

cgcacatttce

cggtatcagce
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggcg
tegtgegetce
cgggaagcgt
ttegetcecaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggce
ccgtegtgta
taccgcgaga
gggccgageg
gccgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctecegat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
ccactegtge
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat

cccgaaaagt
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tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgtteeg
ggcgctttet
gctgggetgt
tcegtettgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctettact
gtcattctga
taataccgeg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
ctteettttt
atttgaatgt

gccacctgac

gcggtaatac
ggccagcaaa
cgcccecetg
ggactataaa
accctgeege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagcet
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
cgggctccag
cctgcaactt
agttcgccag
cgectegtegt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcageat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa

gtctaagaaa

28

ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggce
ttaccggata
gctgtaggta
ccceegttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttecgttce
gcttaccatc
atttatcagc
tatccgecte
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgcaa
ccgecagtgtt
ccgtaagatg
tgcggcegacce
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat

ccattattat

agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttecececet
cctgteegece
tctcagtteg
gcccgacege
cttatcgecca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttetgtg
gagttgectcet
agtgctcate
gagatccagt
caccagcegtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg

catgacatta

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



acctataaaa
gaaaacctct
gggagcagac
aactatgcgg
cacagatgcg
gctecttegee
caagcgagag
tgcegttget
cgagcttgtt
tgttgatttc
cggtgttcga
catccectac
gtctgecectg
tgaggatggc
cctetetgtg
caccaactac
gggctcttece
tgacatctac
cctcaaggag
cgagcagcag
cgtecgaggte
ccgatteggt
gggtgtcgece
tcctattcag
agtgggttge
gtttgtagaa
gtatgtaact
aacgctatca
gaaaaatgct
atcatacaaa

acaaaatggc

ataggcgtat
gacacatgca
aagcccgtca
catcagagca
taaggagaaa
aagtacggta
ctgcececgagg
tctecgaaagce
ggtggttccg
cagcctcectg
gagcacggca
ggaggtactt
tctggeccace
cctacccatce
tggcgacctg
cacactccct
atcgagaagg
cttgtgtcca
aagaagggta
tctctegagt
tactcecgact
gcttetgete
aagcgagctg
cgagccttceg
ccgtctgata
ccttgegtga
attacgagtt
aatttacgct
gtaattattg
aatagtctgce

aatgcttcge
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cacgaggccce
gctceecggag
gggcgcgtcea
gattgtactg
ataccgecatce
aggagtatcc
gatgggagaa
tgtccgagat
ccgatctgac
tcacccacct
tgggcgectat
tccttaactt
acgttatctg
agcccattga
ccgacggtaa
ctgtcctgte
cctccaaggg
ctggttctga
tcactgccgg
accgaaagtc
ttggctggte
ccttccagea
aggccaccat
accccattga
taagtattga
caactggcat
ctggggatga
caatttttga
cgacacctca
tcacagacaa

atcgecttat

tttegteteg
acggtcacag
gcgggtgttg
agagtgcacc
aggcgccaac
caaggagcac
ggctctgect
tgtcctcace
cggctcaaac
tggtgactac
catgaacggt
cgtctectac
ggttgctace
gactgtcgcece
cgagacctce
tctgacccga
tggttaccag
ggttgccatce
tgtcatctct
tgttttececcece
tecgatactet
ggtctacgat
taactactac
cgtcaacacc
tatagagtat
gtatgtgatg
gattcccatg
gcactggcta
catttagtca
gcaataatca

ggtcaaggca

29

cgegtttegg
cttgtctgta
gcgggtgteg
atatgcggtg
gccgagaagg
tctgagatca
acctacaccc
aagatccacg
ctgacccgat
tcecggecgat
atgaacgctt
gcegetggtg
catgactcca
tggcteccgag
gctgecttact
cagaacctgce
ctcatctecg
tgtgttgetg
ctgcccgact
gatggcatcc
caccagcagt
gcctttgagt
aagggccaga
cgacccggcc
atttaaatgg
tcactgatag
cttccacttg
caatacaaac
tatatatcat
ccattacacg

ctcectacgg

tgatgacggt
agcggatgcece
gggctggett
tgaaataccg
agtggaacga
tccgacgatt
ccgccgacaa
aggtcctccecce
ggaaggacgce
atatccgata
acggaggtat
ccgtecgact
ttggtctggg
ccacccccaa
acaaggccat
ctcagcttga
aggacaaggg
ccgccaaget
ggttcacctt
ccatgecttte
ttggtctgga
tcaatgccga
ctgtcaagtc
acggtgtcta
aaccccatga
ttgtattgcee
ctcatcagca
catctcaaac
aattaattaa
gtaacaaata

cactgcttac

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



ttgttaccac
acctteggea
aggtaagcca
actcecggtecce
ggggecttgg
gagtcctgeg
tcgacagaaa
cgaggctggg
gcggcagtaa
ttgggaatct
ttggtggctce
agtccececggyg
ccgttgecga
cccteecteca
gaggacacaa
agcgtcgacce
gcatgactat
tgcecggeage
tcggectgte
gtcccgecac
cgctgggcta
ttcttctege
tagatgacga
cgatcactgg
ggttggcatg
tgccgecttt
cttcgttgga
tcagctgcaa
cccagagagc
tataagttca

ttccgataaa

cacgtccacc
aagcaagctc
ggtagatacc
actcagcegtc
tagactgggg
agtcctcaac
ctttgtaacc
aagtcacatg
caacccgagce
cacccagctg
cggtcttgga
cteeggecte
gacccacaga
ccagatcggce
agttgaagat
gatgcceccettg
cgtcgeegea
gctctgggte
gcttgeggta
caaacgtttc
cgtcttgcetg
ttceggegge
ccatcaggga
accgctgatc
gattgtaggce
ggagtacgac
ggctgtgggt
cgtcattgcet
cattgacgtt
actaactcgt

aagttctgca
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gacactcttc
aaccttggac
catttgagcce
tcgagagaga
aaggtcatcg
aacaaacttc
gtacttectgg
ggcgacaacc
cacgtgatcg
gatgcatccce
gtctccgaca
tcggatcacyg
agaacccatg
agacagcttg
ctactgggct
agagccttca
cttatgactg
attttcggeg
ttcggaatct
ggcgagaagc
gcgttcgega
atcgggatgc
cagcttcaag
gtcacggcga
gccgecctat
tccaactatg
ctgacagctg
ggctttcatc
ctttctaatt
aactattacc

gactaaattt

agcttatcaa
tggggggcat
tecgtcaacge
gcagatcgag
agcacaaagt
tccagagcecca
agggtctgca
acgccggaag
acgggcacca
ttgatcattc
acgtaaccag
tgctctgega
agatcgtcgg
ttgaagtgct
gcttectaat
acccagtcag
tcttcetttat
aggaccgctt
tgcacgccct
aggccattat
cgcgaggctg
ccgegttgea
gatcgctcge
tttatgccge
accttgtctg
agtgtgcttg
cgttttcgge
atgatcacat
tggaccgata
ataacatata

atttcagtct

30

gggtctgete
ccaggaagcc
ccttaccage
cattggagtc
gtagcagagg
gacgccaggt
ggaattecgtt
gctgettggg
tgttgaccga
gaaccaggaa
gtcgaatgat
cccacttgga
actcgggaac
cggtgtcgac
gcaggagtcg
ctcctteegg
catgcaactc
tcgetggage
cgctcaagce
cgccggceatg
gatggccttce
ggccatgcetg
ggctcttacc
ctcggcgagce
cctectgtet
gatcactttg
gcggttggee
ttttgtecgge
gccgtatagt
cttcactgcc

cctcttcacc

agacagctcc
gacagccacc
ggacaaatcg
atccagcteg
atacagggca
gacgtagtcc
gaaccgtgtt
ccagaaagag
gttgtggatg
atcgtcegtg
ggtteceggtg
ctgtcegtag
gccagecttg
ggcagaggtg
cataagggag
tgggcgeggg
gtaggacagg
gcgacgatga
ttcgtcactg
gcggecgacg
cccattatga
tccaggcagg
agcctaactt
acatggaacg
gactcgtcat
acgatacatt
gacaacaata
aaaggcgacg
ccagtctatc
ccagataagg
accaaa atg

