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DESCRIPCION

Genes de desaturasa, enzimas codificadas por estos genes y utilizacién de los mismos.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la identificacién y el aislamiento de genes novedosos que codifican enzimas
implicadas en la sintesis de dcidos grasos poliinsaturados (PUFA). La invencién también estd dirigida a enzimas
desaturasas novedosas codificadas por estos genes y a métodos de utilizacion de los genes y/o las enzimas codificadas
por los genes. En particular, la invencion esta dirigida a genes derivados del hongo Saprolegnia diclina (ATCC 56851)
que codifican una w3 desaturasa novedosa (también referida en la presente memoria como Al7 desaturasa) y a una
A12 desaturasa novedosa. Estas enzimas catalizan la introduccién de un doble enlace carbono-carbono entre una
posicién concreta dentro de un dcido graso sustrato. Por ejemplo, la w3 desaturasa novedosa descrita en la presente
memoria cataliza la conversién de dcido araquidénico (20:4n-6) en acido eicosapentaenoico (20:5n-3) (asi como otras
reacciones de desaturacién que implican otros sustratos). Del mismo modo, la A12 desaturasa novedosa descrita en la
presente memoria cataliza la conversién de dcido oleico (18:1n-9) en 4cido linoleico (18:2n-6). Los PUFA formados
de este modo se pueden afiadir a composiciones farmacéuticas, composiciones nutricionales, alimentos para animales,
u otros productos.

Antecedentes

Las desaturasas son una clase de enzimas criticas en la producciéon de dcidos grasos poliinsaturados de cadena
larga. Los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA) juegan muchos papeles en el funcionamiento apropiado de todas
las formas de vida. Por ejemplo, los PUFA son componentes importantes de la membrana plasmatica de la célula,
donde se encuentran en forma de fosfolipidos. Los PUFA también son precursores de las prostaciclinas, eicosanoides,
leucotrienos y prostaglandinas de mamiferos. Adicionalmente, los PUFA son necesarios para el desarrollo apropiado
del cerebro del lactante, asi como para la formacién y reparacién de tejidos en mamiferos maduros. A la vista de la
transcendencia bioldgica de los PUFA, se estdn realizando intentos para producirlos de una manera eficaz.

Numerosas enzimas, muy notablemente desaturasas y elongasas, estdn implicadas en la biosintesis de los PUFA
(véase la Figura 1). Las elongasas catalizan la adicién de una unidad de 2 carbonos a un 4cido graso sustrato. De este
modo, por ejemplo, una elongasa (genéricamente denominada “elo” en la Figura 1) cataliza la conversion de 4cido y-
linolénico (18:3n-6) en dcido dihomo-y-linolénico (20:3n-6), asi como la conversién de dcido estearidonico (18:4n-3)
en dcido eicosatetraenoico (20:4n-3), etc.

Las desaturasas catalizan la introduccién de insaturaciones (esto es, dobles enlaces) entre atomos de carbono en la
cadena alquilica del dcido graso del sustrato. De este modo, por ejemplo, el dcido linoleico (18:2n-6) es producido a
partir de acido oleico (18:1n-9) por la accién de una A12 desaturasa. De un modo similar, el 4cido y-linolénico (18:3n-
6) es producido a partir de 4cido linoleico por la accién de una A6 desaturasa.

En toda la presente solicitud, los PUFA serdn identificados inequivocamente utilizando el sistema de nomenclatura
“omega” aprobado por los fisidlogos y bioquimicos, en oposicién al sistema “delta” o I.U.P.A.C. aprobado normal-
mente por los quimicos. En el sistema “omega”, un PUFA es identificado por una designacién numérica del nimero de
carbonos de la cadena. Esta estd seguida de dos puntos y después otra designaciéon numérica del nimero de insatura-
ciones de la molécula. Esto estd seguido después por la designacién “n-x,” donde x es el nimero de carbonos desde el
extremo metilico de la molécula donde estd localizada la primera insaturacién. Cada insaturacién de la subsecuencia
(donde hay mds de un doble enlace) estd localizada 3 d4tomos de carbono adicionales hacia el extremo carboxilo de la
molécula. De este modo, los PUFA descritos en la presente memoria pueden ser descritos por ser PUFA “interrumpidos
por metileno”. Cuando se requiere alguna otra designacion, se indicardn las desviaciones del sistema “omega”.

Cuando sea apropiado, la accién de las enzimas desaturasas descritas en la presente memoria también serd iden-
tificada utilizando el sistema “omega”. De este modo, una “omega-3” desaturasa cataliza la introduccién de un doble
enlace entre los dos carbonos en las posiciones 3 y 4 desde el extremo metilo del sustrato. No obstante, en muchos
casos, es mas conveniente indicar la actividad de una desaturasa contando desde el extremo carboxilo del sustrato. De
este modo, como se muestra en la Figura 1, una A9 desaturasa cataliza la introduccién de un doble enlace entre los dos
carbonos de las posiciones 9 y 10 desde el extremo carboxilo del sustrato. En resumen, cuando se utiliza el término
“omega”, se estd designando la posicién en el sustrato con respecto al extremo metilo; cuando se utiliza el término
“delta”, se estd designando la posicidén en el sustrato con respecto al extremo carboxilo.

Se debe observar que los mamiferos no pueden desaturar dcidos graso sustrato mas alla de la posicién A9 (esto es,
una distancia de 9 d&tomos de carbono mads alld del extremo carboxilo). De este modo, por ejemplo, los mamiferos no
pueden convertir dcido oleico (18:1n-9) en 4cido linoleico (18:2n-6); el dcido linoleico contiene una insaturacién en
la posicién A12. Del mismo modo, el 4cido a-linolénico (18:3n-3) (que tiene insaturaciones en A12 y A15) no puede
ser sintetizado por los mamiferos. Sin embargo, por ejemplo, los mamiferos pueden convertir dcido a-linolénico en
acido estearidonico (18:4n-3) por la accion de una A6 desaturasa. (Véase la Figura 1. Véase también la publicacién
PCT WO 96/13591; El FASEB Journal, Restimenes, Parte I, Resumen 3093, pagina A532 (Experimental Biology 98,
San Francisco, CA, 18-22 Abril, 1998); y Patente de los Estados Unidos Num. 5.552.306).
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Refiriéndose todavia a la Figura 1, en mamiferos, hongos, y algas, el acido estearidénico formado de ese modo es
convertido en 4dcido eicosatetraenoico (20:4n-3) mediante la accién de una elongasa. Este PUFA se puede convertir
después en 4cido eicosapentaenoico (20:5n-3) por medio de una A5 desaturasa. El dcido eicosapentaenoico se puede
convertir después a su vez en dcido w3-docosapentaenoico (22:5n-3) por medio de una elongasa.

Otros eucariotas, incluyendo hongos y plantas, tienen enzimas que desaturan dcidos grasos sustrato en el carbono
A12 (véase la publicacién PCT WO 94/11516 y Patente de los Estados Unidos Nim. 5.443.974) y en el carbono delta-
15 (véase la publicaciéon PCT WO 93/11245). Los principales dcidos grasos poliinsaturados de los animales derivan
por lo tanto de la dieta y/o de la desaturacién y elongacién del dcido linoleico o el 4cido a-linolénico. A la vista de
estas dificultades, todavia permanece la necesidad de aislar los genes implicados en la sintesis de PUFA. Idealmente,
estos genes se originarfan a partir de especies que naturalmente producen dcidos grasos que no son producidos natu-
ralmente en los mamiferos. Estos genes podrian ser expresados después en un sistema microbiano, vegetal, o animal,
que serfa alterado de ese modo para producir cantidades comerciales de uno o mds PUFA. Asi, existe una necesidad
definida de enzimas A12- y A17 desaturasas, los respectivos genes que codifican estas enzimas; as{ como métodos
recombinantes de produccion de estas enzimas. Adicionalmente, existe la necesidad de aceites que contengan niveles
de PUFA ademads de los presentes naturalmente. El acceso a tales enzimas A12-y A17 desaturasas permite la produc-
cién de grandes cantidades de PUFA que no pueden ser sintetizados de novo en mamiferos. Estos PUFA pueden ser
utilizados como agentes farmacéuticos y/o suplementos nutricionales.

Compendio de la invenciéon

Una realizacion de la presente invencion abarca una secuencia de nucledtidos aislada que comprende o es comple-
mentaria a una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa, donde la secuencia
de aminodécidos del polipéptido tiene una identidad de secuencia de al menos 50% con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 26 y el SEQ ID NO: 42.

La presente invencién también incluye una secuencia de nucleétidos aislada que codifica un polipéptido que tiene
actividad desaturasa, comprendiendo dicha secuencia de nucleétidos o complementaria a una secuencia de nucleétidos
que tiene una identidad de al menos 50% con una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 41. En particular, la secuencia puede ser seleccionada del grupo que consiste en el
SEQ ID NO: 25 y el SEQ ID NO: 41. La secuencia puede codificar una desaturasa funcionalmente activa que utiliza
un 4cido graso poliinsaturado como sustrato. Ademads, la secuencia de nucleétidos se puede aislar de un hongo, tal
como Saprolegnia diclina.

Una realizacién adicional de la presente invencién incluye un polipéptido purificado codificado por la secuencia
de nucledtidos descrita antes.

La presente invencién también incluye un polipéptido purificado que desatura un 4cido graso poliinsaturado sus-
trato en un carbono omega-3 del sustrato y tiene una identidad de aminodcidos de al menos 50% con una secuencia de
aminodcidos que comprende el SEQ ID NO: 26. El polipéptido puede desaturar un dcido graso sustrato que tiene 20
atomos de carbono.

Adicionalmente, la presente invencion abarca un polipéptido purificado que desatura un dcido graso poliinsaturado
sustrato en un carbono delta-12 del sustrato y tiene una identidad de aminoacidos de al menos 50% con el SEQ ID
NO: 42. El polipéptido puede desaturar un 4cido graso sustrato que tiene 18 dtomos de carbono.

Otra realizacién de la presente invencién incluye un método de produccién de desaturasa que comprende las etapas
de: aislar una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa, comprendiendo
dicha secuencia de nucleétidos o complementaria a una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos
50% con una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 25 y el SEQ ID NO: 41;
construir un vector que comprende la secuencia de nucleétidos aislada; e introducir el vector en una célula anfitriona
durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para la expresion de la desaturasa codificada por la secuencia de
nucledtidos aislada.

Una realizacién adicional de la presente invencién incluye un vector que comprende: 1) una secuencia de nucleoti-
dos aislada que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa, correspondiendo dicha secuencia de nucleétidos
a o complementaria a una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos aproximadamente 50% con
una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 25 y el SEQ ID NO: 41, conectada
operablemente a b) una secuencia reguladora.

Adicionalmente, otra realizacién de la presente invencion incluye una célula anfitriona que comprende el vector
anterior. La célula anfitriona puede ser, por ejemplo, una célula eucaridtica seleccionada del grupo que consiste en una
célula de mamifero, una célula de insecto, una célula vegetal y una célula fingica. Con respecto a la célula anfitriona, la
expresion de la secuencia de nucledtidos aislada del vector puede dar como resultado una célula anfitriona productora
de un 4cido graso poliinsaturado que no es producido en el tipo salvaje de la célula anfitriona.

Asimismo, la presente invencién abarca una célula vegetal, planta, o tejido vegetal que comprende el vector descrito
antes, donde la expresion de la secuencia de nucleétidos del vector da como resultado la produccién de un dcido graso
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poliinsaturado por la célula vegetal, planta o tejido vegetal. El vector de la célula vegetal, planta o tejido vegetal
puede inducir la produccién de un 4cido graso poliinsaturado seleccionado del grupo que consiste en, por ejemplo,
cido linoleico, 4cido eicosatetraenoico y 4cido eicosapentaenoico. Asimismo, la invencién incluye uno o mds aceites
vegetales o dcidos expresados por la célula vegetal, planta o tejido vegetal.

La invencién también incluye una planta transgénica que comprende el vector descrito antes, donde la expresion
de la secuencia de nucleétidos del vector da como resultado la produccién de un dcido graso poliinsaturado en las
semillas de la planta transgénica.

Otra realizacién de la presente invencién abarca un método de produccién de un 4cido graso poliinsaturado que
comprende las etapas de: aislar una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene actividad desatu-
rasa, comprendiendo dicha secuencia de nucle6tidos o complementaria a una secuencia de nucleétidos que tiene una
identidad de al menos 50% con una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO:
25 y el SEQ ID NO: 41; construir un vector que comprende la secuencia de nucleétidos aislada; transformar el vector
en una célula anfitriona durante un tiempo y en condiciones suficientes para la expresion de una desaturasa codificada
por la secuencia de nucledtidos aislada; y exponer la desaturasa expresada seleccionada del grupo que consiste en una
omega-3 desaturasa y una delta-12 desaturasa, a un 4cido graso sustrato, por medio de lo cual el sustrato es convertido
cataliticamente por dicha desaturasa en un 4cido graso poliinsaturado deseado producto. El sustrato es dcido dihomo-
gama-linolénico o dcido araquidénico y el 4cido graso poliinsaturado producto es 4cido eicosatetraenoico o dcido
eicosapentaenoico, respectivamente, cuando la desaturasa expresada es una omega-3 desaturasa. El acido graso po-
liinsaturado sustrato es dcido oleico y el 4cido graso poliinsaturado producto es 4cido linoleico, cuando la desaturasa
expresada es una delta-12 desaturasa.

El método puede comprender adicionalmente la etapa de exponer el dcido graso poliinsaturado producto a una o
mads enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una desaturasa y una elongasa, por medio de lo cual el 4cido
graso poliinsaturado producto es convertido cataliticamente en otro dcido graso poliinsaturado producto. El dcido graso
poliinsaturado producto es dcido eicosatetraenoico o 4cido eicosapentaenoico y el otro 4cido graso poliinsaturado es
dcido eicosapentaenoico o dcido omega-3-docosapentaenoico, respectivamente, cuando la desaturasa expresada es una
omega-3 desaturasa. El dcido graso poliinsaturado producto es dcido linoleico y el otro dcido graso poliinsaturado es
dcido gama-linolénico, cuando la desaturasa expresada es una delta-12 desaturasa.

Adicionalmente, el método descrito antes puede comprender adicionalmente la etapa de exponer el otro dcido graso
poliinsaturado a una o mds enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una desaturasa y una elongasa con el fin
de convertir el otro dcido graso poliinsaturado en un 4cido graso poliinsaturado final. El 4cido graso poliinsaturado
final se selecciona del grupo que consiste en dcido omega-3-docosapentaenoico y dcido docosahexaenoico, cuando la
desaturasa expresada de la etapa (d) es una omega-3 desaturasa. Por el contrario, el dcido graso poliinsaturado final
se selecciona del grupo que consiste en dcido dihomo-gama-linolénico, dcido araquidénico, dcido adrénico, dcido
omega-6-docosapentaenoico, dcido eicosatetraenoico, acido estearidonico, 4cido eicosapentaenoico, dcido omega-3-
docosapentaenoico y dcido docosahexaenoico, cuando la desaturasa expresada es una delta-12 desaturasa.

Una realizacién adicional de la presente invencién incluye un método de producciéon de un dcido graso poliinsa-
turado que comprende exponer un dcido graso sustrato a un polipéptido que tiene una identidad de aminoécidos de al
menos 50% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en el SEQ ID NO: 26 y el SEQ
ID NO: 42, por medio de lo cual el dcido graso sustrato es convertido cataliticamente en el dcido graso poliinsaturado
producto. El 4cido graso sustrato es dcido dihomo-gama-linolénico o 4cido araquidénico y el 4cido graso poliinsatu-
rado producto es 4cido eicosatetraenoico o dcido eicosapentaenoico, respectivamente, cuando el polipéptido es una
omega-3 desaturasa. En cambio, el 4cido graso sustrato es dcido oleico y el dcido graso poliinsaturado producto es
cido linoleico, cuando el polipéptido es una delta-12 desaturasa.

La presente invencién definida antes puede ser utilizada para proporcionar una composicion que comprende al
menos un 4cido graso poliinsaturado seleccionado del grupo que consiste en el dcido graso poliinsaturado “producto”
producido de acuerdo con el método descrito antes, el “otro” 4cido graso poliinsaturado producido de acuerdo con
el método descrito antes, y el dcido graso poliinsaturado “final” producido de acuerdo con el método descrito antes.
El dcido graso poliinsaturado producto es dcido eicosatetraenoico o dcido eicosapentaenoico, cuando la desaturasa
expresada es una omega-3 desaturasa. En cambio, el dcido graso poliinsaturado producto es acido linoleico, cuando
la desaturasa expresada es una delta-12 desaturasa. El otro dcido graso poliinsaturado es 4cido eicosapentaenoico o
acido omega-3-docosapentaenoico, respectivamente, cuando la desaturasa expresada es una omega-3 desaturasa. Sin
embargo, el otro 4cido graso poliinsaturado es dcido gamma-linolénico, cuando la desaturasa expresada es una delta-
12 desaturasa. El 4cido graso poliinsaturado final se selecciona del grupo que consiste en dcido omega-3-docosapen-
taenoico y 4cido docosahexaenoico, cuando la desaturasa expresada es una omega-3 desaturasa. En cambio, el 4cido
graso poliinsaturado final se selecciona del grupo que consiste en d4cido dihomo-gama-linolénico, 4cido araquidénico,
dcido adrénico, dcido omega-6-docosapentaenoico, dcido eicosatetraenoico, 4cido estearidonico, dcido eicosapentae-
noico, acido omega-3-docosapentaenoico y dcido docosahexaenoico, cuando la desaturasa expresada es una delta-12
desaturasa.

La composicién descrita antes se puede utilizar para prevenir o tratar una afeccién causada por una ingesta insufi-
ciente de al menos un dcido graso poliinsaturado que comprende administrar al paciente la composicidn descrita antes
en una cantidad suficiente para llevar a cabo la prevencion o el tratamiento.
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Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 es un esquema que muestra la ruta biosintética que conduce a la produccién de diversos PUFA.

La Figura 2 es la secuencia de nucleétidos de sdd17 (SEQ ID NO: 25), un gen derivado de S. diclina (ATCC 56851)
que codifica una desaturasa de acido graso w3 novedosa.

La Figura 3 es la secuencia de aminodcidos de la w3 desaturasa (SDD17) (SEQ ID NO: 26) codificada por la
secuencia de nucleétidos representada en la Figura 2.

La Figura 4 es una comparacién de la secuencia de aminodcidos entre la desaturasa SDD17 representada en la
Figura 3 y una A15 desaturasa conocida de Synechocystis sp. (SYCDESB).

La Figura 5 es una comparacién de la secuencia de aminodcidos entre la desaturasa SDD17 representada en la
Figura 3 y una A17 desaturasa conocida de C. elegans (CELEFAT).

La Figura 6 es la secuencia de nucleétidos de sdd12 (SEQ ID NO: 41), un gen derivado de S. diclina (ATCC 56851)
que codifica una desaturasa de 4acido graso A12 novedosa.

La Figura 7 es la secuencia de aminodcidos de la A12 desaturasa (SDD12) (SEQ ID NO: 42) codificada por la
secuencia de nucleétidos representada en la Figura 6.

La Figura 8 es una comparacién de la secuencia de aminoacidos entre la desaturasa SDD12 representada en la
Figura 7 y una A12 desaturasa conocida de G. hirsutum (GHO6DES).

La Figura 9 enumera los identificadores de secuencia de toda la solicitud asi como las correspondientes secuencias
de aminoécidos o de nucleétidos.

Descripcion detallada de la invencion

Abreviaturas utilizadas en la presente memoria:

18:1n-9 = 4cido oleico = OA

18:2n-6 = 4cido linoleico = LA

18:3n-6 = 4cido gamma-linolénico = GLA

18:3n-3 = 4cido alfa-linolénico = ALA

18:4n-3 = 4cido estearidénico = STA

20:3n-6 = 4cido dihomo-gamma-linolénico = DGLA

20:4n-6 = 4cido araquidénico = AA

20:4n-3 = 4cido eicosatetraenoico = ETA

20:5n-3 = 4cido eicosapentaenoico = EPA

22:4n-6 = 4cido adrénico

22:5n-3 = 4cido omega-3-docosapentaenoico = DPA

22:6n-3 = 4cido docosahexaenoico = DHA

PUFA = 4cido graso poliinsaturado

La invencidn sujeto hace referencia a las secuencias de nucledtidos y de aminoécidos traducida de los genes de
la w3 desaturasa y la A12 desaturasa aislados del hongo Saprolegnia diclina o S. diclina (ATCC 56851). Ademas, la
invencién sujeto también incluye los usos de estos genes y de las enzimas codificadas por estos genes. Por ejemplo,
los genes y sus correspondientes enzimas se pueden utilizar en la produccién de dcidos grasos poliinsaturados tales
como 4cido linoleico, 4cido eicosapentaenoico, y similares. Estos dcidos grasos pueden ser afiadidos a composiciones
farmacéuticas, composiciones nutricionales, y otros productos valiosos.

El hongo S. diclina (ATCC 56851), a partir del cual se aislaron los polinucleétidos descritos en la presente memo-
ria, es asequible comercialmente de 1la Coleccién de Cultivos Tipo Americana, 10801 University Boulevard, Manassas,

Virginia 20110. EI hongo se suministra congelado y puede ser propagado en medio ATCC 307 de agar harina de maiz
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(Difco nim. 0386) a 24°C. Para una informacién adicional sobre este hongo, véase Beakes G. (1983) “A comparative
account of cyst coat ontogeny in saprophytic and fish-lesion (pathogenic) isolates of the Saprolegnia diclina-para-
sitica complex”. Can. J. Bot. 61, 603-625; y Willoughby L.G., et al. (1983) “Zoospore germination of Saprolegnia
pathogenic to fish”. Trans. Br. Mycol. Soc. 80, 421-435.

El Gen de la w3-Desaturasa, el Gen de la Al2-Desaturasa, y sus Enzimas Codificadas

Las enzimas codificadas por los genes de la omega-3 desaturasa y la delta-12 desaturasa de la presente invencion
son esenciales en la produccién de PUFA que tienen al menos dos insaturaciones y una longitud total de 18 carbonos
o més. La secuencia de nucledtidos del gen de la omega-3 desaturasa de Saprolegnia diclina aislado se muestra en el
SEQ ID NO: 25 y en la Figura 2. La secuencia de este gen difiere significativamente de todos los genes de desaturasa
conocidos, de cualquier fuente. La enzima omega-3 desaturasa codificada se muestra en el SEQ ID NO: 26 y en la
Figura 3. La secuencia de nucleétidos del gen de la delta-12 desaturasa de Saprolegnia diclina aislado se muestra en
el SEQ ID NO: 41 y en la Figura 6. Este gen también difiere significativamente de la secuencia de todos los genes de
desaturasa conocidos, de cualquier fuente. La enzima delta-12 desaturasa codificada se muestra en el SEQ ID NO: 42
y en la Figura 7.

El gen de la omega-3 desaturasa aislado de la presente invencién, cuando es transformado en un anfitrién de
levadura, produce una enzima omega-3 desaturasa que cataliza rdpidamente la conversién de DGLA en ETA, AA en
EPA, y 4cido adrénico en DPA (véase el Ejemplo 5). De una manera similar, el gen de la delta-12 desaturasa aislado
de la presente invencion, cuando es transformado en un anfitrién de levadura, produce una enzima delta-12 desaturasa
que cataliza rdpidamente la conversién de OA en LA (véase el Ejemplo 9).

Se debe observar que la presente invencién también abarca las secuencias de nucledtidos (y las correspondientes
proteinas codificadas) que tienen secuencias que comprenden, idénticos, o complementarios al menos en un 50%,
preferiblemente al menos aproximadamente 60%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 70%, incluso
mads preferiblemente al menos aproximadamente 80%, y muy preferiblemente al menos aproximadamente 90% de los
nucledtidos (es decir, que tienen una identidad de secuencia con la secuencia) mostrados en el SEQ ID NO: 25 y el SEQ
ID NO: 41 (es decir, las secuencias de nucleétidos del gen de la omega-3 desaturasa y el gen de la delta-12 desaturasa
de Saprolegnia diclina, respectivamente) descritas en la presente memoria. (Todos los nimeros enteros entre 50% y
100% también se consideran dentro del alcance de la presente invencién con respecto al porcentaje de identidad). Tales
secuencias pueden derivar de cualquier fuente, ya sea aisladas de una fuente natural, o producidas por medio de una
ruta semi-sintética, o sintetizadas de novo. Tales secuencias pueden ser aisladas o estar derivadas de fuentes flingicas,
como también de otras fuentes no flingicas, tales como bacterianas, de algas, de C. elegans, de ratén o humanas.

La identidad de secuencia o el porcentaje de identidad es el nimero exacto de emparejamientos entre dos secuen-
cias alineadas dividido por la longitud de la secuencia mds corta y multiplicado por 100. Un alineamiento aproximado
para las secuencias de 4dcido nucleico es proporcionado por el algoritmo de la homologia local de Smith y Waterman,
Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981). Este algoritmo se puede ampliar para utilizarlo con secuencias
de péptidos o proteinas utilizando la matriz de puntuacién creada por Dayhoff, Atlas of Protein Sequences and Struc-
ture, M.O. Dayhoff ed., 5 Supl. 3:353-358, National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C., USA, y
normalizada por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6):6745-66763 (1986). El Genetics Computer Group (GCG) (Madi-
son, Wisconsin) proporciona un programa de ordenador que automatiza este algoritmo tanto para secuencias de acido
nucleico como de péptidos en la aplicacién de utilidad “BestFit”. Los pardmetros por defecto de este método se des-
criben en el Wisconsin Sequence Analysis Package Program Manual, Versioén 8 (1995) (asequible de GCG). Otros
programas igualmente adecuados para calcular el porcentaje de identidad o similitud entre secuencias son general-
mente conocidos en la técnica.

La invencién también incluye un polipéptido purificado que desatura los PUFA en la posicién omega-3 y tiene al
menos aproximadamente una similitud o identidad de aminodcidos del 50%, preferiblemente al menos aproximada-
mente una similitud o identidad de 60%, mds preferiblemente al menos aproximadamente una similitud o identidad de
70%, incluso mds preferiblemente al menos aproximadamente una similitud o identidad de 80%, y muy preferiblemen-
te al menos aproximadamente una similitud o identidad de 90% con la secuencia de aminodcidos mostrada en el SEQ
ID NO: 26 (Figura 3) y codificado por la secuencia o las secuencias de nucledtidos observadas antes. (Todos los nime-
ros enteros entre una similitud o identidad de 50% y 100% también estan incluidos dentro del alcance de la invencién).

La invencién incluye adicionalmente un polipéptido purificado que desatura los PUFA en la posicién delta-12 y
tiene una similitud o identidad de al menos aproximadamente 50%, preferiblemente al menos aproximadamente una si-
militud o identidad de 60%, mas preferiblemente al menos una similitud o identidad de aproximadamente 70%, incluso
m4s preferiblemente una similitud o identidad de al menos aproximadamente 80%, y muy preferiblemente una simi-
litud o identidad de al menos aproximadamente 90% con la secuencia de aminodcidos mostrada en el SEQ ID NO:42
(Figura 7) que, a su vez, estd codificado por la secuencia o las secuencias de nucleétidos anteriores. (Todos los nlimeros
enteros entre una similitud o identidad de 50% y 100% también estdn incluidos dentro del alcance de la invencién).

El término “identidad” hace referencia a la relacién de dos secuencias nucleétido a nucleétido a lo largo de una
ventana o segmento de comparacién concreto. De este modo, la identidad se define como el grado de igualdad, corres-
pondencia o equivalencia entre las mismas hebras (ya sean efectoras o antisentido) de dos segmentos de ADN. “El
porcentaje de identidad de la secuencia” se calcula comparando dos secuencias alineadas 6ptimamente a lo largo de
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una regién concreta, determinando el nimero de posiciones en la cuales existe una base idéntica en ambas secuen-
cias con el fin de proporcionar el niimero de posiciones emparejadas, dividiendo el nimero de tales posiciones por el
ndmero total de posiciones en el segmento que estd siendo comparado y multiplicando el resultado por 100. El alinea-
miento ptimo de secuencias se puede llevar a cabo por el algoritmo de Smith & Waterman, Appl. Math. 2:482 (1981),
por el algoritmo de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por el método de Pearson & Lipman, Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 85:2444 (1988) y por programas de ordenador que implementan los algoritmos relevantes (p.
ej., Clustal Macaw Pileup (http://cmgm.stanford.edu/biochem218/11Multiple.pdf; Higgins et al., CABIOS. 5L151-
153 (1989)), FASTDB (Intelligenetics), BLAST (National Center for Biomedical Information; Altschul ef al., Nucleic
Acids Research 25:3389-3402 (1997)), PILEUP (Genetics Computer Group, Madison, WI) o GAP, BESTFIT, FASTA
y TFASTA (Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, Madison, WI). (Véase la
Patente de los Estados Unidos Num. 5.912.120).

Para los fines de la presente invencién, “la complementariedad” se define como el grado de relacién entre dos
segmentos de ADN. Se determina midiendo la capacidad de la hebra efectora de un segmento de ADN para hibridar
con la hebra antisentido del otro segmento de ADN, en condiciones apropiadas, para formar una doble hélice. Un
“complemento” se define como una secuencia que se empareja con una secuencia dada basandose en las reglas de em-
parejamiento de bases candnicas. Por ejemplo, una secuencia A-G-T en una hebra de nucleétidos es “complementaria”
a T-C-A en la otra hebra.

En la doble hélice, la adenina aparece en una hebra, la timina aparece en la otra hebra. De un modo similar,
siempre que se encuentra guanina en una hebra, se encuentra citosina en la otra. A mayor relacion entre las secuencias
de nucleétidos de dos segmentos de ADN, mayor capacidad para formar diplex hibridos entre las hebras de los dos
segmentos de ADN.

La “similitud” entre dos secuencias de aminodcidos se define como la presencia de una serie de restos aminoacido
idénticos asi como conservados en ambas secuencias. A mayor grado de similitud entre dos secuencias de aminod-
cidos, mayor correspondencia, igualdad o equivalencia de las dos secuencias. (La “identidad entre dos secuencias de
aminodcidos” se define como la presencia de una serie de restos aminodcido exactamente iguales o invariables en
ambas secuencias). Las definiciones de “complementariedad”, “identidad” y “similitud” son bien conocidas por los
expertos normales en la técnica.

“Codificado por” hace referencia a una secuencia de 4cido nucleico que codifica una secuencia de polipéptidos,
donde la secuencia de polipéptidos o una porcién de la misma contiene una secuencia de aminoécidos de al menos 3
aminodcidos, mds preferiblemente al menos 8 aminoécidos, e incluso mds preferiblemente al menos 15 aminoécidos
de un polipéptido codificado por la secuencia de dcido nucleico.

La presente invencién también abarca una secuencia de nucledtidos aislada que codifica una actividad desaturasa
de PUFA y que es hibridable, en condiciones moderadamente restrictivas, con un acido nucleico que tiene una se-
cuencia de nucledtidos que comprende o es complementaria a la secuencia de nucledtidos que comprende el SEQ
ID NO:25 o el SEQ ID NO:41. Una molécula de 4cido nucleico es “hibridable” con otra molécula de acido nucleico
cuando una forma de hebra sencilla de la molécula de 4cido nucleico puede recocerse con otra molécula de dcido
nucleico en las condiciones de temperatura y fuerza idnica apropiadas (véase Sambrook er al., “Molecular Cloning:
A Laboratory Manual”, Segunda Edicién (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York)). Las condiciones de temperatura y fuerza idénica determinan el “grado de restricciéon” de la hibridacién. La
“hibridacién” requiere que dos 4dcidos nucleicos contengan secuencias complementarias. No obstante, dependiendo
del grado de restriccién de la hibridacién, se pueden producir emparejamientos erréneos entre las bases. El grado de
restriccion apropiado para la hibridacion de dcidos nucleicos depende de la longitud los dcidos nucleicos y del grado
de complementariedad. Tales variables son bien conocidas en la técnica. Mds especificamente, a mayor grado de simi-
litud u homologia entre dos secuencias de nucledtidos, mayor es el valor de Tm de los hibridos de los 4cidos nucleicos
que tienen esas secuencias. Para los hibridos de mas de 100 nucledtidos de longitud, se han obtenido ecuaciones para
calcular la Tm (véase Sambrook et al., supra). Para la hibridacién con dcidos nucleicos mds cortos, la posicién de
los emparejamientos erréneos se vuelve mas importante, y la longitud del oligonucledtido determina su especificidad
(véase Sambrook et al., supra).

Segtn se utiliza en la presente memoria, un “fragmento o secuencia de acido nucleico aislado” es un polimero de
ARN o ADN que es monocatenario o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de nucledtidos sintéticas, no na-
turales o alteradas. Un fragmento de 4cido nucleico aislado en forma de un polimero de ADN puede estar formado por
uno o mds segmentos de ADNc, ADN genémico o ADN sintético. (Un “fragmento” de un polinucleétido especificado
hace referencia a una secuencia de polinucleétidos que comprende una secuencia contigua de alrededor de al menos
aproximadamente 6 nucledtidos, preferiblemente al menos aproximadamente 8 nucleétidos, mds preferiblemente al
menos aproximadamente 10 nucleétidos, e incluso mds preferiblemente al menos aproximadamente 15 nucleétidos, y
muy preferible al menos aproximadamente 25 nucleétidos idénticos o complementarios a una region de la secuencia
de nucleétidos especificada). Los nucledtidos (encontrados normalmente en su forma 5’-monofosfato) son referidos
por su denominacién de una sola letra como sigue: “A” para adenilato o desoxiadenilato (para ARN o ADN, respec-
tivamente), “C” para citidilato o desoxicitidilato, “G” para guanilato o desoxiguanilato “U” para uridilato, “T” para
desoxitimidilato, “R” para las purinas (A o G), “Y” para las pirimidinas (C o T), “K” paraGo T, “H” para Ao C o T,
“I” para inosina, y “N” para cualquier nucleétido.
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Los términos “fragmento o subfragmento que es funcionalmente equivalente” y “fragmento o subfragmento fun-
cionalmente equivalente” se utilizan indistintamente en la presente memoria. Estos términos hacen referencia a una
porcién o subsecuencia de un fragmento de dcido nucleico aislado en el que la capacidad para alterar la expresién
génica o producir un cierto fenotipo estd conservada codifique o no el fragmento o subfragmento una enzima activa.
Por ejemplo, se puede utilizar el fragmento o subfragmento en el disefio de constructos quiméricos para producir el
fenotipo deseado en una planta transformada. Se pueden disefiar constructos quiméricos para su uso en la co-supresién
o antisentido conectando un fragmento o subfragmento de dcido nucleico del mismo, codifique o no una enzima activa,
en la orientacién apropiada con respecto a una secuencia promotora de una planta.

Los términos “homologia”, “homoélogo”, “sustancialmente similar” y “sustancialmente correspondiente” se utili-
zan indistintamente en la presente memoria. Hacen referencia a fragmentos de dcido nucleico en los que uno o mas
cambios de bases nucleotidicas no afectan a la capacidad del fragmento de dcido nucleico para mediar la expresion
génica o producir cierto fenotipo. Estos términos también hacen referencia a modificaciones de los fragmentos de
dcido nucleico de la presente invencion tales como delecién o insercién de uno o mds nucleétidos que no alteran sus-
tancialmente las propiedades funcionales del fragmento de 4cido nucleico resultante con respecto al fragmento inicial
no modificado. Por lo tanto se entiende, como apreciardn los expertos en la técnica, que la invencién abarca mds de
las secuencias ilustrativas especificas.

“Gen” hace referencia a un fragmento de dcido nucleico que expresa una proteina especifica, incluyendo las se-
cuencias reguladoras precedentes (secuencias no codificadoras 5°) y siguientes (secuencias no codificadoras 3°) a la
secuencia codificadora.

“Gen nativo” hace referencia a un gen encontrado en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. Por
el contrario, “constructo quimérico” hace referencia a una combinacién de fragmentos de acido nucleico que no
se encuentran normalmente juntos en la naturaleza. Por consiguiente, un constructo quimérico puede comprender
secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que estan derivadas de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras
y secuencias codificadoras derivadas de la misma fuente, pero dispuestas de una manera diferente a la encontrada
normalmente en la naturaleza. (El término “aislado” significa que la secuencia esta separada de su entorno natural).

Un gen “fordneo” hace referencia a un gen no encontrado normalmente en el organismo anfitrién, si no que es
introducido en el organismo anfitrién mediante transferencia de genes. Los genes fordneos pueden comprender ge-
nes nativos insertados en un organismo no nativo, o constructos quiméricos. Un “transgén” es un gen que ha sido
introducido en el genoma mediante un procedimiento de transformacion.

“Secuencia codificadora” hace referencia a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos
especifica. Las “secuencias reguladoras” hacen referencia a secuencias de nucledtidos localizadas aguas arriba (se-
cuencias no codificadoras 5’), dentro, o aguas abajo (secuencias no codificadoras 3”) de una secuencia codificadora, y
que influyen en la transcripcion, maduracion o estabilidad del ARN, o traduccién de la secuencia codificadora asocia-
da. Las secuencias reguladoras pueden incluir, pero no estan limitadas a, promotores, secuencias lider de la traduccion,
intrones, y secuencias de reconocimiento de la poliadenilacién.