Met
1

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5939



ccc
Pro

cga
Arg

ctg
Leu

gga
Gly
50

ttc
Phe

cac
His

act
Thr

tce
Ser

ggc
Gly
130

gac
Asp

tct
Ser

tct
Ser

gag
Glu

aac
Asn
210

gtg
Val

gtt
val

tce
Ser

gtg
val

gat
Asp
35

cct
Pro

acc
Thr

ggt
Gly

gtc
val

gat
Asp
115

ctg
Leu

gtc
Vval

ccc
Pro

tgc
Cys

ctt
Leu
195

cga

Arg

ggt
Gly

gag
Glu

tac
Tyr

ctc
Leu
20

gtt
Val

tat
Tyr

tac
Tyr

tte
Phe

aag
Lys
100

atcec
Ile

cga
Arg

tect
Ser

aac
Asn

aag
Lys
180

gce

Ala

cct
Pro

ctt
Leu

gat
Asp

gaa
Glu

aag
Lys

acc
Thr

gtg
Val

gcc
Ala

ttc
Phe
85

cac
His

acc
Thr

gct
Ala

gac
Asp

gag
Glu
165

ggc
Gly

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

gtc
val

gct
Ala

ctc
Leu

acc
Thr

tgc
Cys

ggc
Gly
70

ctg
Leu

cag
Gln

aac
Asn

ggt
Gly

tac
Tyr
150

aag
Lys

tct
Ser

tce
Ser

ggc
Gly

gac
Asp
230

atg
Met

cga
Arg

gtg
val

acc
Thr

atg
Met
55

act
Thr

ttc
Phe

tac
Tyr

gcc
Ala

gcce
Ala
135

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

gac
Asp
215

aag

Lys

tct
Ser

gct
Ala

gca
Ala

aag
Lys
40

atc
Ile

gtg
Val

gag
Glu

aag
Lys

cac
His
120

gag
Glu

aac
Asn

gce
Ala

gcc
Ala

cee
Pro
200

tect

Ser

gga
Gly

acc
Thr
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aac
Asn

gcc
Ala
25

gag
Glu

aag
Lys

ctc
Leu

gac
Asp

aac
Asn
105

ggt
Gly

gaa
Glu

tce
Ser

aga
Arg

act
Thr
185

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

gga
Gly

gte
Vval
10

aag
Lys

ctc
Leu

acc
Thr

cce
Pro

aga
Arg
90

ggt
Gly

gta
Val

act
Thr

cag
Gln

ggt
Gly
170

ggc
Gly

ttt
Phe

gac
Asp

gct
Ala

acg
Thr

cac
His

aaa
Lys

att
Tle

cat
His

cte
Leu
75

aag
Lys

gtc
val

cce
Pro

gtc
Val

tac
Tyr
155

ctg

Leu

gag
Glu

gtg
val

tgg
Trp

ctc
Leu
235

gat
Asp

31

aag
Lys

acc
Thr

gag
Glu

atc
Ile
60

aag
Lys

tte
Phe

tac
Tyr

gga
Gly

tect
Ser
140

aag
Lys

cte
Leu

tac
Tyr

gtt
val

ctt
Leu
220

gga
Gly

atc
Ile

tce
Ser

aac
Asn

ctt
Leu
45

gac
Asp

gaa
Glu

gca
Ala

cga
Arg

acc
Thr
125

gaa
Glu

gag
Glu

atg
Met

tcc
Ser

ggc
Gly
205

att
Ile

cag
Gln

ata
Ile

gce
Ala

ctg
Leu
30

gce
Ala

atc
Ile

ctt
Leu

gat
Asp

atc
Ile
110

gga
Gly

cag
Gln

tte
Phe

ctg
Leu

aag
Lys
190

tte
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

att
Ile

ttt
Phe
15

tgt
Cys

gat
Asp

att
Ile

gct
Ala

att
Ile
95

gce
Ala

atc
Ile

aag
Lys

ctg
Leu

gce
Ala
175

cag
Gln

att
Ile

acc
Thr

tac
Tyr

gte
val

gce
Ala

gct
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctt
Leu
80

ggc
Gly

gag
Glu

att
Ile

aag
Lys

gte
val
160

gag
Glu

acc
Thr

gce
Ala

ccc
Pro

cga
Arg
240

ggc
Gly

gct
Ala

tct
Ser

gtc
Val

gac
Asp
65

aag
Lys

aac
Asn

tgg
Trp

gct
Ala

gag
Glu
145

cee
Pro

ctg
Leu

att
Ile

cag
Gln

999
Gly
225

act
Thr

cga
Arg

5987

6035

6083

6131

6179

6227

6275

6323

6371

6419

6467

6515

6563

6611

6659

6707



ggt ctg
Gly Leu
260

cag aag
Gln Lys
275

gct

aggttagact
cttgttcage
aacctgtgta
atgctgggta
agctgacttg
tactgggctg
gagccttcaa
ttatgactgt
ttttecggega
tcggaatctt
gcgagaagca
cgttegegac
tcgggatgcece
agcttcaagg
tcacggcgat
ccgeccctata
gtagaactct
acgtcctegt
aaatcagtag
ttggagctaa
aaatcgaacg
gtattagtac
ataagtaccce
ccgttgtcca
aattggaggc
tctgattaag

tacattgaca

tac
Tyr

Ala

245
ggc
Gly

ggc

Gly
atggatatgt
ttgtatgatg
tcegeatgat
caagtagcta
tgtatgactt
cttcctaatg
cccagtcage
cttctttatce
ggaccgcttt
gcacgcccte
ggccattatc
gcgaggetgg
cgcgttgcag
atcgctcgeg
ttatgeccegece
ccttgtetge
ctccaggcct
cgcccgagag
cgecctgetac
gagcctcecegt
ggaggactga
ggtacatagg
tttetttgte
tgagtatagt
tacagaactc
gcttcteegt

gaaagacaac

ES 2 886 026 T3

cag aac cga gat
Gln Asn Arg Asp

265

tgg gag gct tac
Trp Glu Ala Tyr

280
catttaactg
gtcagacgac
ctgtccaatg
atacgattga
attctcaact
caggagtcgc
tcctteceggt
atgcaactcg
cgctggagceg
gctcaagcct
gceggeatgg
atggccttce
gccatgectgt
gctcttacca
tcggcgagea
ctggatctcce
cacccttgtt
acggtagacg
accgetgtte
caattgtgct
gagtgtgggg
gccgaaggtce
caggtcatga
atagcagaca
gaagcggggt
gtgactgctce

gacagacagt

250

cct
Pro

att gag
Ile Glu

aag att
Lys Ile

cag
Gln
tgtatataga
ctgtctgatc
gggcatgttg
actacttata
acatccccag
ataagggaga
gggcgcgggg
taggacaggt
cgacgatgat
tcgtcactgg
cggccgacgce
ccattatgat
ccaggcaggt
gcctaactte
catggaacgg
agttctgtac
gaccttctcg
agaatggcgt
ttggcaatct
tcgactacac
ttggtaaggg
agagcggacc
gtcteggtat
acatagtatt
catatagaca
attgtgtcaa

gataaagtaa

32

255

gag gcc aag cga tac

Glu Ala Lys
270

Arg Tyr

aac tgt tag

Asn Cys
285

gagcgtgcaa
gagtatgtat
ttgtgtttet
cttatatgag
tcacaatacc
gcgtcgaceg
catgactatc
gccggcageg
cggcctgteg
tcececgecace
gctgggcetac
tctteteget
agatgacgac
gatcactgga
gttggcatgg
agccgatccce
tcctcecetgga
agagagccag
gatcgagcetce
tgccttcecage
cggttgccca
taataaatag
cacgtcttaa
catactgcga
atcgcatttg
tgctatactg

ccagatccte

gtatggagcg
gatactgcac
cgatacggag
gcttgaagaa
accagaattc
atgcccttga
gtcgeegeac
ctctgggtca
cttgecggtat
aaacgtttcg
gtcttgetgg
tccggeggea
catcagggac
ccgetgateg
attgtaggceg
ggggaccctt
tccgagacac
agctgcagag
ggccacggte
ggggcggacg
ttgtgttact
ctgacacaga
aagagtcctg
tgacggcggg
ccaacgagtg
tagtcatagce

aatcaaaaga

6755

6797

6857

6917

6977

7037

7097

7157

7217

7277

7337

7397

7457

7517

7577

7637

7697

7757

7817

7877

7937

7997

8057

8117

8177

8237

8297

8357

8417



10

gccgcaatga
caacgatttg
gacagttcac
ccttcaattt
caagttttca
cgagacaggt
aaatggtcac
taaatcatac
cctgatcetgt
atctccaagg
ggtatcaaat
aggaatcagg
tatacagact

ttgaag
<210>4
<211> 286
<212> PRT

tccatttcte
ctcatggcac
agacgattga
cccatggata
aacagatgtc
gcactgagtc
gtgattttac
cacgagctcc
gaacacagac
tgggttgatg
gataaagtga
gagatgaatg

aatcatagct

ES 2 886 026 T3

atatcgcata
tgttctggte
tctcaatttt
ctcacacgac
aaaaccgaaa
atactgcagt
tgacctatag
gcaccccaac
cccaacccegg
tgcagagcga
taaaaatttg
ggagtaagtt

tcttgcagte

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Construccion Sintética

<400> 4

Met Pro Ser Tyr Glu Ala Arg Ala

1

Ala Arg Val

5

Leu Lys Leu Val Ala

20

Ser Leu Asp Val Thr Thr Thr Lys

40

Val Gly Pro Tyr Val Cys Met Ile

Asp Phe Thr

65

55

Tyr Ala Gly Thr Vval

70

Lys His Gly Phe Phe Leu Phe Glu

85

ccatccactc
agatcagaca
aagcctgacce
attgtcggta
gttgcaagct
ggagtgcagc
atattatcac
tataccctaa
acaaggcttg
tgtcattaat
agacacggtt
gtggtctcaa

tcattattat

Asn Val His
10

Ala Lys Lys
25

Glu Leu Ile

Lys Thr His

Leu Pro Leu

75

Asp Arg Lys
90

33

tgtttgtgcce
tcggtagaca
aagcgatctce
gttttttttt
ttcgatttgg
tgatgggggg
tgcaaatgca
ccctacagte
aaccgctact
gacaggctgt
acagattatg
tgagtggaac

gggctctgta

gcatcctcca
caatccagat
acgaacgatt
tttgtagaga
aaggttatat
tgatcaaaga
gatgacataa
ttctgaaaaa
cgtacagtac
ggttggetgt
agcaacaagg
agttgacttt

acacattcta

Lys Ser Ala Phe Ala

15

Thr Asn Leu Cys Ala

30

Glu Leu Ala Asp Lys

45

Ile Asp Ile Ile Asp

60

Lys Glu Leu Ala Leu

80

Phe Ala Asp Ile Gly

95

8477

8537

8597

8657

8717

8777

8837

8897

8957

9017

9077

9137

9197

9203



10

Asn

Trp

Ala

Glu

145

Pro

Leu

Ile

Gln

Gly

225

Thr

Arg

Tyr

Thr

Ser

Gly

130

Asp

Ser

Ser

Glu

Asn

210

Vval

vVal

Gly

Gln

<210>5
<211> 10839
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> pINTB-HMG1 (vector de clonacion)
<220>
<221> CDS
<222> (207)..(3206)
<223> gen 3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG1)