“Promotor” hace referencia a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresion de una secuencia codificadora
o ARN funcional. La secuencia promotora consiste en elementos aguas arriba proximales y mds distales, referidos los
ultimos elementos a menudo como potenciadores. Por consiguiente, un “potenciador” es una secuencia de ADN que
puede estimular la actividad promotora y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heter6logo inser-
tado para potenciar el nivel o especificidad de tejido de un promotor. Las secuencias promotoras también pueden estar
localizadas en porciones transcritas de genes, y/o aguas abajo de las secuencias transcritas. Los promotores pueden de-
rivar en su totalidad de un gen nativo, o estar compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes promotores
encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintéticos. Un experto en la técnica entiende
que diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes
fases del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones medioambientales. Los promotores que hacen que un gen
sea expresado en la mayoria de los tipos de células la mayoria de las veces son referidos cominmente como “pro-
motores constitutivos”. Constantemente se estdn descubriendo nuevos promotores de diversos tipos tutiles en células
vegetales; se pueden encontrar numerosos ejemplos en la recopilacion de Okamuro y Goldberg, (1989) Biochemistry
of Plants 15:1-82. Adicionalmente se reconoce que puesto que en la mayoria de los casos los limites exactos de las
secuencias reguladoras no se han definido completamente, los fragmentos de ADN con ciertas variaciones pueden
tener una actividad promotora idéntica.

Un “intrén” es una secuencia intermedia de un gen que no codifica una porcién de la secuencia de proteina. De
este modo, tales secuencias se transcriben a ARN pero después se escinden y no son traducidas. El término también se
utiliza para las secuencias de ARN escindidas. Un “ex6n” es una porcién de la secuencia de un gen que es transcrita y
se encuentra en el ARN mensajero maduro derivado del gen, pero no es necesariamente una parte de la secuencia que
codifica el producto génico final.

La “secuencia lider de la traduccién” hace referencia a una secuencia de ADN localizada entre la secuencia pro-
motora de un gen y la secuencia codificadora. La secuencia lider de la traduccién esta presente en el ARNm totalmente
madurado aguas arriba de la secuencia de inicio de la traduccién. La secuencia lider de la traduccién puede afectar a la
maduracién del transcrito primario en ARNm, a la estabilidad del ARNm o a la eficacia de la traduccién. Se han descri-
to ejemplos de secuencias lider de la traduccién (Turner, R. y Foster, G. D. (1995) Molecular Biotechnology 3:225).
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Las “secuencias no codificadoras 3’ hacen referencia a secuencias de ADN localizadas aguas abajo de una se-
cuencia codificadora e incluyen secuencias de reconocimiento de la poliadenilacién y otras secuencias que codifican
seflales reguladoras capaces de afectar a la maduracién del ARNm o a la expresion génica. La sefial de poliadenilacién
se caracteriza normalmente por afectar a la adicién de regiones de dcido poliadenilico al extremo 3’ del precursor de
ARNm. El uso de diferentes secuencias no codificadoras 3’ es ilustrado por Ingelbrecht ez al., (1989) Plant Cell 1:671-
680.

“Transcrito de ARN” hace referencia al producto resultante de la transcripcion catalizada por ARN polimerasa
de una secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de
ADN, es referida como transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada de la maduracién “post-
traduccional” del transcrito primario y es referida como ARN maduro. “ARN mensajero (ARNm)” hace referencia
al ARN que no tiene intrones y que puede ser traducido a proteina por la célula. “ADNc” hace referencia a un ADN
que es complementario a y es sintetizado a partir de un molde de ARNm utilizando la enzima transcriptasa inversa.
El ADNc puede ser de hebra sencilla o se puede convertir en una forma de doble hebra utilizando el fragmento de
Klenow de la ADN polimerasa I. ARN “efector” hace referencia a un transcrito de ARN que incluye el ARNm y
puede ser traducido a proteina en una célula o in vitro. “ARN antisentido” hace referencia a un transcrito de ARN
que es complementario a todo o a una parte de un transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresion de
un gen diana (Patente de los Estados Unidos Num. 5.107.065). La complementariedad de un ARN antisentido puede
ser con cualquier parte del transcrito del gen especifico, esto es, en la secuencia no codificadora 5°, en la secuencia
no codificadora 3’, en los intrones, o en la secuencia codificadora. El “ARN funcional” hace referencia a un ARN
antisentido, un ARN ribozima, u otro ARN que no puede ser traducido pero todavia tiene efecto sobre los procesos
celulares. Los términos “complemento” y “complemento inverso” se utilizan indistintamente en la presente memoria
con respecto a transcritos de ARNm, y se pretende que definan el ARN antisentido del mensaje.

El término “ARN endé6geno” hace referencia a cualquier ARN que esta codificado por cualquier secuencia de acido
nucleico presente en el genoma del anfitrién antes de la transformacién con el constructo recombinante de la presente
invencién, ya sea de origen natural o de origen no natural, esto es, introducido mediante métodos recombinantes,
mutagénesis, etc.

El término “de origen no natural” significa artificial, que no coincide con lo que se encuentra normalmente en la
naturaleza.

El término “conectado operablemente” hace referencia a la asociacién de secuencias de dcido nucleico sobre un
unico fragmento de dcido nucleico de manera que la funcién de uno es regulada por el otro. Por ejemplo, un promotor
estd conectado operablemente con una secuencia codificadora cuando es capaz de regular la expresién de esa secuencia
codificadora (esto es, que la secuencia codificadora esta bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias
codificadoras pueden estar conectadas operablemente con secuencias reguladoras en orientacién efectora o antisentido.
En otro ejemplo, las regiones de ARN complementarias de la invencidon pueden estar conectadas operablemente, ya
sea directamente o indirectamente, 5’ con respecto al ARNm diana, o 3’ con respecto al ARNm diana, o dentro del
ARNm diana, o una primera regiéon complementaria se encuentra en 5’ y su complemento se encuentra en 3’ con
respecto al ARNm diana.

El término “expresién”, segtin se utiliza en la presente memoria, hace referencia a la produccién de un producto
final funcional. La expresiéon de un gen implica la transcripcion del gen y la traduccién del ARNm a una proteina
precursora o madura. La “inhibicién antisentido” hace referencia a la produccién de transcritos de ARN antisentido
capaces de suprimir la expresion de la proteina diana. “Co-supresién” hace referencia a la produccién de transcritos de
ARN efectores capaces de suprimir la expresion de genes fordneos o enddgenos idénticos o sustancialmente similares
(Patente de los Estados Unidos Num. 5.231.020).

Proteina “madura” hace referencia a un polipéptido madurado post-traduccionalmente; esto es, uno del que se ha
separado cualquiera de los pre- o propéptidos presentes en el producto de la traduccién primaria. Proteina “precursora”
hace referencia al producto primario de la traduccién del ARNm; esto es, con los pre- y propéptidos todavia presentes.
Los pre- y propéptidos pueden ser, pero no estan limitados a, sefiales de localizacién intracelular.

“Transformacién estable” hace referencia a la transferencia de un fragmento de 4acido nucleico a un genoma de un
organismo anfitrién, incluyendo genomas nucleares y de organulos, dando como resultado una herencia genéticamente
estable. En cambio, “transformacién transitoria” hace referencia a la transferencia de un fragmento de dcido nucleico
a un nucleo, o un orgdnulo que contiene ADN, de un organismo anfitrién dando como resultado una expresién génica
sin integracién o herencia estable. Los organismos anfitriones que contienen los fragmentos de 4dcido nucleico transfor-
mados son referidos como organismos “transgénicos”. El método preferido de transformacién celular del arroz, maiz
y otras monocotiledéneas es el uso de la tecnologia de transformacidn por aceleracién de particulas o “pistola génica”
(Klein et al., (1987) Nature (Londres) 327:70-73; Patente de los Estados Unidos Num. 4.945.050), o un método me-
diado por Agrobacterium utilizando un plasmido Ti apropiado que contenga el transgén (Ishida Y. et al., 1996, Nature
Biotech. 14:745-750). El término “transformacién” segin se utiliza en la presente memoria hace referencia tanto a la
transformacion estable como a la transformacion transitoria.

Las técnicas de ADN recombinante y de clonacién molecular utilizadas en la presente memoria son bien conocidas
en la técnica y las describen mds completamente Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A
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Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, 1989 (referido en adelante como
“Sambrook™).

El término “recombinante” hace referencia a una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia separados
de otro modo, p. €j., mediante sintesis quimica o mediante manipulacién de segmentos aislados de dcidos nucleicos
mediante técnicas de ingenieria genética.

La “PCR” o “Reaccién en Cadena de la Polimerasa” es una técnica para la sintesis de grandes cantidades de
segmentos de ADN especificos, consiste en una serie de ciclos repetitivos (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk,
CT). Tipicamente, el ADN de doble hebra es desnaturalizado por calor, los dos cebadores complementarios a los
limites 3’ del segmento diana son hibridados a bajas temperaturas y después prolongados a una temperatura intermedia.
Un grupo de estas tres etapas consecutivas es referido como un ciclo.

La reaccién en cadena de la polimerasa (“PCR”) es una técnica potente utilizada para amplificar ADN millones
de veces, mediante replicacién repetida de un molde, en un corto periodo de tiempo. (Mullis et al, Cold Spring Har-
bor Symp. Quant. Biol. 51:263-273 (1986); Erlich et al, Solicitud de Patente Europea 50.424; Solicitud de Patente
Europea 84.796; Solicitud de Patente Europea 258.017, Solicitud de Patente Europea 237.362; Mullis, Solicitud de
Patente Europea 201.184, Mullis et al., Patente de los Estados Unidos Num. 4.683.202; Erlich, Patente de los Esta-
dos Unidos Num. 4.582.788; y Saiki et al., Patente de los Estados Unidos Num. 4.683.194). El procedimiento utiliza
grupos de oligonucleétidos sintetizados in vitro especificos para cebar la sintesis de ADN. El disefio de los cebadores
depende de las secuencias de ADN que se desean analizar. La técnica se lleva a cabo a través de muchos ciclos (nor-
malmente 20-50) de fusién del molde a elevada temperatura, permitiendo que los cebadores hibriden con secuencias
complementarias del molde y replicando después el molde con ADN polimerasa.

Los productos de las reacciones de PCR se analizan mediante separacién en geles de agarosa seguido de tincién
con bromuro de etidio y visualizacién con transiluminacién UV. Alternativamente, se pueden afiadir ANTP radiactivos
a la PCR con el fin de incorporar una marca a los productos. En este caso los productos de la PCR son visualizados
mediante la exposicion del gel a una pelicula de rayos X. La ventaja afiadida del radiomarcaje de los productos de la
PCR es que se pueden cuantificar los niveles de productos de amplificacién individuales.

Los términos “constructo recombinante”, “constructo de expresién” y “constructo de expresién recombinante” se
utilizan indistintamente en la presente memoria. Estos términos hacen referencia a una unidad funcional de material
genético que puede ser insertada en el genoma de una célula utilizando la metodologia normalizada bien conocida por
los expertos en la técnica. Semejante constructo puede encontrarse tal cual o se puede utilizar junto con un vector.
Si se utiliza un vector, la eleccién del vector depende del método que se vaya a utilizar para transformar las plantas
anfitrionas como es bien sabido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar un vector plasmidico. El
experto en la técnica estd bien enterado de los elementos genéticos que deben estar presentes en el vector con el fin de
transformar, seleccionar y propagar con éxito las células anfitrionas que comprenden cualquiera de los fragmentos de
dcido nucleico aislados de la invencién. El experto en la técnica también reconocerd que diferentes eventos de transfor-
macién independientes dardn como resultado diferentes niveles y patrones de expresion (Jones et al., (1985) EMBO J.
4:2411-2418; De Almeida et al., (1989) Mol. Gen. Genetics 218:78-86), y por lo tanto que se deben escrutar multiples
eventos con el fin de obtener lineas que presenten el nivel y patrén de expresion deseados. Semejante escrutinio debe
ser completado mediante andlisis Southern del ADN, andlisis Northern de la expresiéon del ARNm, andlisis Western
de la expresién de la proteina, o andlisis fenotipico.

Expresion de los genes de la Omega-3 Desaturasa y la Delta-12 Desaturasa

Una vez que los genes que codifican las enzimas omega-3 y delta-12 desaturasa han sido aislados, pueden ser
introducidos en una célula anfitriona procaridtica o eucaridtica (individualmente o combinados) mediante el uso
de un vector o un constructo. El vector, por ejemplo, un bacteri6fago, cé6smido o plasmido, puede comprender la
secuencia de nucleétidos que codifica cualquiera o ambas enzimas desaturasas, asi como cualquier promotor que
sea funcional en la célula anfitriona y sea capaz de lograr la expresion de la desaturasa o las desaturasas codifica-
das por las secuencias de nucleétidos. El promotor se encuentra en una asociaciéon operable con, o estd conectado
operablemente a, la secuencia de nucledtidos. (Como se ha observado antes, se dice que una secuencia reguladora
(p. ¢j., un promotor) estd “conectada operablemente” a una secuencia codificadora si la secuencia reguladora afec-
ta a la transcripcidn o la expresion de la secuencia codificadora. El promotor (u otro tipo de secuencia regulado-
ra) no necesita estar directamente conectado a la secuencia codificadora. Los promotores adecuados incluyen, por
ejemplo, aquellos de genes que codifican los promotores de alcohol deshidrogenasa, gliceraldehido-3 fosfatodeshi-
drogenasa, fosfoglucoisomerasa, fosfoglicerato quinasa, fosfatasa acida, T7, TPI, lactasa, metalotioneina, temprano
inmediato de citomegalovirus, proteina dcida de suero, glucoamilasa, y promotores activados en presencia de ga-
lactosa, por ejemplo, GALL y GALI10. Adicionalmente, las secuencias de nucledtidos que codifican otras protei-
nas, oligosacdridos, lipidos, etc. también pueden ser incluidas en el vector asi como otras secuencias reguladoras
tales como la sefial de poliadenilacién (p. ej., la sefial poli-A del antigeno SV-40T, la ovalalbimina o la hormona
de crecimiento bovina), los marcadores de resistencia a antibiéticos, los marcadores auxotréficos, y similares. La
eleccion de las secuencias presentes en el constructo depende de los productos de expresion deseados, de la natu-
raleza de la célula anfitriona, y de los medios propuestos para separar las células transformadas de las células no
transformadas.
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Como se ha observado antes, una vez que el vector ha sido construido, puede ser introducido en la célula anfi-
triona de eleccién mediante métodos conocidos por los expertos normales en la técnica incluyendo, por ejemplo, la
transfeccidn, la transformacién y la electroporacion (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2° ed., Vol. 1-
3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). La célula anfitriona es cultivada después en
condiciones adecuadas que permiten la expresion de los genes que conducen a la produccion de los PUFA deseados,
que después son recuperados y purificados. (Los sustratos que pueden ser producidos por la célula anfitriona natural-
mente o transgénicamente, asi como las enzimas que pueden ser codificadas por las secuencias de ADN presentes en
el vector, que después son introducidos en la célula anfitriona, se muestran en la Figura 1).

Los ejemplos de las células anfitrionas procariéticas adecuadas incluyen, por ejemplo, bacterias tales como Es-
cherichia coli y Bacillus subtilis, asi como cianobacterias tales como Spirulina spp. (esto es, algas verde-azuladas).
Los ejemplos de las células anfitrionas eucaridticas adecuadas incluyen, por ejemplo, células de mamifero, células ve-
getales, células de levadura tales como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Lipomyces starkey,
Candida spp. tal como Yarrowia (Candida) lipolytica, Kluyveromyces spp., Pichia spp., Trichoderma spp. o Hansenula
spp., o células flingicas tales como células fingicas filamentosas, por ejemplo, Aspergillus, Neurospora 'y Penicillium.
Preferiblemente, se utilizan células de Saccharomyces cerevisiae (levadura panadera).

La expresion en una célula anfitriona se puede lograr de una manera transitoria o estable. La expresion transitoria
se puede producir a partir de constructos introducidos que contienen sefiales de expresion funcionales en la célula anfi-
triona, pero cuyos constructos no replican y raramente se integran en la célula anfitriona, o cuando la célula anfitriona
no es proliferativa. La expresion transitoria también se puede lograr induciendo la actividad de un promotor regulable
conectado operablemente al gen de interés, aunque semejantes sistemas inducibles muestran frecuentemente un nivel
basal de expresion bajo. La expresion estable se puede lograr introduciendo un constructo que se puede integrar en el
genoma del anfitrién o que replique auténomamente en la célula anfitriona. La expresion estable del gen de interés se
puede seleccionar mediante el uso de un marcador seleccionable localizado en o transfectado simultdneamente con el
constructo de expresion, seguido de la seleccion en cuanto a las células que expresan en marcador. Cuando se produce
la expresion estable a partir de la integracion, el sitio de integracién del constructo puede producirse al azar dentro del
genoma del anfitrién o puede ser dirigido mediante el uso de constructos que contienen regiones de homologia con
suficiente genoma del anfitrién para dirigir la recombinacién con el locus del anfitrién. Cuando los constructos son
dirigidos a un locus endégeno, todas o algunas de las regiones reguladoras de la transcripcién y traduccién pueden ser
proporcionadas por el locus endégeno.

Asimismo se puede utilizar un mamifero transgénico con el fin de expresar las enzimas de la presente invencion,
y de este modo producir por ultimo los PUFA de interés. Mds especificamente, una vez que se ha creado el constructo
descrito antes, este puede ser insertado en el pronticleo de un embrién. El embrién puede ser implantado después en
una hembra receptora. Alternativamente, también se puede utilizar un método de transferencia del nicleo (Schnieke
et al., Science 278:2130-2133 (1997)). Después se permite que se produzcan la gestacion y el nacimiento (véase, p.
ej., Patente de los Estados Unidos Num. 5.750.176 y Patente de los Estados Unidos Nim. 5.700.671). Las muestras
de leche, tejido, u otros fluidos del vastago deben contener niveles alterados de los PUFA, en comparacién con los
niveles encontrados normalmente en el animal no transgénico. Las generaciones siguientes pueden ser controladas en
cuanto a la produccién de niveles alterados o intensificados de PUFA y de este modo la incorporacién del gen o los
genes que codifican las enzimas desaturasas deseadas en sus genomas. El mamifero utilizado como anfitrién se puede
seleccionar del grupo que consiste, por ejemplo, en ratones, ratas, conejos, cerdos (suidos), cabras y ovejas (ovidos),
caballos, y bévidos. No obstante, se puede utilizar cualquier mamifero siempre que tenga capacidad para incorporar
el ADN que codifica la enzima de interés en su genoma.

Para la expresion de un polipéptido de desaturasa, se conectan operablemente regiones de inicio y terminacién de la
transcripcién y la traduccion funcionales al ADN que codifica el polipéptido de la desaturasa de interés. Las regiones de
inicio y terminacién de la transcripcidn y la traduccion derivan de una variedad de fuentes no exclusivas, incluyendo
el ADN que se va a expresar, los genes que se sabe o se sospecha que son susceptibles de expresion en el sistema
deseado, los vectores de expresion, la sintesis quimica, o de un locus endégeno de una célula anfitriona. La expresién
en un tejido vegetal y/o parte de una planta presenta cierta eficacia, concretamente cuando el tejido o parte es uno
que se cosecha temprano, tal como la semilla, las hojas, los frutos, las flores, las raices, etc. La expresién puede estar
dirigida a aquella localizacién de la planta utilizando secuencias reguladoras especificas tales como las de las Patentes
de los Estados Unidos Nims. 5.463.174; 4.943.674; 5.106.739; 5.175.095; 5.420.034; 5.188.958; y 5.589.379.

Alternativamente, la proteina expresada puede ser una enzima que proporcione un producto, y ese producto puede
ser incorporado, ya sea directamente o tras modificaciones adicionales, a una fraccién de fluido de la planta anfitriona.
La expresién de un gen de desaturasa, o transcritos de desaturasa antisentido, puede alterar los niveles de PUFA
especificos, o derivados de los mismos, encontrados en partes de una planta y/o tejidos de una planta. La regién que
codifica el polipéptido de la desaturasa puede ser expresada tal cual o con otros genes, con el fin de producir tejidos
y/o partes de una planta que contengan proporciones mayores de los PUFA deseados, o en los que la composicion de
PUFA se asemeje mds intimamente a la de la leche materna humana (Prieto et al., publicaciéon PCT WO 95/24494).

La region de terminacién puede derivar de la regién 3’ del gen del cual se obtuvo la regién de iniciacién o de
un gen diferente. Se conocen un gran nimero de regiones de terminacién que son satisfactorias en una variedad de
anfitriones de los mismos y diferentes géneros y especies. La region de terminacién se selecciona normalmente por
conveniencia en lugar de por cualquier propiedad concreta.
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Como se ha observado antes, también se puede utilizar una planta (p. ej., Glycine max (soja) o Brassica napus (ca-
nola)) o tejido vegetal como anfitrién o célula anfitriona, respectivamente, para la expresion de las enzimas desaturasas,
que pueden ser utilizadas, a su vez, en la produccién de PUFA. Mas especificamente, los PUFA deseados pueden ser
expresados en semillas. Los métodos de aislamiento de aceite de semillas son conocidos en la técnica. De este modo,
ademds de proporcionar una fuente de PUFA, los componentes del aceite de las semillas pueden ser manipulados por
medio de la expresion de los genes de las desaturasas, asi como quizds otros genes de desaturasa y genes de elongasa,
para proporcionar aceites de semillas que pueden ser afiadidos a composiciones nutricionales, composiciones farma-
céuticas, alimentos para animales y cosméticos. Una vez mads, un vector que comprende una secuencia de ADN que
codifica el gen de la desaturasa de interés, conectado operablemente a un promotor, es introducido en el tejido vegetal
o la planta durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para la expresion del gen de la desaturasa. El vector
también puede comprender uno o mds genes que codifican otras enzimas, por ejemplo, las enzimas delta-5 desaturasa,
elongasa, delta-12 desaturasa, delta-15 desaturasa, delta-17 desaturasa, y/o delta-19 desaturasa. El tejido vegetal o la
planta pueden producir el sustrato relevante (p. ej., 4cido adrénico o DPA) sobre el cual actda la enzima o se puede
introducir un vector que codifica enzimas que producen tales sustratos en el tejido vegetal, la célula vegetal o la plan-
ta. Ademds, se pueden pulverizar sustratos adecuados sobre tejidos vegetales que expresan las enzimas apropiadas.
Utilizando estas diversas técnicas, se pueden producir PUFA mediante el uso de una célula vegetal, tejido vegetal, o
planta. Se debe observar también que la invencidn abarca asimismo una planta transgénica que comprende el vector
descrito antes, donde la expresion de las secuencias de nucleétidos del vector da como resultado la produccién de un
PUFA deseado, por ejemplo, las semillas de la planta transgénica.

La regeneracion, el desarrollo, y el cultivo de plantas a partir de transformantes de protoplastos vegetales tnicos o a
partir de diversos explantes transformados son bien conocidos en la técnica (Weissbach y Weissbach, En: Methods for
Plant Molecular Biology, (Eds.), Academic Press, Inc. San Diego, CA, (1988)). Este procedimiento de regeneracién
y crecimiento incluye tipicamente las etapas de seleccion de las células transformadas, el cultivo de aquellas células
individualizadas por medio de las fases habituales del desarrollo embrionario hasta la fase de plantula enraizada.
Los embriones y las semillas transgénicos se regeneran de una manera similar. Los retofios enraizados transgénicos
resultantes se plantan después en un medio de crecimiento vegetal apropiado tal como tierra.

El desarrollo o la regeneracion de las plantas que contienen el gen ex6geno, foraneo que codifica una proteina de
interés es bien conocido en la técnica. Preferiblemente, las plantas regeneradas son auto-polinizadas para proporcionar
plantas transgénicas homozigotas. Por otra parte, el polen obtenido a partir de las plantas regeneradas se cruza con
plantas desarrolladas de semillas de lineas agrondmicamente importantes. Por el contrario, se utiliza el polen de plantas
de estas lineas importantes para polinizar las plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invencién que
contiene un polipéptido deseado se cultiva utilizando métodos bien conocidos por un experto en la técnica.

Existen una variedad de métodos para la regeneracion de plantas a partir de tejido vegetal. El método concreto de
regeneracion dependera del tejido vegetal de partida y de la especie vegetal concreta que se va a regenerar.

Los métodos para transformar dicotiledéneas, principalmente mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens, y ob-
tener plantas transgénicas ha sido publicado para el algodén (Patente de los Estados Unidos Num. 5.004.863, Patente
de los Estados Unidos Num. 5.159.135, Patente de los Estados Unidos Num. 5.518.908); soja (Patente de los Esta-
dos Unidos Nim. 5.569.834, Patente de los Estados Unidos Nim. 5.416.011, McCabe et. al., BiolTechnology 6:923
(1988), Christou et al., Plant Physiol. 87:671-674 (1988)); Brassica (Patente de los Estados Unidos Nim. 5.463.174);
cacahuete (Cheng et al., Plant Cell Rep. 15:653-657 (1996), McKently et al., Plant Cell Rep. 14:699-703 (1995));
papaya; y guisante (Grant et al., Plant Cell Rep. 15:254-258, (1995)).

También se ha informado de la transformacién de monocotiledéneas utilizando electroporacidn, bombardeo de
particulas, y Agrobacterium. Se han logrado la transformacion y regeneracién vegetal en esparrago (Bytebier et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 84:5354, (1987)); cebada (Wan and Lemaux, Plant Physiol 104:37 (1994)); Zea mays
(Rhodes et al., Science 240:204 (1988), Gordon-Kamm et al., Plant Cell 2:603-618 (1990), Fromm et al., BiolTechno-
logy 8:833 (1990), Koziel et al., BiolTechnology 11: 194, (1993), Armstrong ef al., Crop Science 35:550-557 (1995));
avena (Somers et al., BiolTechnology 10: 15 89 (1992)); dictilo (Horn et al., Plant Cell Rep. 7:469 (1988)); arroz
(Toriyama et al., Theor. Appl. Genet. 205:34, (1986); Part ef al., Plant Mol. Biol. 32:1135-1148, (1996); Abedinia
et al., Aust. J. Plant Physiol. 24:133-141 (1997); Zhang and Wu, Theor. Appl. Genet. 76:835 (1988); Zhang et al.
Plant Cell Rep. 7:379, (1988); Battraw and Hall, Plant Sci. 86:191-202 (1992); Christou et al., Bio/Technology 9:957
(1991)); ballico (De la Pena et al., Nature 325:274 (1987)); caiia de azicar (Bower and Birch, Plant J. 2:409 (1992));
festuca alta (Wang et al., BiolTechnology 10:691 (1992)), y trigo (Vasil et al., Bio/Technology 10:667 (1992); Patente
de los Estados Unidos Num. 5.631.152).

Se han desarrollado andlisis para la expresién basada en la expresion transitoria de constructos de 4cido nucleico
clonados introduciendo moléculas de dcido nucleico en células vegetales mediante tratamiento con polietilenglicol,
electroporacion, o bombardeo de particulas (Marcotte et al., Nature 335:454-457 (1988); Marcotte et al., Plant Cell
1:523-532 (1989); McCarty et al., Cell 66:895-905 (1991); Hattori et al., Genes Dev. 6:609-618 (1992); Goff et al.,
EMBO J. 9:2517-2522 (1990)).

Se pueden utilizar sistemas de expresion transitoria para analizar minuciosamente constructos génicos (véase ge-
neralmente, Maliga et al., Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press (1995)). Se entiende que
cualquiera de las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencién puede ser introducida en una célula vegetal
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de una manera permanente o transitoria combinada con otros elementos genéticos tales como vectores, promotores,
potenciadores, etc.

Ademds de los procedimientos estudiados antes, los facultativos estdn familiarizados con los recursos materiales
que describen las condiciones especificas y los procedimientos para la construccion, manipulacién y aislamiento de
macromoléculas (p. €j., moléculas de ADN, pldsmidos, etc.), generacion de organismos recombinantes y escrutinio y
aislamiento de clones, (véase por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press (1989); Maliga et al., Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press (1995); Birren et
al., Genome Analysis: Detecting Genes, 1, Cold Spring Harbor, New York (1998); Birren et al., Genome Analysis:
Analyzing DNA, 2, Cold Spring Harbor, New York (1998); Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, eds.
Clark, Springer, New York (1997)).

A la vista de lo anterior, la presente invencién abarca un método de produccion de una enzima omega-3 desaturasa
y/o una delta-12 desaturasa, comprendiendo el método las etapas de: 1) aislar la secuencia de nucledtidos del gen
que codifica la enzima o las enzimas desaturasas deseadas; 2) construir un vector que comprende las secuencias de
nucledtidos; y 3) introducir el vector en una célula anfitriona durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para
la produccién de la enzima o las enzimas desaturasas.

La presente invencién también abarca un método de produccién de PUFA, comprendiendo el método exponer un
acido graso sustrato adecuado a la enzima de manera que la desaturasa convierta el 4cido graso sustrato en un producto
PUFA deseado. Por ejemplo, cuando AA (20:4n-6) se expone a la enzima omega-3 desaturasa de la presente invencion,
se convierte en EPA (20:5n-3). El EPA formado de ese modo se puede convertir en DPA (22:5n-3) por la accién de
una elongasa, y el DPA se puede convertir con posterioridad en DHA (22:6n-3) por medio de una delta-4 desaturasa.

Del mismo modo, cuando se expone OA (18:1n-9) a la enzima delta-12 desaturasa de la presente invencion, se
convierte en LA (18:2n-6). El LA formado de ese modo se puede convertir virtualmente en todos los PUFA mostrados
en la Figura 1 mediante las acciones posteriores de desaturasas y/o elongasas adecuadas.

Usos de los Genes de Desaturasa Sujeto y sus Enzimas Codificadas

Como se ha observado antes, los genes de desaturasa aislados y sus enzimas desaturasas codificadas tienen muchos
usos. Por ejemplo, los genes y las correspondientes enzimas se pueden utilizar indirectamente o directamente, solos o
combinados, en la produccién de PUFA. Por ejemplo, la omega-3 desaturasa puede ser utilizada en la produccién de
ETA, EPA, DPA, DHA, y similares. Segtin se utiliza en este contexto, la palabra “directamente” abarca la situacién
en la que se utiliza la enzima para catalizar la conversién de un 4cido graso sustrato directamente en el 4cido graso
producto deseado, sin ninguna etapa intermedia o rutas intermedias (p. ¢j., la conversién de AA en EPA). El producto
asi obtenido de utiliza después en una composicién. “Indirectamente” abarca la situacién en la que una desaturasa de
acuerdo con la presente invencion se utiliza para catalizar la conversion de un dcido graso sustrato en otro dcido graso
(esto es, una ruta intermedia) por la desaturasa (p. ej., la conversiéon de AA en EPA) y después se convierte el tltimo
acido graso (el EPA) en el 4cido graso producto deseado mediante el uso de otra enzima desaturasa o no desaturasa
(p. ej., la conversién de EPA en DPA mediante elongasa). Estos PUFA (esto es, aquellos producidos directamente o
indirectamente por la actividad de las desaturasas sujeto) pueden ser afiadidos, por ejemplo, a composiciones nutri-
cionales, composiciones farmacéuticas, cosméticos, y alimentos para animales, todos los cuales estdn incluidos en la
presente invencion. Tales usos se describen con detalle més abajo.

Composiciones Nutricionales

La presente invencion se puede utilizar para formar productos para su uso en composiciones nutricionales. Tales
composiciones incluyen cualquier comida o preparacién para consumo humano (incluyendo para consumo entérico
y/o parenteral) que cuando son absorbidas en el organismo (a) sirven para sustentar o construir tejidos o suministrar
energia; y/o (b) mantienen, restauran o apoyan un estado nutricional o una funcién metabdlica adecuados.

La composicién nutricional comprende un aceite, éster de acido graso, o dcido graso producido directamente o in-
directamente mediante el uso de los genes de desaturasa descritos en la presente memoria. La composicion puede estar
en forma sélida o liquida. Adicionalmente, la composicién puede incluir macronutrientes, vitaminas y/o minerales co-
mestibles en las cantidades deseadas para un uso concreto. Las cantidades de estos ingredientes variardn dependiendo
de si la composicién estd destinada al uso en lactantes sanos, normales, nifios, o adultos, o para su uso en individuos
que tienen necesidades especiales, tales como individuos que padecen trastornos metabdlicos y similares.

Los ejemplos de los macronutrientes que se pueden afiadir a las composiciones incluyen (pero no estdn limitados
a): grasas comestibles, carbohidratos y proteinas. Los ejemplos de tales grasas comestibles incluyen (pero no estan
limitados a): aceite de coco, aceite de borraja, aceite flingico, aceite de grosella negra, aceite de soja, y mono- y di-
glicéridos. Los ejemplos de tales carbohidratos incluyen (pero no estdn limitados a): glucosa, lactosa comestible, y
almidén hidrolizado. Adicionalmente, los ejemplos de las proteinas que se pueden utilizar en la composicién nutri-
cional de la invencién incluyen (pero no estdn limitados a) proteinas de soja, suero sometido a electrodidlisis, leche
desnatada sometida a electrodidlisis, suero de leche, o los productos hidrolizados de estas proteinas.
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Con respecto a las vitaminas y minerales, se pueden afiadir los siguientes a las composiciones nutricionales: calcio,
fosforo, potasio, sodio, cloruro, magnesio, manganeso, hierro, cobre, cinc, selenio, yodo, y Vitaminas A, E, D, C, y el
complejo B. También se pueden afiadir otras de tales vitaminas y minerales.

Los componentes utilizados en las composiciones nutricionales serdn de origen semi-purificado o purificado. Por
semi-purificado o purificado se quiere significar un material que ha sido preparado mediante purificacién de un material
natural o mediante sintesis de novo.

Los ejemplos de las composiciones nutricionales incluyen (pero no estdn limitados a): férmulas para lactantes,
suplementos dietéticos, sustitutos dietéticos, y composiciones de rehidratacion. Las composiciones nutricionales de
particular interés incluyen (pero no estdn limitadas a) composiciones para suplemento entérico y parenteral para lac-
tantes, formulas especializadas para lactantes, suplementos para ancianos, y suplementos para aquellos con dificultades
gastrointestinales y/o mala absorcion.

La composicién nutricional también puede ser afiadida a la comida incluso cuando no se requiere un suplemento
para la dieta. Por ejemplo, se puede afiadir la composicién a comida de cualquier tipo, incluyendo (pero no limitados a):
margarina, mantequilla modificada, quesos, leche, yogur, chocolate, dulces, aperitivos, aceites para ensaladas, aceites
para cocinar, grasas para cocinar, carnes, pescado y bebidas.

En una realizacién preferida, la composicién nutricional es un producto nutricional entérico, mas preferiblemente,
un producto nutricional entérico para adultos o pedidtrico. Esta composicion puede ser administrada a adultos o nifios
que padecen estrés o que tienen necesidades especializadas debidas a estados de enfermedad crénicos o agudos. La
composicién puede comprender, ademds de los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencién, macronu-
trientes, vitaminas, y/o minerales, como se ha descrito previamente. Los macronutrientes pueden estar presentes en
cantidades equivalentes a las presentes en la leche humana o basandose en la energia, esto es, basdndose en las calorias.

La férmula entérica, por ejemplo, puede ser esterilizada y utilizada con posterioridad sobre una base lista para
ingerir (RTF) o almacenada en un liquido o polvo concentrado. El polvo puede ser preparado mediante secado de rocio
de la férmula preparada como se ha indicado antes, y reconstitucién del mismo rehidratando el producto concentrado.
Las férmulas nutricionales para adultos y pedidtricas son conocidas en la técnica y son asequibles comercialmente (p.
€j., Similac®, Ensure®, Jevity® y Alimentum® de Ross Products Division, Abbott Laboratories, Columbus, Ohio). Se
puede afiadir un aceite o 4cido graso producido de acuerdo con la presente invencion a cualquiera de estas férmulas.

La densidad de energia de las composiciones nutricionales, cuando se encuentran en forma liquida, puede oscilar
entre aproximadamente 0,6 kcal y aproximadamente 3 kcal por ml. Cuando se encuentran en forma sélida o en polvo,
los suplementos nutricionales pueden contener de aproximadamente 1,2 a mas de 9 kcals por gramo, preferiblemente
aproximadamente de 3 a 7 kcals por gm. En general, la osmolalidad de un producto liquido debe ser menor de 700
mOsm y, mas preferiblemente, menor de 660 mOsm.

La férmula nutricional puede incluir macronutrientes, vitaminas, y minerales, como se ha indicado antes, ademas
de los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencion. La presencia de estos componentes adicionales ayuda
a la ingesta individual de los requerimientos minimos de estos elementos. Ademas de la provisién de PUFA, puede
ser deseable anadir cinc, cobre, dcido félico, y antioxidantes a la composicidn. Se cree que estas sustancias refuer-
zan un sistema inmunitario estresado y por lo tanto proporcionardn ventajas adicionales al individuo que reciba la
composicion. Una composicién farmacéutica también puede recibir un suplemento con estos elementos.

En una realizacién mds preferida, la composicion nutricional comprende, ademds de antioxidantes y al menos un
PUFA, una fuente de carbohidrato donde al menos 5% en peso del carbohidrato es un oligosacarido indigestible. En
una realizacién mds preferida, la composicion nutricional comprende adicionalmente proteina, taurina y carnitina.

Como se ha observado antes, los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencién, o los derivados de los
mismos, se pueden afiadir a un sustituto o un suplemento dietético, concretamente una férmula para lactantes, para
pacientes que estdn siendo sometidos a alimentacidn intravenosa o para prevenir o tratar la malnutricién u otras con-
diciones o estados de enfermedad. Como antecedente, se debe observar que la leche materna humana tiene un perfil
de 4acido graso que comprende de aproximadamente 0,15% a aproximadamente 0,36% de DHA, de aproximadamente
0,03% a aproximadamente 0,13% de EPA, de aproximadamente 0,30% a aproximadamente 0,88% de AA, aproxima-
damente 0,22% a aproximadamente 0,67% de DGLA, y de aproximadamente 0,27% a aproximadamente 1,04% de
GLA. De este modo, se pueden utilizar 4dcido grasos tales como AA, EPA y/o DHA producidos de acuerdo con la
presente invencion para alterar, por ejemplo, la composicién de las férmulas para lactantes con el fin de reproducir
m4s exactamente el contenido de PUPA de la leche materna humana o para alterar la presencia de PUFA encontrados
normalmente en la leche de mamifero no humana. En particular, una composicién para su uso como agente medicinal
o como suplemento alimenticio, concretamente un sustituto o suplemento de la leche materna, comprenderd preferi-
blemente uno o mas de AA, DGLA y GLA. Mas preferiblemente, la composicién comprendera de aproximadamente
0,3 a 30% de AA, de aproximadamente 0,2 a 30% de DGLA, y/o de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 36%
de GLA.