Val

Asp

115

Leu

Val

Pro

Cys

Leu

195

Arg

Gly

Glu

Leu

Lys
275

Lys

100

Ile

Arg

Ser

Asn

Lys

180

Ala

Pro

Leu

Asp

Tyr

260

Ala

His

Thr

Ala

Asp

Glu

165

Gly

Arg

Lys

Asp

vVal

245

Gly

Gly

Gln

Asn

Gly

Tyr

150

Lys

Ser

Ser

Gly

Asp

230

Met

Gln

Trp

Tyr

Ala

Ala

135

Glu

Leu

Leu

Asp

Asp

215

Lys

Ser

Asn

Glu

ES 2 886 026 T3

Lys

His

120

Glu

Asn

Ala

Ala

Pro

200

Ser

Gly

Thr

Arg

Ala
280

Asn

105

Gly

Glu

Ser

Arg

Thr

185

Glu

Glu

Asp

Gly

Asp

265

Tyr

Gly

Val

Thr

Gln

Gly

170

Gly

Phe

Asp

Ala

Thr

250

Pro

Gln

34

Val

Pro

Val

Tyr

155

Leu

Glu

Val

Trp

Leu

235

Asp

Ile

Lys

Tyr Arg

Gly Thr
125

Ser Glu
140

Lys Glu

Leu Met

Tyr Ser

Val Gly

205

Leu Ile

220

Gly Gln

Ile Ile

Glu Glu

Ile Asn
285

Ile

110

Gly

Gln

Phe

Leu

Lys

190

Phe

Leu

Gln

Ile

Ala

270

Cys

Ala

Ile

Lys

Leu

Ala

175

Gln

Ile

Thr

Tyr

vVal

255

Lys

Glu

Ile

Lys

vVal

160

Glu

Thr

Ala

Pro

Arg

240

Gly

Arg
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<400> 5
ctagtttcett tgtctggeca tececgggtaac ccatgecgga cgcaaaatag actactgaaa 60
atttttttge tttgtggttg ggactttage caagggtata aaagaccacc gtccccgaat 120
tacctttcect cttcttttet ctcectctectt gtcaactcac acccgaaatc gttaagcatt 180
tccttectgag tataagaatc attcaa atg cta caa gca get att gga aag att 233
Met Leu Gln Ala Ala Ile Gly Lys Ile
1 5
gtg gga ttt gcg gtc aac cga ccc atc cac aca gtt gtec ctg acg tcc 281
Val Gly Phe Ala Val Asn Arg Pro Ile His Thr Val Val Leu Thr Ser
10 15 20 25
atc gtg gcg tca acc gca tac ctc gece atc ctc gac att gece atc ccg 329
Ile Val Ala Ser Thr Ala Tyr Leu Ala Ile Leu Asp Ile Ala Ile Pro
30 35 40
ggt ttc gag ggc aca caa ccc atc tca tac tac cac cct gca gca aaa 377
Gly Phe Glu Gly Thr Gln Pro Ile Ser Tyr Tyr His Pro Ala Ala Lys
45 50 55
tct tac gac aac cct get gat tgg ace cac att geca gag gece gac atc 425
Ser Tyr Asp Asn Pro Ala Asp Trp Thr His Ile Ala Glu Ala Asp Ile
60 65 70
cct tca gac geec tac cga ctt geca ttt gec cag atec cgt gte agt gat 473
Pro Ser Asp Ala Tyr Arg Leu Ala Phe Ala Gln Ile Arg Val Ser Asp
75 80 85
gtt cag ggc gga gag gcc ccc acc atc cct gge geec gtg gece gtg tet 521
Val Gln Gly Gly Glu Ala Pro Thr Ile Pro Gly Ala Val Ala Val Ser
90 95 100 105
gat ctc gac cac aga atc gtc atg gac tac aaa cag tgg gcc ccc tgg 569
Asp Leu Asp His Arg Ile Val Met Asp Tyr Lys Gln Trp Ala Pro Trp
110 115 120
acc gcc agc aac gag cag ate gee teg gag aac cac atce tgg aag cac 617
Thr Ala Ser Asn Glu Gln Ile Ala Ser Glu Asn His Ile Trp Lys His
125 130 135
tce ttec aag gac cac gtg gece tte age tgg atc aag tgg tte cga tgg 665
Ser Phe Lys Asp His Val Ala Phe Ser Trp Ile Lys Trp Phe Arg Trp
140 145 150
gcce tac ctg cgt ttg tcc act ctc atc cag ggg gca gac aac ttc gac 713
Ala Tyr Leu Arg Leu Ser Thr Leu Ile Gln Gly Ala Asp Asn Phe Asp
155 160 165
att gcc gtg gtc gce ctt gge tat ctt gece atg cac tac acc ttc tte 761
Ile Ala Val Val Ala Leu Gly Tyr Leu Ala Met His Tyr Thr Phe Phe
170 175 180 185
agt ctc ttc cga tce atg cga aag gtt gge tcg cac ttt tgg ctt gee 809
Ser Leu Phe Arg Ser Met Arg Lys Val Gly Ser His Phe Trp Leu Ala
130 195 200
tce atg get ctg gte tet tece ace tte get tte ctg ctt geg gtg gtg 857
Ser Met Ala Leu Val Ser Ser Thr Phe Ala Phe Leu Leu Ala Val Val
205 210 215

35



gct
Ala

ggc
Gly

ctg
Leu
250

gtg
Vval

ctt
Leu

ctg
Leu

atg
Met

atc
Ile
330

gat
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

cte
Leu

gcec
Ala
410

cat

His

gtt
Val

act
Thr

tece
Ser

ctg
Leu
235

gct
Ala

cag
Gln

gag
Glu

tcc
Ser

ttt
Phe
315

aat
Asn

ggt
Gly

gce
Ala

gce
Ala

aac
Asn
395

gct
Ala

gcc
Ala

gtg
Val

acc
Thr

tct
Ser
220

ccc
Pro

agc
Ser

gtg
Val

gtg
val

cag
Gln
300

ttg
Leu

cac
His

gta
val

aag
Lys

att
Ile
380

cte
Leu

gce
Ala

atc
Ile

tac
Tyr

ttc
Phe
460

agc
Ser

ttec
Phe

gag
Glu

atc
Ile

gcc
Ala
285

ttt
Phe

ctg
Leu

att
Ile

tect
Ser

cte
Leu
365

gcg
Ala

atc
Ile

cag
Gln

ccc
Pro

gag
Glu
445

ctg
Leu

ctg
Leu

cte
Leu

gtg
val

aca
Thr
270

gcc
Ala

tgc
Cys

acc
Thr

aag
Lys

gct
Ala
350

gac
Asp

gtg
Vval

aac
Asn

tct
Ser

gcc
Ala
430

cac

His

gct
Ala

ggt
Gly

gtg
Val

ctc
Leu
255

aag
Lys

ctg
Leu

ttc
Phe

ttec
Phe

cga
Arg
335

gct
Ala

cga
Arg

tte
Phe

ctg
Leu

gtg
Vval
415

tct

Ser

tce
Ser

gcc
Ala

tac
Tyr

gtc
val
240

aca
Thr

atc
Ile

ttt
Phe

tta
Leu

tac
Tyr
320

aac
Asn

gtt
Val

aag
Lys

aag
Lys

act
Thr
400

act

Thr

gtg
Val

cag
Gln

tgc
Cys
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cga cct agc
Arg Pro Ser
225