Las composiciones nutricionales parenterales pueden comprender de aproximadamente 2 a aproximadamente 30%
en peso de 4cidos grasos calculados como triglicéridos.
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La composicién preferida tiene aproximadamente de 1 a aproximadamente 25% en peso de la composicidn de
PUPA total en forma de GLA. Se pueden incluir opcionalmente otras vitaminas, concretamente vitaminas liposolubles
tales como la vitamina A, D, E y L-carnitina. Cuando se desea, se puede afiadir un conservante tal como alfa-tocoferol
en una cantidad de aproximadamente 0,1% en peso.

Ademais, las proporciones de AA, DGLA y GLA se pueden adaptar para un uso final dado concreto. Cuando se
formula en forma de suplemento o sustituto de la leche materna, se proporcionard una composicién que compren-
de uno o méas de AA, DGLA y GLA en una proporcién de aproximadamente 1:19:30 a aproximadamente 6:1:0.2,
respectivamente. Por ejemplo, la leche materna de animales puede variar en las proporciones de AA:DGLA:GLA os-
cilando entre 1:19:30 a 6:1:0.2, lo que incluye proporciones intermedias que son preferiblemente aproximadamente
1:1:1, 1:2:1, 1:1:4. Cuando se producen juntos en una célula anfitriona, se puede utilizar el ajuste de la velocidad y
el porcentaje de conversion de un sustrato precursor tal como GLA y DGLA en AA para controlar las proporciones
de PUFA precisamente. Por ejemplo, se puede utilizar una velocidad de conversion del 5% al 10% de DGLA en AA
para producir una proporcién de AA con respecto a DGLA de aproximadamente 1:19, mientras se puede utilizar una
velocidad de conversion de aproximadamente 75% a 80% para producir una proporcién de AA con respecto a DGLA
de aproximadamente 6:1. Por lo tanto, ya sea en un sistema de cultivo celular o en un animal anfitrién, se puede utilizar
la regulacidon del tiempo, el grado de especificidad de la expresion de la desaturasa, asi como la expresion de otras
desaturasas y elongasas, para modular los niveles y proporciones de PUFA. Los PUFA producidos de acuerdo con la
presente invencién (p. ej., AA, EPA, etc.) pueden ser combinados después con otros PUFA u otros tipos de dcidos
grasos a las concentraciones y proporciones deseadas.

Adicionalmente, los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencion o las células anfitrionas transformadas
para que contengan y expresen los genes de la desaturasa sujeto también pueden ser utilizados como suplementos
alimenticios para animales para alterar la composicién de dcidos grasos de un tejido o de la leche de un animal a uno
mads deseable para el consumo humano o animal.

Composiciones Farmacéuticas

Una composicién farmacéutica puede comprender uno o mds acidos y/o aceites resultantes producidos utilizando
los genes de desaturasa, de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. Especificamente, semejan-
te composicién farmacéutica puede comprender uno o mas de los PUFA y/o aceites, combinados con un portador,
coadyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable no t6xico bien conocido normalizado tal como solucién salina
tamponada con fosfato, agua, etanol, polioles, aceites vegetales, un agente humectante o una emulsién tal como una
emulsion de agua/aceite. La composicion puede estar en forma liquida o sélida. Por ejemplo, la composicién puede
estar en forma de comprimido, cdpsula, liquido ingerible o polvo, inyectable, o pomada o crema tépica. Se puede
mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso
de las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. También puede ser deseable incluir agentes isotonicos, por
ejemplo, aztcares, cloruro de sodio, y similares. Ademads de tales diluyentes inertes, la composicién también puede
incluir coadyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y suspensores, agentes edulcorantes,
agentes aromatizantes y agentes perfumantes.

Las suspensiones, ademads de los compuestos activos, pueden comprender agentes suspensores tales como alcoho-
les isoestearilicos etoxilados, polioxietilen-sorbitol y ésteres de sorbitdn, celulosa microcristalina, metahidréxido de
aluminio, bentonita, agar-agar, y tragacanto o mezclas de estas sustancias.

Se pueden preparar formas de dosificacion sélidas tales como comprimidos y cdpsulas utilizando mecanismos bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencién pueden ser com-
primidos con bases para comprimidos convencionales tales como lactosa, sacarosa, y almidén de maiz combinados
con aglutinantes tales como acacia, almidén de maiz o gelatina, agentes disgregantes tales como almidén de patata o
acido alginico, y un lubricante tal como dcido estedrico o estearato de magnesio. Se pueden preparar cdpsulas incor-
porando estos excipientes a una cdpsula de gelatina junto con antioxidantes y los PUFA relevantes. Los componentes
antioxidantes y los PUFA deben estar de acuerdo con las pautas presentadas antes.

Para la administracién intravenosa, se pueden incorporar los PUFA producidos de acuerdo con la presente inven-
cién o los derivados de los mismos a formulaciones comerciales tales como Intralipids®. El perfil de 4cido grasos del
plasma adulto normal tipico comprende de 6,64 a 9,46% de AA, de 1,45 a 3,11% de DGLA, y de 0,02 a 0,08% de
GLA. Estos PUFA o sus precursores metabélicos se pueden administrar solos o combinados con otros PUFA para
lograr un perfil de 4cido graso normal en un paciente. Cuando se desea, se pueden proporcionar individualmente los
componentes individuales de las formulaciones, o en forma de kit, para su uso tinico o multiple. Una dosificacién
tipica de un 4cido graso concreto es de 0,1 mg a 20 g, tomados de una a cinco veces al dia (hasta 100 g diarios) y
se encuentra preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 1, 2, 5, o 10 g diarios
(tomados en una o en multiples dosis).

Las posibles rutas de administraciéon de las composiciones farmacéuticas incluyen, por ejemplo, entérica (p. €j.,
oral y rectal) y parenteral. Por ejemplo, una preparacion liquida se puede administrar oralmente o rectalmente. Adi-
cionalmente, una mezcla homogénea puede ser completamente dispersada en agua, mezclada en condiciones estériles
con diluyentes, conservantes, tampones o propelentes fisioldgicamente aceptables para formar una pulverizacién o un
inhalante. La ruta de administracién dependerd, por supuesto, del efecto deseado. Por ejemplo, si la composicién se
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va a utilizar para tratar la piel dspera, seca o envejecida, para tratar piel dafiada o quemada, o para tratar piel o pelo
afectado por una enfermedad o afeccidn, se puede aplicar topicamente.

La dosificacion de la composicién que se va a administrar al paciente puede ser determinada por un experto en
la técnica y depende de diversos factores tales como el peso del paciente, la edad del paciente, la salud general del
paciente, el historial del paciente, el estado inmunitario del paciente, etc.

Con respecto a la forma, la composicién puede ser por ejemplo, una solucién, una dispersién, una suspensién o un
polvo estéril que después es reconstituido.

Se pueden tratar diversos trastornos mediante el uso de las composiciones farmacéuticas y/o nutricionales descritas
en la presente memoria. En particular, se pueden utilizar las composiciones para tratar la restenosis posterior a la
angioplastia. Ademds, también se pueden tratar con las composiciones sintomas de inflamacidn, artritis reumatoide,
asma y psoriasis. La evidencia también indica que los PUFA pueden estar implicados en el metabolismo del calcio;
de este modo, las composiciones pueden ser utilizadas en el tratamiento o la prevencién de la osteoporosis y de las
piedras en el rifién o el tracto urinario.

Adicionalmente, las composiciones también pueden ser utilizadas en el tratamiento del cancer. Se ha demostrado
que las células malignas tienen alteradas las composiciones de dcidos grasos. Se ha demostrado que la adicién de
acidos grasos ralentiza su crecimiento, ocasiona la muerte celular y aumenta su susceptibilidad a los agentes quimiote-
rapéuticos. Por otra parte, las composiciones también pueden ser ttiles para tratar la caquexia asociada con el cdncer.

Las composiciones también pueden ser utilizadas para tratar la diabetes (véase la Patente de los Estados Unidos
Num. 4.826.877 y Horrobin et al., Am. J. Clin. Nutr. Vol. 57 (Supl.) 732S-737S). Se han demostrado en animales
diabéticos un metabolismo y una composicion alterados de los acidos grasos.

Ademads, las composiciones, que comprenden PUFA producidos directamente o indirectamente por medio del
uso de enzimas desaturasas, también pueden ser utilizadas en el tratamiento del eczema y en la reduccién de la
presion sanguinea. Adicionalmente, las composiciones pueden ser utilizadas para inhibir la agregacién de plaquetas,
para inducir vasodilatacién, para reducir los niveles de colesterol, para inhibir la proliferacién de la pared de los
vasos, el musculo liso y el tejido fibroso (Brenner et al., Adv. Exp. Med. Biol. Vol. 83, Pags. 85-101, 1976), para
reducir o prevenir la hemorragia gastrointestinal y otros efectos secundarios de los fairmacos anti-inflamatorios no
esteroideos (véase la Patente de los Estados Unidos Niim. 4.666.701), para prevenir o tratar la endometriosis y el
sindrome premenstrual (véase la Patente de los Estados Unidos Num. 4.758.592), y para tratar la encefalomielitis
midlgicay la fatiga crénica después de las infecciones virales (véase la Patente de los Estados Unidos Num. 5.116.871).

Los usos adicionales de las composiciones incluyen el uso en el tratamiento del SIDA, la esclerosis mdltiple, y los
trastornos inflamatorios de la piel, asi como en el mantenimiento de la salud general.

Adicionalmente, la composicién puede ser utilizada con fines cosméticos. Puede ser afiadida a composiciones
cosméticas pre-existentes de manera que se forme una mezcla o se puede afiadir un PUPA producido de acuerdo con
la invencién sujeto como tnico ingrediente “activo” en a una composicién cosmética.

Aplicaciones Veterinarias

Se debe observar que las composiciones farmacéuticas y nutricionales descritas antes se pueden utilizar con rela-
cién a animales (esto es, domésticos o no domésticos, incluyendo mamiferos, aves, reptiles, lagartos, etc.), asi como a
seres humanos, ya que los animales experimentan muchas de las necesidades y condiciones de los seres humanos. Por
ejemplo, el aceite o los 4cidos grasos producidos mediante los métodos de la presente invencién pueden ser utilizados
en suplementos de comidas para animales, sustitutos de comidas para animales, vitaminas para animales o en pomadas
topicas para animales.

La presente invencion se puede ilustrar adicionalmente por medio de los ejemplos no limitantes presentados mas
abajo:
Ejemplo 1

Construccion de la Genoteca de ADNc de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

Para aislar los genes que codifican las enzimas desaturasas, se construy6 una genoteca de ADNc. Se hicieron
crecer cultivos de Saprolegnia diclina en medio de patata dextrosa (Difco nim. 336, BD Diagnostic Systems, Sparks,
Maryland) a la temperatura ambiente durante cuatro dias con agitacién constante. Se recogieron los micelios mediante
filtracion a través de varias capas de estopilla, y los cultivos se trituraron en nitrégeno liquido utilizando un mortero y
una mano de mortero. Los productos lisados celulares se resuspendieron en tampén RT (Qiagen, Valencia, California)
que contenia -mercaptoetanol y se incubaron a 55°C durante tres minutos. Esto productos lisados se homogeneizaron
mediante aspiraciones repetidas a través de una jeringa o sobre una columna marca “QIAshredder” (Qiagen). E1l ARN
total se purificé finalmente utilizando el kit marca “RNeasy Maxi” (Qiagen), segtin el protocolo del fabricante.
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Se aislé el ARNm del ARN total de cada organismo utilizando una resina de oligo dT celulosa. Se utilizé el kit
de construccién de genotecas marca “pBluescript II XR” (Stratagene, La Jolla, California) para sintetizar el ADNc de
doble hebra. E1 ADNc de doble hebra se cloné direccionalmente (5° EcoRI/3’ Xhol) en el vector pBluescript II SK(+)
(Stratagene). La genoteca de S. diclina contenia aproximadamente 2,5 x 10° clones, cada uno con un tamafio de inserto
de aproximadamente 700 pb. E1 ADN genémico de S. diclina se aislé triturando el cultivo en nitrégeno liquido seguido
de purificacidn utilizando el kit con la marca de fébrica “Genomic DNA Extraction” (Qiagen), segin el protocolo del
fabricante.

Ejemplo 2

Determinacion del Uso de Codones en Saprolegnia diclina

Se secuenciaron los extremos 5’ de 350 clones de ADNc al azar a partir de la genoteca del ADNc de Saprolegnia
diclina descrita en el Ejemplo 1. Las secuencias se tradujeron a seis marcos de lectura abiertos utilizando el programa
GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) con el algoritmo con la marca de fabrica “FastA” para la
bisqueda de la similitud entre una secuencia problema y un grupo de secuencias del mismo tipo, especificamente de
la base de datos GenBank. Muchos de los clones fueron identificados como supuestos genes constitutivos basandose
en la homologia de la proteina con genes conocidos. De este modo se seleccionaron ocho secuencias de ADNc de S.
diclina. Adicionalmente, también se utilizaron las secuencias de delta-5 desaturasa y delta-6 desaturasa de S. diclina
completas (véase la Tabla 1 mds abajo). Estas secuencias se utilizaron después para generar la tabla de preferencia
codonica de S. diclina mostrada en la Tabla 2 mas abajo empleando el programa “CodonFrequency” de GCG.

TABLA 1

Genes de Saprolegnia diclina utilizados para la

generacién de la Tabla de Preferencia Codénica

Nam. Emparejamiento Nam. Nam.

Clon bases aminoacidos ;
3 Gen de Actina 615 205 o
20 Proteina ribosomal L23 420 140
55 Gen de la Proteina de Choque 468 156

Térmico 70

83 iGen de la gliceraldehido-3-P- 588 196
deshidrogenasa
:138 Gen de la proteina ribosomal 329 110
S13
179 Gen de la alfa-tubulina 3 591 197
190 Gen de la subunidad alfa de | 627 209

la caseina quinasa II

250 Gen de ciclofilina 489 163
Delta 6 desaturasa 1362 453

Delta 5 desaturasa 1413 471

Total 6573 2191
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Aminoacido Preferencia Codénica % utilizado é

Ala GCC 55%

Arg CGC 50%

i Asn AAC 94%
Asp GAC 85%

Cys TGC 77%

Gln CAG 90%

Glu GAG 80%

Gly GGC 67%

His CAC 86%

Ile ATC 82%

Leu CTC 52%

Lys AAG 87%

é Met ATG 100%
t Phe TTC 72%
| Pro CCG 55%
Ser TCG 47%

} Thr ACG 46%
| Trp TGG 100%
| Tyr TAC 90%
Val GTC 73%
Parada TGA 67%

Ejemplo 3

Diserio de Oligonucledtidos Degenerados para el Aislamiento de una Omega-3 Desaturasa de Saprolegnia diclina

(ATCC 56851)

Los hongos como Saprolegnia diclina producen una amplia gama de PUFA, incluyendo 4cido araquidénico (AA)
y 4cido eicosapentaenoico (EPA) por medio de la ruta biosintética de PUFA representada en la Figura 1. El analisis de
la composicion de dcidos grasos de Saprolegnia diclina (ATCC 56851) mostré que 15,42% de los lipidos totales eran
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AA 'y 12,2% de los lipidos totales eran EPA (véase la Tabla 5). El 4cido linoleico (LA) fue el Unico otro intermedio
presente en grandes cantidades. Esto indica que S. diclina tiene delta-6 y delta-5 desaturasas muy activas, asi como
elongasas que desvian los intermedios a través de la ruta representada en la Figura 1. Debido al elevado porcentaje de
EPA en este organismo, se prevé que exista una omega-3 desaturasa activa (sinénimo de “delta-15” desaturasa cuando
el sustrato es un 4cido graso Cig, de “delta-17” desaturasa cuando el sustrato es un acido graso C,, y de “delta-19”
desaturasa cuando el sustrato es un 4cido graso Cy,) que es capaz de convertir AA (20:4n-6) en EPA (20:5n-3).

Como se acaba de indicar, las omega-3 desaturasas son enzimas que catalizan la introduccién de un doble enlace
en la posicion delta-15 de las cadenas aciladas Cg, la posicion delta-17 de las cadenas aciladas C,, y la posicién
delta-19 de las cadenas aciladas Cy,. Existen numerosas omega-3 desaturasas conocidas de plantas, pero estas actian
exclusivamente sobre sustratos de dcidos grasos C;3 como LA (18:2n-6) y GLA (18:3n-6). Estos tipos de desaturasas
son referidos colectivamente como delta-15 desaturasas. En este momento, solamente se ha aislado un gen de omega-
3 desaturasa cuya enzima codificada cataliza la desaturacidn de 4cidos grasos sustrato Cig, Cy, y Cs,. Este es fat-1 de
C. elegans. Véase la Patente de los Estados Unidos Niim. 6.194.167, presentada el 27 de Febrero de 2001.

El enfoque utilizado en este Ejemplo para identificar una omega-3 desaturasa de S. diclina implicé la amplificacién
mediante PCR de una regién del gen de la desaturasa utilizando oligonucleétidos degenerados (cebadores) que con-
tenfan motivos conservados presentes en otras omega-3 desaturasas conocidas. Se utilizaron las omega-3 desaturasas
de los siguientes organismos para el disefio de estos cebadores degenerados: Arabidopsis thaliana (Swissprot nim.
P46310), Ricinus communis (Swissprot nim. P48619), Glycine max (Swissprot nim. P48621), Sesamum indicum
(Swissprot nim. P48620), Nicotiana tabacum (GenBank nim. D79979), Perilla frutescens (GenBank nim. U59477),
Capsicum annuum (GenBank nim. AF222989), Limnanthes douglassi (GenBank nim. U17063), y Caenorhabditis
elegans (GenBank nim. L41807). Se disefiaron algunos cebadores para que contuvieran los motivos de la caja histidi-
na conservados que son componentes importantes del sitio activo de las enzimas. Véase Shanklin, J.E., McDonough,
V.M., y Martin, C.E. (1994) Biochemistry 33, 12787-12794.

El alineamiento de secuencias se llevé a cabo utilizando el Programa CLUSTALW Multiple Sequence Alignment
(http://workbench.sdsc.edu).

Se disefiaron los siguientes cebadores degenerados y se utilizaron en diversas combinaciones:

Motivo Proteico 1: NH;- TRAAIPKHCWVK -COOH

Cebador RO1144 (directo): 5'-ATC CGC GCC GCC ATC CCC AAG CAC
TGC TGG GTC AAG-3' (SEQ ID NO: 1).

Motivo Proteico 2: NH;- ALFVLGHDCGHGSFS -COOH

Este cebador contiene la caja histidina-1 (subrayada)

Cebador RO 1119 (directo): 5'- GcCc CTC TTC GIC CTC GGC CAY
GAC TGC GGC CAY GGC TCG TTC TCG-3' (SEQ ID NO: 2).

Cebador RO 1118 (Inverso): 5'-GAG RTG GTA RTG GGG GAT CTG GGG
GAA GAR RTG RTG GRY GAC RTG-3' (SEQ ID NO: 3).

Motivo Proteico 3: NH;- PYHGWRISHRTHHQN -COOH

Este cebador contiene la caja histidina 2 (subrayada).

Cebador RO 1121 (Directo): 5'-CCC TAC CAY GGC TGG CGC ATC TCG
CAY CGC ACC CAY CAY CAG AAC-3' (SEQ ID NO: 4).

Cebador RO 1122 (Inverso): 5'-GTT CTG RTG RTG GGT CCG RTG CGA
GAT GCG CCA GCC RTG GTA GGG-3' (SEQ ID NO: 5).
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Motivo Proteico 4: NH;- GSHF D/H P D/Y SDLFV -COOH

Cebador RO 1146 (Directo): 5'- GGC TCG CAC TTC SAC CCC KAC
TCG GAC CTC TTC GTC-3' (SEQ ID NO: 6).

Cebador RO 1147 (Inverso): 5'- GAC GAA GAG GTC CGA GTM GGG
GTW GAA GTG CGA GCC-3' (SEQ ID NO: 7).

Motivo Proteico 5: NH;- WS Y/F L/V RGGLTT L/I DR -COOH

Cebador RO 1148 (Inverso): s5'- Gce CTG GAK GGT GGT GAG GCC
GCC GCG GAW GSA CGA CCA-3' (SEQ ID NO: 8).

Motivo Proteico 6: NH;- HHDIGTHVIHHLFPQ -COOH

Esta secuencia contiene la tercera caja histidina (subrayada).

Cebador RO 1114 (Inverso): 5'- CTG GGG GAA GAG RTG RTG GAT
GAC RTG GGT GCC GAT GTC RTG RTG-3' (SEQ. ID NO: 9).

Motivo Proteico 7: NH;- H L/F FP Q/K IPHYHL V/I EAT -COOH

Cebador RO 1116 (Inverso): 5'- GGT GGC CTC GAY GAG RTG GTA
RTG GGG GAT CTK GGG GAA GAR RTG-3' (SEQ ID NO: 10).

Motivo Proteico 8: NH;-, HV A/I HH L/F FPQIPHYHL -COOH

Este cebador contiene la tercera caja histidina (subrayada) y es responsable de las diferencias entre las omega-3
desaturasas vegetales y la omega-3 desaturasa de C. elegans.

Cebador RO 1118 (Inverso):5' -GAG RTG GTA RTG GGG GAT CTG GGG
GAA GAR RTG RTG GRY GAC RTG-3' (SEQ ID NO: 11).

El cédigo de degeneracion utilizado para los SEQ ID NOS: 1 a 11 fue el siguiente: R= A/G; Y=C/T; M=A/C;
K=G/T; W=A/T; S=C/G; B=C/G/T; D=A/G/T; H=A/C/T; V=A/C/G; y N=A/C/G/T.

Ejemplo 4

Identificacion y Aislamiento de un Gen de Omega-3 Desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

Se utilizaron diversos grupos de los cebadores degenerados descritos en el Ejemplo 3 en reacciones de amplifica-
cién por PCR, utilizando como molde el ADN plasmidico de la genoteca de ADNc de S. diclina (del Ejemplo 1), o el
ADN genémico de S. diclina. Asimismo se utilizaron diversas ADN polimerasas y condiciones de reaccién diferentes
para las amplificaciones mediante PCR. Estas reacciones implicaron utilizar la ADN polimerasa marca ‘“Platinum Taq”
(Life Technologies Inc., Rockville, Maryland), o ADNc polimerasa (Clonetech, Palo Alto, California), o la mezcla Taq
PCR (Qiagen), a diferentes temperaturas de hibridacién.
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La amplificacién mediante PCR utilizando los cebadores RO 1121 (Directo) (SEQ ID NO: 4) y RO 1116 (Inver-
so) (SEQ ID NO: 10) dieron como resultado la amplificacién con éxito de un fragmento homélogo a una omega-3
desaturasa conocida. El cebador RO 1121 (Directo) corresponde al motivo proteico 3; el cebador RO 1116 (Inverso)
corresponde al motivo proteico 7.

La amplificacion por PCR se llevo a cabo en un volumen total de 50 ul que contenia: 3 ul del molde de la genoteca
de ADNc, tampén de PCR que contenia Tricina-KOH 40 mM (pH 9,2), KOAc 15 mM, Mg(OAc), 3,5 mM, 3,75 ug/ml
de BSA (concentracién final), 200 M de cada desoxirribonucleétido trifosfato, 10 pmoles de cada cebador y 0,5 ul
de ADNCc polimerasa con la marca de fabrica “Advantage” (Clonetech). La amplificacion se llevo a cabo como sigue:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de los siguiente: 94°C durante 1 min, 60°C
durante 30 seg, 72°C durante 1 min. Se llevé a cabo un ciclo de prolongacién final de 72°C durante 7 min, seguido de
la terminacién de la reaccion a 4°C.

Se gener6 una banda de PCR de ~480 pb que se resolvié sobre un gel de agarosa con la marca de fabrica “Sea-
Kem Gold” al 1% (FMC BioProducts, Rockland, Maine), y se purificé en gel utilizando el Qiagen Gel Extraction
Kit. Los extremos escalonados del fragmento se “rellenaron” utilizando la ADN polimerasa de T4 (Life Technolo-
gies, Rockville, Maryland) segin las instrucciones del fabricante, y los fragmentos de ADN se clonaron en el vector
PCR-Blunt (Invitrogen, Carlsbad, California). Los pldsmidos recombinantes se transformaron en células supercom-
petentes TOP10 (Invitrogen), y se secuenciaron ocho clones y se llevé a cabo una bisqueda en la base de datos
(Gen-EMBL).

Se encontré que todos los clones “sdd17-7-1" a “sdd17-7-8” contenian un inserto de ~483 pb. La secuencia de
aminodcidos deducida de este fragmento mostré la mayor identidad con las siguientes proteinas (basadas en una
busqueda “tFastA”):

1. Identidad del 37,9% en el solapamiento de aminodcidos con una omega-3 (delta-15) desaturasa de Syne-
chocystis sp. (Num. de Acceso D13780).

2. Identidad del 40,7% en el solapamiento de 113 aminodcidos con la omega-3 desaturasa plastidial de Picea
abies plastidial (Nim. de Acceso AJ302017).

3. Identidad del 35,9% en el solapamiento de 128 aminodcidos con la desaturasa de dcidos grasos FADS de
Zea mays (Num. de Acceso D63953).

Basandose en esta homologia de secuencia con las desaturasas de acidos grasos omega-3, parecia probable que
este fragmento de ADN fuera parte de un gen de una omega-3 desaturasa presente en S. diclina.

La secuencia de ADN identificada antes se utilizé en el disefio de oligonucledtidos para aislar los extremos 3’ y
5’ de este gen de la genoteca de ADNc descrita en el Ejemplo 1. Para aislar el extremo 3’ del gen, se disefaron los
siguientes oligonucledtidos:

RO 1188 (Directo): 5’-TAC GCG TAC CTC ACG TAC TCG CTC G-3’ (SEQ ID NO: 12).

RO 1189 (Directo): 5’-TTC TTG CAC CAC AAC GAC GAA GCG ACG-3’ (SEQ ID NO: 13).
RO 1190 (Directo): 5’-GGA GTG GAC GTA CGT CAA GGG CAA C-3’ (SEQ ID NO: 14).
RO 1191 (Directo): 5’-TCA AGG GCA ACC TCT CGA GCG TCG AC-3’ (SEQ ID NO: 15).

Estos cebadores (SEQ ID NOS: 12-15) se utilizaron en combinaciones con el oligonucleétido vector pBluescript
SK(+): RO 898: 5’-CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CGA CGG CCA G-3’ (SEQ ID NO: 16).

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo utilizando la polimerasa con la marca de fabrica “Taq PCR Master
Mix” (Qiagen) o la ADNCc polimerasa con la marca de fabrica “Advantage” (Clonetech) o la ADN polimerasa de Taq
con la marca de fabrica “Platinum” (Life Technologies), como sigue:

Para la polimerasa “Taq PCR Master Mix”, se utilizaron 10 pmoles de cada cebador junto con 1 ul del ADN de
la genoteca de ADNCc del Ejemplo 1. La amplificacién se llevé a cabo como sigue: desnaturalizacién inicial a 94°C
durante 3 min, seguido de 35 ciclos de lo siguiente: 94°C durante 1 min, 60°C durante 30 seg, 72°C durante 1 min. Se
llevé a cabo un ciclo de prolongacién final de 72°C durante 7 min, seguido de terminacién de la reaccion a 4°C. Esta
amplificacion dio como resultado las bandas mds distintas en comparacién con las otras dos condiciones sometidas a
ensayo.

Para la reaccién con la ADNc polimerasa con la marca de fébrica “Advantage”, la amplificacion se llevo a cabo
en un volumen total de 50 ul que contenia: 1 ul del molde de la genoteca de ADNc del Ejemplo 1, tamp6n de PCR
que contenia Tricina-KOH 40 mM (pH 9,2), KOAc 15 mM, Mg(OAc), 3,5 mM, 3,75 ug/ml de BSA (concentracién
final), 200 uM de cada desoxirribonucleétido trifosfato, 10 pmoles de cada cebador y 0,5 ul de ADNc polimerasa
(Clonetech). La amplificacién se llevé a cabo como se describe para Tag PCR Master Mix.
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Para la reaccién con la ADN polimerasa de Taq con la marca de fabrica “Platinum”, se llevé a cabo la amplificacién
en un volumen total de 50 ul que contenfa: 1 ul del molde de la genoteca de ADNc del Ejemplo 1, reaccién para
PCR que contenia Tris-Cl 20 mM, pH 8,4, KC1 50 mM (concentracién final), 200 uM de cada desoxirribonucledtido
trifosfato, 10 pmoles de cada cebador, MgSO, 1,5 mM y 0,5 ul de ADN polimerasa de Taq Platinum. La amplificacién
se llevé a cabo como sigue: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de lo siguiente: 94°C
durante 45 seg, 55°C durante 30 seg, 68°C durante 2 min. La reaccidn se terminé a 4°C.

Los cuatro grupos de cebadores combinados con el cebador vector generaron distintas bandas. Las bandas de
la PCR de la combinaciéon (RO 1188 + RO 898) eran >500 pb y se purificaron en gel y se clonaron por separado.
Las bandas de la PCR generadas de las otras combinaciones de cebadores fueron <500 pb. Las bandas fueron puri-
ficadas en gel, reunidas, y clonadas en el vector PCR-Blunt (Invitrogen) como se ha descrito antes. Los pldsmidos
recombinantes se transformaron en células supercompetentes TOP10 (Invitrogen) y los clones se secuenciaron y se
analizaron.

Se encontrd que los clones “sdd17-16-4" y “sdd16-6” que contenian el inserto de ~500 pb, y los clones “sdd17-17-
67, “sdd17-17-10",y “sdd17-20-3”, que contenian los insertos de ~400 pb, contenian todos el extremo 3’ de la supuesta
omega-3 desaturasa. Estas secuencias se solaparon entre si, asi como con el fragmento identificado originalmente de
este supuesto gen de omega-3 desaturasa. Todas las secuencias contuvieron el codén de terminacién “TAA” y una cola
poli-A tipica de los extremos 3’ de los genes eucariéticos. Esta secuencia del extremo 3’ fue homéloga a otras omega-
3 desaturasas conocidas, compartiendo la mayor identidad (41,5% en un solapamiento de 130 amino4cidos) con la
delta-15 desaturasa de Synechocystis (Nim. de Acceso D13780).

Para el aislamiento del extremo 5’ de este gen, se disefiaron los siguientes oligonucledtidos y se utilizaron en
combinaciones con el oligonucleétido vector pBluescript SK(+):

RO 899: 5’- AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA AAC AGC -3’ (SEQ ID NO: 17).

RO 1185 (Inverso): 5°-GGT AAA AGA TCT CGT CCT TCT CGA TGT TGC-3’ (SEQ ID NO:19).
RO 1186 (Inverso): 5°-GTC AAA GTG GCT CAT CGT GC-3’ (SEQ ID NO: 19).

RO 1187 (Inverso): 5’-CGA GCG AGT ACG TGA GGT ACG CGT AC-3’ (SEQ ID NO: 20).

Las amplificaciones se llevaron a cabo utilizando la polimerasa con la marca de fébrica “Taq PCR Master Mix”
(Qiagen) o la ADNc polimerasa con la marca de fabrica “Advantage” (Clonetech) o la ADN polimerasa de Taq con la
marca de fabrica “Platinum” (Life Technologies), como se ha descrito antes en la presente memoria para el aislamiento
del extremo 3’.

Las bandas de PCR generadas a partir de combinaciones de cebadores (RO 1185 o RO 1186 + RO 899) estuvieron
entre ~580 y ~440 pb y estas se reunieron y se clonaron en el vector PCR-Blunt como se ha descrito antes. Los clones
generados de este modo incluyeron “sdd17-14-17, “sdd17-14-107, “sdd17-18-2”, y “sdd17-18-8,” todos los cuales
mostraron homologia con omega-3 desaturasas conocidas.

Adicionalmente, las bandas generadas a partir de (RO 1187 + RO 899) fueron de ~680 pb, y estas se clo-
naron por separado para generar los clones “sdd17-22-2” y *“sdd17-22-5" que también mostraron homologia con
omega-3 desaturasas conocidas. Todos estos clones se solaparon entre si, asi como con el fragmento original de
la supuesta omega-3 desaturasa conocida. Estas secuencias contenfan un sitio ATG’ seguido de un marco de lec-
tura abierto, indicando que éste es el sitio de inicio de este gen. Estos fragmentos mostraron la mayor identidad
(39,7% en el solapamiento de 146 aminodcidos) con la delta-15 desaturasa de Calendula officinalis (Nim. de Acceso
AJ245938).

La totalidad de esta omega-3 desaturasa se obtuvo mediante amplificaciéon por PCR de la genoteca de ADNc de S.
diclina utilizando los siguientes oligonucleotidos:

RO 1212 (Directo): 5°-TCA ACA GAA TTC ATG ACC GAG GAT AAG ACG AAG GTC GAG TTC CCG-3’
(SEQ ID NO: 21). Este cebador contiene el sitio de inicio “ATG” (subrayado sencillo) seguido de la secuencia 5’ de
la omega-3 desaturasa. Ademas, se introdujo un sitio EcoRI (subrayado doble) aguas arriba del sitio de inicio para
facilitar la clonacién en el vector de expresion de levadura pYX242.

RO 1213 (Inverso): 5’-AAA AGA AAG CTT CGC TTC CTA GTC TTA GTC CGA CTT GGC CTT GGC-3’
(SEQ ID NO: 22). Este cebador contiene el codén de terminacién “TAA” (subrayado sencillo) del gen asi como la
secuencia aguas abajo del codén de terminacion. Esta secuencia se incluy6 debido a que las regiones del gen eran muy
ricas en G+C, y de este modo no pudieron ser incluidas en el disefio de oligonucleétidos para la amplificacién por
PCR. Ademais, se incluy6 un sitio HindIII (subrayado doble) para la clonacidén conveniente en un vector de expresion
de levadura pY X242.

La amplificacién mediante PCR se llevé a cabo utilizando la polimerasa con la marca de fabrica “Taq PCR Master
Mix” (Qiagen), 10 pmoles de cada cebador, y 1 ul del ADN de la genoteca de ADNc del Ejemplo 1. La amplificacién
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se llevé a cabo como sigue: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de lo siguiente: 94°C
durante 1 min, 60°C durante 30 seg, 72°C durante 1 min. Se llevé a cabo un ciclo de prolongacién final de 72°C durante
7 min, seguido de la terminacién de la reaccién a 4°C.

De este modo se obtuvo una banda de PCR de ~1 kb y esta banda se aisld, se purificd, se clon6 en el vector PCR-
Blunt (Invitrogen), y se transformé en células TOP10. Los insertos se secuenciaron para verificar la secuencia del
gen. El clon “sdd17-27-2" se digiri6é con EcoRI/HindIII para liberar el inserto completo, y este inserto se clond en el
vector de expresion de levadura pY X242, digerido previamente con EcoRI/Hindlll. Este constructo contenia 1077 pb
de sdd17 clonado en pYX242. Este constructo se etiqueté como pRSP19, que se transformé en SC344 de levadura
para los estudios de expresion.

Ademds, se clon6 el gen omega-3 de S. diclina en otro vector de expresion de levadura, pYES2 (Invitrogen). Para
esto, se aislo el gen de la omega-3 desaturasa de la genoteca de ADNc generada en el Ejemplo 1 mediante amplificacién
por PCR (como se ha descrito antes) utilizando los siguientes oligonucleétidos:

RO1221 (Directo) (SEQ ID NO: 23) 5-TCA ACA AAG CTT ATG ACC GAG GAT AAG ACG AAG GTC GAG
TTC CCG-3’

Este cebador contiene el sitio de inicio *ATG’ (subrayado) seguido de la secuencia 5’ de la omega-3 desaturasa.
Ademds, se introdujo un sitio HindIIl (negrita) aguas arriba del sitio de inicio para facilitar la clonacién en el vector
de expresion de levadura pYES2.

RO1222 (Inverso) (SEQ ID NO: 24) 5’-AAA AGA GAA TTC CGC TTC CTA GTC TTA GTC CGA CTT GGC
CTT GGC-3’ Este cebador contiene el codén de terminacién “TAA” (subrayado) del gen asi como la secuencia
aguas abajo del codén de terminacién. Esta secuencia se incluyé puesto que las regiones del gen eran muy ricas en
G+C, y de este modo no pudieron ser incluidas en el disefio de los oligonucledtidos para la amplificacién por PCR.
Ademds, se incluy6 un sitio EcoRI (negrita) para la clonacién conveniente en el vector de expresién de levadura
pYES2.

La banda de PCR de ~1 kb generada de este modo se digiri6 con HindIIl/EcoRlI, y se clon6 en pYES2 digerido con
las mismas enzimas de restriccién. El constructo resultante (sdd!7 + pYES2) se etiqueté como pRSP20, y se utilizé
en los estudios de expresién simultdnea.

Asimismo se realizaron intentos para aislar el gen sddI7 completo del ADN genémico mediante amplificacién
por PCR. Sin embargo, el producto de la PCR obtenido era mayor de 1077 pb (~1,15 kb), y la secuenciacién de este
producto reveld la presencia de pequefios intrones en la secuencia genémica.