gce att gge
Ala Ile Gly

tcc aag agce
Ser Lys Ser

gcc tcc aag
Ala Ser Lys
275

gct ggc gcc
Ala Gly Ala
290

tct gect tgg
Ser Ala Trp
305

tct get gte
Ser Ala Val

cga atg atc
Arg Met Ile

gcc gag aag
Ala Glu Lys
355

tce gac gtt
Ser Asp Val
370

atec ttc atg
Ile Phe Met
385

gce ate ccet
Ala Ile Pro

cce ate acc
Pro Ile Thr

cce gtt gtt
Pro Val Val
435

ctc att ctg
Leu Ile Leu
450

tcc aaa act
Ser Lys Thr
465

atg
Met

ttt
Phe

agc
Ser
260

gcg
Ala

tat
Tyr

atc
Ile

ctt
Leu

cag
Gln
340

gta
Val

tet
Ser

gtc
val

cac
His

cte
Leu
420

gtc
val

cag
Gln

att
Ile

36

atc
Ile

gac
Asp
245

cag
Gln

ctg
Leu

acc
Thr

cte
Leu

gct
Ala
325

gat
Asp

gce
Ala

ctt
Leu

ctt
Leu

ctt
Leu
405

tce

Ser

acc
Thr

ctg
Leu

ggt
Gly

acc
Thr
230

cga
Arg

ctc
Leu

ttt
Phe

gga
Gly

atc
Ile
310

atc
Ile

gct
Ala

gac
Asp

ttt
Phe

999
Gly
390

gge
Gly

ccc
Pro

ttt
Phe

gag
Glu

gac
Asp
470

atg
Met

aag
Lys

gct
Ala

gag
Glu

gtt
val
295

ttc
Phe

aag
Lys

cte
Leu

tect
Ser

gga
Gly
375

ttc
Phe

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

gac
Asp
455

ccc
Pro

tecec
Ser

gtc
Val

cCccC
Pro

tac
Tyr
280

cct
Pro

gac
Asp

ttt
Phe

aag
Lys

tect
Ser
360

gce
Ala

ctt
Leu

gcg
Ala

ctt
Leu

ccc
Pro
440

gcc
Ala

gtc
Val

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met
265

agc
Ser

cga
Arg

tac
Tyr

gag
Glu

gag
Glu
345

cce
Pro

tct
Ser

ggt
Gly

gce
Ala

ctc
Leu
425

agc

Ser

ctc
Leu

atc
Ile

905

953

1001

1049

1097

1145

1193

1241

1289

1337

1385

1433

1481

1529

1577

1625



tece
Ser

tac
Tyr
490

gtg
Val

gag
Glu

cag
Gln

atc
Ile

aag
Lys
570

ctt
Leu

cag
Gln

cac
His

ggt
Gly

ggc
Gly
650

gce

Ala

acc
Thr

ttc
Phe

gag
Glu

aag
Lys
475

ctg
Leu

gtt
Val

gag
Glu

cece
Pro

atg
Met
555

cte
Leu

ggt
Gly

cag
Gln

tac
Tyr

tac
Tyr
635

aag

Lys

tca
Ser

act
Thr

ccc
Pro

gag
Glu

tac
Tyr

ttt
Phe

gag
Glu

gac
Asp

aag
Lys
540

aag
Lys

tct
Ser

gac
Asp

tct
Ser

gac
Asp
620

atg
Met

aac
Asn

acce
Thr

gtg
Val

tct
Ser
700

ggt
Gly

atc
Ile

gga
Gly

aag
Lys

acc
Thr
525

cce
Pro

gca
Ala

cte
Leu

aac
Asn

aat
Asn
605

tac
Tyr

cct
Pro

tac
Tyr

atg
Met

ctt
Leu
685

ctc
Leu

ctc
Leu

tte
Phe

gcc
Ala

cac
His
510

tct
Ser

gtg
Val

ggt
Gly

gag
Glu

acc
Thr
530

acc
Thr

gac
Asp

cte
Leu

cac
His

cga
Arg
670

act
Thr

aag
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr
495

gtt
Val

tect
Ser

acc
Thr

aag
Lys

ggc
Gly
575

cga

Arg

aag
Lys

cgt
Arg

CcCcC
Pro

att
Ile
655

ggt
Gly

cag
Gln

cgg

tce
Ser

tge
Cys
480

cga
Arg

cct
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

acc
Thr
560

aag
Lys

gct
Ala

act
Thr

gtt
Val

gtt
Val
640

cct
Pro

tge
Cys

gac
Asp

gct
Ala

atg
Met
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ctg
Leu

gaa
Glu

atc
Ile

gac
Asp

acc
Thr
545

aag
Lys

ctt
Leu

gtt
Val

tta
Leu

ttt
Phe
625

ggt
Gly

atg
Met

aag
Lys

ggt
Gly

gga
Gly
705

cga
Arg

atg
Met

gtt
Vval

gtc
Val

tece
Ser
530

cgt
Arg

ctt
Leu

cct
Pro

ggc
Gly

gag
Glu
610

gga
Gly

gtt
Val

gcc
Ala

gce
Ala

atg
Met
690

gce
Ala

aag
Lys

gte
val

gtg
val

att
Tle
515

att
Ile

tct
Ser

ctg
Leu

ttg
Leu

atc
Ile
595

acc

Thr

gcc
Ala

gct
Ala

acc
Thr

atc
Ile
675

aca
Thr

gct
Ala

gcec
Ala

37

tee
Ser

cga
Arg
500

gag
Glu

gag
Glu

ctg
Leu

gag
Glu

tat
Tyr
580

cga
Arg

tca
Ser

tgt
Cys

ggc
Gly

act
Thr
660

aac

Asn

cga
Arg

aag
Lys

tte
Phe

acc
Thr
485

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

gac
Asp

gac
Asp
565

gct
Ala

cga
Arg

aag
Lys

tgc
Cys

cece
Pro
645

gag
Glu

gce
Ala

ggt
Gly

atc
Ile

aac
Asn

gce
Ala

cag
Gln

cce
Pro

act
Thr

gac
Asp
550

cac
His

ctt
Leu

tct
Ser

ctt
Leu

gag
Glu
630

atg
Met

ggt
Gly

ggt
Gly

cct
Pro

tgg
Trp
710

tce
Ser

ctg
Leu

tct
Ser

agc
Ser

gte
Val
535

cta
Leu

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile

cct
Pro
615

aac
Asn

aac
Asn

tgt
Cys

ggce
Gly

tgt
Cys
695

ctt

Leu

acc
Thr

aac
Asn

gtg
Val

gag
Glu
520

gga
Gly

gag
Glu

gtt
Val

aag
Lys

atc
Ile
600

tac
Tyr

gtt
val

att
Ile

ctt
Leu

ggt
Gly
680

gtt
Val

gat
Asp

tect
Ser

gte
val

aag
Lys
505

aag
Lys

aag
Lys

gct
Ala

gtc
Val

cag
Gln
585

tce
Ser

ctg
Leu

att
Ile

gat
Asp

gtt
val
665

gtt
val

tcec
Ser

tcc
Ser

cga
Arg

1673

1721

1769

1817

1865

1913

1961

2009

2057

2105

2153

2201

2249

2297

2345

2393



ttt
Phe
730

ttt
Phe

atc
Ile

gge
Gly

gac
Asp

gtt
Val
810

aaa

Lys

atc
Ile

gca
Ala

cag
Gln

ggt
Gly
890

att
Ile

ctt
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cac

715

gct
Ala

att
Ile

tce
Ser

tte
Phe

aag
Lys
795

gtt
Val

agt
Ser

ggt
Gly

aac
Asn

aat
Asn
875

aac
Asn

ggt
Gly

ggce
Gly

ctt
Leu

tgt
Cys
955

aac

cgt
Arg

cga
Arg

aag
Lys

cct
Pro
780

aag
Lys

gce
Ala

gag
Glu

agt
Ser

ctg
Leu
860

gtc
Val

ctg
Leu

gga
Gly

gtg
Val

gct
Ala
940

tct
Ser

cgg

ctc
Leu

tte
Phe

ggc
Gly
765

gat
Asp

ccc
Pro

gaa
Glu

gtt
val

gce
Ala
845

gtg
Val

gag
Glu

ctc
Leu

ggt
Gly

cga
Arg
925

cge
Arg

gct
Ala

tce

cag
Gln

cga
Arg
750

gtc
Vval

atg
Met

gca
Ala

gce
Ala

gac
Asp
830

atg
Met

acc
Thr

tct
Ser

atc
Ile

act
Thr
910

ggt
Gly

ate
Ile

ctt
Leu

cag

tct
Ser
735

acc
Thr

gaa
Glu

gac
Asp

gcg
Ala

acc
Thr
815

gct
Ala

gct
Ala

gcc
Ala

tece
Ser

tcec
Ser
895

att
Ile

cct
Pro

att
Ile

gct
Ala

gct

720

ctt
Leu

acc
Thr

cac
His

att
Ile

atc
Ile
800

atc
Ile

ctt
Leu

ggc
Gly

atc
Ile

aac
Asn
880

gtt
Vval

ttg
Leu

cac
His

gct
Ala

gcce
Ala
960

cct
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cac
His

act
Thr

tct
Ser

gtg
Val
785

aac
Asn

cct
Pro

gtt
val

tct
Ser

tac
Tyr
865

tgc
Cys

tcc
Ser

gag
Glu

atc
Ile

tct
Ser
945

ggc
Gly

act

tct
Ser

ggt
Gly

ctg
Leu
770

tct
Ser

tgg
Trp

gct
Ala

gag
Glu

gtg
val
850

ctt

Leu

atc
Ile

atg
Met

ccc
Pro

gag
Glu
930

gga
Gly

cat
His

ccg

acc
Thr

gat
Asp
755

gcc
Ala

gte
val

atc
Ile

cac
His

ctc
Leu
835

gga
Gly

gcc
Ala

acg
Thr

cct
Pro

cag
Gln
915

acc
Thr

gtt
val

ctt
Leu

gce

ctt
Leu
740

gce
Ala

gtc
val

tecg
Ser

gaa
Glu

att
Ile
820

aac

Asn

ggt
Gly

act
Thr

ctg
Leu

tct
Ser
300

999
Gly

cce
Pro

ctt
Leu

gtg
Val

aag

38

725

gct
Ala

atg
Met

atg
Met

ggt
Gly

ggc
Gly
805

gte
Val

atc
Ile

tte
Phe

ggc
Gly

atg
Met
885

atc

Ile

gct
Ala

ggt
Gly

gca
Ala

caa
Gln
965

cag

ggt
Gly

gge
Gly

gtc
val

aac
Asn
790

cga
Arg

aag
Lys

agc
Ser

aat
Asn

cag
Gln
870

age

Ser

gag
Glu

atg
Met

gce
Ala

gcg
Ala
950

agt
Ser

tet

aac
Asn

atg
Met

aag
Lys
775

tac
Tyr

ggc
Gly

tct
Ser

aag
Lys

gca
Ala
855

gat
Asp

aac
Asn

gtc
Vval

ctg
Leu

aac
Asn
935

gag
Glu

cat
His

cag

ctg
Leu

aac
Asn
760

gag
Glu

tge
Cys

aag
Lys

gtt
Val

aat
Asn
840

cac

His

cct
Pro

gtc
Val

ggt
Gly

gag
Glu
920

gce
Ala

ctt
Leu

atg
Met

gce

ctg
Leu
745

atg
Met

tac
Tyr

act
Thr

agt
Ser

ctec
Leu
825

ctg

Leu

gcec
Ala

gct
Ala

gac
Asp

acc
Thr
905

atg
Met

caa
Gln

teg
Ser

acc
Thr

gat

2441

2489

2537

2585

2633

2681

2729

2777

2825

2873

2921

2969

3017

3065

3113

3161
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His Asn Arg Ser Gln Ala Pro Thr Pro Ala Lys
975