El gen completo de esta supuesta omega-3 desaturasa (etiquetada como sddl7) tenia 1077 pb de longitud y se
muestra en la Figura 2 (SEQ ID NO: 25).

El gen de SEQ ID NO: 25 codificé una proteina de 358 restos aminodcido (SEQ ID NO: 26) (Figura 3). Una
bisqueda de la secuencia de la proteina deducida de sdd17 (utilizando el programa “tFastA”) mostré que la proteina
tenia la mayor identidad (41% en el solapamiento de 269 aminodcidos) con la delta-15 desaturasa de Synechocystis
sp. (Nim. de Acceso ATCC 13780) (Figura 4) y Synechocystis sp. PCC6803 (Num. de Acceso ATCC D90913). Esta
proteina compartia similitudes de secuencia con otras diversas omega-3 desaturasas vegetales. La comparacién de esta
secuencia de la proteina pronosticada con la enzima FAT1 de C. elegans (Num. de Acceso ATCC L41807) revel6
solamente una identidad de 31,6% en el solapamiento de 310 aminoécidos (Figura 5).

Como todas las omega-3 desaturasas, esta enzima no contiene un dominio citocromo b5 en el extremo 5’ de
su secuencia. El dominio citocromo b5 estd presente en la mayoria de las enzimas de desaturaciéon “frontal” co-
mo las delta-5- y delta-6 desaturasas. La omega-3 desaturasa descrita en este ejemplo incluye las tres secuencias
ricas en histidina que estan presentes en todas las desaturasas unidas a la membrana. Estos tres dominios estdn pre-
sentes en la posicién 89 a 93 (HDCGH), 125 a 129 (HRHHH), y 284 a 288 (HQVHH) del SEQ ID NO: 26. Se
cree que estas cajas ricas en histidina coordinan la estructura dihierro-oxo en el sitio activo de la enzima, y son ne-
cesarias para la actividad enzimdtica; véase Stukey, J.E., McDonough, VM. & Martn, C.E. (1990) J. Biol. Chem.
265, 20144-20149. Estos rasgos coinciden con que la proteina “SDD17” sea un miembro de la familia de las de-
saturasas/hidroxilasas unidas a la membrana de las proteinas dihierro-oxo. El contenido de G+C de este gen es de
61,8%.

Ejemplo 5

Expresion del Gen de la Omega-3 Desaturasa (“sdd17”) de Saprolegnia diclina en Levadura Panadera

Para determinar la especificidad de sustrato y la clase de reaccion catalizada por la proteina SDD17, se expresé
heterdlogamente sdd17 en Saccharomyces cerevisiae (SC334). Debido a que S. cerevisiae no puede sintetizar acidos
grasos mds alld de OA (18:1n-9), éste es un sistema ideal para su uso para determinar la actividad enzimatica sobre sus-
tratos mas largos que OA ya que no se detectara actividad enzimadtica de fondo. Se pueden suministrar exégenamente
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al anfitrién 4cidos grasos sustrato adecuados que son absorbidos por la célula y atacados por la proteina expresada del
gen sdd17 transformado.

El clon pRSP19, que contenia la omega-3 desaturasa completa (sddl7) de S. diclina clonada en pYX242, se
transformé en Saccharomyces cerevisiae (SC334) utilizando el kit con la marca de fabrica “Alkali-Cation Yeast Trans-
formation” (BIO 101, Vista, California). Los transformantes se seleccionaron en cuanto a la auxotrofia para leucina
en medio carente de leucina (DOB [-Leu]). Para detectar la actividad desaturasa especifica de estos clones, se hicieron
crecer los transformantes en presencia de 50 uM de cada uno de LA (18:2n-6), GLA (18:3n-6), DGLA (20:3n-6), AA
(20:4n-6), y 4cido adrénico (22:4n-6). La conversion de estos dcidos grasos sustrato suministrados exégenamente en
un producto que tiene una insaturacién adicional indica la presencia de una actividad desaturasa especifica que no se
encuentra en S. cerevisiae de tipo salvaje:

La conversion de LA (18:2n-6) en ALA (18:3n-3) indica actividad delta-15 desaturasa.

La conversion de GLA (18:3n-6) en STA (18:4n-3) indica actividad delta-15 desaturasa.

La conversion de DGLA (20:3n-6) en ETA (20:4n-3) indica actividad delta-17 desaturasa.

La conversion de AA (20:4n-6) en EPA (20:5n-3) indica actividad delta-17 desaturasa.

La conversién de dcido adrénico (22:4n-6) en DPA (22:5n-3) indica actividad delta-19 desaturasa.

La cepa de control negativo fue S. cerevisiae transformada con el vector pYX242. Los cultivos experimentales y
los cultivos de control se hicieron crecer simultdneamente y se analizaron.

Los cultivos se agitaron vigorosamente (250 rpm) y se hicieron crecer durante 48 horas a 24°C en presencia de
50 uM (concentracién final) de los diversos sustratos (véase la Tabla 3). Las células se centrifugaron, se lavaron una
vez en agua destilada, y los sedimentos se resuspendieron en metanol; se afiadi6 cloroformo junto con tritridecanoina
(como patrén interno). Estas mezclas se incubaron durante al menos una hora a la temperatura ambiente, o a 4°C
durante la noche. La capa de cloroformo se extrajo y se filtré a través de un filtro Whatman con 1 g de sulfato
de sodio anhidro para eliminar el material particulado y el agua residual. Los disolventes orgdnicos se evaporaron
a 40°C en una corriente de nitrégeno. Los lipidos extraidos se convirtieron después en ésteres metilicos de dcidos
grasos (FAME) para el andlisis mediante cromatografia de gases (GC) afiadiendo 2 ml de hidr6xido de potasio en
metanol 0,5 N a un tubo cerrado. Las muestras se calentaron a 95°C-100°C durante 30 minutos y se enfriaron a la
temperatura ambiente. Se afiadieron aproximadamente 2 ml de trifluoruro de boro en metanol al 14% y se repitié
el calentamiento. Una vez que la mezcla de lipidos extraidos se hubo enfriado, se afiadieron 2 ml de agua y 1 ml
de hexano para extraer los FAME para el andlisis mediante GC. El porcentaje de conversion se calculé utilizando la
férmula:

[% Producto]

100
[% Producto + % Sustrato]

% Conversion =

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 3

Expresidén en Levadura de la Omega-3 Désaturasa (SDDi?)‘
de Saprolegnia diclina a 24°C
Clon Sustrato* Producto % Actividad
Incorporadoe Producido Conversién Enzimatica
PRSP19 18:2 n-6 18:3 n-3 0 Delta 15
(9,42%) (0%)
18:3 n-6 18:4 n-3 0 Delta 15
(9,11%) (0%)
20:3 n-6 20:4 n-3 5% Delta 17 |
(21,36%) (1,18%)
20:4 n-6 20:5 n-3 13,8% Delta 17
(32,14%) (5,16%)
22:4 n-6 22:5 n-3 4% Delta 19
(28,65%) (1,22%)
{Control 18:2 n-6 18:3 n-3 ' 0 Delta 15
(pYX242) (9,27%) (0%)
18:3 n-6 18:4 n-3 0 Delta 15
(9,18%) (0%)
20:3 n-6 20:4 n-3 0 Delta 17
(14,19%) (0%)
20:4 n-6 20:5 n-3 0 Delta 17
(26,56%) (0%)
22:4 n-6 22:5 n-3 3 0 Delta 19
: (16,4%) (0%)
* sustrato utilizado 50 uM
Los numeros entre paréntesis representan &cidos grasos
como porcentaje de los lipidos totales de levadura.

18:2n-6 =
18:3n-6= Acido
18:3n-3= 4cido
18:4n-3= acido
20:5n-3= &cido
pentaenoico

dcido linoleico

gamma-linolénico
alfa-linolénico
esteariddnico

eicosa~-

20:3n-6= Aacido
linolénico
20:4n-6= &cido
22:4n-6= acido
20:4n-3= &cido
tetraenoico

dihomo-gamma

araguidénico
adrénico
eicosa-

22:5n-3= 4cido omega-3-
docosapentaenoico

La Tabla 3 presenta la actividad enzimdtica del producto proteico codificado por sddl7 de Saprolegnia diclina

25

(ATCC 56851). Esta enzima es una omega-3 desaturasa activa capaz de desnaturalizar dcidos grasos sustrato omega-
6 C,y y Cy, para producir los correspondientes acidos grasos omega-3 producto. Esta enzima convirtié 13,8% del
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AA sustrato afiadido en el correspondiente EPA producto, indicando de este modo la actividad delta-17 desaturasa.
Ademds, esta enzima también podia actuar sobre DGLA, convirtiéndolo en ETA, como cabria esperar para una delta-
17 desaturasa. En este Ejemplo, sin embargo, solamente 5% del DGLA afiadido era convertido en ETA, indicando
que en las condiciones utilizadas aqui, la enzima tiene una preferencia por el sustrato para AA en comparacién con
DGLA.

La actividad de esta enzima hacia los dcidos grasos sustrato C,, también fue investigada debido a que los dcidos
grasos omega-3 C,, como DPA y DHA tienen importantes implicaciones dietéticas y farmacéuticas. A partir de la
Tabla 3, se puede observar que esta enzima era activa sobre sustratos C,, tales como el dcido adrénico, convirtiendo
4% del mismo en DPA. Como se puede observar a partir de los cultivos de control, no hubo una conversién no
especifica de sustrato afiadido exdgenamente en producto en S. cerevisiae no transformada.

La Tabla 4 demuestra que esta omega-3 desaturasa (SDD17) también funciona a una temperatura més baja, (es-
to es 15°C). Aqui, se afiadieron 50 uM de sustrato exdgeno a los transformantes y los cultivos se hicieron crecer
durante 48 horas a 15°C. Se llev6 a cabo el andlisis de dcidos grasos como se ha descrito antes. La absorcién to-
tal de sustrato por S. cerevisiae a 15°C fue inferior a la observada a 24°C (comparese la Tabla 3 y la Tabla 4).
Sin embargo, el porcentaje de conversién de sustrato en producto por la enzima aumenté a 15°C. Puesto que la
presencia de una concentracion inferior de dcido graso sustrato exdgeno parecié mejorar la actividad de la enzi-
ma, es posible que los 4cidos grasos sustrato a concentraciones elevadas puedan ejercer una inhibicién por retro-
alimentacion sobre esta enzima. Se pueden llevar a cabo estudios adicionales para determinar el efecto de dife-
rentes concentraciones de sustrato y diferentes temperaturas sobre la expresion de esta omega-3 desaturasa en S.
cerevisiae.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 4
'Expreéién en Levadura de la Omega-3 Desaturasa (SDD17) de
Saprolegnia diclina a 15°C
Clon Sustrato* Producto % Actividad
Incorporado Producido (Conversién Enzimatica
 PRSP19 18:2 n-6 18:3 n-3 0 Delta 15
(8,79%) (0%)
18:3 n-6 18:4 n-3 0 Delta 15
(12,69%) (0%)
20:3 n-6 20:4 n-3 13% Delta 17
(9,52%) (1,46%) |
20:4 n-6 20:5 n-3 19% Delta 17
(8,69%) (2,05%)
22:4 n-6 22:5 n-3 8,4% Delta 19
(6,68%) (0,62%)
Control 18:2 n-6 18:3 n-3 0 Delta 15
(pYX242) (9,65%) (0%)
18:3 n-6 18:4 n-3 0 Delta 15
(13,55%) (0%)
20:3 n-6 20:4 n-3 0 Delta 17
(10,17%) (0%)
20:4 n-o6 20:5 n-3 0 Delta 17
(lo,58%) (0%)
22:4 n-6 22:5 n-3 0 Delta 19
(11,05%) (0%)

T* Sustrato utilizado 50 uM

Los nUmeros entre paréntesis representan los &cidos

grasos como un porcentaje de los lipidos totales de

levadura

18:2n-6 =

Acido linoleico

18:3n-6= 4cido gamma-

linolénico

18:3n-3= acido alfa-

linolénico

18:4n-3= &acido estearidénico

20:5n-3= acido eicosapenta-

eonoico

20:3n-6= 4cido dihomo-gamma-
linolénico
20:4n-6= &cido araquiddnico

22:4n-6= acido adrénico

tetraenoico

docosapentaenoico

27

20:4n-3= Acido eicosa-

22:5n-3= 4cido omega-3-
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A diferencia de todas las omega-3 desaturasas conocidas, la enzima que codifica sdd17 no desatur6 ninguno de los
dcidos grasos omega-6 C;g sustrato a sus correspondientes dcidos grasos omega-3 (en las condiciones sometidas a en-
sayo). Es posible que in vivo, esta enzima funcione exclusivamente sobre AA, convirtiéndolo en EPA. Esto coincidiria
con el perfil de 4cidos grasos de S. diclina que presenta grandes cantidades de AA y EPA, pero pocos o ninguno de los
otros intermedios omega-3 (Tabla 5).

TABLA 5
Perfil de Acidos Grasos de Saprolegnia diclina ATCC 56851
‘ Acido Graso $ Lipidos Totales
c10:0 0,22
C12:0 0,1
C1l3:0 3,98
Cl4:0 6,0
Cl4:1 n-5 0,29
Cl15:0 1,06
C1l6:0 19,75
C16:1 n-7 1,99
C18:0 3,99
C18: n-9 15,39
Ccl18:1 n-7 7,39 |
C18:1 n-5 0,43 |
Cl8:2 n-6 7,07
C18:3 n-6 2,13
C18:3 n-3 0,08
C20:0 0,76
C20:1 n-9 0,15
C20:1 n-7 " 0,08
C20:2 n-6 ‘ 0,22
cr0:3 mie - N , o
‘ C20:4 n-6 15,42
- cr0ion 3 B 12,2,_

De este modo, sdd17 codifica una omega-3 desaturasa novedosa, capaz de desaturar dcidos grasos C,, y C,, sustra-
to. La proteina SDD17 puede ser facilmente expresada en un sistema heter6logo y de este modo tiene potencial para
su uso en otros sistemas heterélogos como plantas. Esta enzima es muy diferente de otras omega-3 desaturasas, que
muestran actividad sobre dcidos grasos sustrato Cy, y Cy,, pero no sobre sustratos C,3. Comparte solamente un 31,6%
de identidad con FAT-1, la tnica otra deaturasa conocida capaz de actuar sobre 4cidos grasos sustrato omega-6 C,, y
Cy,. De este modo la enzima codificada por sdd17 es una omega-3 desaturasa novedosa.

Ejemplo 6
Expresion Simultdnea de Omega-3 Desaturasa de S. diclina con Otras Enzimas

El constructo pRSP20 que consiste en sdd17 clonada en el vector de expresiéon de levadura pYES2, como se
describe en el Ejemplo 3, se utilizé en estudios de expresion simultdnea con otras desaturasas y elongasas. pRSP3,

28



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310652 T3

un constructo que contenia el gen de la delta-5 desaturasa (SEQ ID NO: 27) de S. diclina clonado en el vector de
expresion de levadura pY X242, fue co-transformado con pRSP20 en levadura. El protocolo de transformacién fue el
descrito en el Ejemplo 4. Esta delta-5 desaturasa cataliza la conversiéon de DGLA en AA y de ETA en EPA. Los co-
transformantes se seleccionaron sobre medio minimo que carecia de leucina y Uracilo (DOB [-Leu-Ura]).

La Tabla 6 muestra que cuando se afiadieron 50 uM de DGLA sustrato (20:3 n-6), la delta-5 desaturasa lo convirtié
en AA (20:4, n-6), y la omega-3 desaturasa fue capaz de desaturar adicionalmente AA a EPA (24:5, n-3). El porcentaje

de conversion del sustrato en producto final fue del 5%, sin observarse fondo en el control negativo.

TABLA 6

Estudios de Expresién Simultanea con la Omega-3 Desaturasa
(SDD17) de S. diclina

‘Clon

Plasmido en

520:3 n-6

20:4 n-6

20:5 n~3 %

levadura (DGLA) (ARn) (EPA) Conversién%
| Incorporado Producido Producido :
Cntrl pY¥X242 + 19, 33 0 0 0

pYES2 |
‘PRSP22 pRSP3 20,56 2,64 0,14 5%

(Delta 5) +

pRSP20

(omega-3

desaturasa)
%Clon Plasmido en 18:3 n-6 20:3 n-6 20:4 n-3 %

levadura (GLA) (DGLA) (ETA) Conversién
: Incorporado Producido: Producido
‘Cntrl |pYX242 + 4,83 0 0 0

pPYES2
PRSP23  pRAT-4-A7 4,56 9,30 0,14 1,4%

(elongasa)

+ pRSP20

(omega-3

desaturasa)
* sustrato utilizado 50 pM
Los numeros representan el &cido graso como un porcentaje de

18:
20:
20:
20:
120:

3n-6= &cido
3n-6=
4n-6=
4dn-3=
Sn-3=

acido
acido
acido
acido

araquidénico

los lipidos totales de levadura
gamma-linolénico

dihomo-gamma-linolénico

eicosatetraenoico
eicosapentaenoico
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[% Producto 1 + % Producto 2]
[% sustrato % Producto 1 + % Producto 2]

% Conversion =

La Tabla 6 también muestra los resultados de un experimento de co-transformacién que implica a pRSP20 y pRAT-
4-A7, una elongasa obtenida de Thraustochytrid sp. 7091 (SEQ ID NO: 28) clonada en pY X242. Esta elongasa cataliza
la adicién de dos carbonos mas al PUFA pre-existente. Cuando se afiaden 50 uM del GLA sustrato (18:3 n-6) a los
co-transformantes, la elongasa prolongaba GLA a DGLA, y el DGLA era desaturado adicionalmente por la omega-
3 desaturasa a ETA (20:4 n-3). El porcentaje de conversién de sustrato en producto final fue de 1,4%, sin observarse
fondo en el control negativo.

De este modo la omega-3 desaturasa de S. diclina era capaz de utilizar un producto formado, en un sistema de
expresion heterélogo, por otra enzima heter6loga de la ruta biosintética de PUFA, y de convertir ese producto en el
PUFA esperado.

Se debe observar que la expresion (y por tanto la actividad) de sdd!7 cuando era clonada en el vector pYES2
(pRSP20) era mucho menor que cuando era clonada en el vector pYX242 (pRSP19). Esto debe ser explicado por la
diferencia en los promotores de expresion presentes en cada vector. El promotor pY X242 es un promotor constitutivo
y es mucho mds fuerte que el promotor inducible por galactosa en pYES2. Se han realizado observaciones similares
durante los estudios de expresion con otras desaturasas cuando fueron clonadas en estos dos vectores de expresion.

Se pueden llevar a cabo estudios de co-expresion adicionales utilizando pRSP19 en lugar de pRSP20 junto con otras
desaturasas y elongasas. Asimismo se puede co-expresar la omega-3 desaturasa de S. diclina con otras enzimas como
la delta-4 desaturasa pRTA7 (SEQ ID NO: 29), donde el 4cido adrénico (22:4 n-6) puede ser afiadido como sustrato
y el producto final DHA (22:6 n-3) puede ser producido debido a la accién concertada de la omega-3 desaturasa y la
delta-4 desaturasa.

Ejemplo 7

Diseiio de Cebadores Degenerados para el Aislamiento del gen de la Delta 12-Desaturasa de Saprolegnia diclina

ATCC 56851

El andlisis de la composicion de acidos grasos de Saprolegnia diclina (ATCC 56851) revel6 la presencia de una
cantidad considerable de LA, lo que sugiri6 la presencia de una delta-12 desaturasa muy activa (Tabla 5). Las delta-12
desaturasas utilizan OA como sustrato, catalizando de este modo la conversion de OA en LA (véase la Figura 1). Las
delta-12 desaturasas estdn presentes solamente en plantas, hongos, e insectos, pero no en mamiferos, incluyendo seres
humanos. De este modo el LA es un dcido graso “esencial” en los seres humanos debido a que no puede ser sintetizado
in vivo. E1 LA es desaturado y prolongado adicionalmente para producir importantes compuestos intracelulares como
GLA, AA, y EPA.

El objetivo de este experimento fue aislar el gen de la delta-12 desaturasa de S. diclina y verificar su funcionalidad
expresando la enzima en un sistema anfitrién heterélogo tal como levadura. El enfoque adoptado fue disefiar cebado-
res degenerados (oligonucledtidos) que representan motivos de aminodcidos conservados de las delta-12 desaturasas
conocidas. En el disefio de estos cebadores, se utilizd informacion sobre la secuencia de la delta-12 desaturasa co-
nocida de fuentes flingicas y vegetales, incluyendo la informacion de las secuencias de: Mortierella alpina (NUm. de
Acceso AF110509), Mucor rouxii (Num. de Acceso AF161219), Brassica juncea (Num. de Acceso X91139), Arabi-
dopsis thaliana (NUm. de Acceso L.26296), y Borago officinalis (Nim. de Acceso AF0744324). La informacién de las
secuencias se analizé utilizando el programa CODEHOP Blockmaker (http://blocks.fhcrc.org/codehop.html).

Los cebadores degenerados utilizados en este Ejemplo fueron los siguientes:

Motivo proteico 1: NH;- P N/E FTIKEIR D/E A/C IPAHCF -COOH

Cebador RO 967 (Directo): 5'-CCG SAG TTC ACS ATC AAG GAG ATC
CGC GAS KSC ATC CCG GCC CAC TGC TTC -3' (SEQ ID NO: 30).

Motivo proteico 2: NH;- MP H/F YHAEEAT V/Y H I/L KK A/L -COOH

Cebador RO 968 (Inverso): 5'-GRS CTT CIT GAK GTG GWM SGT GGC
CTC CTC GGC GTG GTA GWR CGG CAT-3' (SEQ ID NO: 31).
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Motivo proteico 3: NH;- P L/V YW A/l C/M/A QG V/1 V L/G/C TGVW -COOH

Cebador RO 964 (Directo): 5'-ccs STC TAC TGG GCC TGC CAG GGT
RTC GTC CTC ACS GGT GTC TGG-3' (SEQ ID NO: 32).

Esta secuencia es mds similar a las delta-12 desaturasas vegetales conocidas.

Cebador RO 965 (Directo): 5'-ccs STC TAC TGG ATC RYS CAG GGT
RTC GTC KGY ACS GGT GTC TGG-3' (SEQ ID NO: 33).

Esta secuencia es mds similar a las delta-12 desaturasas fingicas conocidas.

Motivo proteico 4: NH;- HVAHH L/F FS T/Q MPHYHA -COOH

Cebador RO 966 (Inverso): 5'-GGC GIG GTA GTG CGG CAT SMM CGA
GAA GAR GTG GTG GGC GAC GTG-3' (SEQ ID NO: 34).

El cédigo degenerado utilizado para los oligonucleétidos fue el siguiente: R= A/G; Y=C/T; M=A/C; K=G/T;
W=A/T; S=C/G; B=C/G/T; D=A/G/T; H=A/C/T; V=A/C/G; N=A/C/G/T.

Ejemplo 8

Identificacion y Aislamiento del Gen de la Delta 12-Desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

Para aislar un fragmento del gen de la delta-12 desaturasa de S. diclina, se llevé a cabo la PCR utilizando la geno-
teca de ADNc de S. diclina del Ejemplo 1 como molde. Se utilizaron los cebadores en las siguientes combinaciones:
(RO 964 + RO 966), (RO 965 + RO 966), y (RO 967 + RO 968). La PCR se llev6 a cabo en volimenes de 100 ul
utilizando la polimerasa con la marca de fabrica “Taq PCR Master Mix” (Qiagen). Se utilizaron 10 pmoles de cada
cebador junto con 1 ul de ADN de la genoteca de ADNc. La amplificacién se llevd a cabo como sigue: desnaturali-
zacion inicial a 94°C durante 4 min, seguido de 25 ciclos de lo siguiente: 94°C durante 1 min, 47°C durante 1 min,
72°C durante 2 min. Se llevé a cabo un ciclo de prolongacién final de 72°C durante 5 min, seguido de terminacién de
la reaccion a 4°C.

La amplificacién con (RO 964 + RO 966) o (RO 965 + RO 966) dio como resultado distintas bandas de ~688
pb de longitud. La amplificacién con (RO 967 + RO 968) dio como resultado una banda distinta de ~660 pb. Estas
bandas se resolvieron sobre un gel de agarosa con la marca de fabrica “SeaKem Gold” al 1% (FMC BioProducts),
y se purificaron en gel utilizando el Qiagen Gel Extraction Kit. Los extremos escalonados se “rellenaron” utilizando
ADN polimerasa de T4 (Life Technologies), siguiendo las especificaciones del fabricante. Los fragmentos de ADN
se clonaron después en el vector PCR-Blunt (Invitrogen). Los pldsmidos recombinantes se transformaron en células
supercompetentes TOP10 (Invitrogen), los clones se secuenciaron, y se llevé a cabo una biisqueda en la base de datos
(Gen-EMBL).

Se encontré que los clones “sdd12-1-8”, “sdd12-2-8”, y “sdd12-5-1" se solapaban todos entre si, y estos fragmentos
solapantes se alinearon utilizando el programa con la marca de fabrica “ASSEMBLE” (GCG) para crear un unico
fragmento de fusién de ~900 pb. Una busqueda “tFastA” con los aminodcidos deducidos de esta secuencia de fusién
mostré la maxima identidad con las siguientes proteinas:

identidad del 49% en el solapamiento de 298 aminodcidos con la delta-12 desaturasa de Borago officinalis (NGm.
de Acceso AF074324) e identidad del 46,7% en el solapamiento de 332 aminodcidos con la delta-12 desaturasa de
Sesamum indicum (NUm. de Acceso AF192486).

Basandose en la elevada identidad con las delta-12 desaturasas conocidas, se consideré que el fragmento era una
region del gen de la delta-12 desaturasa de S. diclina. Este fragmento se utiliz6 para disefiar cebadores para retirar los
extremos 5’ y 3’ del gen.

Para aislar el extremo 3’ del gen, se disefiaron los siguientes oligonucle6tidos:

RO 975 (Directo): 5’-CAC GTA CCT CCA GCA CAC GGA CAC CTA CG-3’ (SEQ ID NO: 35)
RO 976 (Directo): 5’-GAT CGA CAG CGC GAT CCA CAT TGC-3’ (SEQ ID NO: 36).
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Estos se utilizaron en combinaciones con el oligonucleétido del vector pBluescript SK(+) RO 898: 5°-CCC AGT
CAC GAC GTT GTA AAA CGA CGG CCA G-3’ (SEQ ID NO: 16).

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo utilizando la polimerasa con la marca de fabrica “Taq PCR Master
Mix” (Qiagen) como sigue: se utilizaron 10 pmoles de cada cebador junto con 1 ul de ADN de la genoteca de ADN
del Ejemplo 1 como molde. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C
durante 3 min, seguido de 35 ciclos de lo siguiente: 94°C durante 1 min, 60°C durante 30 seg, 72°C durante 1 min. Se
llevo a cabo un ciclo de prolongacién final de 72°C durante 7 min, seguido de terminacién de la reaccién a 4°C.

La combinacién de cebadores (RO 898 + RO 975) gener6 una banda de PCR de ~390 pb y la combinacién de
cebadores (RO 898 + RO 976) generd una banda de ~300 pb de longitud. Estas bandas se purificaron y se clonaron
en el vector PCR-Blunt como se ha descrito antes. Se encontré que numerosos clones, incluyendo los clones “sdd12-
8-12” y “sdd12-9-4” contenian el extremo 3’ del gen de la delta-12 desaturasa. Estas secuencias se solapaban con el
fragmento de la delta-12 desaturasa inicial e incluian un codén de terminacién TAA y una cola poli-A. El andlisis
de la secuencia con el programa “tFastA” reveld que el clon “sdd12-9-4” compartia un 54,5% de identidad en un
solapamiento de 73 aminodacidos con la delta-12 desaturasa de Mortierella alpina (Nim. de Acceso AB020033), y
un 56,9% de identidad en un solapamiento de 72 aminoécidos con la delta-12 desaturasa de Mucor rouxii (Nim. de
Acceso AF161219).

Para aislar el extremo 5’ de este gen, se disefiaron los siguientes oligonucledtidos y se utilizaron en combinaciones
con el oligonucledtido del vector pBluescript SK(+)RO 899 (SEQ ID NO: 17).

RO 977 (Inverso): 5'- CAA ATG GTA AAA GCT AGT GGC AGC GCT
GC-3' (SEQ ID NO: 37).

RO 978 (Inverso): 5'-AGT ACG TGC CCT GGA CGA ACC AGT AGA TG-
3' (SEQ ID NO: 38).

Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR utilizando la polimerasa con la marca de fdbrica “Taq PCR Master
Mix” (Qiagen) o el kit para PCR de ADNCc con la marca de fabrica “Advantage-GC” (Clonetech). Se utilizé el pro-
ducto de Clonetech para evitar los potenciales problemas de la amplificaciéon por PCR que se pueden producir con las
regiones ricas en GC presentes generalmente en el extremo 5 de las desaturasas de este organismo. Las amplificacio-
nes por PCR utilizando la polimerasa con la marca de fabrica “Taq PCR Master Mix” se llevaron a cabo como se ha
descrito para el aislamiento del extremo 3’ de este gen.

Cuando se utilizé el kit con la marca de fabrica “Advantage-GC cDNA PCR?”, las condiciones de termociclacién
fueron las siguientes: el molde se desnaturalizé inicialmente a 94°C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 94°C
durante 30 segundos, 68°C durante 3 minutos, y finalmente un ciclo de prolongacién a 68°C durante 5 min. Cada
reaccion incluyé 1 ul de molde de la genoteca de ADNc (del Ejemplo 1), 10 pmoles de cada cebador, 0,2 mM de cada
dNTP, IM GC Melt, Tricina-KOH 40 mM, KOAc 15 mM, Mg(OAc), 3,5 mM, DMSO al 5%, y 375 pg/ml de BSA en
un volumen total de 50 ul.

Se obtuvo un producto de la PCR de ~371 pb utilizando la combinacién de cebadores (RO 899 + RO 978). Esta
banda se clon6 en el vector PCR-Blunt (Invitrogen) como se ha descrito antes. Solamente un clon, “sdd12-10-8”,
obtenido de este modo contenia el supuesto sitio de inicio ATG del gen. Otros clones tenian ATG sustituido con otros
codones. El andlisis “tFastA” de la secuencia de aminoacidos deducida de “sdd12-10-8” mostré una identidad de
47,2% en un solapamiento de 72 aminoacidos de la delta-12 desaturasa de Impatiens balsamina (Nim. de Acceso
AF182520) y una identidad de 42,7% en un solapamiento de 75 aminodcidos con la delta-12 desaturasa de Calendula
officinalis (NUum. de Acceso AJ245938).

La totalidad de esta delta-12 desaturasa se obtuvo mediante amplificacién por PCR de la genoteca de ADNc de S.
diclina del Ejemplo 1 utilizando los siguientes nucleétidos:

RO1051 (Directo): 5’- TCA ACA GAA TTC ATG TGC AAA GGT CAA GCT CCT TCC AAG GCC
GAC GTG -3’ (SEQ ID 39). Este cebador contiene el sitio de inicio “ATG” (subrayado) seguido de la
secuencia 5’ de la Delta 12 desaturasa. Ademds, se introdujo un sitio EcoRI (doble subrayado) aguas arriba
del sitio de inicio para facilitar la clonacién en el vector de expresion de levadura pYX242.

RO1057 (Inverso): 5°- AAA AGA AAG CTT TTA CTT TTC CTC GAG CTT GCG CTT GTA AAA CAC
AAC-3’ (SEQ ID NO: 40). Este cebador contiene el codén de terminaciéon TAA (subrayado) del gen asi
como un sitio HindIII (doble subrayado), que se incluyé para la clonacién conveniente en el vector de
expresion de levadura pYX242.
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La amplificacién mediante PCR se llevé a cabo utilizando la polimerasa con la marca de fabrica “Taq PCR Master
Mix” (Qiagen) y el kit con la marca de fabrica “Advantage-GC cDNA PCR” (Clonetech), como se ha descrito antes.
En este caso, sin embargo, se utilizé el ADN genémico de S. diclina como molde para la amplificacién. Se este modo
se obtuvo una banda de PCR de ~1,1 kb y esta banda se aislo, se purifico, se cloné en el vector PCR-Blunt (Invitrogen),
y se transformé en células TOP10. Los insertos se secuenciaron para verificar la secuencia génica. El clon “sdd12-
gg-bl” se digirié con EcoRI/HindlIII para liberar el inserto completo, y este inserto se clond en el vector de expresion
de levadura pYX242, digerido previamente con EcoRI/Hindlll. Este constructo inclufa 1182 pb del gen de la delta-
12 desaturasa y pY X242. El constructo se etiqueté como pRSP11. El constructo pRSP11 se transformé después en S.
cerevisiae (SC334) para los estudios de expresion.

El gen completo de esta supuesta delta-12 desaturasa (etiquetada como sdd12) tenia 1182 pb de longitud (SEQ ID
NO: 41) (Figura 6). El gen codifica una proteina de 393 restos aminodcido (SEQ ID NO: 42) (Figura 7). Una busqueda
“tFastA” de la secuencia de proteina deducida de sdd12 mostr6 que la proteina tenia la méxima identidad (45,6% en
un solapamiento de 379 aminoécidos) con la delta-12 desaturasa de Gossypium hirsutum (Num. de Acceso X97016)
(Figura 8) y una identidad de 49,6% en un solapamiento de 353 aminodcidos con la delta-12 desaturasa de Sesamum
indicum (FAD2) (Num. de Acceso AF192486).

Como otras delta-12 desaturasas, esta enzima tampoco contiene un dominio citocromo b5 en el extremo 5’ de su
secuencia. Esta enzima contiene tres secuencias ricas en histidina que estin presentes en todas las desaturasas unidas a
la membrana. La posicién y la longitud de estas cajas de histidina son similares a las observadas en otras desaturasas.
Estas se encuentran presentes en las posiciones de los aminoédcidos 108 a 112 (HECGH), 144 a 148 (HRRHH), y 326
a 330 (HVTHH) del SEQ ID NO: 42. Como se ha observado antes, se cree que estas cajas ricas en histidina coordinan
la estructura dihierro-oxo del sitio activo de la enzima y son necesarias para la actividad enzimatica.

Ejemplo 9
Expresion del Gen de la Delta 12-Desaturasa (sdd12) en Levadura Panadera

Para determinar la especificidad de sustrato y la clase de reaccién catalizada por esta delta-12 desaturasa (SDD12),
se expresd heterélogamente sddI12 en Saccharomyces cerevisiae (SC334). Como se ha observado antes, debido a
que S. cerevisiae no puede sintetizar dcidos grasos mds alld de OA, éste resulta un sistema ideal para determinar la
actividad enzimdtica sobre sustratos mas largos que OA ya que no se detectard actividad enzimatica de fondo. Los
acidos grasos sustrato adecuados son suministrados exdgenamente al anfitrion; estos sustratos son absorbidos por la
célula y atacados o por la delta-12 desaturasa expresada del gen sdd/2 transformado.

El clon pRSPI11, que contenia la delta-12 desaturasa completa (sddI2) de S. diclina, clonado en pYX242, se
transformé en Saccharomyces cerevisiae (SC334) utilizando el kit con la marca de fabrica “Alkali-Cation Yeast Trans-
formation” (BIO 101), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los transformantes fueron seleccionados en cuanto
a la auxotrofia para la leucina sobre medio que carecia de leucina (DOB-Leu). Para detectar la actividad desaturasa
especifica de estos clones, se hicieron crecer los transformantes en presencia de 50 uM de cada uno de OA, LA, GLA,
y DGLA.

La conversion de OA en LA (18:2n-6) indica actividad delta-12 desaturasa.

La conversion de LA en ALA (18:3n-3) indica actividad delta-15 desaturasa.

La conversion de LA en GLA (18:3n-6) indica actividad delta-6 desaturasa.

La conversion de GLA en acido estearidénico (18:4n-3) indica actividad delta-15 desaturasa.
La conversion de DGLA en ETA (20:4n-3) indica actividad delta-17 desaturasa.

La conversion de DGLA en AA (20:4n-6) indica actividad delta-5 desaturasa.

La cepa de control negativo fue S. cerevisiae transformada con el vector pYX242. Los cultivos experimentales y
de control se hicieron crecer simultineamente y se analizaron.

Los cultivos se agitaron vigorosamente (250 rpm) y se hicieron crecer durante 48 horas a 24°C en presencia de
50 uM (concentracién final) de los diversos sustratos (véase la Tabla 7). Las células se centrifugaron, se lavaron una
vez en agua destilada, y los sedimentos se resuspendieron en metanol; se afiadié cloroformo junto con tritridecanoina
(como patrén interno). Estas mezclas se incubaron durante al menos una hora a la temperatura ambiente, o a 4°C
durante la noche. La capa de cloroformo se extrajo y se filtr6 a través de un filtro Whatman con 1 g de sulfato de sodio
anhidro para separar el material particulado y el agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron a 40°C en una
corriente de nitrégeno. Los lipidos extraidos se convirtieron después en ésteres metilicos de dcidos grasos (FAME)
para el anélisis mediante cromatografia de gases (GC) afiadiendo 2 ml de hidréxido de potasio en metanol 0,5 N a un
tubo cerrado. Las muestras se calentaron a 95°C-100°C durante 30 minutos y se enfriaron a la temperatura ambiente.
Se afiadieron aproximadamente 2 ml de trifluoruro de boro en metanol al 14% y se repiti6 el calentamiento. Una vez
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que la mezcla de lipidos extraida se hubo enfriado, se afiadieron al extracto 2 ml de agua y 1 ml de hexano para extraer
los FAME para el andlisis mediante GC. El porcentaje de conversion se calculd utilizando la férmula:

y [% Producto]
0% _ 100
o Conversion [% Producto + % Sustrato] h

La Tabla 7 muestra la actividad enzimatica de la delta-12 desaturasa cuando es expresada en levadura. Aqui,
cuando el clon pRSP11 era expresado era capaz de convertir 35,8% de OA sustrato en LA, indicando actividad delta-
12 desaturasa.

En la Tabla 7, los acidos grasos de interés estin representados como el porcentaje de lipidos totales extraidos
de levadura. Se emple6 GC/MS para identificar los productos. En estas condiciones, los clones no mostraban otras
actividades desaturasa. Esto confirmé que el gen aislado es un gen de delta-12 desaturasa. No se detectd conversion
del sustrato de fondo utilizando los anfitriones transformados s6lo con el vector. Estos datos indican que esta delta-
12 desaturasa puede ser expresada en un sistema heter6logo y de este modo es util en la produccién de 4cidos grasos
poliinsaturados transgénicos como GLA, AA, EPA y DHA.

*Sustrato utilizado 50 M
Los numeros entre paréntesis representan los acido grasos como |
porcentaje de lipidos totales de levadura

TABLA 7
ﬂmmﬁxpresién de Delta 12-Desaturasa de Saprolegnia dicliﬁé en
Levadura Panadera a 24°C
\Clon Actividad f WEE;EE;to* Producto B %H.‘w
Desaturasa Incorporado Formado iConversién
' de .
~ Sustrato
PRSP11 Delta 12~ OA (17,09%) | LA (9,59%)  35,8% |
(pYx242 + Delta 15 LA (18,14%) ALA (0,06%) 0
Delta 12- Delta 6 LA (18,14%) | GLA (0%) 0
‘Desaturasa  Delta 5  DGLA (25,38%) AA (0,17 %) 0
(S. diclina)) Delta 17  DGLA (25,38%) ETA (0,07%) o
Control Delta 12 OA (18,99%) | LA (0,09%) 0
(pYx242)  Dpelta 15 LA (8,63%) ALA (0%) o
‘ Delta 6 LA (8,63%) GLA (0%) 0 ;
Delta 5  DGLA (13,74%) | AA (0%) o
Delta 17 | DGLA (13,74%) ETA (0%) 0 §

Composiciones Nutricionales

Los PUFA descritos en la Descripcién Detallada se pueden utilizar en diversos suplementos nuticionales, formu-
laciones para lactantes, sustitutos nutricionales y otras soluciones nutricionales.

1. Formulaciones para lactantes
A. Formula Isomil® Soja con Hierro

Uso: Como bebida para lactantes, nifios y adultos con alergia o sensibilidad a la leche de vaca. Un alimento para
pacientes con trastornos en los cuales debe ser evitada la lactosa: deficiencia de lactasa, intolerancia a la lactosa y
galactosemia.
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Caracteristicas

e Producto aislado de proteina de soja para evitar los sintomas de la alergia o sensibilidad a la proteina de
leche de vaca.

e Formulaciodn sin lactosa para evitar la diarrea asociada a la lactosa.
e Baja osmolalidad (240 mOs/kg agua) para reducir el riesgo de diarrea osmotica.

e Carbohidratos duales (jarabe de maiz y sacarosa) diseflados para potenciar la absorcién de carbohidratos y
reducir el riesgo de exceder la capacidad absortiva del intestino dafiado.

e 1,8 mg de Hierro (en forma de sulfato ferroso) por 100 Calorfas para ayudar a prevenir la deficiencia de
hierro.

e Niveles recomendados de vitaminas y minerales.
e Aceites vegetales para proporcionar los niveles recomendados de dcidos grasos esenciales.
e Color blanco leche, consistencia como la leche y aroma agradable.

Ingredientes: (Pareve) 85% de agua, 4,9% de jarabe de maiz, 2,6% de azicar (sacarosa), 2,1% de aceite de soja,
1,9% de producto aislado de proteina de soja, 1,40 aceite de coco, 0,15% de citrato de calcio, 0,11% de fosfato de
calcio tribasico, citrato de potasio, fosfato de potasio monobadsico, cloruro de potasio, mono- y diglicéridos, lecitina de
soja, carragenano, acido ascérbico, L-metionina, cloruro de magnesio, fosfato de potasio dibdsico, cloruro de sodio,
cloruro de colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, L-carnitina, niacina-
mida, pantotenato de calcio, sulfato ciprico, palmitato de vitamina A, hidrocloruro de cloruro de tiamina, riboflavina,
hidrocloruro de piridoxina, 4cido fdlico, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito de
sodio, vitamina D3 y cianocobalamina.

B. Férmula Isomil® DF Soja Para Diarrea

Uso: Como alimento a corto plazo para el tratamiento dietético de la diarrea en lactantes y parvulos.

Caracteristicas

e Primera férmula para lactantes que contiene fibra dietética afiadida de fibra de soja especificamente para el
tratamiento de la diarrea.

e Demostrado clinicamente que reduce la duracién de las deposiciones sueltas, acuosas durante la diarrea
suave a grave en lactantes.

¢ Nutricionalmente completo para satisfacer las necesidades nutricionales del lactante.

e Producto aislado de proteina de soja con L-metionina afiadida satisface o supera el requerimiento del lac-
tante para todos los aminodcidos esenciales.

e Formulacion sin lactosa para evitar la diarrea asociada a la lactosa.
e Baja osmolalidad (240 mOsm/kg agua) para reducir el riesgo de diarrea osmética.

e Carbohidratos duales (jarabe de maiz y sacarosa) diseflados para potenciar la absorcién de carbohidratos y
reducir el riesgo de exceder la capacidad absortiva del intestino dafiado.

e Satisface o supera los niveles de vitamina y minerales recomendados por el Comité de Nutricién de la
Academia de Pediatria Americana y requeridos por el Acta de Férmulas para Lactantes.

¢ 1,8 mg de hierro (en forma de sulfato ferroso) por 100 Calorias para ayudar a evitar la deficiencia de hierro.
e Aceites vegetales para proporcionar los niveles recomendados de dcidos grasos esenciales.

Ingredientes: (Pareve) 86% de agua, 4,8% de jarabe de maiz, 2,5% de azicar (sacarosa), 2,1% de aceite de soja,
2,0% de producto aislado de proteina de soja, 1,4% de aceite de coco, 0,77% de fibra de soja, 0,12% de citrato
de calcio, 0,11% de fosfato de calcio tribasico, 0,10% de citrato de potasio, cloruro de potasio, fosfato de potasio
monobdésico, mono y diglicéridos, lecitina de soja, carragenano, cloruro de magnesio, dcido ascérbico, L-metionina,
fosfato de potasio dibasico, cloruro de sodio, cloruro de colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-
tocoferilo, sulfato de cinc, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de calcio, sulfato ciiprico, palmitato de vitamina A,
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hidrocloruro de cloruro de tiamina, riboflavina, hidrocloruro de piridoxina, acido félico, sulfato de manganeso, yoduro
de potasio, filoquinona, biotina, selenito de sodio, vitamina D3 y cianocobalamina.

C. Férmula Isomil® SF de Soja Sin Sacarosa Con Hierro

Uso: En forma de bebida para lactantes, nifios y adultos con alergia o sensibilidad a la proteina de leche de vaca
o intolerancia a la sacarosa. Un alimento para pacientes con trastornos en los cuales deben ser evitadas la lactosa y la
sacarosa.

Caracteristicas

e Producto aislado de proteina de soja para evitar sintomas de alergia o sensibilidad a la proteina de leche de
vaca.

e Formulacion sin lactosa para evitar la diarrea asociada a la lactosa (la fuente de carbohidrato son Polimeros
de Glucosa Polycose®).

o Sin sacarosa para pacientes que no toleran la sacarosa.

o Baja osmolalidad (180 mOsm/kg agua) para reducir el riesgo de diarrea osmotica.

e 1,8 mg de hierro (en forma de sulfato ferroso) por 100 Calorias para ayudar a evitar la deficiencia de hierro.
e Niveles recomendados de vitaminas y minerales.

e Aceites vegetales para proporcionar los niveles recomendados de dcidos grasos esenciales.

e Color blanco leche, consistencia similar a la leche y aroma agradable.

Ingredientes: (Pareve) 75% de agua, 11,8% de almidén de maiz hidrolizado, 4,1% de aceite de soja, 4,1% de
producto aislado de proteina de soja, 2,8% de aceite de coco, 1,0% de almidén de maiz modificado, 0,38% de fosfato de
calcio tribasico, 0,17% de citrato de potasio, 0,13% de cloruro de potasio, mono- y diglicéridos, lecitina de soja, cloruro
de magnesio, dcido ascérbico, L-metionina, carbonato de calcio, cloruro de sodio, cloruro de colina, carragenano,
taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, L-carnitina, niacinamida, pantotenato
de calcio, sulfato ciprico, palmitato de vitamina A, hidrocloruro de cloruro de tiamina, riboflavina, hidrocloruro de
piridoxina, 4cido félico, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito de sodio, vitamina D3
y cianocobalamina.

D. Formula Isomil® 20 de Soja Con Hierro Lista Para Tomar, 20 Cal/30 ml.
Uso: Cuando se desea un alimento de soja.

Ingredientes: (Pareve) 85% de agua, 4,9% de jarabe de maiz, 2,6% de azicar (sacarosa), 2,1% de aceite de soja,
1,9% de producto aislado de proteina de soja, 1,4% de aceite de coco, 0,15% de citrato de calcio, 0,11% de fosfato de
calcio tribdsico, citrato de potasio, fosfato de potasio monobdsico, cloruro de potasio, mono- y diglicéridos, lecitina de
soja, carragenano, acido ascérbico, L-metionina, cloruro de magnesio, fosfato de potasio dibdsico, cloruro de sodio,
cloruro de colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, L-carnitina, niacina-
mida, pantotenato de calcio, sulfato ciprico, palmitato de vitamina A, hidrocloruro de cloruro de tiamina, riboflavina,
hidrocloruro de piridoxina, acido félico, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito de
sodio, vitamina D3 y cianocobalamina.

E. Férmula para Lactantes Similac®

Uso: Cuando se necesita una férmula para lactantes: si la decision se toma para interrumpir la lactancia materna
antes de 1 afio de edad, si se necesita un suplemento para la lactancia materna o como alimentacién rutinaria si no se
adopta la lactancia materna.

Caracteristicas

e Proteina de calidad y cantidad apropiada para un buen crecimiento; desnaturalizada con calor, que reduce
el riesgo de la pérdida de sangre entérica asociada a la leche.

e Grasa de una combinacién de aceites vegetales (doblemente homogeneizados), que proporciona acido li-
noleico esencial que es facilmente absorbido.
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e Carbohidrato en forma de lactosa en una proporcién similar a la de la leche humana.
e Baja carga de soluto renal para minimizar el estrés sobre los érganos en desarrollo.
e Formas en Polvo, Liquido Concentrado y Listas para Tomar.

Ingredientes: (-D) agua, leche desnatada, lactosa, aceite de soja, aceite de coco, mono- y diglicéridos, lecitina de
soja, acido ascorbico, carragenano, cloruro de colina, taurina, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc,
niacinamida, sulfato ferroso, pantotenato de calcio, sulfato ciprico, palmitato de vitamina A, hidrocloruro de cloruro
de tiamina, riboflavina, hidrocloruro de piridoxina, dcido félico, sulfato de manganeso, filoquinona, biotina, selenito
de sodio, vitamina D3 y cianocobalamina.

F. Férmula para Lactantes Prematuros Similac® NeoCare con Hierro

Uso: Para las necesidades nutricionales especiales de los lactantes prematuros tras la salida del hospital. Similac
NeoCare es una férmula nutricionalmente completa desarrollada para proporcionar calorias extra, proteinas, vitaminas
y minerales a los lactantes prematuros que necesitan promover la ganancia de peso y un apoyo para el crecimiento.

Caracteristicas

e Reduce la necesidad de suplemento caldrico y de vitaminas. Mas calorias (22 Cal/30 ml) que las férmulas
a término normalizadas (20 Cal/30 ml).

e Combinacién grasa altamente absorbida, con triglicéridos de cadena media (MCToil) para ayudar a satis-
facer las necesidades digestivas especiales de los lactantes prematuros.

o Niveles superiores de proteina, vitaminas y minerales por 100 calorfas para prolongar el apoyo nutricional
iniciado en el hospital.

e Mais calcio y fésforo para una mejor mineralizacién dsea.

Ingredientes: -D Sélidos de jarabe de maiz, leche desnatada, lactosa, producto concentrado de proteina de suero,
aceite de soja, aceite de cartamo con alto contenido de dcido oleico, aceite de coco fraccionado (triglicéridos de cadena
media), aceite de coco, citrato de potasio, fosfato de calcio tribsico, carbonato de calcio, d4cido ascérbico, cloruro de
magnesio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, cloruro de colina, palmitao de
ascorbilo, L-carnitina, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, niacinamida, tocoferoles mixtos, citrato de sodio,
pantotenato de calcio, sulfato ctprico, hidrocloruro de cloruro de tiamina, palmitato de vitamina A, beta- caroteno,
riboflavina, hidrocloruro de piridoxina, dcido félico, sulfato de manganeso, filoquinona, biotina, selenito de sodio,
vitamina D3 y cianocobalamina.

G. Reforzante de Leche Humana Similac Natural Care con Bajo contenido de Hierro Listo para su Uso, 24 Cal/30
ml.

Uso: Disefiado para ser mezclado con leche humana o para alimentar alternativamente con leche humana a lactantes
nacidos con poco peso.

Ingredientes: -D Agua, leche desnatada, almidén de maiz hidrolizado, lactosa, aceite de coco fraccionado (trigli-
céridos de cadena media), producto concentrado de proteina de suero, aceite de soja, aceite de coco, fosfato de calcio
tribasico, citrato de potasio, cloruro de magnesio, citrato de sodio, dcido ascérbico, carbonato de calcio, mono y di-
glicéridos, lecitina de soja, carragenano, cloruro de colina, m-inositol, taurina, niacinamida, L-carnitina, acetato de
alfa-tocoferilo; sulfato de cinc, cloruro de potasio, pantotenato de calcio, sulfato ferroso, sulfato ciprico, riboflavina,
palmitato de vitamina A, hidrocloruro de cloruro de tiamina, hidrocloruro de piridoxina, biotina, acido félico, sulfato
de manganeso, filoquinona, vitamina D3, selenito de sodio y cianocobalamina.

Diversos PUFA de esta invencién pueden ser sustituidos y/o afiadidos a las férmulas para lactantes descritas antes
y a otras férmulas para lactantes conocidas por los expertos en la técnica.

II. Formulaciones nutricionales
A. ENSURE®

Uso: ENSURE es un alimento liquido con pocos residuos disefiado principalmente como suplemento nutricional
oral para ser utilizado con o entre comidas, o, en cantidades apropiadas, como sustituto de las comidas. ENSURE no
tiene lactosa ni gluten, y es adecuado para su uso en dietas modificadas, incluyendo las dietas con bajo contenido de
colesterol. Aunque es principalmente un suplemento oral, puede ser alimentado mediante intubacion.
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Condiciones del Paciente
e Para pacientes con dietas modificadas.

e Para pacientes ancianos con riesgo por nutricion.

Para pacientes con pérdida de peso involuntaria.
e Para pacientes que se recuperan de una enfermedad o intervencion quirdrgica.
e Para pacientes que necesitan una dieta con pocos residuos.

Ingredientes: -D Agua, Azicar (Sacarosa), Maltodextrina (Maiz), Caseinatos de Calcio y Sodio, Aceite de Carta-

mo con Alto Contenido de Acido Oleico, Producto Aislado de Proteina de Soja, Aceite de Soja, Aceite de Canola,
Citrato de Potasio, Fosfato de Calcio Tribasico, Citrato de sodio, Cloruro de Magnesio, Fosfato de Magnesio Dibdsico,
Aroma Artificial, Cloruro de Sodio, Lecitina de Soja, Cloruro de Colina, Acido Ascérbico, Carragenano, Sulfato de
Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Goma Geldn, Niacinamida, Pantotenato de Calcio, Sulfato de man-
ganeso, Sulfato Cuprico, Palmitato de Vitamina A, Hidrocloruro de cloruro de tiamina, Hidrocloruro de piridoxina,
Riboflavina, Acido félico, Molibdato de Sodio, Cloruro de Cromo, Biotina, Yoduro de potasio, Selenato de Sodio.

B. ENSURE® BARRAS

Uso: ENSURE BARRAS son una nutricién completa, equilibrada para su uso suplementario entre o con las co-
midas. Proporcionan una alternativa rica en nutrientes, deliciosa a otros aperitivos. ENSURE BARRAS contiene <1
g lactosa/barra, y el aroma para “brownies” con dulce de leche y chocolate (“Chocolate Fudge Brownie”) carece de
gluten. (El aroma Honey Graham Crunch contiene gluten).

Condiciones del Paciente
e Para pacientes que necesitan calorfas, proteinas, vitaminas y minerales extra.
e Especialmente utiles para gente que no ingiere suficientes calorias y nutrientes.
e Para gente que tiene la capacidad de masticar y tragar.
e No debe ser utilizado por nadie con alergia al cacahuete y cualquier tipo de alergia a las nueces.

Ingredientes: Honey Graham Crunch -- Jarabe de Maiz con Alto Contenido de Fructosa, Producto Aislado de Soja,
Azicar Moreno, Miel, Maltodextrina (Maiz), Arroz Quebradizo (Arroz Molido, Azicar [Sacarosa], Sal [Cloruro de
Sodio] y Malta), Salvado de Avena, Aceites de semilla de Algodén y Soja parcialmente Hidrogenados, Polisacarido
de Soja, Glicerina, Producto concentrado de Proteina de Suero, Polidextrosa, Fructosa, Caseinato de Calcio, Polvo de
Cacao, Aromas Artificiales, Aceite de Canola, Aceite de Cartamo con Alto Contenido de acido Oleico, Leche en Polvo
no Grasa, Polvo de Suero, Lecitina de Soja y Aceite de Maiz. Fabricado en instalaciones de tratamiento de nueces.

Vitaminas y Minerales: Fosfato de Calcio Tribdsico, Fosfato de Potasio Dibésico, Oxido de Magnesio, Sal (Cloruro

de Sodio), Cloruro de Potasio, Acido Ascérbico, Ortofosfato Férrico, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Oxido
de Cinc, Pantotenato de Calcio, Gluconato de Cobre, Sulfato de Manganeso, Riboflavina, Beta Caroteno, Hidrocloruro
de Piridoxina, Mononitrato de Tiamina, Acido Félico, Biotina, Cloruro de Cromo, Yoduro de Potasio, Selenato de
Sodio, Molibdato de Sodio, Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Protefna: Honey Graham Crunch - La fuente de protefna es una combinacion de producto aislado de proteina de
soja y proteinas de la leche.

Producto aislado de proteina de soja 74%
Proteinas de la leche 26%

Grasa: Honey Graham Crunch - La fuente de grasa es una combinacién de aceites de semilla de algodén y soja,
canola, cartamo con alto contenido de 4cido oleico, aceites y lecitina de soja.

Aceite de semilla de algodén y de soja parcialmente hidrogenados 76%.
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‘Aceite de Canola 38%
:Aceite de cartamo con alto contenido de acido oleico 8%
lAceite de Maiz 4%
Lecitina de Soja 4%

Carbohidrato: Honey Graham Crunch - La fuente de carbohidrato es una combinacién de jarabe de maiz con alto
contenido de fructosa, aziicar moreno, maltodextrina, miel, arroz crujiente, glicerina, polisacdrido de soja, y salvado
de avena.

Jarabe de maiz con alto contenido de fructosa 24%
fAzﬁcar Moreno 21%
Maltodextrina 12%
Miel 11%
Arroz Crujiente 9%
Glicerina 9%
Polisacérido de Soja 7%
Salvado de Avena 7%

C. ENSURE® HIGH PROTEIN
Uso: ENSURE HIGH PROTEIN es un alimento liquido con elevado contenido de proteina, concentrado para gente
que requiere calorias, proteinas, vitaminas, y minerales adicionales en sus dietas. Se puede utilizar como suplemento
nutricional oral con o entre comidas o, en cantidades apropiadas, como sustituto de las comidas. ENSURE HIGH
PROTEIN carece de lactosa y gluten, y es adecuado para su uso por gente que se esta recuperando de cirugia general
o fracturas de cadera y por pacientes con riesgo de dlceras por presion.
Condiciones del Paciente
e Para pacientes que requieren calorias, proteinas, vitaminas, y minerales adicionales, tales como pacientes
que se estan recuperando de cirugia general o fracturas de cadera, pacientes con riesgo de ulceras por
presion, y pacientes con dietas con bajo contenido de colesterol.
Caracteristicas

e Bajo contenido de grasa saturada.

e Contiene 6 g de grasa total y < 5 mg de colesterol por porcién.

Gusto cremoso, rico.

Excelente fuente de proteinas, calcio, y otras vitaminas y minerales esenciales.

Para dietas con un bajo contenido de colesterol.

Sin Lactosa, facilmente digerible.
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Ingredientes

Vainilla Suprema: -D Agua, Aziicar (Sacarosa), Maltodextrina (Maiz), Caseinatos de Calcio y Sodio, Aceite de

Cértamo con al contenido de Acido Oleico, Producto Aislado de Proteina de Soja, Aceite de Soja, Aceite de Canola,
Citrato de Potasio, Fosfato de Calcio Tribdsico, Citrato de Sodio, Cloruro de Magnesio, Fosfato de Magnesio Dibdsico,
Aroma Artificial, Cloruro de Sodio, Lecitina de Soja, Cloruro de Colina, Acido Ascérbico, Carragenano, Sulfato de
Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Goma Gelan, Niacinamida, Pantotenato de Calcio, Sulfato de Man-
ganeso, Sulfato Cuprico, Palmitato de Vitamina A, Hidrocloruro de Cloruro de Tiamina, Hidrocloruro de Piridoxina,
Riboflavina, Acido Félico, Molibdato de Sodio, Cloruro de Cromo, Biotina, Yoduro de Potasio, Selenato de Sodio,
Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina

La fuente de proteina es una combinacién de dos proteinas de alto valor biolégico: caseina y soja.

Caseinatos de Sodio y calcio 85%
Producto aislado de Proteina de Soja 15%
Grasa

La fuente de grasa es una combinacion de tres aceites: aceite de cartamo con alto contenido de 4cido oleico, canola
y soja.

Aceite de cartamo con alto contenido de &cido oleico (40

oo

Aceite de Canola 30

Cop

Aceite de Soja 30

i oP

El nivel de grasa de ENSURE HIGH PROTEIN satisface las pautas de la Asociaciéon Americana del Corazén
(AHA). Los 6 gramos de grasa de ENSURE HIGH PROTEIN representan el 24% de las calorfas totales, siendo un
2,6% de la grasa de acidos saturados y un 7,9% de 4cidos grasos poliinsaturados. Estos valores estdn dentro de las
pautas de la AHA de < 30% de calorias totales de grasa, < 10% de calorias totales de 4cidos grasos saturados, y
< 10% de calorias totales de dcidos grasos poliinsaturados.

Carbohidratos

ENSURE HIGH PROTEIN contiene una combinacién de maltodextrina y sacarosa. El suave dulzor y la variedad
de sabores (vainilla suprema, chocolate royal, bayas silvestres, y banana), mas VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en
pecan, cereza, fresa, limon, y naranja, ayudan a evitar el cansancio del sabor y contribuyen a la conformidad del
paciente.

Vainilla y otros sabores distintos de chocolate

Sacarosa 60%

‘Maltodextrina 40%
Chocolate

.Sacarosa 70%

‘Maltodextrina 30%
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D. ENSURE® LIGHT

Uso: ENSURE LIGHT es un alimento liquido con bajo contenido de grasa disefiado para su uso como suplemento
nutricional oral con o entre comidas. ENSURE LIGHT carece de lactosa y gluten, y es adecuado para su uso en dietas
modificadas, incluyendo dietas con bajo contenido de colesterol.

Condiciones del Paciente

e Para pacientes con un peso normal o con sobrepeso que necesitan una nutricién extra en un suplemento que
contiene 50% menos de grasa y 20% menos calorias que ENSURE.

e Para adultos sanos que no comen bien y necesitan una nutricién extra.

Caracteristicas
e Bajo contenido de grasa y grasa saturada.
o Contiene 3 g de grasa total por racién y < 5 mg de colesterol.
e Sabor cremoso, rico.
o Excelente fuente de calcio y otras vitaminas y minerales esenciales.
e Para dietas con un bajo contenido de colesterol.

e Sin lactosa, facilmente digerido.

Ingredientes

Vainilla Francesa: -D Agua, Maltodextrina (Maiz), Azticar (Sacarosa), Caseinato de Calcio, Aceite de Cartamo
con Alto Contenido de dcido Oleico, Aceite de Canola, Cloruro de Magnesio, Citrato de Sodio, Citrato de Potasio,
Fosfato de Potasio Dibasico, Fosfato de Magnesio Dibdsico, Natural y Aroma Artificial, Fosfato de Calcio Tribdsico,
Gel de Celulosa, Cloruro de Colina, Lecitina de Soja, Carragenano, Sal (Cloruro de Sodio), Acido Ascérbico, Goma
de Celulosa, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Sulfato de Cinc, Niacinamida, Sulfato de Manganeso, Pan-
totenato de Calcio, Sulfato Ciiprico, Hidrocloruro de Cloruro de Tiamina, Palmitato de Vitamina A, Hidrocloruro de
Piridoxina, Riboflavina, Cloruro de Cromo, Acido Félico, Molibdato de Sodio, Biotina, Yoduro de Potasio, Selenato
de Sodio, Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina

La fuente de proteina es caseinato de calcio.

Caseinato de calcio 100%

Grasa

La fuente de grasa es una combinacién de dos aceites: cartamo con alto contenido de 4cido oleico y canola.

Aceite de cértamo con alto contenido de acido oleico :70%

Aceite de canola 30%

El nivel de grasa de ENSURE LIGHT satisface las pautas de la Asociacién Americana del Corazén (AHA). Los 3
gramos de grasa de ENSURE LIGHT representan un 13,5% de las calorias totales, siendo 1,4% de la grasa de acidos
grasos saturados y 2,6% de acidos grasos poliinsaturados. Estos valores estdn dentro de las pautas de la AHA de
< 30% de las calorfas totales de grasa, < 10% de las calorias de dcidos grasos saturados, y < 10% de las calorias
totales de acidos grasos poliinsaturados.
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Carbohidratos

ENSURE LIGHT contiene una combinacién de maltodextrina y sacarosa. El sabor a chocolate contiene también
jarabe de maiz. El suave dulzor y la variedad de sabores (Vainilla Francesa, chocolate supremo, veteado de fresa),
mds VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en pecén, cereza, fresa, limén, y naranja, ayudan a evitar el cansancio del sabor y
contribuyen a la conformidad del paciente.

Vainilla y otros aromas distintos de chocolate

Sacarosa 51%

Maltodextrina 49% %
Chocolate

Sacarosa 47,0%

Jarabe de Maiz 26,5%

Maltodextrina 26,5%

Vitaminas y Minerales

Una porcién de 2,3 dL. de ENSURE LIGHT proporciona al menos un 25% de RDI (Ingesta Diaria de Referencia)
para 24 vitaminas y minerales clave.

Cafeina

El sabor a chocolate contiene 2,1 mg de cafeina/2,3 dL.

E. ENSURE PLUS®

Uso: ENSURE PLUS es un alimento liquido con pocos residuos, alto contenido de calorias para su uso cuando se
necesitan calorias y nutrientes extra, pero una concentracién normal de proteina. Esta disefiado principalmente como
suplemento nutricional oral para ser utilizado con o entre comidas o, en cantidades apropiadas, como sustituto de una
comida. ENSURE PLUS carece de lactosa y gluten. Aunque es principalmente un suplemento nutricional oral, puede
ser alimentado mediante intubacién.

Condiciones del Paciente

e Para pacientes que requieren calorias y nutrientes extra, pero una concentracién normal de proteina, en un
volumen limitado.

e Para pacientes que necesitan ganar o mantener un peso saludable.
Caracteristicas
e Sabor cremoso, rico.
e Buena fuente de vitaminas y minerales esenciales.
Ingredientes
Vainilla: -D Agua, Jarabe de Maiz, Maltodextrina (Maiz), Aceite de Maiz, Caseinatos de Sodio y Calcio, Aztcar
(Sacarosa), Producto Aislado de Proteina de Soja, Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Fosfato de Calcio Tri-
basico, Lecitina de Soja, Natural y Aroma Acrtificial, Citrato de Sodio, Cloruro de Potasio, Cloruro de Colina, Acido

Ascérbico, Carragenano, Sulfato de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Pantotenato de
Calcio, Sulfato de Manganeso, Sulfato Cuprico, Hidrocloruro de Cloruro de Tiamina, Hidrocloruro de Piridoxina, Ri-
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boflavina, Palmitato de Vitamina A, Acido Félico, Biotina, Cloruro de Cromo, Molibdato de Sodio, Yoduro de Potasio,

Selenito de Sodio, Filoquinona, Cianocobalamina y Vitamina D3.

Proteina

La fuente de proteina es una combinacién de dos proteinas de elevado valor bioldgico: caseina y soja.

‘Caseinatos de Sodico y calcio 84%
Producto aislado de proteina de soja 16%

Grasa

La fuente de grasa es aceite de maiz.

‘Aceite de Maiz

100%

Carbohidrato

ENSURE PLUS contiene una combinacién de maltodextrina y sacarosa. El suave dulzor y la variedad de sabores
(vainilla, chocolate, fresa, café, manteca de pecan, y ponche de huevo), mas VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en pecan,
cereza, fresa, limon, y naranja ayudan a evitar el cansancio del sabor y contribuyen a la conformidad del paciente.
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Sabores de Vainilla, fresa, manteca de pecdn, y café

Jarabe de Maiz 39%

Maltodextrina 38%

Sacarosa 23%
Sabores de chocolate y ponche de huevo

‘Jarabe de Maiz 36%

Maltodextrina 34%

‘Sacarosa 30%

Vitaminas y Minerales

clave.

Cafeina

El sabor de chocolate contiene 3,1 mg de cafeina/2,3 dL. El sabor de café contiene una cantidad vestigial de

cafeina.

F. ENSURE PLUS® HN

Una porcién de 2,3 dL. de ENSURE PLUS proporciona al menos un 15% de la RDI para 25 vitaminas y minerales

Uso: ENSURE PLUS HN es un alimento liquido con alto contenido de nitrégeno, muy caldrico nutricionalmente
completo disefiado para gente con necesidades superiores de calorias y proteinas o con una tolerancia limitada al
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volumen. Se puede utilizar como suplemento oral o para un soporte nutricional total mediante intubacién. ENSURE
PLUS HN carece de lactosa y de gluten.

Condiciones del Paciente

e Para pacientes con un incremento en las necesidades de calorias y proteinas, por ejemplo después de cirugia
o lesion.

e Para pacientes con tolerancia limitada al volumen y pronta saciedad.
Caracteristicas
e Para nutricién suplementaria o total.
e Para alimentacion oral o mediante intubacion.
e 1,5CaVmL,
e Elevado contenido de nitrégeno.
e Denso calorimétricamente.
Ingredientes
Vainilla: -D Agua, Maltodextrina (Maiz), Caseinatos de Sodio y Calcio, Aceite de Maiz, Azicar (Sacarosa), Pro-
ducto Aislado de Proteina de Soja, Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Fosfato de Calcio Tribdsico, Lecitina de
Soja, Natural y Aroma Artificial, Citrato de Sodio, Cloruro de Colina, Acido Ascoérbico, Taurina, L-Carnitina, Sulfato
de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Carragenano, Pantotenato de Calcio, Sulfato de
Manganeso, Sulfato Ciiprico, Hidrocloruro de Cloruro de Tiamina, Hidrocloruro de Piridoxina, Riboflavina, Palmitato
de Vitamina A, Acido Fdlico, Biotina, Cloruro de Cromo, Molibdato de Sodio, Yoduro de Potasio, Selenito de Sodio,
Filoquinona, Cianocobalamina y Vitamina D3.
G. ENSURE® POWDER
Uso: ENSURE POWDER (reconstituido con agua) es un alimento liquido con bajo contenido de residuos disefia-
do principalmente como suplemento nutricional oral que se va a utilizar con o entre comidas. ENSURE POWDER
carece de lactosa y gluten, y es adecuado para su uso en dietas modificadas, incluyendo dietas con bajo contenido de
colesterol.
Condiciones del Paciente
o Para pacientes con dietas modificadas.
e Para pacientes ancianos en riesgo por nutricién.
o Para pacientes que se recuperan de una enfermedad/intervencion. quirtrgica
o Para pacientes que necesitan una dieta con bajo contenido de residuos.
Caracteristicas
e Conveniente, facil de mezclar.
e Con bajo contenido de grasas saturadas.
e Contiene 9 g de grasa total y < 5 mg de colesterol por racién.
o Flevado contenido de vitaminas y minerales.
e Para dietas con bajo contenido de colesterol.
o Sin lactosa, facilmente digerido.
Ingredientes: -D Jarabe de Maiz, Maltodextrina (Maiz), Azicar (Sacarosa), Aceite de Maiz, Caseinatos de Sodio
y Calcio, Producto Aislado de Proteina de Soja, Aroma Artificial, Citrato de Potasio, Cloruro de Magnesio, Citrato de
Sodio, Fosfato de Calcio Tribasico, Cloruro de Potasio, Lecitina de Soja, Acido Ascdrbico, Cloruro de Colina, Sulfato

de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Pantotenato de Calcio, Sulfato de Manganeso,
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Hidrocloruro de Cloruro de Tiamina, Sulfato Ciiprico, Hidrocloruro de Piridoxina, Riboflavina, Palmitato de Vitamina
A, Acido Félico, Biotina, Molibdato de Sodio, Cloruro de Cromo, Yoduro de Potasio, Selenato de Sodio, Filoquinona,
Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina

La fuente de proteina es una combinacion de dos proteinas de elevado valor bioldgico: caseina y soja.

Caseinatos de sodio y calcio 84%
Producto aislado de proteina de soja 16%
Grasa

La fuente de grasa es aceite de maiz.

Aceite de maiz 100%

Carbohidrato

ENSURE POWDER contiene una combinacién de jarabe de maiz, maltodextrina, y sacarosa. El suave dulzor de
ENSURE POWDER, més VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en pecén, cereza, fresa, limén, y naranja, ayuda a evitar el
cansancio del sabor y contribuye a la conformidad del paciente.

Vainilla
Jarabe de Maiz 35%
‘Maltodextrina 35%
Sacarosa 30%

H. ENSURE® PUDDING
Uso: ENSURE PUDDING es un suplemento denso en nutrientes que proporciona una nutricién equilibrada en
forma no liquida que se va a utilizar con o entre comidas. Es apropiado para dietas de consistencia modificada (p. €j.,
blandas, en puré, o completamente liquidas) o para gente con dificultades para tragar. ENSURE PUDDING carece de
gluten.
Condiciones del Paciente
e Para pacientes con dietas de consistencia modificada (p. €j., blandas, en puré, o completamente liquidas).
e Para pacientes con dificultades para tragar.
Caracteristicas
e Buen sabor, rico y cremoso.
o Buena fuente de vitaminas y minerales esenciales.
e No necesita refrigeracion, pero es conveniente.

e Sin gluten.

Perfil de Nutrientes por 1,43 dL: Calorias 250, Proteina 10,9%, Grasa Total 34,9%, Carbohidrato 54,2%
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Ingredientes

Vainilla: -D Leche no grasa, Agua, Aziicar (Sacarosa), Aceite de Soja Parcialmente Hidrogenado, Almidén Ali-
mentario Modificado, Sulfato de Magnesio, Sal Sédica de Lactilato de Estearoilo, Fosfato de Sodio Dibdsico, Aroma
Artificial, Acido Ascérbico, Sulfato de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Cloruro de Colina, Niaci-
namida, Sulfato de Manganeso, Pantotenato de Calcio, FD&C Amarillo nim. 5, Citrato de Potasio, Sulfato Cuprico,
Palmitato de Vitamina A, Hidrocloruro de Cloruro de Tiamina, Hidrocloruro de Piridoxina, Riboflavina, FD&C Ama-
rillo nim. 6, Acido Fdlico, Biotina, Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina

La fuente de proteina es leche no grasa.

fLeche no grasa 100% §

Grasa

La fuente de grasa es aceite de soja hidrogenado.

Aceite de soja hidrogenado 1100%

Carbohidrato

ENSURE PUDDING contiene una combinacién de sacarosa y almidén alimentario modificado. El suave dulzor y
la variedad de sabores (vainilla, chocolate, caramelo de mantequilla, y tapioca) ayudan a evitar el cansancio del sabor.
El producto contiene 9,2 gramos de lactosa por racion.

Vainilla y otros sabores distintos de chocolate

Sacarosa 56%

Lactosa 27%

Almidén alimentario modificado 17%
Chocolate

Sacarosa 58%

gLactosa 26%

{Almidén alimentario modificado 16%

I. ENSURE® CON FIBRA

Uso: ENSURE CON FIBRA es un alimento completamente liquido, nutricionalmente completo, que contiene fi-
bra disefiado para gente que se puede beneficiar de un aumento de fibra dietética y nutrientes. ENSURE CON FIBRA
es adecuado para gente que no requiere una dieta con bajo contenido de residuos. Se puede administrar oralmente o
mediante intubacién, y se puede utilizar como suplemento nutricional de una dieta regular o, en cantidades apropia-
das, como sustituto de una comida. ENSURE CON FIBRA carece de lactosa y de gluten, y es adecuado en dietas
modificadas, incluyendo las dietas con un bajo contenido de colesterol.