970

980

ctg cag cgt cta caa aac ggt tcg aat att tge
Leu Gln Arg Leu Gln Asn Gly Ser Asn Ile Cys

gcatgcaage
tggactacat
tttgtagcaa
caagtggata
tcatgttett
gtcaacaagg
actggagatc
atgtgctcgce
ggctggtaag
tggacagcat
tggggaagge
ccgccatgee
cgaaggcttg
tegegetceea
ctacgagttg
cccaccggaa
tatgcgactce
tgtagttgag
agttcaatcg
ccccattgga
caggtcgtet
acacagttaa
ccagccagcce
acctcggeeg
ctgectgteeg
gtcctcagag
ggatcgggca

agacagctcg

990
tttaagcagt
cattactgaa
tggaggggga
gacgactgca
ttgctcatag
gtgaggcctg
caggcagaca
cgaggcggca
agccgcgagce
ggcctgcaac
catccagcect
ggcgataatg
agcgagggcyg
gcgaaagcgyg
catgataaag
ggagctgact
ctgcattagg
aataagtcat
tattagctac
cagatcatgce
gaccatcata
atgacatatc
ttctggtatc
acaattatga
agagcgtctce
tcegeccettag
agctcaatgg

gccagcatga

ttgtttagca
tcacgcgtac
gagttgacaa
atcatatgat
ttaagctatce
gagagagttc
aggtataggg
taaatcgcceg
gatccttgaa
gcgggcatcee
cgcegtegega
gcctgettet
tgcaagattc
tecctegeecga
aagacagtca
gggttgaagg
aagcagccca
acacaagtca
ttgtacccag
ggatacacag
caagctgaac
catagtctaa
gcttggecte
tatccgttee
ccttgtegte
gtcggttetg
tctgettgga

gcagacctct

995
aaatatattt
atgtctcagce
ggcattagag
ctgcacaaac
gtgactttac
tacaagggtc
cggegectac
tgacgatcag
gctgtcecctg
cgatgcegece
acgccagcaa
cgccgaaacg
cgaataccgc
aaatgaccca
taagtgcgge
ctctcaaggg
gtagaattct
gctttcttca
catctccgta
gttgtgcagt
aagcgctcca
cctctaacag
ctcaatagga
ggtagacatg
aagacccacc
ggcaatgaag
gtactcgcca

ggccagcttce

39

Gln Ser Gln Ala Asp

985

ata cgg tca tag
Ile Arg Ser

aacgagtttg
tcaaattgta
aagagagcga
tgcgatgttt
ggatccagga
ccecgggateg
aatccatgee
cggtccagtg
atggtcgtca
ggaagcgaga
gacgtagcce
tttggtggceg
aagcgacagyg
gagcgctgece
gacgatagtc
catcggtcga
ggtggtattg
agcctcatat
tcgagaaaca
atcatacata
tacttgcacg
ttaatcttct
tcteggttet
acatcctcaa
ccgggggtcea
ccaaccacaa
gtggccagag

tegttgggag

atagaggcge
tcacggttte
gaggagaaga
tcctgtcaga
ggacgagaag
gctgtacaga
aacccgttee
atcgaagtta
tctacctgee
agaatcataa
agcgegtcegg
ggaccagtga
ccgatcatcg
ggcacctgte
atgccecegeg
cgcteteect
tgactgggga
aagtataagt
caacaacatg
ctcgatcaga
ctctetatat
ggtaagccte
ggccgtacag
cagttcggta
gaataagcca
actcggggte
agceccecttgea

aggggaccag

3206

3266

3326

3386

3446

3506

3566

3626

3686

3746

3806

3866

3926

3986

4046

4106

4166

4226

4286

4346

4406

4466

4526

4586

4646

4706

4766

4826

4886



gaactccttg
agtttcctceg
gttggtgata
agtgttgcca
aagttccttg
ggtcttgatc
ggtggtaaca
tcgageggea
ggtgaagagg
ggcagtgaag
actatacggc
gccgacaaaa
ggccaaccgce
caaagtgatc
agacaggagg
gctcgecgag
ggtaagagcc
cagcatggcc
gaaggccatc
catgceggeg
ggcttgageg
gctccagcga
gagttgcatg
ccggaaggag
cgactcctge
caacgtcgtg
cctttegeca
cgcagcectga
atttcacacc
cagccccgac
tccgettaca

tcatcaccga

tactgggagt
gcaccagctc
tcggaccact
atatctgcga
agggggagea
atgcacacat
tccagagaag
aaggcggact
agactgaaat
tatatgttat
tatcggtcca
atgtgatcat
gccgaaaacg
caagcacact
cagacaaggt
gcggcataaa
gcgagegatce
tgcaacgcgg
cagcctcgeg
ataatggcct
agggcgtgca
aagcggtcct
ataaagaaga
ctgactgggt
attaggaagc
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt

aacgcgegag
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tctegtagte
gcaggccagce
cggcgatteg
actttctgte
cagtgccgge
aaggtccgac
cacacaggtt
tgtggacgtt
aaatttagtc
ggtaatagtt
aattagaaag
gatgaaagcc
cagctgtcag
catagttgga
atagggcggce
tcgecgtgac
cttgaagctg
gcatcccgat
tcgcgaacge
gcttetegee
agattccgaa
cgccgaaaat
cagtcataag
tgaaggctct
agcccagtag
cecctggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg
cactctcagt
acccgcectgac
gaccgtctcee

acgaaagggce

agagacgtcc
aatgattccg
gtagacaccg
ctcgaacagg
gtaggtgaag
cttatcggca
ggttttettg
agctcgagcet
tgcagaactt
acgagttagt
aacgtcaatg
agcaatgacg
acccacagcce
gtcgtactcce
gcctacaatce
gatcagcggt
tcecctgatgg
gccgccggaa
cagcaagacg
gaaacgtttg
taccgcaagce
gacccagagc
tgcggegacg
caagggcatce
atcccecggga
acccaactta
gcccgeacceg
cggtatttte
acaatctgcet
gcgccectgac
gggagctgea

ctegtgatac

40

tcettettet
gttccgggta
ttottgtact
aagaaaccgt
tcgtcaatga
agctcaatga
gctgccacga
tcgtaggagg
tttatcggaa
tgaacttata
gctctetggg
ttgcagctga
tccaacgaag
aaaggcggca
catgccaacc
ccagtgatcg
tcgtcatcta
gcgagaagaa
tagcccageg
gtggcgggac
gacaggccga
gctgcecggceca
atagtcatgce
ggtcgacget
attcactggce
atcgecettge
atcgcectte
tcecttacgea
ctgatgccge
gggcttgtet
tgtgtcagag

gcctattttt

gttcagagac
caccgtgggce
ggtgcttgac
gcttaagage
tgtcgatatg
gctecettggt
gcttgagcac
gcattttggt
ccttatctgg
gatagactgg
cgtcegecttt
tattgttgte
aatgtatcgt
atgacgagtc
cgttccatgt
aagttaggct
cctgectgga
tcataatggg
cgtcggecge
cagtgacgaa
tcatcgtcege
cctgtcctac
cccgegecca
ctcecettatg
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
tctgtgeggt
atagttaagce
gctcecggea
gttttcaccg

ataggttaat

4946

5006

5066

5126

5186

5246

5306

5366

5426

5486

5546

5606

5666

5726

5786

5846

5906

5966

6026

6086

6146

6206

6266

6326

6386

6446

6506

6566

6626

6686

6746

6806



gtcatgataa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgecectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtce
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgetg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacce
aaaaggatct
ttttegttec
ttttttetge
tgtttgececgg
cagataccaa
gtagcaccge
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat

ttacggttce

taatggtttc
gtttattttt
tgcttcaata
ttcecettttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgcet
gccgecataca
ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctce
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtce
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg

tggeccttttg
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ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggecattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgceg
ctattctcag
catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agcccgtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcecaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgcecta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
ggggcggage

ctggccetttt

ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttecgeeceeg
gtattatcce
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgcettg
accacgatgce
actctagcett
cttctgeget
cgtgggtctce
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttegee
ctatggaaaa

gctcacatgt

41

ttcggggaaa
atccgcetceat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc
gcagtgcetge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggcccttece
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctacce
taactggctt
gccaccactt
cagtggctgce
taccggataa
agcgaacgac
ttcccgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa

tcttteectge

tgtgcgegga
gagacaataa
acatttcegt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagcegyg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgeggecttt

gttatcccecct

6866

6926

6986

7046

7106

7166

7226

7286

7346

7406

7466

7526

7586

7646

7706

7766

7826

7886

7946

8006

8066

8126

8186

8246

8306

8366

8426

8486

8546

8606

8666



gattctgtgg
acgaccgagce
ccteteceeg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
cgggcccggt
attatcagcect
acggcatttt
ggactttttc
aacatcccca
cacggacctce
ataataaaca
cccecttett
aatctcaact
gctctegtgg
agaatcaaca
taaggctcct
catcactctt
cttgtgggtg
tcaggaggac
agattgggtc
ccagtatgag
cccgagcaac
acaatacgac
accccccaga
tggceggett
tgcaggttac
aagaggcaga
acggctgtceg
ggtcgcaatc

ttccaccaga

ctttggcaaa gaggctgcaa aggaggggct ggtgagggcg tctggaagtc gaccagagac
cgggttggeg gcgcatttgt gtcccaaaaa acagccccaa ttgccccaat tgaccccaaa
ttgacccagt agcgggccca accccggega gagccccectt ctccccacat atcaaaccte

ccccggttee cacacttgec gttaagggeg tagggtactg cagtctggaa tctacgettg

ataaccgtat
gcagcgagtc
cgegttggece
gtgagcgcaa
ttatgcttcc
acagctatga
acccccacag
ctcgaggata
gggtctgttce
ttgttacaga
aggtcaaagt
tgcgatgata
ccagctcttt
tctattttac
tgacttccca
cggccgcace
accctaccaa
gctgaccctt
ggtataccceg
aagagtgacg
gttcccaacg
aaagatacca
ttecgecatgg
gaggcgtett
tgcaattggg
caccaatcac
ggctttgegt
cctgeeccegta
gatggagccc
gcggatataa
cgccacccac

tcatatgtcce

ttcagacttt gta

<210>6
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taccgccettt
agtgagcgag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcgtatg
ccatgattac
ttctcactca
atgttagtge
ttttgaagta
agaataaaaa
acagatattg
caatatcatg
caatccaact
ataaatagca
taagaagttc
tgctcctgea
ctgtacatac
ctgccgttct
gtcagceccett
gcteccteegg
gctttgcaat
tcaatatcgg
ctactcagac
atgggtaccce
gattgttgct
tacgaccgat
ttcgectecca
gtcgetcegat
gtatggtgag
acggtatttt
aaccgtctac

caacttgcca

gagtgagctg
gaagcggaag
tgcagetgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccaagcttce
gatcatggag
agttccagga
cagaaatatc
aacctcgact
taccgacttc
gttccatggt
tagctttett
agatccttac
actaccctaa
cctaagttceg
tgctaaccct
aggaaaccag
ctcagttcag
tgcattcaac
tgcccacgga
tggtgttagt
aaatactgac
attccccaca
cgtatcgcac
ccaactccac
cactacaccg
ccacctecete
ccgtagagtg
cacaattgca
ctcccacaga

aattaaaacc

42

ataccgcetcg
agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg
catgggatct
actctaacct
ctcattgtge
ctcattgttg
gatgtactaa
tgaaatttgt
ctcttgaate
ccacttgaac
ccctacatgt
ggactctgge
tcaaaatcgg
gattctttga
cttgttgagt
attgacacag
aagaaggctt
gacaaaacct
attgaccagt
ccggtttttg
gtaaccatct
ccgtacegtg
gtttctgcta
taataccacg
cttetetegt
gagcgagggyg
cccecagecag
accccgtcac

gtgcgaattt

ccgcagceccga
acgcaaaccg
tccecgactgg
ggcaccccag
ataacaattt
ctagagtcga
tgagacatca
aactgtcacc
gtatactttg
ttacatggtt
gggatccaca
acaccactca
ataggccatc
ctcataacac
agtatttact
ttttactcag
ataaccccaa
acgctgtgaa
gctcegtetga
cttctacttt
ctgccattgg
atagtattga
gtatcggcta
atattgcaaa
ccaccgtaac
cccagtetge
tcactctcat
gtgtgcagca
cgatcttaca
accgatagcce
ttccacccett

tcaaaataaa

8726
8786
8846
8906
8966
9026
9086
9146
9206
9266
9326
9386
9446
9506
9566
9626
9686
9746
9806
9866
9926
9986
10046
10106
10166
10226
10286
10346
10406
10466
10526

10586

10646

10706

10766

10826

10839



<211>999

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Construccion Sintética
<400> 6