Condiciones del Paciente
o Para pacientes que se pueden beneficiar de un aumento de fibra dietética y nutrientes.
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Caracteristicas

e Nueva férmula avanzada con un bajo contenido de grasa saturada, con un contenido superior de vitaminas
y minerales.

e Contiene 6 g de grasa total y < 5 mg de colesterol por racion.
e Sabor cremoso, rico.
e Buena fuente de fibra.
e Excelente fuente de vitaminas y minerales esenciales.
e Para dietas con bajo contenido de colesterol.
e Sin Lactosa ni gluten.
Ingredientes
Vainilla: -D Agua; Maltodextrina (Maiz), Aziicar (Sacarosa), Caseinatos de Sodio y Calcio, Fibra de Avena, Aceite
de Cartamo con Alto Contenido de 4cido Oleico, Aceite de Canola, Producto Aislado de Proteina de Soja, Aceite
de Maiz, Fibra de Soja, Fosfato de Calcio Tribdsico, Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Gel de Celulosa,
Lecitina de Soja, Fosfato de Potasio Dibdsico, Citrato de Sodio, Sabores Naturales y Artificiales, Cloruro de Colina,
Fosfato de Magnesio, Acido Ascérbico, Goma de Celulosa, Cloruro de Potasio, Carragenano, Sulfato Ferroso, Acetato
de Alfa-Tocoferilo, Sulfato de Cinc, Niacinamida, Sulfato de Manganeso, Pantotenato de Calcio, Sulfato Ciiprico,
Palmitato de Vitamina A, Hidrocloruro de Cloruro de Tiamina, Hidrocloruro de Piridoxina, Riboflavina, Acido Félico,
Cloruro de Cromo, Biotina, Molibdato de Sodio, Yoduro de Potasio, Selenato de Sodio, Filoquinona, Vitamina D3 y
Cianocobalamina.

Proteina

La fuente de proteina es una combinacién de dos proteinas de elevado valor bioldgico caseina y soja.

Caseinatos de sodio y calcio 80%
Producto aislado de proteina de Soja 20%
Grasa

La fuente de grasa es una combinacidn de tres aceites: aceite de cartamo con alto contenido de dcido oleico, canola,
y maiz.

¥

Aceite de cartamo con alto contenido de &cido oleico 140%

;Aceite de canola 40%
:Aceite de maiz 20%

El nivel de grasa de ENSURE CON FIBRA satisface las pautas de la Asociaciéon Americana del Corazén (AHA).
Los 6 gramos de grasa de ENSURE CON FIBRA representan el 22% de las calorias totales, siendo un 2,01% de la
grasa de dcidos grasos saturados y un 6,7% de dcidos grasos poliinsaturados. Estos valores estdn dentro de las pautas
de la AHA de < 30% de las calorias totales de la grasa, < 10% de las calorias del dcidos grasos saturados, y < 10% de
las calorfas totales de 4cidos grasos poliinsaturados.

Carbohidrato
ENSURE CON FIBRA contiene una combinacién de maltodextrina (g sacarosa. El suave dulzor y la variedad de

sabores (vainilla, chocolate, y manteca de pecan), mds VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en pecdn, cereza, fresa, limén,
y naranja, ayudan a evitar el cansancio del sabor y contribuyen a la conformidad del paciente.
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Vainilla y otros sabores distintos de chocolate

¢

Maltodextrina 66%
gSacarosa 25%
{Fibra de Avena 7%
‘Fibra de Soja 2%

Chocolate
éMaltodextrina 55% - E
‘Sacarosa 36% ]
EFibra de avena 7%
?Fibra de soja 2%

Fibra

La combinacién de fibra utilizada en ENSURE CON FIBRA consiste en fibra de avena y polisacarido de soja. Esta
combinacién da como resultado aproximadamente 4 gramos de fibra dietética total por lata de 2,3 dL. La razén de
fibra insoluble con respecto a soluble es de 95:5.

Los diversos suplementos nutricionales descritos antes y conocidos por otros expertos en la técnica pueden ser
sustituidos y/o complementados con los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencién.

J. Producto Nutricional Oxepa®

Oxepa es un producto nutricional entérico, caléricamente denso, con bajo contenido de carbohidratos disefiado para
el tratamiento dietético de pacientes que padecen o tienen el riesgo de padecer ARDS. Tiene una tinica combinacion de
ingredientes, incluyendo una combinacién de aceites patentada que contiene dcido eicosapentaenoico (EPA de aceite
de pescado), dcido y-linolénico (GLA de aceite de borraja), y elevados niveles de antioxidante.

Distribucion Calorica

La densidad caldrica es elevada a 1,5 Cal/mL (355 Cal/2,3 dL), para minimizar el volumen requerido para satisfacer
las necesidades de energfa. La distribucién de Calorias en Oxepa se muestra en la Tabla A.

TABLA A

Distribucion Calérica de Oxepa

| por 2,3 dL por litro % de Cal
Calorias 355 1.500 -—-
Grasa (qg) 22,2 93,7 55,2
Carbohidrato (g) 25 105,5 28,1
Proteina (9g) 14,8 62,5 16,7
zAgua (g) 186 785 -
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Grasa
e Oxepa contiene 22,2 g de grasa por porcién de 2,3 dL (93,7 g/L).

e La fuente de grasa es una combinacién de grasa con un 31,8% de aceite de canola, un 25% de triglicéridos de
cadena media (MCT), un 20% de aceite de borraja, un 20% de aceite de pescado, y un 3,2% de lecitina de soja. El
perfil de dcidos grasos tipico de Oxepa se muestra en la Tabla B.

e Oxepa proporciona una cantidad equilibrada de 4cidos grasos poliinsaturados, monosaturados y saturados, como
se muestra en la Tabla VI.

e Los triglicéridos de cadena media (MCT) -- 25% de la combinacién de grasas -- contribuyen al vaciado gastrico
debido a que son absorbidos por el tracto intestinal sin emulsificacién por los 4cidos biliares.

Los diversos dcidos grasos componentes del producto nutricional Oxepa® pueden ser sustituidos y/o complemen-
tados con los PUFA producidos de acuerdo con esta invencion.

TABLA B

Perfil de Acidos Grasos Tipico

$ Acidos Grasos|g/2,3 dL* {g/L*

Totales
Caproico (6:0) 0,2 0,04 0,18
ECaprilico (8:0) 14,69 3,1 13,07
;Céprico (10:0) 11,006 2,33 9,87
Palmitico (16:0) 5,59 1,18 4,98
Palmitoleico 1,82 0,38 1,62
Estearico 1,94 0,39 1,64
Oleico 24,44 5,16 21,75
Linoleico 16,28 3,44 14,49
a-Linolenico 3,47 0,73 3,09
vy-Linolenico 4,82 1,02 4,29
‘Eicosapentaenoico 5,11 1,08 4,55
3n—3—Docosapentaenoico 0,55 0,12 0,49
:Docosahexaenoico 2,27 0,48 2,02
(Otros 7,55 1,52 6,72

Los 4cidos grasos suman aproximadamente el 95% de la grasa total.
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TABLA C
Perfil Graso de Oxepa

% calorias totales de grasa 55,2

Acidos grasos poliinsaturados 31,44 g/L

Acidos grasos monoinsaturados 25,53 g/L

Acidos grasos saturados 32,38 g/L

_Razén n-6 a n-3 1,75:1

Colesterol 9,49 mg/2,3 dL
40,1 mg/L

Carbohidrato

¢ El contenido de carbohidrato es de 25,0 g por porcién de 2,3 dL (105,5 g/L).

e Las fuentes de carbohidrato son 45% de maltodextrina (un carbohidrato complejo) y 55% de sacarosa (un azdcar
simple), ambas las cuales son facilmente digeridas y absorbidas.

¢ El alto contenido de grasa y el bajo contenido de carbohidratos de Oxepa estan diseflados para minimizar la
produccién de didxido de carbono (CO,). Los elevados niveles de CO, pueden complicar la retirada en los pacientes
dependientes de un ventilador. El bajo nivel de carbohidratos también puede ser ttil para aquellos pacientes que han
desarrollado hiperglucemia inducida por el estrés.

e Oxepa carece de lactosa.

El carbohidrato dietético, los aminodcidos de las proteinas, y el radical glicerol de las grasas se pueden convertir
en glucosa en el organismo. En todo este proceso, se satisfacen los requerimientos de carbohidratos de los tejidos
dependientes de glucosa (tales como el sistema nervioso central y los glébulos rojos de la sangre). No obstante,
una dieta sin carbohidratos puede conducir a cetosis, catabolismo excesivo de las proteinas de los tejidos, y pérdida
de fluidos y electrolitos. Estos efectos se pueden evitar mediante la ingestion diaria de 50 a 100 g de carbohidrato
digestible, si la ingesta caldrica es adecuada. El nivel de carbohidratos en Oxepa también es suficiente para minimizar
la gluconeogénesis, si las necesidades de energia estan satisfechas.

Proteina

e Oxepa contiene 14,8 g de proteina por racién de 2,3 dL (62,5 g/L).

e La raz6n de calorfas/nitrogeno total (150:1) satisface la necesidad de los pacientes con estrés.

e Oxepa proporciona suficiente proteina para promover el anabolismo y el mantenimiento de la masa muscular
sin precipitar problemas respiratorios. Las ingestas con alto contenido de proteina estdn involucradas en pacientes
con insuficiencia respiratoria. Aunque la proteina tiene un pequeio efecto sobre la produccion de CO,, una dieta con
elevado contenido de proteina aumentara el control de la ventilacién.

¢ Las fuentes de proteina de Oxepa son 86,8% de caseinato de sodio y 13,2% de caseinato de calcio.

o El perfil de aminoécidos del sistema de proteinas de Oxepa satisface o supera el patrén de proteina de alta calidad
establecido por la Academia Nacional de Ciencias.

e Oxepa carece de gluten.
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucledtidos aislada que comprende o complementaria a una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa, donde la secuencia de aminodcidos de dicho polipéptido tiene
una identidad de secuencia de al menos 50% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste
en los SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 42.

2. Una secuencia de nucle6tidos aislada que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa, comprendiendo
dicha secuencia de nucleétidos o complementaria a una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos
50% con una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO:
41.

3. La secuencia de nucleétidos aislada de la reivindicacién 2, donde dicha secuencia se selecciona del grupo que
consiste en los SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 41.

4. La secuencia de nucledtidos aislada de la reivindicacién 2 o 3, donde dicha secuencia codifica una desaturasa
funcionalmente activa que utiliza un dcido graso poliinsaturado como sustrato.

5. La secuencia de nucledtidos aislada de la reivindicaciéon 1 o 2, donde dicha secuencia deriva de Saprolegnia
diclina.

6. Un polipéptido purificado codificado por dicha secuencia de nucledtidos aislada de la reivindicacién 1 o 2.

7. Un polipéptido purificado que desatura un 4cido graso poliinsaturado sustrato en un carbono omega-3 de dicho
sustrato y tiene una identidad de aminoécidos de al menos 50% con una secuencia de aminodcidos que comprende el
SEQ ID NO: 26.

8. El polipéptido purificado de la reivindicacién 7, donde dicho polipéptido desatura un acido graso sustrato que
tiene 20 dtomos de carbono.

9. Un polipéptido purificado que desatura un 4cido graso poliinsaturado sustrato en un carbono delta-12 de dicho
sustrato y tiene una identidad de aminodacidos de al menos 50% con el SEQ ID NO: 42.

10. EI polipéptido purificado de la reivindicacién 9, donde dicho polipéptido desatura un 4cido graso sustrato que
tiene 18 4tomos de carbono.

11. Un método de produccién de una desaturasa que comprende las etapas de:

(a) aislar una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa, compren-
diendo dicha secuencia de nucleétidos o complementaria a una secuencia de nucledtidos que tiene una
identidad de al menos 50% con una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en los
SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 41;

(b) construir un vector que comprende dicha secuencia de nucledtidos aislada de la etapa (a); y

(c) introducir dicho vector de la etapa (b) en una célula anfitriona durante un tiempo y en unas condiciones
suficientes para la expresion de una desaturasa codificada por dicha secuencia de nucleétidos aislada de la
etapa (a).

12. Un vector que comprende: 1) una secuencia de nucledtidos aislada que codifica un polipéptido que tiene
actividad desaturasa, correspondiente dicha secuencia de nucleétidos o complementaria a una secuencia de nucleétidos
que tiene una identidad de al menos 50% con una secuencia de nucle6tidos seleccionada del grupo que consiste en los
SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 41, conectada operablemente a b) una secuencia reguladora.

13. Una célula anfitriona que comprende dicho vector de la reivindicacién 12.

14. La célula anfitriona de la reivindicacién 13, donde dicha célula anfitriona es una célula eucariotica seleccionada
del grupo que consiste en una célula de mamifero, una célula de insecto, una célula vegetal y una célula fingica.

15. La célula anfitriona de la reivindicacién 14, donde la expresién de dicha secuencia de nucleétidos aislada de
dicho vector da como resultado dicha célula anfitriona productora de un 4cido graso poliinsaturado que no es producido
en el tipo salvaje de dicha célula anfitriona.

16. Una célula vegetal, planta, o tejido vegetal que comprende dicho vector de la reivindicacién 12, donde la

expresion de dicha secuencia de nucledtidos de dicho vector da como resultado la producciéon de un 4dcido graso
poliinsaturado por dicha célula vegetal, planta o tejido vegetal.
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17. La célula vegetal, planta, o tejido vegetal de la reivindicacién 16, donde dicho vector induce la produccién de
un 4cido graso poliinsaturado seleccionado del grupo que consiste en dcido linoleico, dcido eicosatetraenoico y dcido
eicosapentaenoico.

18. Una planta transgénica que comprende dicho vector de la reivindicaciéon 12, donde la expresion de dicha
secuencia de nucleétidos de dicho vector da como resultado la produccién de un 4cido graso poliinsaturado en las
semillas de dicha planta transgénica.

19. Un método para producir un dcido graso poliinsaturado que comprende las etapas de:

(a) aislar una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa, compren-
diendo dicha secuencia de nucledtidos o complementaria a una secuencia de nucleétidos que tiene una
identidad de al menos 50% con una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en los
SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 41;

(b) construir un vector que comprenda dicha secuencia de nucleétidos aislada de la etapa (a);

(c) transformar el vector de la etapa (b) en una célula anfitriona durante un tiempo y en unas condiciones
suficientes para la expresion de una desaturasa codificada por dicha secuencia de nucledtidos aislada de la

etapa (a); y

(d) exponer dicha desaturasa expresada seleccionada del grupo que consiste en una omega-3 desaturasa y una
delta-12 desaturasa, a un acido graso sustrato, por medio de lo cual dicho sustrato es convertido catalitica-
mente por dicha desaturasa en un 4cido graso poliinsaturado producto deseado.

20. El método de la reivindicacién 19, donde dicho sustrato es d4cido dihomo-gamma-linolénico o dcido araquidéni-
coy dicho 4cido graso poliinsaturado producto es dcido eicosatetraenoico o acido eicosapentaenoico, respectivamente,
cuando dicha desaturasa expresada es una omega-3 desaturasa, o

donde dicho 4cido graso poliinsaturado sustrato es dcido oleico y dicho dcido graso poliinsaturado producto es dcido
linoleico, cuando dicha desaturasa expresada es una delta-12 desaturasa.

21. El método de la reivindicacion 19, que comprende ademas de la etapa (d), la etapa de:

(e) exponer dicho 4cido graso poliinsaturado producto de la etapa (d) a una o mds enzimas seleccionadas
del grupo que consiste en una desaturasa y una elongasa, por medio de lo cual el 4cido graso poliinsa-
turado producto de la etapa (d) es convertido cataliticamente en otro dcido graso poliinsaturado produc-
to.

22. El método de la reivindicacién 21, donde dicho 4cido graso poliinsaturado producto es acido eicosatetraenoi-
co o 4cido eicosapentaenoico y dicho otro dcido graso poliinsaturado es dcido eicosapentaenoico o dcido omega-3-
docosapentaenoico, respectivamente, cuando dicha desaturasa expresada de la etapa (d) es una omega-3 desaturasa,
0

donde dicho 4cido graso poliinsaturado producto es dcido linoleico y dicho otro 4cido graso poliinsa-
turado es dcido gamma-linolénico, cuando dicha desaturasa expresada de la etapa (d) es una delta-12
desaturasa.

23. El método de la reivindicacién 22 que comprende adicionalmente la etapa de exponer dicho otro dcido graso
poliinsaturado a una o més enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una desaturasa y una elongasa con el fin
de convertir dicho otro 4cido graso poliinsaturado en un acido graso poliinsaturado final.

24. El método de la reivindicacion 23 donde dicho 4cido graso poliinsaturado final se selecciona del grupo que
consiste en dcido omega-3-docosapentaenoico y dcido docosahexaenoico, cuando dicha desaturasa expresada de la
etapa (d) es una omega-3 desaturasa, o

donde dicho 4cido graso poliinsaturado final se selecciona del grupo que consiste en 4dcido dihomo-gamma- linolénico,
dcido araquidénico, dcido adrénico, 4cido omega-6-docosapentaenoico, dcido eicosatetraenoico, dcido estearidénico,
dcido eicosapentaenoico, 4cido omega-3-docosapentaenoico y dcido docosahexaenoico, cuando dicha desaturasa ex-
presada de la etapa (d) es una delta-12 desaturasa.

25. Un método de produccién de un dcido graso poliinsaturado que comprende exponer un dcido graso sustrato a un
polipéptido que tiene una identidad de aminodcidos de al menos 50% con una secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 42, por medio de lo cual dicho 4cido graso sustrato es
convertido cataliticamente en dicho 4cido graso poliinsaturado.
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26. El método de la reivindicacion 25, donde el dcido graso sustrato es dcido dihomo-gamma-linolénico o 4ci-
do araquidénico y dicho 4cido graso poliinsaturado producto es 4cido eicosatetraenoico o 4cido eicosapentaenoico,
respectivamente, cuando dicho polipéptido es una omega-3 desaturasa, o

donde dicho 4cido graso sustrato es acido oleico y dicho acido graso poliinsaturado es 4cido linoleico, cuando dicho
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polipéptido es una delta-12 desaturasa.
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Secuencia Génica de sdd77, un Gen de Desaturasa de Acidos Grasos
Omega-3 de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

1 ATGACTGAGG ATAAGACGAA GGTCGAGTTC CCGACGCTCA CGGAGCTCAA
51 GCACTCGATC CCGAACGCGT GCTTTGAGTC GAACCTCGGC CTCTCGCTCT
101 ACTACACGGC CCGCGCGATC TTCAACGCGT CGGCCTCGGC GGCGCTGCTC
161 TACGCGGCGC GCTCGACGCC GTTCATTGCC GATAACGTTC TGCTCCACGC
201 GCTCGTTTGC GCCACCTACA TCTACGTGCA GGGCGTCATC TTCTGGGGCT
251 TCTTCACGGT CGGCCACGAC TGCGGCCACT CGGCCTTCTC GCGCTACCAC
301 AGCGTCAACT TTATCATCGG CTGCATCATG CACTCTGCGA TTTTGACGCC
351 GTTCGAGAGC TGGCGCGTGA CGCACCGCCA CCACCACAAG AACACGGGCA
401 ACATTGATAA GGACGAGATC TTTTACCCGC ACCGGTCGGT CAAGGACCTC
451 CAGGACGTGC GCCAATGGGT CTACACGCTC GGCGGTGCGT GGTTTGTCTA
501 CTTGAAGGTC GGGTATGCCC CGCGCACGAT GAGCCACTTT GACCCGTGGG
551 ACCCGCTCCT CCTTCGCCGC GCGTCGGCCG TCATCGTGTC GCTCGGCGTC
601 TGGGCCGCCT TCTTCGCCGC GTACGCGTAC CTCACATACT CGCTCGGCTT
651 TGCCGTCATG GGCCTCTACT ACTATGCGCC GCTCTTTGTC TTTGCTTCGT
701 TCCTCGTCAT TACGACCTTC TTGCACCACA ACGACGAAGC GACGCCGTGG
751 TACGGCGACT CGGAGTGGAC GTACGTCAAG GGCAACCTCT CGAGCGTCGA
801 CCGCTCGTAC GGCGCGTTCG TGGACAACCT GAGCCACCAC ATTGGCACGC
851 ACCAGGTCCA CCACTTGTTC CCGATCATTC CGCACTACAA GCTCAACGAA
901 GCCACCAAGC ACTTTGCGGC CGCGTACCCG CACCTCGTGC GCAGGAACGA
951 CGAGCCCATC ATCACGGCCT TCTTCAAGAC CGCGCACCTC TTTGTCAACT
1001 ACGGCGCTGT GCCCGAGACG GCGCAGATCT TCACGCTCAA AGAGTCGGCC
1051 GCGGCCGCCA AGGCCAAGTC GGACTAA

FIG.2
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Secuencia de Aminoacidos de una Desaturasa de Acidos Grasos Omega-3
(SDD17) de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

1 MTEDKTKVEF PTLTELKHSI PNACFESNLG LSLYYTARAI FNASASAALL
51 YAARSTPFIA DNVLLHALVC ATYIYVQGVI FWGFFTVGHD CGHSAFSRYH
101 SVNFIIGCIM HSAILTPFES WRVTHRHHHK NTGNIDKDEI FYPHRSVKDL
151 QDVRQWVYTL GGAWFVYLKV GYAPRTMSHF DPWDPLLLRR ASAVIVSLGV
201 WAAFFAAYAY LTYSLGFAVM GLYYYAPLFV FASFLVITTF LHHNDEATPW
251 YGDSEWTYVK GNLSSVDRSY GAFVDNLSHH IGTHQVHHLF PIIPHYKLNE
301 ATKHFAAAYP HLVRRNDEPI ITAFFKTAHL FVNYGAVPET AQIFTLKESA
351 AAAKAKSD*

FIG.3
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Andlisis Comparativo de la Delta 17-desaturasa de S. diclina (SDD17.pep) y
la Delta 15-desaturasa de Synechocystis sp. (SYCDESB)

Marco: 2 inic: 733 inc1: 305 opt: 689 puntuacién Z:996.B esperado(): 1.5e-47
identidad 40,9% en solapamiento 269 aa

(76-336:204-471)

50 60 70 80 90 100
SDD17.pep  SAALLYAARSTPFI ADNVLLHALVCATYIYVQGVIFWGFFTVGHDCGHSAFSRYHSVNF 1

AV IR RN RN R AR
SYCDESB YFFLDVGLIAGFYALAAYLDSWFFYPIFWLIQGTLFWSLFVVGHDCGHGSFSKSKTLNNM

530 560 590 620 650 680
110 120 130 140 150 160
SDOD17.pep IGCIMHSAILTPFESWRVTHTHHHKNTGNIDK?%IFTPHRSVKDLQ DVRQNVYTLG
| [felzecffeefl L 1LLETL [ ] | l
SYCDESB IGHLSHTPILVPYHGWRISHRTHHANTGNIDTDESWYPVSEQKYNQMAWYEKLLRFYLPL
710 740 770 800 830 860
170 180 190 200 210 220
SDD17.pep GAWFVYLKVGYAPRTMSHFDPWDPLLL - RRASll\\l/ IVSLGVWAAFFAAYAY lI.TYSL(IiFAVM
[ =] RV R 1 R L L 1 e
SYCDESB IAYPIYLFRRSPNRQGSHFMPGSPLFRPGEKAAVLTSTFALAAFVGFLGFLTWQFGWLFL
890 920 950 980 1010 1040
230 240 250 260 270 280
S0D17.pep GLYYYAPLFYFASFLVIT{TLTTNDEATPYYGDSEYTYVT?NL?SVDRST?ATVDNLSHH
AR ER IS RS I R R SRS
SYCDESB LKFYVAPYLVFVVWLDLVTFLHHTEDNI PWYRGDDWYFLKGALSTIDRDYG- FINPIHHD
1070 1100 1130 1160 1190 1220
290 300 310 320 330
SDD17 .pep }?}TQV??LTPII?TTT%NET{KHFAAAYPHLVTRN??P}ITAFFTT - AHLFVNYGAV
]l l: ] |:
SYCDESB IGTHVAHHIFSNMPHYKLRRATEAIKPILGEYYRYSDEP IWQAFFKSYWACHFVPNQGSG
1250 1280 1310 1340 1370 1400
340 350
SDD17.pep  PETAQIFTLKESAAAAKAKSD
SYCDESB VYYQSPSNGGYQKKPXL ILIESNQHREGRQYXMVLLPSDRLMRSMEEVKQSHSKRSALNQ
1430 1460 1490 1520 1550 1580

FIG.4
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Analisis comparativo de Delta 17-desaturasa de S. diclina
(SDD17.pep) y Delta 17-desaturasa de C. elegans (CELEFAT)

Marco: 1 inc: 490 inc1: 222 opt: puntuacion Z 502: 724,0 esperado(); 2.3e-32
Identidad 31,6% en solapamiento de 310 aa

(2-303:49-347)

20 30
SDD17. pep MTEDKTKVEFPTLTELKHSIPNACFESNLGL
CELFAT VTGGDVL VDARASLEEKEAPRDVNANTKQATTEEPRIQL TVDAFRRAIILAHMRDLVK
80 110 140 170 200 230
40 50 60 70 80 90
SDD17. pep SLYYTARAIFNASASAALLYAARSTII’FIADNVII_LHAll_\IICATYIYVQGVIFNGFFTVGHDC
CELFAT IR$LVQDF ------ MLTILYFALPAFEYFGLFGYLVNNIFM . (liVFGFALII-'VVéH(gll.
260 290 . 320 350 380
100 110 120 130 140
SDD17.pep GHSAFSRYHSVNFI{GC IMH?AI LTPFESYRVTTRH!;TKN}'GN{?II(II)- -EIFYPHRSVKD
CELFAT uliééHnNdNLr!mhéH1AF5PL#§J>\'(FPW€1K§H{<LHHAFT&H1DKDHGHWIQDkbwéA
410 440 470 500 530 560
150 160 170 180 190 200 -
SDD17.pep LQDVRQTV- - - -YTLGGAWF - VYLKVGYAPRTM?I?II-‘DTNDPII.LLRRASA\‘I[VSLGVWAAF
CELFAT MPSWKRWFNPIPFSGIALKWLPWTLFGFC DGSHFNPYSSLFVFLNSDRVQCVISGICCC
590 620 650 680 710 740
210 220 230 240 250 260
SDD17. pep FAAYAYLTYSLGFAVMGLT\"YATI'.FVFASFLVI‘ITFLHHNDEATPWYGDSEWTYVKGNLS
CELFAT VCLYIAL’I’IAGSYSNWFWYYWVPLSFFGLMLVIV'#YLQHV&DVAEVYEADI!WSFVR&TO
770 800 830 860 890 920
270 280 290 300 310 320
© SDD17.pep  SVDRSYGAFVDNLSHHI- GmQVHPIiLFPIIPHYKLNEAD(HFAAAYPHLVRRNDEPIITA
CELFAT TI&&YY{ELGL&WHH{TDGHV HFl‘NK“’ YHLIHTEGVKKVLEPLSDTQYGYKSQV
950 980 1010 1040 1070 1100
330 340 350
SOD17.pep  FFKTAHLFVNYGAVPETAQIFTLKESAAAAKAKSD
CELFAT NYDFFARFLWFNYKLDYLVHKTAGIMQFRTTLEEKAKAKXKNI PCRSRVQQQLLRFHRFC
1130 1160 1190 1220 1250 1280

FIG.5
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Secuencia Génica de sdd72, un Gen de Delta 12-Desaturasa de

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151

Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

ATGTGCAAAG GTCAAGCTCC TTCCAAGGCC GACGTGTTCC ACGCTGCGGG
GTACCGCCCG GTCGCCGGCA CGCCCGAGCC GCTGCCGCTG GAGCCCCCGA
CGATCACGCT CAAGGACCTG CGCGCGGCGA TCCCGGCCCA CTGCTTTGAG
CGCAGCGCTG CCACTAGCTT TTACCATTTG GCCAAGAACC TTGCGATCTG
CGCCGGCGTG TTCGCCGTTG GCCTCAAGCT CGCGECTGCC GACTTGCCGC
TCGCGGCCAA GCTGGTCGCG TGGCCCATCT ACTGGTTCGT CCAGGGCACG
TACTTTACGG GCATCTGGGT CATTGCGCAC GAATGCGGCC ACCAGGCGTT
CTCGGCGTCC GAGATCCTCA ACGACACGGT CGGTATCATT CTTCACTCGC
TCCTCTTWGT GCCGTACCAC AGCTGGAAGA TCACGCACCG CCGCCACCAC
TCCAACACGG GCAGCTGCGA GAACGACGAG GTGTTTACGC CGACGCCGCG
GTCCGTCGTC GAGGCCAAGC ACGACCACTC GCTCCTCGAA GAGAGCCCGC
TCTACAACCT GTACGGCATC GTCATGATGC TTCTCGTGGG CTGGATGCCG
GGCTACCTCT TCTTCAACGC GACCGGCCCG ACCAAGTACG CTGGCCTCGC
CAAGTCGCAC TTCAACCCGT ACGCAGCCTT TTTCCTCCCA AAGGAGCGCC
TCAGCATCTG GTGGAGCGAC CTCTGCTTCC TCGCGGCCTT GTACGGCTTT
GGCTACGGCG TCTCGGTCTT CGGCCTCCTC GATGTCGCCC GCCACTACAT
CGTGCCGTAC CTCATTTGCA ACGCGTACCT CGTGCTCATC ACGTACCTCC
AGCACACGGA TACGTACGTG CCCCACTTCC GCGGCGACGA GTGGAACTGG
CTGCGCGGCG CGCTCTGCAC CGTCGACCGC TCGTTCGGCG CGTGGATCGA
CAGCGCGATC CACCACATTG CCGACACGCA CGTGACGCAC CACATTTTCT
CCAAGACGCC CTTCTACCAC GCGATCGAGG CGACCGACGC CATCACGCCC
CTCCTCGGCA AGTACTACCT CATCGACCCG ACGCCGATCC CGCTGGCGCT
CTGGCGCTCG TTCACGCACT GCAAGTACGT CGAGGACGAC GGCAACGTTG
TGTTTTACAA GCGCAAGCTC GAGGAAAAGT AA

FIG.6
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Secuencia de Aminoacidos de sdd72, un Gen de la Delta 12-Desaturasa de
Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

1 MCKGQAPSKA DVFHAAGYRP VAGTPEPLPL EPPTITLKDL RAAIPAHCFE
51 RSAATSFYHL AKNLAICAGV FAVGLKLAAA DLPLAAKLVA WPIYWFVQGT
101 YFTGIWVIAH ECGHQAFSAS EILNDTVGII LHSLLFVPYH SWKITHRRHH
151 SNTGSCENDE VFTPTPRSVV EAKHDHSLLE ESPLYNLYGI VMMLLVGWMP
201 GYLFFNATGP TKYAGLAKSH FNPYAAFFLP KERLSIWWSD LCFLAALYGF
251 GYGVSVFGLL DVARHYIVPY LICNAYLVLI TYLQHTDTYV PHFRGDEWNW
301 LRGALCTVDR SFGAWIDSAI HHIADTHVTH HIFSKTPFYH AIEATDAITP
351 LLGKYYLIDP TPIPLALWRS FTHCKYVEDD GNVVFYKRKL EEK*

FIG.7
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Analisis comparativo de Delta 12-desaturasa de S. diclina
(SDD12.pep) y Delta 12-Desaturasa de G. hirsutum (GHO6DES)
Marco: 3 inic: 992 inc1: 413 opt: puntuacién Z 1086: 1531.8 (esperado(): 2.3e-77

identidad 45,6% en solapamiento de 379 aa
(9-380:14-384)

10 20 30 40
SDD12. pep MCKGQAPSKADVFHII\A(IiYRII’VAGTPEP ------- LPLEPPTITII.KDLRAA{ PA}liC
GHOGDESAT LRVSSTWRXTAFFI'(LéKMGAéGRMPiDéIKI!ZENRGSVNR\.IlLiéKILP!:‘I'LG(.ﬁI'(QLIILPH&
10 40 70 100 130 160
50 60 70 90

SDD12.pep  F ERSAATSFYHLAKNLAICAGVFAVGU(LAAADLPLAAKLVAWPIYWF VQGTYFT GIWVI

GHOGDESAT ’éRR%LLRifLSYWHDLCLASFFYY IATSYFHF LI!QPFSY ILNAVYNVL&‘SCILT& l
190 220 250 280 310 340

110 120 130 140 150 160
SDD12.pep  AHECGHQAFSASEILNDTVGIILHSLLFVPYHSWKITHRRHHSNTGSCENDEVFTPTPRS

aosesst  Aubhiltrovubb L H ML btk Sk st ibeid

400 430 460 490 520

170 180 190 200 210 220
SDD12.pep WEAKHDHSLLEESPLYNLYGIVMMLLVGWMPGYLF FNATGPTKYAGLAKSHFNPYAAFF

GHO6DESAT KLSC FAKYLNNILPGRVLSL\&VTLTL!&W ILMYLA&NVS(L —RYYDRLA&I-'M!HLYGPIY
550 580 610 640 - 670

230 240 250 260 270 280
SOD12.pep  LPKERLSIWWSDLCFLAALYGFGYGVSVFGLLDVARHYIVPYLICNAYLVLITYLQHTDT

1]
GHOGDESAT SDRE!&LQVYISIBTGIFAVIYVLYKIAATKJSLAWLLCTYGV!LLLl VNAFLI.\'IJITHQM HS
700 730 760 < 790 820 850

230 300 310 320 330 340
SDD12.pep  YVPHFRGDEWNWLRGALCTVDRSFGAWIDSAIHHIADTHVTHHIFSKTPFYHAIEATDAI

rosoesAT AL OSSEIDUAGA! bR Cikietit ik bbbl Lokl

880 910 940 970 1000 1030

350 360 370 380 390
SDD12.pep TPLLGKYYLI DPTPIPLALWRSFTHCKYVEDDGNVVFYKRKLEEK

GHOBDESAT KPI LJS I PF[!G',' A}YKLMWFLEAKEéLYVEPl“GGGGGGSKGVFWY RNKFXRPTNCL IAG
1060 1090 1120 1150 1180

FIG.8
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ID Secuencia:

ID_ Secuencia 1
5'-ATC CGC GCC GCC ATC CCC AAG CAC TGC TGG GTC AAG-3'

iD §ecuencia 2
5'- GCC CTC TIC GTC CTC GGC CAY GAC TGC GGBC CAY GGC TCG TTC TCG-3°

ID Secuencia 3
5'-GAG RTG GTA RTG GGG GAT CTG- GGG GAA GAR RTG RTG GRY GAC RTG-3'

ID Secuencia 4
5°-CCC TAC CAY GGC TGG CGC ATC TCG CAY CGC ACC CAY CAY CAG AAC-3°

ID.Secuencia 5
5'-GTT CTG RTG RTG GGT CCG RTG CGA GAT GCG CCA GCC RTG GTA GGG-3°

ID Secuencia 6
5'- GGC TCG CAC T¥TC SAC CCC KAC TCG GAC CTC TIC GTC-3°

ID Secuencia 7

5’- GAC GAA GAG GTC CGA GTM GGG GTW GAA GTG CGA GCC-3'

ID Secuencia 8
5. GCG CTG GAK GGT GGT GAG GCC GCC GCG GAW GSA CGA CCA-3’

ID Secuencia 9
5'. CTG GGG GAA GAG RTG RTG GAT GAC RTG GGT GCC GAT GTC RTG RTG-3'

ID Secuencia 10 '
5'- GGT GGC CTC GAY GAG‘RTG GTA RTG GGG GAT CTK GGG GAA GAR RTG-3'

ID _Secuencia 11
5'-GAG RTG GTA RTG GGG GAT CTG GGG GAA GAR RTG RTG GRY GAC RTG-3'

ID Secuencia 12
5'-TAC GCG TAC CTC ACG TAC TCG CTC G-3'

ID Secuencia 13
5'-TTC TTG CAC CAC AAC GAC GAA GCG ACG-3'

ID Secuencia 14
5'-GGA GTG GAC GTA CGT CAA GGG CAA C-3°

ID Secuencia 15
5'-TCA AGG GCA ACC TCT CGA GCG TCG AC-3’

ID Secuencia 16
5'-CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CGA CGG CCA G-3°

FIG.9A
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ID Secuencia 17
5'. AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA AAC AGC -3°

ID Secuencia 18
5'.GGT AAA AGA TCT CGT CCT TGT CGA TGT TGC-3'

ID Secuencia 19
5'-GTC AAA GTG GCT CAT CGT GC-3°

ID _Secuencia 20
5'-CGA GCG AGT ACG TGA GGRT ACG CGT AC-3'

ID Secuencia 21
5'-TCA ACA GAA TTC ATG ACC GAG GAT AAG ACG AAG GTC GAG TTC CCG-3'

D _Secuencia 22
5'-AAA AGA AAG CTT CGC TTC CTA GTC TTA GTC CGA CTT GGC CTT GQC-B'