Met

1

Pro

Leu

Ile

Trp

65

Ala

Thr

Met

Ala

Phe

145

Leu

Leu

Ile

Ala

Ser

50

Thr

Phe

Ile

Asp

Ser

130

Ser

Ile

Gln Ala Ala

His

Ile

35

Tyr

His

Ala

Pro

Tyr

115

Glu

Trp

Gln

Thr

20

Leu

Tyr

Ile

Gln

Gly

100

Lys

Asn

Ile

Gly

5

val

Asp

His

Ala

Ile

85

Ala

Gln

His

Lys

Ala

Ile

val

Ile

Pro

Glu

70

Arg

Val

Trp

Ile

Trp
150

Asp

Gly

Leu

Ala

Ala

55

Ala

Val

Ala

Ala

Trp

135

Phe

Asn
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Lys

Thr

Ile

40

Ala

Asp

Ser

Val

Pro

120

Lys

Arg

Phe

Ile

Ser

25

Pro

Lys

Ile

Asp

Ser

105

Trp

His

Trp

Asp

Val

10

Ile

Gly

Ser

Pro

Val

90

Asp

Thr

Ser

Ala

Ile

43

Gly

val

Phe

Tyr

Ser

75

Gln

Leu

Ala

Phe

Tyr

155

Ala

Phe

Ala

Glu

Asp

60

Asp

Gly

Asp

Ser

Lys

140

Leu

Val

Ala

Ser

Gly

45

Asn

Ala

Gly

His

Asn

125

Asp

Arg

Val

Vval

Thr

30

Thr

Pro

Tyr

Glu

Arg

110

Glu

His

Leu

Ala

Asn

15

Ala

Gln

Ala

Arg

Ala

95

Ile

Gln

Val

Ser

Leu

Arg

Tyr

Pro

Asp

Leu

80

Pro

val

Ile

Ala

Thr

160

Gly



Tyr

Lys

Thr

Arg

225

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

305

Ser

Arg

Ala

Ser

Ile

385

Ala

Leu

Val

Phe

210

Pro

Ile

Lys

Ser

Gly

290

Ala

Ala

Met

Glu

Asp

370

Phe

Ile

Ala

Gly

195

Ala

Ser

Gly

Ser

Lys

275

Ala

Trp

Val

Ile

Lys

355

Vval

Met

Pro

Met

180

Ser

Phe

Met

Phe

Ser

260

Ala

Tyr

Ile

Leu

Gln

340

Val

Ser

Val

His

165

His

His

Leu

Ile

Asp

245

Gln

Leu

Thr

Leu

Ala

325

Asp

Ala

Leu

Leu

Leu
405

Tyr

Phe

Leu

Thr

230

Arg

Leu

Phe

Gly

Ile

310

Ile

Ala

Asp

Phe

Gly

330

Gly

Thr

Trp

Ala

215

Met

Lys

Ala

Glu

Val

295

Phe

Lys

Leu

Ser

Gly

375

Phe

Lys
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Phe

Leu

200

Val

Ser

Val

Pro

Tyr

280

Pro

Asp

Phe

Lys

Ser

360

Ala

Leu

Ala

Phe

185

Ala

Val

Glu

Asn

Met

265

Ser

Arg

Tyr

Glu

Glu

345

Pro

Ser

Gly

Ala

170

Ser

Ser

Ala

Gly

Leu

250

Val

Leu

Leu

Met

Ile

330

Asp

Asp

Gly

Leu

Ala
410

44

Leu

Met

Ser

Leu

235

Ala

Gln

Glu

Ser

Phe

315

Asn

Gly

Ala

Ala

Asn

395

Ala

Phe

Ala

Ser

220

Pro

Ser

Val

val

Gln

300

Leu

His

val

Lys

Ile

380

Leu

Ala

Arg

Leu

205

Ser

Phe

Glu

Ile

Ala

285

Phe

Leu

Ile

Ser

Leu

365

Ala

Ile

Gln

Ser

190

Val

Leu

Leu

Val

Thr

270

Ala

Cys

Thr

Lys

Ala

350

Asp

Val

Asn

Ser

175

Met

Ser

Gly

Val

Leu

255

Lys

Leu

Phe

Phe

Arg

335

Ala

Arg

Phe

Leu

Val
415

Arg

Ser

Tyr

val

240

Thr

Ile

Phe

Leu

Tyr

320

Asn

val

Lys

Lys

Thr

400

Thr



Pro

Pro

Leu

Ser

465

Leu

Glu

Ile

Asp

Thr

545

Lys

Leu

Val

Leu

Phe

625

Gly

Met

Ile

Val

Ile

450

Lys

Met

vVal

Val

Ser

530

Arg

Leu

Pro

Gly

Glu

610

Gly

Val

Ala

Thr

Val

435

Leu

Thr

Val

Val

Ile

515

Ile

Ser

Leu

Leu

Ile

595

Thr

Ala

Ala

Thr

Leu

420

Val

Gln

Ile

Ser

Arg

500

Glu

Glu

Leu

Glu

Tyr

580

Arg

Ser

Cys

Gly

Thr
660

Ser

Thr

Leu

Gly

Thr

485

Thr

Lys

Leu

Asp

Asp

565

Ala

Arg

Lys

Cys

Pro

645

Glu

Pro

Phe

Glu

Asp

470

Ala

Gln

Pro

Thr

Asp

550

His

Leu

Ser

Leu

Glu

630

Met

Gly

Glu

Val

Asp

455

Pro

Leu

Ser

Ser

Val

535

Leu

Glu

Glu

Ile

Pro

615

Asn

Asn

Cys
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Leu Leu
425

Pro Ser
440

Ala Leu

Val Ile

Asn Val

Val Lys

505

Glu Lys
520

Gly Lys

Glu Ala

Val Vval

Lys Gln

585

Ile Ser

600

Tyr Leu

Val Ile

Ile Asp

Leu Val
665

His

Val

Thr

Ser

Tyr

490

Val

Glu

Gln

Ile

Lys

570

Leu

Gln

His

Gly

Gly

650

Ala

45

Ala

Val

Thr

Lys

475

Leu

Val

Glu

Pro

Met

555

Leu

Gly

Gln

Tyr

Tyr

635

Lys

Ser

Ile

Tyr

Phe

460

Tyr

Phe

Glu

Asp

Lys

540

Lys

Ser

Asp

Ser

Asp

620

Met

Asn

Thr

Pro

Glu

445

Leu

Ile

Gly

Lys

Thr

525

Pro

Ala

Leu

Asn

Asn

605

Tyr

Pro

Tyr

Met

Ala

430

His

Ala

Phe

Ala

His

510

Ser

Val

Gly

Glu

Thr

590

Thr

Asp

Leu

His

Arg
670

Ser

Ser

Ala

Leu

Thr

495

Val

Ser

Thr

Lys

Gly

575

Arg

Lys

Arg

Pro

Ile

655

Gly

Val

Gln

Cys

Cys

480

Arg

Pro

Glu

Glu

Thr

560

Lys

Ala

Thr

Val

Val

640

Pro

Cys



Lys

Gly

Gly

705

Arg

His

Thr

Ser

Val

785

Asn

Pro

Val

Ser

Tyr

865

Cys

Ser

Glu

Ala

Met

690

Ala

Lys

Ser

Gly

Leu

770

Ser

Trp

Ala

Glu

Val

850

Leu

Ile

Met

Pro

Ile

675

Thr

Ala

Ala

Thr

Asp

755

Ala

Val

Ile

His

Leu

835

Gly

Ala

Thr

Pro

Gln
915

Asn

Arg

Lys

Phe

Leu

740

Ala

Val

Ser

Glu

Ile

820

Asn

Gly

Thr

Leu

Ser

900

Gly

Ala

Gly

Ile

Asn

725

Ala

Met

Met

Gly

Gly

805

vVal

Ile

Phe

Gly

Met

885

Ile

Ala

Gly

Pro

Trp

710

Ser

Gly

Gly

Val

Asn

790

Arg

Lys

Ser

Asn

Gln

870

Ser

Glu

Met

Gly

Cys

695

Leu

Thr

Asn

Met

Lys

775

Tyr

Gly

Ser

Lys

Ala

855

Asp

Asn

Val

Leu

ES 2 886 026 T3

Gly

680

Val

Asp

Ser

Leu

Asn

760

Glu

Cys

Lys

vVal

Asn

840

His

Pro

Val

Gly

Glu
920

Val

Ser

Ser

Arg

Leu

745

Met

Tyr

Thr

Ser

Leu

825

Leu

Ala

Ala

Asp

Thr

905

Met

Thr

Phe

Glu

Phe

730

Phe

Ile

Gly

Asp

Val

810

Lys

Ile

Ala

Gln

Gly

890

Ile

Leu

46

Thr

Pro

Glu

715

Ala

Ile

Ser

Phe

Lys

795

Val

Ser

Gly

Asn

Asn

875

Asn

Gly

Gly

val

Ser

700

Gly

Arg

Arg

Lys

Pro

780

Lys

Ala

Glu

Ser

Leu

860

Val

Leu

Gly

Val

Leu

685

Leu

Leu

Leu

Phe

Gly

765

Asp

Pro

Glu

Val

Ala

845

Val

Glu

Leu

Gly

Arg
925

Thr

Lys

Lys

Gln

Arg

750

Val

Met

Ala

Ala

Asp

830

Met

Thr

Ser

Ile

Thr

910

Gly

Gln

Arg

Ser

Ser

735

Thr

Glu

Asp

Ala

Thr

815

Ala

Ala

Ala

Ser

Ser

895

Ile

Pro

Asp

Ala

Met

720

Leu

Thr

His

Ile

Ile

800

Ile

Leu

Gly

Ile

Asn

880

Val

Leu

His
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Ile Glu Thr Pro Gly Ala Asn Ala Gln
930 935

Ser Gly Val Leu Ala Ala Glu Leu Ser
945 950

Gly His Leu Val Gln Ser His Met Thr
965

Thr Pro Ala Lys Gln Ser Gln Ala Asp
980 985

Ser Asn Ile Cys Ile Arg Ser
995

<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400>7

tccagaagcg ctacaaagag 20
<210> 8

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 8

attaccctgt tatccctatg aaggttgcag tcgtagtc
<210>9

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400>9

tagggataac agggtaattg cgatctcgat gagtgatg

<210>10

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 10

gcccagaaga ttggaatgac 20
<210> 11

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 11

atataccgcg ggattccgcec aagtgagact g
<210> 12

Gln Leu Ala Arg Ile Ile
940

Leu Cys Ser Ala Leu Ala
955

His Asn Arg Ser Gln Ala
970 975

Leu Gln Arg Leu Gln Asn
990

38

38

31

a7

Ala

Ala

960

Pro

Gly
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<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 12

attaccctgt tatccctacg tcgaggaagt aggtcatc 38
<210>13

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 13

tagggataac agggtaatgc gagcttgatg aggaatag 38
<210> 14

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 14

atataccgceg gectgacgec aatttgaaga g 31
<210> 15

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 15

atataccgcg getgggcetgt tcggtcgata g 31
<210> 16

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 16

tagggataac agggtaatag gacgcacaac gccatcac 38
<210>17

<211>36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 17

attaccctgt tatccctacg ctcccattgg aaacta 36
<210>18

<211>31

48
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 18

atataccgeg gtctcttege tgtggtctag g 31
<210>19

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 19

atataccgceg gtccaccgtt ctecttcata ¢ 31
<210> 20

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 20

tagggataac agggtaatat gtctctaggg tcgaagtc 38
<210>21

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 21

attaccctgt tatccctatg gcaagectca ctactacg 38
<210> 22

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 22

atataccgcg gtgeggegga actactgtat ¢ 31
<210> 23

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 23

atataccgcg ggggattctc cgggttattt g 31
<210>24

<211>38

<212> ADN

49
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 24

tagggataac agggtaatac gtctcggacc ttgaattg
<210> 25

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 25

attaccctgt tatccctacc ttcaacctgt ccgacttc
<210> 26

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 26

atataccgcg ggaagceggtc ctegtigtat g 31

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 27

gtgtagcaac tcggatacag 20
<210>28

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 28

tagggataac agggtaatgg tccataagca gagtgttc
<210> 29

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 29

attaccctgt tatccctaac cctcgacctc cttattac
<210>30

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 30

ctcttcttga ctggcatage 20
<210>31

50
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38

38

38
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<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 31

atataaagct tgcggcetcgg cacgtgatct g
<210> 32

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 32

atataggatc catcgtgcgt acgtcgctag tg
<210> 33

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 33

atataggatc ccgaccggca cgatcaatig g
<210> 34

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 34

atatacatat gggtgcatct cagcccgacc tc
<210> 35

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 35

tcccgaaaca cagaacttec 20
<210> 36

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 36

atataaagct tggtggacgt tccggcagac ag
<210>37

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

31

32

31

32

32
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<220>

<223> cebador

<400> 37

atataggatc cctcccagge atcteccacac tc
<210> 38

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 38

atataggatc ccacttacag gcttagcaag g
<210> 39

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 39

atatagcggc cgeggaaatc acgcettgatt cg
<210> 40

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 40

taggcgctgg tacagaagag 20
<210> 41

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 41

atataaagct tgagtacagt aggtggtact c
<210> 42

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 42

atataggatc cagtggtggt ggtggtggta g
<210> 43

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 43

atataggatc ctttacgtgc aacaggagga g

32

31

32

31

31

31

52
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<210> 44

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 44

atatacatat ggcctgtctt gagttctttg g
<210> 45

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 45

agggtcgtag ataacgagtc 20
<210> 46

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 46

atataaagct tcacgtggcet getgggecaa cc
<210> 47

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 47

atataggatc ccgcacggta tcggagcatc g
<210>48

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 48

atataggatc ccgcggcetat tgacgcetgag g
<210> 49

<211>34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 49

atatacatat gcccgtcagce tccatcgacg agtg
<210> 50

<211>23

<212> ADN

31

32

31

31

34
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 50

aggtgtactg tagccaccct gac 23
<210>51

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 51

atataaagct tccggecage cgetggeaac g
<210>52

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 52

atataggatc cacacgacag ctgcacctga c
<210>53

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 53

atataggatc ccagccatga gccaggeatt g
<210>54

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 54

atatacatat gggcgccagc cacatttgcc ctc
<210> 55

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 55

agcgatacag cagttgactc 20
<210> 56

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 56

tcagccgtct acttgtagag 20
<210>57

31

31

31

33

54



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 886 026 T3

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 57

atataggatc cgtggctcgg atactcctga c
<210> 58

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 58

atataggatc cagccggagg tcagatcaag ¢
<210> 59

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 59

atatacatat ggcgcaatag ttcgeecggec tg
<210> 60

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 60

ctcgtgttgt gectttcttg 20
<210>61

<211>34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 61

atataaagct tgcgcgacaa cccatagega tggce
<210>62

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 62

atataggatc cgataagagg gcgctctgac c
<210> 63

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

31

31

32

34

31
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<220>

<223> cebador

<400> 63

atataggatc cggcgtgaca tcgagtttgg 30
<210>64

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 64

atatacatat gctacgtctc gecgecagagg g 31
<210> 65

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 65

agcgagaggt tatacggaag 20
<210> 66

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 66

ctcctacagce ctctcaagac 20
<210> 67

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 67

gtctacaaga cagcccagag 20
<210> 68

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 68

ccgcttgaga agagcaatac 20
<210> 69

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 69

atataaagct tcgecacctg tecacgtctec g 31
<210>70

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador
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<400> 70