ID Secuencia 23
5'-TCA ACA AAG CTT ATG ACC GAG GAT AAG ACG AAG GTC GAG TTC CCG-3°

ID Secuencia 24
5'-AAA AGA GAA TTC CGC TTC CTA GTC TTA GTC CGA CTT GGC CTT GGC-3°

ID Secuencia 25

1 ATGACTGAGG ATAAGACGAA GGTCGAGTTC CCGACGCTCA CGGAGCTCAA
51 GCACTCGATC CCGAACGCGT GCTTTGAGTC GAACCTCGGC CTCTCGCTCT
101 ACTACACGGC CCGCGCGATC TTCAACGCGT CGGCCTCGGC GGCGCTGCTC
151 TACGCGGCGC GCTCGACGCC GITCATTGCC GATAACGTTC TGCTCCACGC
201 GCTCGTTTGC GCCACCTACA TCTACGTGCA GGGCGTCATC TTCTGGGGCT.
251 TCTTCACGGT CGGCCACGAC TGCGGCCACT CGGCCTTCTC GCGCTACCAC
301 AGCGTCAACT TTATCATCGG CTGCATCATG CACTCTGCGA TTTTGACGCC
351 GTTCGAGAGC TGGCGCGTGA CGCACCGCCA CCACCACAAG AACACGGGCA
401 ACATTGATAA GGACGAGATC TTTTACCCGC ACCGGTCGGT CAAGGACCTC
451 CAGGACGTGC GCCAATGGGT CTACACGCTC GGCGGTGCGT GGTTTGTCTA
501 CTTGAAGGTC GGGTATGCCC CGCGCACGAT GAGCCACTTT GACCCGTGGG
551 ACCCGCTCCT CCTTCGCCGC GCGTCGGCCG TCATCGTGTC GCTCGGCGTC
601 TGGGCCGCCT TCTTCGCCGC GTACGCGTAC CTCACATACT CGCTCGGCTT
651 TGCCGTCATG GGCCTCTACT ACTATGCGCC GCTCTTTGTC TTTGCTTCGT
701 TCCTCGTCAT TACGACCTTC TTGCACCACA ACGACGAAGC GACGCCGTGG
751 TACGGCGACT CGGAGTGGAC GTACGTCAAG GGCAACCTCT CGAGCGTCGA
801 CCGCTCGTAC GGCGCGTTCG TGGACAACCT GAGCCACCAC ATTGGCACGC
851 ACCAGGTCCA CCACTTGTTC CCGATCATTC CGCACTACAA GCTCAACGAA
901 GCCACCAAGC ACTTTGCGGC CGCGTACCCG CACCTCGTGC GCAGGAACGA
051 CGAGCCCATC ATCACGGCCT TCTTCAAGAC CGCGCACCTC TTTGTCAACT
1001 ACGGCGCTGT GCCCGAGACG GCGCAGATCT TCACGCTCAA AGAGTCGGCC

1051 GCGGCCGCCA AGGCCAAGTC GGACTAA

FIG.9B
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ID Secuencia 26

1
51
101
151
201
251
301
351

MTEDKTKVEF PTLTELKHSI PNACFESNLG LSLYYTARAI FNASASAALL
YAARSTPFIA DNVLLHALVC ATYIYVQGVI FWGFFTVGHD CGHSAFSRYH
SVNFIIGCIM HSAILTPFES WRVTHRHHHK NTGNIDKDEI FYPHRSVKDL
QDVRAWVYTL GGAWFVYLKV GYAPRTMSHF DPWDPLLLRR ASAVIVSLGV
WAAFFAAYAY LTYSLGFAVM GLYYYAPLFV FASFLVITTF LHHNDEATPW
YGDSEWTYVK GNLSSVDRSY GAFVDNLSHH IGTHQVHHLF PIIPHYKLNE
ATKHFAAAYP HLVRRNDEPI ITAFFKTAHL FVNYGAVPET AQIFTLKESA
AAAKAKSD*

ID Secuencia 27

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

ATGGCCCCGC AGACGGAGCT CCGCCAGCGC CACGCCGCCG TCGCCGAGAC
GCCGGTGGCC GGCAAGAAGG CCTTTACATG GCAGGAGGTC GCGCAGCACA
ACACGGCGGC CTCGGCCTGG ATCATTATCC GCGGCAAGGT CTACGACGTG
ACCGAGTGGG CCAACAAGCA CCCCGGCGGC CGCGAGATGG TGCTGCTGCA
CGCCGGTCGC GAGGCCACCG ACACGTTCGA CTCGTACCAC CCGTTCAGCG
ACAAGGCCGA GTCGATCTTG AACAAGTATG AGATTGGCAC GTTCACGGGC
CCGTCCGAGT TTCCGACCTT CAAGCCGGAC ACGGGCTTCT ACAAGGAGTG
CCGCAAGCGC GTTGGCGAGT ACTTCAAGAA GAACAACCTC CATCCGCAGG
ACGGCTTCCC GGGCCTCTGG CGCATGATGG TCGTGTTTGC GGTCGCCGGC
CTCGCCTTGT ACGGCATGCA CTTTTCGACT ATCTTTGCGC TGCAGCTCGC
GGCCGCGGCG CTCTTTGGCG TCTGCCAGGC GCTGCCGCTG CTCCACGTCA
TGCACGACTC GTCGCACGCG TCGTACACCA ACATGCCGTT CTTCCATTAC
GTCGTCGGCC GCTTTGCCAT GGACTGGTTT GCCGGCGGCT CGATGGTGTC
ATGGCTCAAC CAGCACGTCG TGGGCCACCA CATCTACACG AACGTCGCGG
GCTCGGACCC GGATCTTCCG GTCAACATGG ACGGCGACAT CCGCCGCATC
GTGAACCGCC AGGTGTTCCA GCCCATGTAC GCATTCCAGC ACATCTACCT
TCCGCCGCTC TATGGCGTGC TTGGCCTCAA GTTCCGCATC CAGGACTTCA
CCGACACGTT CGGCTCGCAC ACGAACGGCC CGATCCGCGT CAACCCGCAC
GCGCTCTCGA CGTGGATGGC CATGATCAGC TCCAAGTCGT TCTGGGCCTT
CTACCGCGTG TACCTTCCGC TTGCCGTGCT CCAGATGCCC ATCAAGACGT
ACCTTGCGAT CTTCTTCCTC GCCGAGTTTG TCACGGGCTG GTACCTCGCG
TTCAACTTCC AAGTAAGCCA TGTCTCGACC GAGTGCGGCT ACCCATGCGG
CGACGAGGCC AAGATGGCGC TCCAGGACGA GTGGGCAGTC TCGCAGGTCA
AGACGTCGGT CGACTACGCC CATGGCTCGT GGATGACGAC GTTCCTTGCC
GGCGCGCTCA ACTACCAGGT CGTGCACCAC TTGTTCCCCA GCGTGTCGCA
GTACCACTAC CCGGCGATCG CGCCCATCAT CGTCGACGTC TGCAAGGAGT
ACAACATCAA GTACGCCATC TTGCCGGACT TTACGGCGGC GTTCGTTGCC
CACTTGAAGC ACCTCCGCAA CATGGGCCAG CAGGGCATCG CCGCCACGAT
CCACATGGGC TAA
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ID Secuencia 28

1 ATGGCAAACA GCAGCGTGTG GGATGATGTG GTGGGCCGCG TGGAGACCGG
51 CGTGGACCAG TGGATGGATG GCGCCAAGCC GTACGCACTC ACCGATGGGC
101 TCCCGATGAT GGACGTGTCC ACCATGCTGG CATTCGAGGT GGGATACATG
151 GCCATGCTGC TCTTCGGCAT CCCGATCATG AAGCAGATGG AGAAGCCTTT
201 TGAGCTCAAG ACCATCAAGC TCTTGCACAA CTTGTTTCTC TTCGGACTTT
251 CCTTGTACAT GTGCGTGGAG ACCATCCGCC AGGCTATCCT CGGAGGCTAC
301 AAAGTGTTTG GAAACGACAT GGAGAAGGGC AACGAGTCTC ATGCTCAGGG
351 CATGTCTCGC ATCGTGTACG TGTTCTGCGT GTCCAAGGCA TACGAGTTCT
401 TGGATACCGC CATCATGATC CTTTGCAAGA AGTTCAACCA GGTTTCCTTC
451 TTGCATGTGT ACCACCATGC CACCATTTTT GCCATCTGGT GGGCTATCGC
501 CAAGTACGCT CCAGGAGGTG ATGCGTACTT TTCAGTGATC CTCAACTCTT
551 TCGTGCACAC CGTCATGTAC GCATACTACT TCTTCTCCTC CCAAGGGTTC
601 GGGTTCGTGA AGCCAATCAA GCCGTACATC ACCACCCTTC AGATGACCCA
651 GTTCATGGCA ATGCTTGTGC AGTCCTTGTA CGACTACCTC TTCCCATGCG
701 ACTACCCACA GGCTCTTGTG CAGCTTCTTG GAGTGTACAT GATCACCTTG
751 CTTGCCCTCT TCGGCAACTT TTTTGTGCAG AGCTATCTTA AAAAGCCAAA
801 AAAGAGCAAG ACCAACTAA

ID Secuencia 29
' 1 MTVGFDETVT MDTVRNHNMP DDAWCAIHGT VYDITKFSKV HPGGDIIMLA

51 AGKEATILFE TYHIKGVPDA VLRKYKVGKL PQGKKGETSH MPTGLDSASY
101 YSWDSEFYRV LRERVAKKLA EPGLMQRARM ELWAKAIFLL AGFWGSLYAM
151 CVLDPHGGAM VAAVTLGVFA AFVGTCIQHD GSHGAFSKSR FMNKAAGWTL
201 DMIGASAMTW EMQHVLGHHP YTNLIEMENG LAKVKGADVD PKKVDQESDP
251 DVFSTYPMLR LHPWHRQRFY HKFQHLYAPL IFGFMTINKV ISQDVGVVLR
301 KRLFQIDANC RYGSPWNVAR FWIMKLLTTL YMVALPMYMQ GPAQGLKLFF
351 MAHFTCGEVL ATMFIVNHII EGVSYASKDA VKGVMAPPRT VHGVTPMQVT
401 QKALSAAEST KSDADKTTMI PLNDWAAVQC QTSVNWAVGS WFWNHFSGGL
451 NHQIEHHCFP QNPHTVNVYI SGIVKETCEE YGVPYQAEIS LFSAYFKMLS

501 HLRTLGNEDL TAWST*

ID Secuencia 30
5'-CCG SAG TTC ACS ATC AAG GAG ATC CGC GAS KSC ATC CCG GCC CAC TGC TTC -3°

ID Secuencia 31
5'.GRS CTT CTT GAK GTG GWM SGT GGC CTC CTC GGC GTG GTA GWR CGG CAT-3'

ID Secuencia 32
5'.CCS STC TAC TGG GCC TGC CAG GGT RTC GTC CTC ACS GGT GTC TGG-3'

FIG.9D
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ID Secuencia 33
5°-CCS STC TAC TGG ATC RYS CAG GGT RTC GTC KGY ACS GGT GTC TGG-3'

ID Secuencia 34
5°-GGC GTG GTA GTG CGG CAT SMM CGA GAA GAR GTG GTG GGC GAC G1G-3°

ID Secuencia 35
5'-CAC GTA CCT CCA GCA CAC GGA CAC CTA CG-3°

ID Secuencia 36
5'- GAT CGA CAG CGC GAT CCA CCA CAT TGC-3'

ID Secuencia 37
5'. CAA ATG GTA AAA GCT AGT GGC AGC &CT GC-3°

ID Secueccia 38
5°-AGT ACG TGC CCT GGA CGA ACC AGT AGA TG-3°

ID Secuencia 39
5'- TCA ACA GAA TTC ATG TGC AAA GGT CAA GCT CCT TCC AAG GCC GAC GTG -3°

ID .Secuencia 40
5'- AAA AGA AAG CTT TTA CTT TTC CTC GAG CTT GCG CTT GTA AAA CAC AAC-3°

ID Secuencia 41

1 ATGTGCAAAG GTCAAGCTCC TTCCAAGGCC GACGTGTTCC ACGCTGCGGG

51 GTACCGCCCG GTCGCCGGCA CGCCCGAGCC GCTGCCGCTG GAGCCCCCGA
101 CGATCACGCT CAAGGACCTG CGCGCGGCGA TCCCGGCCCA CTGCTTTGAG
151 CGCAGCGCTG CCACTAGCTT TTACCATTTG GCCAAGAACC TTGCGATCTG
201 CGCCGGCGTG TTCGCCGTTG GCCTCAAGCT CGCGGCTGCC GACTTGCCGC
251 TCGCGGCCAA GCTGGTCGCG TGGCCCATCT ACTGGTTCGT CCAGGGCACG
301 TACTTTACGG GCATCTGGGT CATTGCGCAC GAATGCGGCC ACCAGGCGTT
351 ‘CTCGGCGTCC GAGATCCTCA ACGACACGGT CGGTATCATT CTTCACTCGC
401 TCCTCTTTGT GCCGTACCAC AGCTGGAAGA TCACGCACCG CCGCCACCAC
451 TCCAACACGG GCAGCTGCGA GAACGACGAG GTGTTTACGC CGACGCCGCG
501 GTCCGTCGTC GAGGCCAAGC ACGACCACTC GCTCCTCGAA GAGAGCCCGC
561 TCTACAACCT GTACGGCATC GTCATGATGC TTCTCGTGGG CTGGATGCCG
601 GGCTACCTCT TCTTCAACGC GACCGGCCCG ACCAAGTACG CTGGCCTCGC
651 CAAGTCGCAC TTCAACCCGT ACGCAGCCTT TTTCCTCCCA AAGGAGCGCC
701 TCAGCATCTG GTGGAGCGAC CTCTGCTTCC TCGCGGCCTT GTACGGCTTT
751 GGCTACGGCG TCTCGGTCTT CGGCCTCCTC GATGTCGCCC GCCACTACAT
801 CGTGCCGTAC CTCATTTGCA ACGCGTACCT CGTGCTCATC ACGTACCTCC
851 AGCACACGGA TACGTACGTG CCCCACTTCC GCGGCGACGA GTGGAACTGG
901 CTGCGCGGCG CGCTCTGCAC CGTCGACCGC TCGTTCGGCG CGTGGATCGA
951 CAGCGCGATC CACCACATTG CCGACACGCA CGTGACGCAC CACATTTICT
1001 CCAAGACGCC CTTCTACCAC GCGATCGAGG CGACCGACGC CATCACGCCC
1051 CTCCTCGGCA AGTACTACCT CATCGACCCG ACGCCGATCC CGCTGGCGCT
1101 CTGGCGCTCG TTCACGCACT GCAAGTACGT CGAGGACGAC GGCAACGTTG
1151 TGTTTTACAA GCGCAAGCTC GAGGAAAAGT AA

FIG.9E
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ID Secuencia 42

1
51
101
151
201
251
301
351

MCKGQAPSKA DVFHAAGYRP VAGTPEPLPL EPPTITLKDL RAAIPAHCFE
RSAATSFYHL AKNLAICAGY FAVGLKLAAA DLPLAAKLVA WPIYWFVQGT
YFTGIWVIAH ECGHQAFSAS EILNDTVGII LHSLLFVPYH SWKITHRRHH
SNTGSCENDE VFTPTPRSVV EAKHDHSLLE ESPLYNLYGI VMMLLVGWMP
GYLFFNATGP TKYAGLAKSH FNPYAAFFLP KERLSIWWSD LCFLAALYGF
GYGVSVFGLL DVARHYIVPY LICNAYLVLI TYLQHTDTYV PHFRGDEWNW
LRGALCTVDR SFGAWIDSAI HHIADTHVTH HIFSKTPFYH AIEATDAITP
LLGKYYLIDP TPIPLALWRS FTHCKYVEDD GNVVFYKRKL EEK*

FIG.9F
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Abbott Laboratories
Mukerji, Pradip

Huang, Yung-Sheng
Pereira, Suzette L.

<120> GENES DE DESATURASA, ENZIMAS CODIFICADAS POR ELLOS, Y SUS USOS
<130> 6884.US.01

<140> 10/060,793
<141> 2002-01-30

<160> 60
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1144

<400> 1

atccgcgecg ccatccccaa gcactgetgg gtcaag 36

<210>2

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1119

<221> rasgo misc
<222> (21)...(21)
<223> y =t/uocenlaposicién 21

<221> rasgo misc
<222> (33)...(33)
<223> y =t/uoc en la posicién 33

<400> 2

gccctcttceg tcctcecggeca ygactgecggce cayggctcgt tctecg 45

<210>3
<211> 45
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Inverso RO1118
<221> rasgo misc

<222> (4)...(4)
<223>r=goaen laposicién 4

<221> rasgo misc
<222> (10)...(10)
<223>r=goaen laposicién 10

<221> rasgo misc
<222> (30)...31)
<223>r=goaen las posiciones 30-31

<221> rasgo misc
<222> (34)...(34)
<223>r=goaen laposicién 34

<221> rasgo misc
<222> (38)...(38)
<223>r=goaen laposicién 38

<221> rasgo misc
<222> (39)...(39)
<223> y =t/uoc en la posicién 39

<221> rasgo misc
<222> (43)...(43)
<223>r=_goaen laposicién 43

<400> 3
gagrtggtar tgggggatct gggggaagar rtgrtggryg acrtg 45

<210>4

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1121

<221> rasgo misc
<222>(9)...(9)
<223>y=t/uocenlaposicién 9

<221> rasgo misc
<222> (27)...(27)
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<223> y =t/uocen la posicién 27

<221> rasgo misc
<222> (36)...(36)
<223> y =t/uoc en la posicién 36

<221> rasgo misc
<222> (39)...(39)
<223> y =t/uoc en la posicién 39

<400> 4

ccctaccayg gctggcgcat ctcgcaycgc acccaycayc agaac 45

<210>5

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1122

<221> rasgo misc
<222> (7)...(7)
<223>r=_goaen laposicioén 7

<221> rasgo misc
<222> (10)...(10)
<223>r=goaen laposiciéon 10

<221> rasgo misc
<222> (37)...(37)
<223>r=goaen laposicién 37

<400> 5

gttctgrtgr tgggtccgrt gcgagatgcg ccagccrtgg taggg 45

<210> 6

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1146

<221> rasgo misc
<222> (13)...(13)

<223>s=gocen laposicién 13
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<221> rasgo misc
<222> (19)...(19)
<223> k =g o t/uen la posicién 19

<400> 6

ggctcgcact tcsaccccka ctcggacctce ttcgtce

<210>7

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1147

<221> rasgo misc
<222> (18)...(18)
<223>m=ao cen la posicién 18

<221> rasgo misc
<222> (24)...(24)
<223> w =a o t/u en la posicioén 24

<400> 7
gacgaagagg tccgagtmgg ggtwgaagtg cgagcc

<210> 8

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1148

<221> rasgo misc
<222>(9)...(9)
<223> k = got/uen la posicién 9

<221> rasgo misc
<222> (30)... (30)
<223> w =ao t/uen la posicién 30

<221> rasgo misc
<222>(32)...(32)

<223> s =gocen laposicién 32

36

36
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<400> 8

gcgctggakg gtggtgaggc cgccgcggaw gsacgacca

<210>9

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1114

<221> rasgo misc
<222> (13)...(13)
<223>r=goaen laposicién 13

<221> rasgo misc
<222> (16)...(16)
<223>r=goaen laposicién 16

<221> rasgo misc
<222> (25)...(25)
<223>r=_goaen laposicién 25

<221> rasgo misc
<222> (40)...(40)
<223>r=goaen laposicion 40

<221> rasgo misc
<222> (43)...(43)
<223>r=goaen laposicién 43

<400> 9

ctgggggaag agrtgrtgga tgacrtgggt gccgatgtcr tgrtg 45

<210> 10

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso R01116

<221> rasgo misc
<222> (12)... (12)

<223> y =t/uocen laposicién 12

<221> rasgo misc
<222> (16)...(16)

ES 2310652 T3
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<223>r=goaen laposicién 16

<221> rasgo misc
<222> (22)...(22)
<223>r=goaen laposicién 22

<221> rasgo misc
<222> (33)...(33)
<223> k = g o t/u en la posicién 33

<221> rasgo misc
<222> (42)...(43)
<223>r =g o at en las posiciones 42-43

<400> 10

ggtggcctcg aygagrtggt artgggggat ctkggggaag arrtg 45

<210> 11

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1118

<221> rasgo misc
<222> (4)...(4)
<223>r=goaen laposicién 4

<221> rasgo misc
<222> (10)...(10)
<223>r=goaen laposicién 10

<221> rasgo misc
<222> (30)...(31)
<223> r=goaen las posiciones 30-31

<221> rasgo misc
<222> (34)...(34)
<223>r=_goaen laposicién 34

<221> rasgo misc
<222> (38)... (38)
<223>r=_goaen laposicién 38

<221> rasgo misc
<222> (39)...(39)
<223> y =t/uoc en la posicién 39

<221> rasgo misc
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<222> (43)...(43)
<223>r=go aen laposicién 43

<400> 11

gagrtggtar tgggggatct gggggaagar rtgrtggryg acrtg 45

<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1188

<400> 12

tacgcgtacc tcacgtactc gctcg

<210> 13

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1189

<400> 13

ttcttgcace acaacgacga agcgacg

<210> 14

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1190

<400> 14

ggagtggacg tacgtcaagg gcaac

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

25

27

25
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<223> Cebador Directo RO1191

<400> 15

tcaagggcaa cctctcgagce gtcgac 26

<210> 16

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R0898

<400> 16

cccagtcacg acgttgtaaa acgacggcca g 31

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R0899

<400> 17

agcggataac aatttcacac aggaaacagc 30

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1185

<400> 18

ggtaaaagat ctcgtccttg tcgatgttgce 30

<210> 19

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Cebador Inverso R01186

<400> 19

gtcaaagtgg ctcatcgtgc

<210> 20

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1187

<400> 20

cgagcgagta cgtgaggtac gcgtac

<210> 21

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1212

<400> 21

tcaacagaat tcatgaccga ggataagacg aaggtcgagt tcccg 45

<210> 22

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1213

<400> 22

aaaagaaagc ttcgcttcct agtcttagtc cgacttggcc ttggce 45

<210> 23

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

26
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<223> Cebador Directo RO1221

<400> 23

<210> 24
<211>45
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Inverso RO1222

<400> 24

ES 2310652 T3

tcaacaaagc ttatgaccga ggataagacg aaggtcgagt tcccg 45

aaaagagaat tccgcttcct agtcttagtc cgacttggcec ttgge 45

<210> 25

<211> 1077
<212> ADN
<213> Saprolegnia diclina

<400> 25

atgactgagg
ccgaacgegt
ttcaacgcgt
gataacgttc
ttetgggget
agcgtcaact

tggcgegtga
ttttaccege
ggeggtgegt
gaccegtggg
tgggccgecet
ggcctctact
ttgcaccaca
ggcaacctct
attggcacgc
gccaccaagce
atcacggcct
gcgcagatct

<210> 26

<211> 358
<212> PRT
<213> Saprolegnia diclina

ataagacgaa
gctttgagte
cggcctegge
tgcteccacge
tettcacggt
ttatcatcgg

cgcaccgceca
accggtcggt
ggtttgtcta
acccgctect
tcttegeege
actatgcgee
acgacgaagc
cgagcgtcga
accaggtcca
actttgegge
tcttcaagac
tcacgctcaa

ggtcgagttc
gaacctecgge
ggcgctgetce
gctegtttge
cggccacgac
ctgcatcatg

ccaccacaag
caaggacctc
cttgaaggtc
ccttcgecge
gtacgcgtac
gctctttgte
gacgcegtgg
ccgcectegtac
ccacttgttce
cgcgtacceeg
cgcgcacctce
agagteggee

ccgacgctca
ctectcgetet
tacgcggege
gccacctaca
tgcggecact
cactctgcga

aacacgggca
caggacgtgc
gggtatgece
gegtcggeeg
ctcacatact
tttgettegt
tacggcgact
ggcgegtteg
ccgatcattce
cacctcgtge
tttgtcgaact
gcggeegeca

10

cggagctcaa
actacacggc
gctcgacgcee
tctacgtgca
cggccttete
ttttgacgcece

acattgataa
gccaatgggt
cgcgcacgat
tcatcegtgte
cgcteggett
tcctegteat
cggagtggac
tggacaacct
cgcactacaa
gcaggaacga
acggcgetgt
aggccaagtc

gcactcgate
ccgegegate
gttcattgcee
gggcgtcate
gcgctaccac
gttcgagagce

ggacgagatc
ctacacgctc
gagccacttt
gctcggegte
tgccgtcatg
tacgacctte
gtacgtcaag
gagccaccac
gctcaacgaa
cgagcccatce
gcccgagacg
ggactaa

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1077
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<400> 26

Met
Lys
Leu
Leu
Leu
65

Phe
Ser
Ala
His
Arg
145
Gly
Met
Ala
Ala
Tyr
225
Leu
Thr
Phe

Leu

Thr Glu
His Ser

Tyr Tyr
35

Leu Tyr

50

His Ala

Trp Gly
Arg Tyr

Ile Leu
115

Lys Asn

130

Ser Val

Gly Ala
Ser His

Val Ile
195

Tyr Leu

210

Ala Pro

His His
Tyr Val
val Asp

275

Phe Pro
290

Asp
Ile
20

Thr
Ala
Leu
Phe
His
100
Thr
Thr
Lys
Trp
Phe
180
Val
Thr
Leu
Asn
Lys
260

Asn

Ile

Phe Ala Ala Ala

305

Yle Thr Ala

Val

Phe

Lys
Pro
Ala
Ala
val
Phe
85

Ser
Pro
Gly
Asp
Phe
165
Asp
Ser
Tyr
Phe
Asp
245
Gly

Leu

Ile

Tyr

Phe
325

Pro Glu Thr Ala

Ala Lys Ala

<210> 27
<211> 1413
<212> ADN

355

340
Lys

<213> Saprolegnia diclina

Ser

Thr
Asn
Arg
Arg
Cys
70

Thr
Val
Phe
Asn
Leu
150
Val
Pro
Leu
Ser
vVal
230
Glu
Asn
Ser
Pro

Pro

310
Lys

Lys
Ala
Ala
Ser
55

Ala
Val
Asn
Glu
Ile
135
Gln
Tyr
Trp
Gly
Leu
215
Phe
Ala
Leu
His

His
295

ES 2310652 T3

Val
Cys
Ile
40

Thr
Thr
Gly
Phe
Ser
120
Asp
Asp
Leu
Asp
val
200
Gly
Ala
Thr
Ser
His

280
Tyr

Glu Phe
10

Phe Glu

25

Phe Asn

Pro Phe
Tyr Ile

His Asp
90

Ile Ile

105

Trp Arg

Lys Asp
Val Arg

Lys Val
170

Pro Leu

185

Trp Ala

Phe Ala

Ser Phe

Pro Trp
250

Ser Val

265

Ile Gly

Lys Leu

Pro
Ser
Ala
Ile
Tyr
15

Cys
Gly
Val
Glu
Gln
155
Gly
Leu
Ala
val
Leu
235
Tyr
Asp
Thr

Asn

Thr
Asn
Ser
Ala
60

Val
Gly
Cys
Thr
Ile
140
Trp
Tyr
Leu
Phe
Met
220
Val
Gly
Arg
His

Glu
300

Leu
Leu
Ala
Asp
Gln
His
Ile
His
125
Phe
val
Ala
Arg
Phe
205
Gly
Ile
Asp
Ser
Gln

285
Ala

Thr
Gly
30

Ser
Asn
Gly
Ser
Met
110
Arg
Tyr
Tyr
Pro
Arg
190
Ala
Leu
Thr
Ser
Tyr
270
Val

Thr

Glu
15

Leu
Ala
Val
Val
Ala
95

His
His
Pro
Thr
Arg
175
Ala
Ala
Tyxr
Thx
Glu
255
Gly
His

Lys

Leu
Ser
Ala
Leu
Ile
80

Phe
Ser
His
His
Leu
160
Thr
Ser
Tyr
Tyxr
Phe
240
Trp
Ala
His

His

His Leu Val Arg Arg Asn Asp Glu Pro Ile

315

320

Thr Ala His Leu Phe Val Asn Tyr Gly Ala

330

335

Gln Ile Phe Thr Leu Lys Glu Ser Ala Ala Ala

Asp

345

11

350
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<400> 27

atggccecge
ggcaagaagg
atcattatce
cgcgagatgg
ccgttcagceg
ccgtccgagt
gttggcgagt
cgcatgatgg
atctttgege
ctccacgtca
gtegteggee
cagcacgtcg
gtcaacatgg
gcattccage
caggacttca
gcgctctcega
taccttecge
gccgagtttg
gagtgcggct
tcgcaggtca
ggcgcegcetea
ccggegateg
ttgccggact
cagggcatcg

agacggagct
cctttacatg
gcggcaaggt
tgetgcetgea
acaaggccga
ttccgacctt
acttcaagaa
tegtgtttge
tgcagctege
tgcacgactc
gctttgecat
tgggccacca
acggcgacat
acatctacct
ccgacacgtt
cgtggatggc
ttgccgtget
tcacgggcectg
acccatgcgg
agacgtcggt
actaccaggt
cgcccateat
ttacggcgge
ccgecacgat

<210> 28

<211> 819

<212> ADN

<213> Thraustochytrid sp.

<400> 28

atggcaaaca
tggatggatg
accatgctgg
aagcagatgg
ttcggacttt
aaagtgtttyg
atcgtgtacg
ctttgcaaga
gccatctggt
ctcaactctt
gggttcgtga

atgcttgtge
cagcttettg
agctatctta

gcagcgtgtg
gcgccaagcce
cattcgaggt
agaagccttt
ccttgtacat
gaaacgacat
tgttctgegt
agttcaacca
gggctatcge
tcgtgcacac
agccaatcaa

agtccttgta
gagtgtacat
aaaagccaaa

<210> 29

<211> 515

<212> PRT

<213> Saprolegnia diclina

ES 2310652 T3

cecgecagcege
gcaggaggte
ctacgacgtg
cgcecggtcge
gtcgatcttg
caagccggac
gaacaacctc
ggtcgeegge
ggccgeggeg
gtcgcacgcg
ggactggttt
catctacacg
ccgecgeatce
tecgeegete
cggctcgcecac
catgatcagc
ccagatgccce
gtacctcgeg
cgacgaggcee
cgactacgcce
cgtgcaccac
cgtcgacgtc
gttcgttgee
ccacatgggc

ggatgatgtg
gtacgcactce
gggatacatg
tgagctcaag
gtgcgtggag
ggagaagggc
gtccaaggca
ggttteccttc
caagtacgct
cgteatgtac
gcegtacate

cgactacctce
gatcaccttg
aaagagcaag

cacgcecgecqg
gcgcagcaca
accgagtggg
gaggccacceyg
aacaagtatg
acgggcttct
catccgcagg
ctcgecttat
ctctttggeg
tcgtacacca
gcecggegget
aacgtcgegg
gtgaaccgcc
tatggcgtge
acgaacggcc
tccaagtcegt
atcaagacgt
ttcaacttce
aagatggcgce
catggctcgt
ttgttcccca
tgcaaggagt
cacttgaagc
taa

gtgggccgeg
accgatgggc
gccatgetge
accatcaagce
accatcegec
aacgagtctc
tacgagttct
ttgcatgtgt
ccaggaggtg
gcatactact
accacccttce

ttceccatgeg
cttgccctet
accaactaa

12

tcgecgagac
acacggcggce
ccaacaagca
acacgttcga
agattggcac
acaaggagtg
acggcttece
acggcatgca
tctgceagge
acatgecgtt
cgatggtgtc
gctcggaccece
aggtgttcca
ttggecctcaa
cgatccgegt
tctgggecett
accttgcgat
aagtaagcca
tccaggacga
ggatgacgac
gegtgtegea
acaacatcaa
acctccgcaa

tggagaccgg
tceccgatgat
tctteggeat
tcttgcacaa
aggctatcct
atgctcaggg
tggataccge
accaccatgc
atgcgtactt
tcttctecte
agatgaccca

actacccaca
tcggcaactt

gccggtggcee
ctcggectgg
cceecggegge
ctecgtaccac
gttcacgggce
ccgcaagcgce
gggcctetgg
cttttcgact
gctgcegetg
cttcecattac
atggctcaac
ggatcttceg
gcccatgtac
gttcegeatc
caacccgcac
ctaccgegtg
cttcttecte
tgtctegacc
gtgggcagtc
gttccttgece
gtaccactac
gtacgccatc
catgggccag

cgtggaccag
ggacgtgtcc
cccgatcatg
cttgtttcte
cggaggctac
catgtctcge
catcatgatc
caccattttt
ttcagtgatce
ccaagggttce
gttcatggca

ggctettgtg
ttttgtgeag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140

.1200

1260
1320
1380
1413

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
819
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<400> 29

Met
His
Asp
Leu
Lys
65

Pro

Ser

Glu

Gly
145
val
Ile
Asn
Thr
Ile
225
Pro
Pro
Phe
Lys
Gln
305
Phe
Met
His
Ile
Met
385
Gln
Thr
Ser
Gly
Thr
465
Tyx
Lys

Trp

Thr
Asn
Ile
Ala
Gly
Gln
Ala
Arg
Met
130
Ser
Ala
Gln
Lys
Trp
210
Glu
Lys
Met
Gln
Val
290
Ile
Trp
Tyr
Phe
Ile
370
Ala
Lys
Thr
val
Leu
450
val
Gly

Met

Ser

Val
Met
Thr
35
Ala
Val
Gly
Ser
Val
115
Glu
Leu
Ala
His
Ala
195
Glu
Met
Lys
Leu
His
275
Ile
Asp
Ile
Met
Thr
355
Glu
Pro
Ala
Met
Asn
435
Asn
Asn
val

Leu

Thr
515

Gly
Pro
20

Lys
Gly
Pro
Lys
Tyr
100
Ala
Leu
Tyx
val
Asp
180
Ala
Met
Glu
val
Arg
260
Leu
Ser
Ala
Met
Gln
340
Cys
Gly
Pro
Leu
Ile
420
Trp
His
Val

Pro

Ser
500

Phe
Asp
Phe
Lys
Asp
Lys
85
Tyr
Lys
Trp
Ala
Thx
165
Gly
Gly
Gln
Asn
Asp
245
Leu
Tyr
Gln
Asn
Lys
325
Gly
Gly
Val
Arg
Ser
405
Pro
Ala
Gln
Tyr
Tyx

485
His

Asp
Asp
Ser
Glu
Ala
70

Gly
Ser
Lys
Ala
Met
150
Leu
Ser
Trp
His
Gly

Gln

Glu
Ser
Thr
390
Ala
Leu
val
Ile
Ile
470
Gln

Leu

Glu
Ala
Lys
Ala
55
Val
Glu
Trp
Leu
Lys
135
Cys
Gly
His
Thr
Val
215
Leu
Glu
Pro
Pro
Val
295
Arg
Leu
Ala
Val
Tyr
375
Val
Ala
Asn
Gly
Glu
455
Ser

Ala

Arg

ES 2310652 T3

Thr
Trp
val
Thr
Leu
Thr
Asp
Ala
120
Ala
val
val
Gly
Leu
200
Leu
Ala
Ser
Trp
Leu
280
Gly
Tyr
Thr
Gln
Leu
360
Ala
His
Glu
Asp
Ser
440
His
Gly
Glu

Thr

Val
Cys
25

His
ile
Arg
Ser
Ser
105
Glu
Ile
Leu
Phe
Ala
185
Asp
Gly
Lys
Asp
His
265
Ile
Val
Gly
Thr
Gly
345
Ala
Ser
Gly
Ser
Trp
425
Trp
His
Ile
Ile

Leu
505

Thr
10

Ala
Pro
Leu
Lys
His
Glu
Pro
Phe
Asp
Ala
170
Phe
Met
His
Val
Pro
250
Arg
Phe
val
Ser
Leu
330
Leu
Thr
Lys
val
Thx
410
Ala
Phe
Cys
Val
Ser

490
Gly

13

Met
Ile
Gly
Phe
Tyr
75

Met
Phe
Gly
Leu
Pro
155
Ala
Ser
Ile
His
Lys
235
Asp
Gln
Gly
Leu
Pro
315
Tyr
Lys
Met
Asp
Thr
395
Lys
Ala
Trp
Phe
Lys
475

Leu

Asn

Asp
His
Gly
Glu
60

Lys
Pro
Tyx
Leu
Leu
140
His
Phe
Lys
Gly
Pro
220
Gly
Val
Arg
Phe
Arg
300
Trp
Met
Leu
Phe
Ala
380
Pro
Ser
val
Asn
Pro
460
Glu
Phe

Glu

Thr
Gly
Asp
45

Thr
Val
Thr
Arg
Met
125
Ala
Gly
Val
Ser
Ala
205
Tyr
Ala
Phe
Phe
Met
285
Lys
Asn
val
Phe
Ile
365
val
Met
Asp
Gln
His
445
Gln
Thr

Ser

Asp

vVal
Thr
30

Ile
Tyrxr
Gly
Gly
Val
110
Gln
Gly
Gly
Gly
Arg
190
Ser
Thr
Asp
Ser
Tyr
270
Thr
Arg
Val
Ala
Phe
350
Val
Lys
Gln
Ala
Cys
430
Phe
Asn
Cys
Ala

Leu
510

Arg
15

val
Ile
His
Lys
Leu
95

Leu
Arg
Phe
Ala
Thr
175
Phe
Ala
Asn
Val
Thr
255
His
Ile
Leu
Ala
Leu
335
Met
Asn
Gly
Val
Asp
415
Gln
Ser
Pro
Glu
Tyr

495
Thr

Asn
Tyr
Met
Ile
Leu
80
Asp
Arg
Ala
Trp
Met
160
Cys
Met
Met
Leu
Asp
240
Tyr
Lys
Asn
Phe
Arg
320
Pro
Ala
His
val
Thx
400
Lys
Thr
Gly
His
Glu
480
Phe

Ala
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<210> 30

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo R0967

<221> rasgo misc
<222> 4)...(d)
<223> s =gocenlaposicién 4

<221> rasgo misc
<222> (12)...(12)
<223>s=gocenlaposicién 12

<221> rasgo misc
<222> (30)... (30)

<223> s =g o cen la posicién 30

<221> rasgo misc
<222> (31)...(31)
<223> k =g ot/uen la posicién 31

<221> rasgo misc
<222> (32)...(32)
<223> s =gocenlaposiciéon 32

<400> 30

ccgsagttca csatcaagga gatccgcgas kscatcccgg

cccactgctt ¢

<210> 31

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso R0968

<221> rasgo misc
<222> (2)...(2)
<223>r=_goaen laposicién 2

<221> rasgo misc
<222> (3)...(3)
<223> s =g ocen laposicién 3

<221> rasgo misc
<222> (12)...(12)