atataggatc cgcgaagcega cgtgtggtga g
<210>71

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 71

atataggatc cgctgagcac gcgagtacac c
<210>72

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 72

atatagaatt cgatctgtcg tacaactaag g
<210> 73

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 73

cagaagttac gacgccaagg 20
<210> 74

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 74

atataaagct tccgtaataa atgcecgtct ¢
<210> 75

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 75

atataggatc caggtcgatt tcggegctgt g
<210> 76

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 76

atataggatc cggttaggca aatagctaat g
<210> 77

<211>31

31

31

31

31

31

31
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 77

atatagaatt cgcctggagce gagtttctga g
<210> 78

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400>78

tcgcaagggc catagaggtg 20
<210>79

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400>79

atataaagct tccttgcaca tctecgatga c
<210> 80

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 80

atataggatc cggtgttacg ccaccacgtt g
<210> 81

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 81

atataggatc cgggacctgc gatacgaatg c
<210> 82

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 82

atatagaatt cgcttgcgca geecggtgtat ¢
<210> 83

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 83

31

31

31

31

31
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ggcgttgtgg agctatcacc 20
<210> 84

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 84

atataaagct tgecgtgeggt gegtgegtat g 31
<210> 85

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 85

atataggatc ccagcaccac gaaattatac g 31
<210> 86

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 86

atataggatc cgtgcgcetta catgtggacc g 31
<210> 87

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> cebador

<400> 87

atatagaatt ccaggcagct tcttgecaat g 31
<210> 88

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 88

gagataggag gttcccatac 20
<210> 89

<211>20

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica
<400> 89

ctacgcttgt tcagactttg 20
<210>90

<211>46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
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<223> cebador

<400> 90

gtgtgcttgt cgtcagacat tttgaatgat tcttatactc agaagg
<210>91

<211>46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 91

ccttctgagt ataagaatca ttcaaaatgt ctgacgacaa gcacac
<210>92

<211>26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 92

gcatgcttag attcgaggtc ggagat 26
<210>93

<211>26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 93

ggtaccacgc acggatagtt tatcca 26
<210>94

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 94

ggtacccaaa gtcaactaat gtcaagtaaa g 31
<210> 95

<211>17

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 95

cctccaacgt gactttc 17

<210> 96

<211>17

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 96

agagacctcc cacaaag 17
<210>97

<211>46

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 97

agagagtcga gtagagccat tttgaatgat tcttatactc agaagg
<210>98

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 98

ccttctgagt ataagaatca ttcaaaatgg ctctactcga ctctct
<210>99

<211>35

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 99

atatagcatg cctaccacac atcttcctgg tagac 35
<210> 100

<211>18

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 100

ctcaagatac ggcattgg 18

<210> 101

<211>18

<212> ADN

<213> Yarrowia lipolytica

<400> 101

tccttggcta gacgaatg 18
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica, que presenta una reduccion en la actividad de Faolp,
codificada por el gen FAOLl: YALIOB14014g, en donde la cepa de levadura presenta también una reduccion de las
actividades de los genes de acil-CoA-oxidasas POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6, en donde las actividades
de las proteinas Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 se reducen mediante

(i) delecién parcial o completa de los genes codificantes para Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y POX6 o
(i) expresién de genes no funcionales para Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y POX6 o

(iii) inhibicion o reduccion de la actividad de los genes expresados para Faolp, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5y
POX6 por insercion, sustitucion o mutacion puntual en el gen que codifica la proteina.

2. Cepa de levadura segun la reivindicacion 1, caracterizada por que los genes para Faolp POX1, POX2, POX3,
POX4, POX5 y POX6 han sido suprimidos.

3. Cepa de levadura segun una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que los genes para las alcohol graso-
deshidrogenasas FADH, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6 y/o ADH7 han sido suprimidos.

4. Cepa de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que estan incrementadas
adicionalmente las actividades de los distintos o de todos los productos génicos del citocromo P450 ALK1, ALK2,
ALK3, ALK4, ALK5, ALK6, ALK7, ALKS8, ALK9, ALK10, ALK1l y/o ALK12 por célula, en donde la actividad
incrementada de las proteinas tiene lugar a través de

(i) incorporacion del gen del producto génico del citocromo P450 en multiples, preferiblemente de 8 a 12 copias, en el
genoma del organismo o

(ii) intercambio del promotor natural del gen del producto génico del citocromo P450 por un promotor més fuerte que
el natural, preferiblemente un promotor que posea al menos el 50% de la actividad del promotor del gen alfa del factor
de elongacion de la traduccion 1 TEF1, lo méas preferiblemente un promotor que posea al menos la actividad del
promotor TEF1.

5. Cepa de levadura segin una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que estan incrementada
adicionalmente la actividad de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1, en donde la actividad incrementada de la
NADPH-citocromo P450-reductasa tiene lugar a través de

(i) incorporacion del gen de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1 en mdltiples, preferiblemente de 8 a 12 copias,
en el genoma del organismo o

(ii) intercambio del promotor natural del gen de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1 por un promotor mas fuerte
que el natural, preferiblemente un promotor que posea al menos el 50% de la actividad del promotor del gen alfa del
factor de elongacion de la traduccién 1 TEF1, lo mas preferiblemente un promotor que posea al menos la actividad del
promotor TEF1.

6. Cepa de levadura segin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que estan incrementada
adicionalmente la actividad de la cido fosfatidico-defosfohidrolasa PAH1, en donde la actividad de la acido fosfatidico-
defosfohidrolasa PAH1 se reduce a través de

(i) la inhibicion o reduccién de la expresion de los genes codificantes de la &cido fosfatidico-defosfohidrolasa PAH1 o
(ii) la delecion parcial o completa de los genes codificantes de la acido fosfatidico-defosfohidrolasa PAH1 o

(iii) la expresion de genes no funcionales de la acido fosfatidico-defosfohidrolasa PAH1 o

(iv) la inhibicion o reduccion de la actividad de los genes expresados de la acido fosfatidico-defosfohidrolasa PAH1.
7. Cepa de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada por que esta reducida adicionalmente la
actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1, en donde la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa
SCT1 se reduce a través de

(i) la inhibicion o reduccién de la expresion de los genes codificantes de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1 o

(ii) la delecion parcial o completa de los genes codificantes de la acido glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1 o

(iii) la expresion de genes no funcionales de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1 o
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(iv) la inhibicién o reduccién de la expresion de los genes codificantes de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1.

8. Procedimiento para la produccion biocatalitica de w-hidroxiacidos grasos a partir de un sustrato hidréfobo, que
comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar células de levadura de al menos una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica, segin una de las
reivindicaciones 1 a 7

en un medio de cultivo adecuado,

b) poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidréfobo, en donde el sustrato hidr6fobo se hace
reaccionar con al menos una de las enzimas de las células de levadura seleccionadas del grupo

(i) productos génicos del citocromo P450,

(i) NADPH-citocromo P450-reductasa,

(iii) aldehido graso-deshidrogenasas

para dar el producto de reaccion w-hidroxiacido graso,
c) aislamiento del w-hidroxiacido graso.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, caracterizado por que la reaccion para dar el producto de reaccién w-
hidroxiacido graso tiene lugar adicionalmente con alcohol graso-oxidasas remanentes, alcohol graso-deshidrogenasas.

10. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 8 0 9, caracterizado por que el sustrato hidréfobo se elige del
grupo de los n-alcanos de estructura general: HzC-(CH2)a-CHs, de los alquenos de la estructura general HzC-(CnHan-
2)-CHs, HzC-(CnH2n-4)-CHz 0 H3C-(CnH2n-6)-CHs, acidos grasos de la estructura general: HOOC-(CH2)n-CHs, HOOC-
(CnHzn-2)-CH3, HOOC-(CnHzn-4)-CH3z 0 HOOC-(CnH2n-6)-CHs, y ésteres alquilicos de acidos grasos de la estructura
general: ROOC-(CH2)n-CHs, con n en el intervalo de 6 a 18.

11. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 8 a 10 precedentes, caracterizado por que adicionalmente al
sustrato hidréfobo, se utiliza glucosa como fuente de carbono.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 8 a 10 precedentes, caracterizado por que el sustrato hidr6fobo
es un n-alcano, un algueno o un acido graso con n en el intervalo de 8 a 18.

13. Kit para la produccion biocatalitica de acidos dicarboxilicos u w-hidroxiacidos grasos que contiene:

- al menos un tipo de células de levadura de la cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica segin una de las
reivindicaciones 1 a 7 en un componente acuoso y/o

- al menos un tipo de células de levadura crioconservadas de la cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica
segun una de las reivindicaciones 1 a 7.

14. Uso de una cepa de levadura segun una de las reivindicaciones 1 a 7, un procedimiento segin una de las
reivindicaciones 8 a 12 o un kit segun la reivindicacion 13 para la produccion microbiana de w-hidroxiacidos grasos
segun la estructura general: HOOC-(CH2)n-OH, HOOC-(CnH2n-2)-CH20H, HOOC-(CnH2n-4)-CH20H 0 HOOC-(CnHzn-
6)-CH20H, con n en el intervalo de 6 a 18, a partir de un sustrato hidréfobo.
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