ES 2310652 T3
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<223> k =g o t/uen la posicién 12

<221> rasgo misc
<222> (17)...(17)
<223>w =ao t/uen la posicién 17

<221> rasgo misc
<222> (18)... (18)
<223>m=ao cen la posicién 18

<221> rasgo misc
<222>(19)... (19)
<223>s=gocen laposicién 19

<221> rasgo misc
<222> (41)...(41)
<223> w =ao t/uen la posicién 41

<221> rasgo misc
<222> (42)... (42)
<223>r=goaen laposicién 42

<400> 31

grscttcttg akgtggwmsg tggcctcctc ggcgtggtag wrcggcat 48

<210> 32

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO964

<221> rasgo misc
<222> (3)...(4)
<223> s = g o c en las posiciones 3-4

<221> rasgo misc
<222> (25)...(25)
<223>r=goaen laposicién 25

<221> rasgo misc
<222> (36)...(36)
<223> s =g ocenlaposiciéon 36

<400> 32

ccsstcectact gggcctgcca gggtrtegtce ctcacsggtg tctgg 45

<210> 33

ES 2310652 T3
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<211>45
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo R0965

<221> rasgo misc
<222> (3)...(4)

<223> s = g o cen las posiciones 3-4

<221> rasgo misc
<222> (16)...(16)
<223>r=goaen laposicién 16

<221> rasgo misc
<222> (17)...(17)
<223> y =t/uocen laposicién 17

<221> rasgo misc
<222> (18)...(18)
<223> s =gocenlaposicién 18

<221> rasgo misc
<222> (25)...(25)
<223>r=go aen laposicién 25

<221> rasgo misc
<222> (31)...(31)
<223> k =got/uen la posicién 31

<221> rasgo misc
<222> (33)...(33)
<223> y =t/uocen la posicién 33

<221> rasgo misc
<222> (36)...(36)
<223> s =gocenlaposiciéon 36

<400> 33

ccsstctact ggatcrysca gggtrtcgtc kgyacsggtg tctgg 45

<210> 34

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO966

<221> rasgo misc

ES 2310652 T3

16
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<222> (19)...(19)
<223>s=gocen laposicién 19

<221> rasgo misc
<222> (20)...(21)
<223> m =a o c en las posiciones 20-21

<221> rasgo misc
<222> (30)...(30)
<223>r=goaen laposicién 30

<400> 34

ggcgtggtag tgcggcatsm mcgagaagar gtggtgggcg acgtg 45

<210> 35

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO975

<400> 35

ES 2310652 T3

cacgtacctc cagcacacgg acacctacg

<210> 36

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo R0976

<400> 36

gatcgacagc gcgatccacc acattgce

<210> 37

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO977

17
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<400> 37

ES 2310652 T3

caaatggtaa aagctagtgg cagcgctgc

<210> 38

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO978

<400> 38

agtacgtgcc ctggacgaac cagtagatg

<210> 39

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Directo RO1051

<400> 39

tcaacagaat tcatgtgcaa aggtcaagct ccttccaagg ccgacgtg 48

<210> 40

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Inverso RO1057

<400> 40

aaaagaaagc ttttactttt cctcgagctt gcgcttgtaa aacacaac 48

<210> 41

<211> 1182

<212> ADN

<213> Saprolegnia diclina

18

29

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 41

atgtgcaaag
gtcgeeggea
cgcgceggega
gccaagaacc
gacttgcege
tactttacgg
gagatcctca
agctggaaga
gtgtttacge
gagagecccge
ggctacctct
ttcaaccegt
ctectgettee
gatgtecgecce
acgtacctcc
ctgcgecggcyg
caccacattg
gcgatcgagg
acgccgatee
ggcaacgttyg

gtcaagctcce
cgcccgagcece
tcceggecca
ttgcgatctg
tcgecggecaa
gcatctgggt
acgacacggt
tcacgcaccg
cgacgccgeg
tctacaacct
tcttcaacge
acgcagcecctt
tegeggectt
gccactacat
agcacacgga
cgctetgecac
ccgacacgca
cgaccgacgce
cgctggcget
tgttttacaa

<210> 42

<211> 393

<212> PRT

<213> Saprolegnia diclina

<400> 42

ES 2310652 T3

ttccaaggce
gctgecgetg
ctgectttgag
cgecggegtg
gétggtegeg
cattgcgcac
cggtatcatt
ccgccaccac
gtcegtegte
gtacggcatc
gaccggcceg
tttcctecca
gtacggecttt
cgtgeegtac
tacgtacgtg
cgtcgaccge
cgtgacgcac
catcacgcce
ctggegeteg
gcgcaagetce

gacgtgttcc
gagcccccga
cgcagcegcetg
ttecgeegttg
tggcccatct
gaatgcggcec
cttcactcge
tccaacacqgg
gaggccaagc
gtcatgatgce
accaagtacg
aaggagcgcc
ggctacggcyg
ctcatttgca
cccecacttee
tcgtteggceg
cacattttct
cteccteggea
ttcacgcact
gaggaaaagt

acgctgeggg
cgatcacgcet
ccactagctt
gcctcaagcet
actggttegt
accaggcgtt
tcctetttgt
gcagctgega
acgaccactc
ttctegtggg
ctggectcege
tcagcatctg
tctcggtett
acgcgtacct
gcggcgacga
cgtggatcga
ccaagacgcc
agtactacct
gcaagtacgt
aa

gtaccgeceg
caaggacctg
ttaccatttg
cgcggetgece
ccagggcacg
ctecggegtcee
geccgtaccac
gaacgacgag
gctcectegaa
ctggatgcecg
caagtecgcac
gtggagcgac
cggectectce
cgtgcteatc
gtggaactgg
cagcgcgatc
cttctaccac
catcgacceg
cgaggacgac

Met Cys Lys Gly Gln Ala Pro Ser Lys Ala Asp Val Phe His Ala Ala

1

5

10

15

Gly Tyr Arg Pro Val Ala Gly Thr Pro Glu Pro Leu Pro Leu Glu Pro

19

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

1020
1080
1140
1182
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Pro
Phe
Ala
65

Asp
Val
Gly
Ile
Thr
145
Val
Ser
Met
Gly
Ala
225
Leu
Phe
Cys
Tyr
Leu
305
His
Pro

Gly

Phe
385

<210> 43
<211> 393
<212> PRT

Thr
Glu
50

Ile
Leu
Gln
His
Ile
130
His
Phe
Leu
Leu
Pro
210
Ala
Cys
Gly
Asn
Val
290
Cys
His
Phe
Lys
Ser

370
Tyr

Ile
35

Arg
Cys
Pro
Gly
Gln
115
Leu
Arg
Thr
Leu
Leu
195
Thx
Phe
Phe
Leu
Ala
275
Pro
Thr
Ile
Tyr
Tyr
355
Phe

Lys

20
Thr

Ser
Ala
Leu
Thr
100
Ala
His
Arg
Pro
Glu
180
Val
Lys
Phe
Leu
Leu
260
Tyr
His
Val
Ala
His
340
Tyr
Thr

Arg

<213> Saprolegnia diclina

<400> 43

Leu
Ala
Gly
Ala
Tyr
Phe
Ser
His
Thr
165
Glu
Gly
Tyr
Leu
Ala
245
Asp
Leu
Phe
Asp
Asp
325
Ala
Leu
His

Lys

Lys
Ala
val
Ala
Phe
Ser
Leu
His
150
Pro
Ser
Trp
Ala
Pro
230
Ala
Val

Val

Arg
310
Thr
Ile
Ile
Cys

Leu
390

Asp
Thr
55

Phe
Lys
Thr
Ala
Leu
135
Ser
Arg
Pro
Met
Gly
215
Lys
Leu
Ala
Leu
Gly
295
Ser
His
Glu
Asp
Lys

375
Glu

ES 2310652 T3

Leu
40

Ser
Ala
Leu
Gly
Serx
120
Phe
Asn

Ser

Leu

Pro

200
Leu

Glu
Tyr
Arg
Ile
280
Asp
Phe
vVal
Ala

Pro

360°

Tyr

Glu

25
Arg

Phe
Val
val
Ile
105
Glu
val
Thr
val
Tyr
185
Gly
Ala
Arg
Gly
His
265
Thr
Glu
Gly
Thr
Thr
345
Thr
val

Lys

Ala
Tyx
Gly
Ala
90

Txp
Ile
Pro
Gly
val
170
Asn
Tyx
Lys
Leu
Phe
250
Tyr
Tyr
Trp
Ala
His
330
Asp

Pro

Glu

Ala
His
Leu
75

Trp
val
Leu
Tyr
Ser
155
Glu
Leu
Leu
Ser
Ser
235
Gly
Ile
Leu
Asn
Trp
315
His
Ala
Ile

Asp

Ile
Leu
Lys
Pro
Ile
Asn
His
140
Cys
Ala
Tyr
Phe
His
220
Ile
Tyr
Val
Gln
Txp
300
Ile
Ile
Ile

Pro

Asp
380

Pro
45

Ala
Leu
Ile
Ala
Asp
125
Ser
Glu
Lys

Gly

Phe.

205
Phe

Trp
Gly
Pro
His
285
Leu
Asp
Phe
Thr
Leu

365
Gly

30
Ala

Lys
Ala
Tyr
His
110
Thr
Trp
Asn
His
Ile
190
Asn
Asn
Trp
Val
Tyxr
270
Thr
Arg
Ser
Ser
Pro
350
Ala

Asn

His
Asn

Ala

Trp
95

Glu
val
Lys
Asp
Asp
175
Val
Ala
Pro
Ser
Ser
255
Leu
Asp
Gly
Ala
Lys
335
Leu

Leu

val

Cys
Leu
Ala
Phe
Cys
Gly
Ile
Glu
160
His
Met
Thx
Tyr
Asp
240
Val
Ile
Thr
Ala
Ile
320
Thr
Leu

Trp

Val

Met Cys Lys Gly Gln Ala Pro Ser Lys Ala Asp Val Phe His Ala Ala
1

5

10

15

Gly Tyr Arg Pro Val Ala Gly Thr Pro Glu Pro Leu Pro Leu Glu Pro

20
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20 25
Pro Thr Ile Thr Leu Lys Asp Leu Arg Ala
35 40
Phe Glu Arg Ser Ala Ala Thr Ser Phe Tyr
50 55
Ala Ile Cys Ala Gly Val Phe Ala Val Gly
65 70
Asp Leu Pro Leu Ala Ala Lys Leu Val Ala
85 90
Val Gln Gly Thr Tyr Phe Thr Gly Ile Trp
100 105
Gly His Gln Ala Phe Ser Ala Ser Glu Ile
115 120
Ile Ile Leu His Ser Leu Leu Phe Val Pro
130 135
Thr His Arg Arg His His Ser Asn Thr Gly
145 150
Val Phe Thr Pro Thr Pro Arg Ser Val Val
165 170
Ser Leu Leu Glu Glu Ser Pro Leu Tyr Asn
180 185
Met Leu Leu Val Gly Trp Met Pro Gly Tyr
195 200
Gly Pro Thr Lys Tyr Ala Gly Leu Ala Lys
210 215
Ala Ala Phe Phe Leu Pro Lys Glu Arg Leu
225 230
Leu Cys Phe Leu Ala Ala Leu Tyr Gly Phe
245 250
Phe Gly Leu Leu Asp Val Ala Arg His Tyr
260 265
Cys Asn Ala Tyr Leu Val Leu Ile Thr Tyr
275 280
Tyr Val Pro His Phe Arg Gly Asp Glu Trp
290 295
Leu Cys Thr Val Asp Arg Ser Phe Gly Ala
305 310
His His Ile Ala Asp Thr His Val Thr His
325 330
Pro Phe Tyr His Ala Ile Glu Ala Thr Asp
340 345
Gly Lys Tyr Tyr Leu Ile Asp Pro Thr Pro
358 360
Arg Ser Phe Thr His Cys Lys Tyr Val Glu
370 375
Phe Tyr Lys Arg Lys Leu Glu Glu Lys
385 330

<210> 44

<211> 359

<212> PRT

<213> Synechocystis sp.

<220>

<221> VARIANTE

<222> (315)...(315)

<223> Xaa = Desconocido u Otro en la posicién 315

<221> VARIANTE
<222> (331)...(331)
<223> Xaa = Desconocido u Otro en la posicién 331

21

Ala
His
Leu
75

Trp
val
Leu
Tyr
Ser
155
Glu
Leu
Leu
Ser
Ser
235
Gly
Ile
Leu
Asn
Trp
315
His
Ala
Ile

Asp

Ile
Leu
60

Lys
Pro
Ile
Asn
His
140
Cys
Ala
Tyr
Phe

His
220
Ile
Tyr
Val
Gln
Trp
300
Ile
Ile
Ile

Pro

Asp
380

Pro
45

Ala
Leu
Ile
Ala
Asp
125
Ser
Gld
Lys
Gly
Phe
205
Phe
Trp
Gly
Pro
RHis
285
Leu
Asp
Phe
Thr
Leu

365
Gly

30
Ala

Lys
Ala
Tyr
His
110
Thr
Trp
Asn
His
Ile
190
Asn
Asn
Trp
Val
Tyr
270
Thr
Arg
Ser
Ser
Pro
350
Ala

Asn

His
Asn
Ala
Trp
95

Glu
Val
Lys
Asp
Asp
175
Val
Ala
Pro
Ser
Ser
255
Leu
Asp
Gly
Ala
Lys
335
Leu

Leu

val

Cys
Leu
Ala
80

Phe
Cys
Gly
Ile
Glu
160
His
Met
Thr
Tyr
Asp
240
Val
Ile
Thr
Ala
Ile
320
Thr
Leu

Trp

Val
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<400> 44

Tyr
Ala
Gly
Gly
Ser
65

Arg
Tyx
Leu
Arg
Leu
145
Leu
Trp
Val
Pro
Thr
225
Gly

Leu

Ala
Pro
308
Ser

Ser

Lys

<210> 45
<211> 358
<212> PRT

Phe
Tyxr
Thr
Ser
50

His
Thr
Pro
Leu
Arg
130
Phe
Ala
Leu
Txp
Trp
210
Ile
Thr
Arg
Tyr
Cys
290
Ser
Asn

Asp

Arg

Phe
Leu
Leu
35

Phe
Thr
His
Val
Arg
115
Ser
Arg
Ala
Phe
Leu
195
Tyx
Asp
His
Arg
Ser
275
His
Asn
Gln
Arg

Ser
355

Leu
Asp
20

Phe
Ser
Pro
His
Ser
100
Phe
Pro
Pro
Phe
Leu
i80
Asp
Arg
Arg
Val
Ala
260
Asp
Phe
Gly
His
Leu

340
Ala

<213> Saprolegnia diclina

Asp
Ser
Trp
Lys
Ile
Ala
85

Glu
Tyx
Asn
Gly
vVal
165
Leu
Leu
Gly
Asp
Ala
245
Thr
Glu
Val
Gly
Arg
325
Met

Leu

val
Trp
Ser
Ser
Leu
70

Asn
Gln
Leu
Arg
Glu
150
Gly
Lys
Val
Asp
Tyr
230
His
Glu
Pro
Pro
Tyr
310
Glu
Arg

Asn

Gly
Phe
Leu
Lys
55

Val
Thx
Lys
Pro
Gln
135
Lys
Phe
Phe
Thr
Asp
215
Gly
His
Ala
Ile
Asn
295
Gln
Gly

Ser

Gln

ES 2310652 T3

Leu
Phe
Phe
40

Thr
Pro
Gly
Tyx
Leu
120
Gly
Ala
Leu
Tyr
Phe
200
Trp
Phe
Ile
Ile
Trp
280
Gln
Lys
Arg

Met

Ile
Tyr
25

Val
Leu
Tyr
Asn
Asn
105
Ile
Ser
Ala
Gly
Val
185
Leu
Tyr
Ile
Phe
Lys
265
Gln
Gly
Lys
Gln

Glu
345

Ala
10

Pro
Val
Asn
His
Ile
90

Gln
Ala
His
Val
Phe
170
Ala
His
Phe
Asn
Ser
250
Pro
Ala
Ser
Pro
Tyr

330
Glu

22

Gly
Ile
Gly
Asn
Gly
75

Asp
Met
Tyx
Phe
Leu
155
Leu
Pro
His
Leu
Pro
235
Asn
Ile
Phe
Gly
Xaa
315

Xaa

Val

Phe Tyr
Phe Trp

His Asp
45

Trp Ile

60

Trp Arg

Thr Asp
Ala Trp

Pro Ile
125
Met Pro
140
Thr Ser

Thr Trp
Tyr Leu
Thr Glu
205
Lys Gly
220
Ile His
Met Pro
Leu Gly
Phe Lys
285
Val '"Pyx
300
Leu Ile
Met Val

Lys Gln

Ala
Leu
Cys
Gly
Ile
Glu
Tyr
110
Tyr
Gly
Thr
Gln
val
190
Asp
Ala
His
His
Glu
270
Ser
Tyr
Leu

Leu

Ser
350

Leu
15

Ile
Gly
His
Ser
Ser
95

Glu
Leu
Ser
Phe
Phe
175
Phe
Asn
Leu
Asp
Tyx
255
Tyr
Tyr
Gln
Ile
Leu

335
His

Ala
Gln
His
Leu
His
80

Trp
Lys
Phe
Pro
Ala
160
Gly
val
Ile
Ser
Ile
240
Lys
Tyr
Trp
Sex
Glu
320

Pro

Ser
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<400> 45

Met

Lys
Leu
Leu
Leu
65

Phe
Ser
Ala
His
Arg
145
Gly
Met
Ala
Ala
Tyr
225
Leu
Thr
Phe
Leu
Phe
305
Ile
val

Ala

<210> 46
<211> 409
<212> PRT

Thr
His
Tyr
Leu
50

His
Trp
Arg
Ile
Lys
130
Ser
Gly
Ser
val
Tyr
210
Ala
His
Tyr
vVal
Phe
290
Ala
Thr

Pro

Lys

Glu
Ser
Tyx
35

Tyr
Ala
Gly
Tyr
Leu
115
Asn
val
Ala
His
Ile
195
Leu
Pro
His
val
Asp
275
Pro
Ala
Ala
Glu

Ala
358

Asp
Ile
20

Thr
Ala
Leu
Phe
His
100
Thr
Thr
Lys
Txp
Phe
180
Val
Thr
Leu
Asn
Lys
260
Asn
Tle
Ala
Phe
Thr

340
Lys

Lys
Pro
Ala
Ala
Val
Phe
85

Ser
Pro
Gly
Asp
Phe
165
Asp
Ser
Tyx
Phe
Asp
245
Gly
Leu
Ile
Tyr
Phe
325
Ala

Ser

<213> Caenorhabitis elegans

<220>

<221> VARIANTE
<222> (389)...(389)
<223> Xaa = Desconocido u Otro en la posicién 389

Thr
Asn
Arg
Arg
Cys
70

Thr
Val
Phe
Asn
Leu
150
val
Pro
Leu
Ser
val
230
Glu
Asn
Ser
Pro
Pro
310
Lys
Gln

Asp'

Lys
Ala
Ala
Ser
55

Ala
Val
Asn
Glu
Ile
135
Gln
Tyx
Trp
Gly
Leu
215
Phe
Ala
Leu
His
His
295
His
Thr

Ile

ES 2310652 T3

Val
Cys
Ile
40

Thr
Thr
Gly
Phe
Ser
120
Asp
Asp
Leu
Asp
Val
200
Gly
Ala
Thr
Sex
His
280
Tyxr
Leu

Ala

Phe

Glu
Phe
25

Phe
Pro
Tyr
His
Ile
105
Trp
Lys
val
Lys
Pro
185
Trp
Phe
Ser
Pro
Ser
265
Ile
Lys
Val
His

Thr
345

Phe
10

Glu
Asn
Phe
Ile
Asp
Ile
Arg
Asp
Arg
Val
170
Leu
Ala
Ala
Phe
250
Val
Gly
Leu
Arg
Leu

330
Leu

23

Pro
Ser
Ala
Ile
Tyr
75

Cys
Gly
Val
Glu
Gln
155
Gly
Leu
Ala
vVal
Leu
235
Tyx
Asp
Thr
Asn
Arg
315
Phe

Lys

Thr
Asn
Ser
Ala

60
val

Cys
Thr
Ile
140
Trp
Tyr
Leu
Phe
Met
220
val
Gly
Arg
His
Glu
300
Asn

vVal

Glu

Leu
Leu
Ala
45

Asp
Gln
His
Ile
His
125
Phe
val
Ala
Arqg
Phe
205
Gly
Ile
Asp
Ser
Gln
285
Ala
Asp

Asn

Ser

Thr
Gly
30

Ser
Asn
Gly
Ser
Met
110
Arg
Tyr
Tyr
Pro
Arg
190
Ala
Leu
Thr
Ser
Tyx
270
Val
Thr
Glu
Tyr

Ala
350

Glu
15

Leu
Ala
Val
Val
Ala
95

His
His
Pro
Thr
Arg
175
Ala
Ala
Tyr
Thr
Glu
255
Gly
His
Lys
Pro
Gly

335
Ala

Leu
Ser
Ala
Leu
Ile
80

Phe
Ser
His
His
Leu
160
Thr
Ser
Tyxr
Tyr
Phe
240
Trp
Ala
His
His
Ile
320
Ala

Ala
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<400> 46

Val
Lys
Glu
Ile
Leu
65

Ala
Met
His
Ile
His

145
His

vVal
Ser
Gly
225
Ser
Gly
Ala
Gln
His
305
His
Pro
Phe
His
Ala

385
Gln

<210> 47
<211> 333
<212> PRT

Thr
Glu
Glu
Pro
50

Val
Phe
Gly
Gly
Ala
130
Lys
val
Trp
Tyr
Ser
210
Ile
Tyr
Leu
Glu
Thr
290
Ile
Tyxr
Leu
Phe
Lys
370
Lys

Leu

Gly
Ala
Pro
35

Ala
Gln
Glu
Val
Ser
115
Phe
Leu
Trp
Phe
Thr
195
Leu
Cys
Ser
Met
Val
275
Ile
Thr
His
Ser
Ala
355
Thr
Ala

Leu

Gly
Pro
20

Arg
His
Asp
Tyxr
Phe
100
Phe
Ser
His
Ile
Asn
180
Leu
Phe
Cys
Asn
Leu
260
Tyr
Asp
Asp
Leu
Asp
340
Arg
Ala
Lys

Arg

<213> Saprolegnia diclina

Asp
Arg
Ile
Cys
Phe
Phe
85

Gly
Ser
Pro
His
Gln
165
Pro
Phe
val
Cys
Trp
245
val
Glu
Arg
Gly
Ile
325
Thr
Phe
Gly

Xaa

Phe
405

Val
Asp
Gln
Phe
Ala
70

Gly
Phe
Asp
Leu
Ala
150
Asp
Ile
Gly
Arg
Val
230
Phe
Ile
Ala
Tyxr
His
310
Glu
Gln
Leu
Ile
Lys

390
His

Leu
Val
Leu
Glu
55

Ala
Leu
Ala
Asn
Phe
135
Phe
Lys
Pro
Phe
Asn
2158
Cys
Trp
val
Asp
Tyr
295
Val
Ala
Tyr
Trp
Met
375

Asn

Arg

ES 2310652 T3

Val
Asn
Pro
Arg
Leu
Phe
Leu
Gln
120
Ser
Thr
Asp
Phe
Cys
200
Serxr
Ala
Tyr
Thr
Glu
280
Gly
Ala
Thr
Gly
Phe
360
Gln
Ile

Phe

Asp
Ala
25

Thr
Asp
Thr
Gly
Phe
105
Asn
Pro
Asn
Trp
Ser
185
Asp
Asp
Tyxr
Tyr
Tyr
265
Trp
Leu
His
Glu
Tyr
345
Asn
Phe

Pro

Cys

Ala
10

Asn
Val
Leu
Ile
Tyr
90

val
Leu
Tyxr
Bis
Glu
170
Gly
Gly
Arg
Ile
Trp
250
Leu
Ser
Gly
His
Gly
330
Lys
Tyxr
Arg

Cys

24

Arg
Thr
Asp
Val
Leu
75

Leu
val
Asn
Phe
Ile
155
Ala
Trp
Ser
Val
Ala
235
Val
Gln
Phe
Leu
Phe
315
Val
Serx
Lys
Thr

Arg
395

Ala
Lys
Ala
Lys
60

Tyx
val
Gly
Asp
Pro
140
Asp
Met
Leu
His
Gln
220
Leu
Pro
His
val
Asp
300
Phe
Lys
Gln
Leu
Thr

380
Ser

Ser
Gln
Phe
45

Ser
Phe
Trp
His
Phe
125
Trp
Lys
Pro
Lys
Phe
205
Cys
Thx
Leu
Val
Arg
285
Thr
Asn
Lys
Val
Asp
365

Leu

Arg

Leu
Ala
30

Arg
Ile
Ala
Asn
Asp
110
Ile
Gln
Asp
Serx
Trp
190
Trp
val
Ile
Ser
Asp
270
Gly
Thr
Lys
Val
Asn
350
Tyr
Glu

Val

Glu
15

Thr
Arg
Arg
Leu
Ile
95

Cys
Gly
Lys
His
Trp
175
Phe
Pro
Ile
Ala
Phe
255
Asp
Gln
Met
Ile
Leu
335
Tyr
Leu

Glu

Gln

Glu
Thr
Ala
Tyr
Pro
80

Phe
Leu
His
Ser
Gly
160
Lys
Pro
Tyr
Ser
Gly
240
Phe
Val
Thr
His
Pro
320
Glu
Asp
val
Lys

Gln
400
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ES 2310652 T3

<400> 47

Met Cys Lys Gly Gln Ala Pro Ser Lys

Gly Tyr Arg Pro Val Ala Gly Thr Pro
20 25
Pro Thr Ile Thr Leu Lys Asp Leu Arg
35 40
Phe Glu Arg Ser Ala Ala Thr Ser Phe
50 55
Ala Ile Cys Ala Gly Val Phe Ala Val
65 70
Asp Leu Pro Leu Ala Ala Lys Leu Val
85
Val Gln Gly Thr Tyr Phe Thr Gly Ile
100 105
Gly His Gln Ala Phe Ser Ala Ser Glu
115 120
Ile Ile Leu His Ser Leu Leu Phe Val
130 135
Thr His Arg Arg His His Ser Asn Thr
145 150
Val Phe Thr Pro Thr Pro Arg Ser Val
165
Ser Leu Leu Glu Glu Ser Pro Leu Tyr
180 © 185
Met Leu Leu Val Gly Trp Met Pro Gly
195 200
Gly Pro Thr Lys Tyr Ala Gly Leu Ala
210 215
* Ala Ala Phe Phe Leu Pro Lys Glu Arg
225 230
Leu Cys Phe Leu Ala Ala Leu Tyr Gly
245
Phe Gly Leu Leu Asp Val Ala Arg His
260 265
Cys Asn Ala Tyr Leu Val Leu Ile Thr
275 280
Thr Pro Leu Leu Gly Lys Tyr Tyr Leu
290 295
Leu Ala Leu Trp Arg Ser Phe Thr His
305, 310
Gly Asn Val Val Phe Tyr Lys Arg Lys
325

<210> 48

<211> 412

<212> PRT

<213> Gossypium hirsutum

<220>

<221> VARIANTE

<222>(9)...09)

<223> Xaa = Desconocido u Otro en la posicién 9

<221> VARIANTE
<222> (403)...(403)
<223> Xaa = Desconocido u Otro en la posicion 403

Ala
10

Glu
Ala
Tyx
Gly
Ala
30

Trp
Ile
Pro
Gly
Val
170
Asn
Tyx
Lys
Leu
Phe
250
Tyr
Tyr
Ile
Cys

Leu
330

25

Asp
Pro
Ala
His
Leu
15

Trp
Val
Leu
Tyr
Ser
155
Glu
Leu
Leu
Ser
Ser
235
Gly
Ile
Leu
Asp
Lys

315
Glu

Val
Leu
1le
Leu
60

Lys
Pro
Ile
Asn
His
140
Cys
Ala
Tyr
Phe
His
220
Ile
Tyr
Val
Gln
Pro
300
Tyr

Glu

Phe
Pro
Pro
45

Ala
Leu
Ile
Ala
Asp
125
Ser
Glu
Lys
Gly

Phe

His
Leu
30

Ala
Lys
Ala
Tyr
His
110
Thr
Trp
Asn
His
Ile

190
Asn

205 °

Phe
Trp
Gly
Pro
His
285
Thr

Val

Lys

Asn
Trp
Val
Tyr
270
Thr

Pro

Glu

Ala
15

Glu
His
Asn
Ala
Trp
Glu
Val
Lys
Asp
Asp
175
Val
Ala
Pro
Ser
Ser
255
Leu
Asp
Ile

Asp

Ala
Pro
Cys
Leu
Ala
80

Phe
Cys
Gly
Ile
Glu
160
His
Met
Thr
Tyr
Asp
240
val
Ile
Thr

Pro

Asp
320
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<400> 48

Leu
Lys
Asn
Leu
Leu
65

Phe
Phe
Leu
Arg
Ala
145
His
Pro
Gly
Tyr
Ris
225
val
Lys
val
Gln
Trp
305
Asn
Phe
Lys
Lys
val

385
Lys

405

<210> 49
<211> 12

<212> PRT

Arg
Met
Arg
Gly
Leu
Phe
Ser
Thr
Asp
130
Leu
Ser
Lys
Arg
Leu
210
Tyr
Tyr
Ile
Pro
His
290
Leu
Lys
Ser
Pro
Ala
370
Gly

Phe

val
Gly
Gly
Gln
Arg
Tyr
Tyr
Gly
115
Tyr
Leu
Asn
Ser
Val
195
Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
275
Thr
Arg
Val
Thr
Ile
355
Met
Gly

Xaa

Ser
Ala
20

Ser
Ile
Ser
Tyr
Ile
100
Val
Gln
val

Thr

'Lys

180
Leu

Phe
Pro
Ser
Ala
260
Leu
His
Gly
Phe
Met
340
Leu
Trp
Gly

Arg

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser
Gly
Val
Lys
Phe
Ile
85

Ala
Trp
Trp
Pro
Gly
165
Leu
Ser
Asn
Tyxr
Asp
245
Thr
Ile
Ser
Ala
His
325
Pro
Gly
Arg
Gly

Pro

Thr
Gly
Asn
Gln
Ser
70

Ala
Trp
Val
Val
Tyxr
150
Ser
Ser
Leu
Val
Gly
230
Thr
Lys
val
Ala
Leu
310
Asn
His
Lys
Glu
Gly

390
Thx

1410

Trp
Arg
Arg
Ala
55

Tyx
Thr
Pro
Ile
Asp
135
Phe
Met
Cys
Val
Ser
215
Pro
Gly
Gly
Asn
Leu
295
Ser
Ile
Tyr
Tyr
Ala
375
Gly

Asn

<223> Motivo Proteico 1 del Ejemplo 3

ES 2310652 T3

Arg
Met
Val
40

Ile
Val
Ser
Val
Ala
120
Asp
Ser
Glu
Phe
Val
200
Gly
Ile
Ile
Leu
Ala
280
Pro
Thr
Thr
His
Tyr
360
Lys

Ser

Cys

Xaa
Pro
25

Pro
Pro
Val
Tyxr
Tyr
105
His
Thr
Trp
Arg
Ala
185
Thr
Arg
Tyr
Phe
Ala
265
Phe
His
Met
Asp
Ala
345
Pro
Glu
Lys

Leu

Thr
10

Ile
Ile
Pro
His
Phe
90

Trp
Glu
Val
Lys
Asp
170
Lys
Leu
Tyr
Ser
Ala
250
Trp
Leu
Tyr
Asp
Thr
330
Met
Phe
Cys
Gly

Tle

26

Ala
Asp
Glu
His
Asp
75

His
val
Trp
Gly
Ile
155
Glu
Tyr
Thr
Tyr
Asp
235
Val
Leu
val
Asp
Arg
315
His
Glu
Asp
Leu
Val

395
Ala

Phe
Gly
Lys
Cys
60

Leu
Phe
Leu
Gly
Leu
140
Ser
Val
Leu
Leu
Asp
220
Arg
Ile
Leu
Leu
Ser
300
Asp
Val
Ala
Gly
Tyr
380
Phe

Gly

Phe
Ile
Pro
45

Phe
Cys
Leu
Gln
His
125
Ile
His
Phe
Asn
Gly
205
Arg
Glu
Tyr
Cys
Ile
285
Ser
Phe
Ala
Thr
Thr
365
Val

Trp

Lys
Lys
30

Pro
Arg
Leu
Pro
Gly
110
His
Leu
Arg
val
Asn
190
Trp
Leu
Arg
val
Thr
270
Thr
Glu
Gly
His
Lys
350
Pro

Glu

Tyr

Ala
15

Glu
Phe
Arg
Ala
Gln
95

Cys
Ala
His
Arg
Pro
175
Pro
Pro
Ala
Leu
Leu
255
Tyxr
Tyr
Trp
Val
His
335
Ala
Ile

Pro

Arg

Ser
Glu
Thr
Ser
Ser
80

Pro
Ile
Phe
Ser
His
160
Lys
Pro
Met
Ser
Gln
240
Tyr
Gly
Leu
Asp
Leu
320
Leu
Ile
Tyr
Asp

Asn
400
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ES 2310652 T3
<400> 49

Thr Arg Ala Ala Ile Pro Lys His Cys Trp Val Lys
1 5 10

<210> 50

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 2 del Ejemplo 3

<400> 50

Ala Leu Phe Val Leu Gly His Asp Cys Gly His Gly Ser Phe Ser
1 S 10 15

<210> 51

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 3 del Ejemplo 3

<400> 51

Pro Tyr His Gly Trp Arg Ile Ser His Arg Thr His His Gln Asn
1 5 10 15

<210> 52

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 4 del Ejemplo 3

<221> VARIANTE
<222> (5)...(5)
<223> Xaa =D o H en la posicién 5

<221> VARIANTE
<222> (7)...(7)
<223> Xaa=D o Y en la posicién 7

<400> 52

Gly Ser His Phe Xaa Pro Xaa Ser Asp Leu Phe Val
1 5 10
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ES 2310652 T3

<210> 53

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 5 del Ejemplo 3

<221> VARIANTE
<222> (3)...3)
<223> Xaa=Y o Fen la posicién 3

<221> VARIANTE
<222> (4)...(4)
<223> Xaa=L oV en la posicion 4

<221> VARIANTE
<222> (11)...(11)
<223> Xaa=L oIen la posicién 11

<400> 53

Trp Ser Xaa Xaa Arg Gly Gly Leu Thr Thr Xaa Asp Arg
1 5 10

<210> 54

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 6 del Ejemplo 3

<400> 54

His His Asp Ile Gly Thr His Val Ile His His Leu Phe Pro Gln

1 5 10

<210> 55

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 7 del Ejemplo 3

<221> VARIANTE
<222>(2)...(2)
<223> Xaa =L o F en la posicion 2

<221> VARIANTE
<222> (5)...(5)
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ES 2310652 T3

<223> Xaa = Q o K en la posicién 5

<221> VARIANTE
<222> (12)...(12)
<223> Xaa =V oI en la posicién 12

<400> 55

His Xaa Phe Pro Xaa Ile Pro His Tyr His Leu Xaa Glu Ala Thr
1 5 10 15

<210> 56

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 8 del Ejemplo 3

<221> VARIANTE
<222> (3)...3)
<223> Xaa= A oI en la posicién 3

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)
<223> Xaa =L o Fen la posicién 6

<400> 56

His Val Xaa His His Xaa Phe Pro Gln Ile Pro His Tyr His Leu
1 5 10 15

<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 1 del Ejemplo 7

<221> VARIANTE
<222> (2)...(2)
<223> Xaa =N o E en la posicién 2

<221> VARIANTE
<222> (10)...(10)
<223> Xaa =D o E en la posicioén 10

<221> VARIANTE
<222> (11)...(11)
<223> Xaa = A o Cen la posicién 11
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<400> 57

Pro Xaa Phe Thr Ile Lys Glu Ile Arg Xaa Xaa Ile Pro Ala His Cys

1 5
Phe

<210> 58

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 2 del Ejemplo 7

<221> VARIANTE
<222> (3)...(3)
<223> Xaa =H o F en la posicién 3

<221> VARIANTE
<222> (11)...(11)
<223> Xaa=V oY en la posicién 11

<221> VARIANTE
<222> (13)...(13)
<223> Xaa=10 L en la posicién 13

<221> VARIANTE
<222> (16)...(16)
<223> Xaa = A oL en la posicién 16

<400> 58

Met Pro Xaa Tyr His Ala Glu Glu Ala Thr Xaa His Xaa Lys Lys Xaa

1 5

<210> 59
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 3 del Ejemplo 7

<221> VARIANTE
<222> (2)...2)
<223> Xaa=L oV en la posicion 2

<221> VARIANTE
<222> (5)...(5)
<223> Xaa = A oI en la posicién 5

ES 2310652 T3

10

10

30
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<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)
<223> Xaa=C oM o A en la posicién 6

<221> VARIANTE
<222>(9)...09)
<223> Xaa=V ol en la posicién 9

<221> VARIANTE
<222> (11)...(11)
<223> Xaa=L o G o Cen la posicién 11

<400> 59

ES 2310652 T3

Pro Xaa Tyr Trp Xaa Xaa Gln Gly Xaa Val Xaa Thr Gly Val Trp

1 5

<210> 60
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Motivo Proteico 4 del Ejemplo 7

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)
<223> Xaa =L o Fen la posicién 6

<221> VARIANTE
<222>(9)...9)
<223> Xaa =T o Q en la posicién 9

<400> 60

10

15

His Val Ala His His Xaa Phe Ser Xaa Met Pro His Tyr His Ala

1 5

10

31

15
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