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DESCRIPCION
Genes de desaturasa y uso de los mismos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a la identificacion y aislamiento de genes que codifican enzimas (es decir, A5-
desaturasa de Saprolegnia diclina y A6-desaturasa de Saprolegnia diclina) implicadas en la sintesis de acidos
grasos poliinsaturados y a usos de los mismos. En particular, la A5-desaturasa cataliza la conversion de, por
ejemplo, &cido dihomo-y-linolénico (DGLA) en &cido araquidonico (AA) y de acido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4n-3)
en acido eicosapentaenoico (20:5n-3). La delta-6 desaturasa cataliza la conversion de, por ejemplo, acido a-
linolénico (ALA) en acido esteariddnico (STA). Los productos convertidos pueden utilizarse entonces como sustratos
en la produccién de otros acidos grasos poliinsaturados (PUFA). El producto u otros acidos grasos poliinsaturados
pueden afiadirse a composiciones farmacéuticas, composiciones nutricionales, piensos animales, asi como otros
productos tales como cosmeéticos.

Informacioén antecedente

Las desaturasas son criticas en la produccion de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga que tienen muchas
funciones importantes. Por ejemplo, los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son componentes importantes de la
membrana plasmética de una célula, donde se encuentran en forma de fosfolipidos. También sirven como
precursores para prostaciclinas, eicosanoides, leucotrienos y prostaglandinas de mamiferos. Ademas, los PUFA son
necesarios para el desarrollo apropiado del cerebro del lactante en desarrollo, asi como para la formacion y
reparacion de tejidos. En vista de la significacion bioldgica de los PUFA, se han realizado intentos para producirlos,
asi como intermedios que conducen a su produccién, de una forma eficaz.

Varias enzimas estan implicadas en la biosintesis de PUFA ademas de la A5-desaturasa y de la A6-desaturasa. Por
ejemplo, la elongasa (elo) cataliza la conversion de acido y-linolénico (GLA) en acido dihomo-y-linolénico (DGLA) y
de éacido esteariddnico (18:4n-3) en &cido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4n-3). El acido linolénico (LA, 18:2-A9,12 o
18:2n-6) se produce a partir del acido oleico (18:1-A9) por una A12-desaturasa. El GLA (18:3-A6,9,12) se produce a
partir de acido linoleico mediante una A6-desaturasa.

Debe sefialarse que los animales no pueden desaturar mas alla de la posicién A9y, por lo tanto, no pueden convertir
el acido oleico en acido linoleico. Asimismo, el acido a-linolénico (ALA, 18:3-A9,12,15) no puede sintetizarse por
mamiferos. Sin embargo, el acido a-linolénico puede convertirse en acido estearidénico (STA, 18:4-AA6,9,12,15) por
una A6-desaturasa (véase la publicacion PCT WO 96/13591 y The Faseb Journal, Abstracts, Parte |, Resumen
3093, pagina A532 (Experimental Biology 98, San Francisco, CA, 18-22 abril 1998); véase también la Patente de
Estados Unidos N° 5.552.306), seguido de alargamiento a acido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4-A8,11,14,17) en
mamiferos y algas. Este acido graso poliinsaturado (es decir, 20:4-A8,11,14,17) puede convertirse entonces en acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5-A5,8,11,14,17) por una A5-desaturasa, tal como la de la presente invencion. Otros
eucariotas, incluyendo hongos y plantas, tienen enzimas que desaturan en el carbono 12 (véase la publicacion PCT
WO 94/11516 y la Patente de Estados Unidos N° 5.443.974) y en el carbono 15 (véase la publicacion PCT WO
93/11245). Los &cidos grasos poliinsaturados principales de animales se obtienen por lo tanto de la dieta y/o de la
desaturacién y alargamiento de &cido linoleico y acido a-linolénico. En vista de estas dificultades, es de un interés
significativo aislar genes implicados en la sintesis de PUFA a partir de especies que producen de forma natural estos
acidos grasos, y expresar estos genes en un sistema microbiano, vegetal o animal que pueda alterarse para
proporcionar la produccion de cantidades comerciales de uno o mas PUFA.

Uno de los PUFA de cadena larga mas importante sefialado anteriormente es el acido araquidonico (AA). El AA se
encuentra en hongos filamentosos y también puede purificarse a partir de tejidos de mamifero incluyendo el higado y
las glandulas adrenales. Como se ha sefialado anteriormente, la produccién de AA a partir de acido dihomo-y-
linolénico esta catalizada por una A5-desaturasa. El EPA es otro PUFA de cadena larga importante. El EPA se
encuentra en hongos y también en aceites marinos. Como se ha sefialado anteriormente, el EPA se produce a partir
de &cido (n-3)-eicosatetraenoico y esta catalizado por una A5-desaturasa. En vista de la discusion anterior, existe
una necesidad definitiva de enzimas Ab-desaturasa y A6-desaturasa, l0s genes respectivos que codifican estas
enzimas, asi como métodos recombinantes de produccion de estas enzimas. Ademas, existe la necesidad de
aceites que contengan niveles de PUFA mas alla de los presentes de forma natural, asi como los enriquecidos en
nuevos PUFA. Dichos aceites sélo pueden generarse por aislamiento y expresion de los genes de A5-desaturasa y
A6-desaturasa.

Sumario de la invencién

La presente invencion incluye una secuencia de nucledtidos aislada o fragmento que comprende o es
complementario a al menos el 90% de una secuencia de nucleétidos que comprende la SEC ID N°: 13 (Figura 2) o la
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SEC ID Ne°: 19 (Figura 4). En particular, la secuencia de nucleétidos aislada puede estar representada por la SEC ID
N°: 13 o la SEC ID N°: 19. Estas secuencias pueden codificar una desaturasa funcionalmente activa que utilice un
acido graso poliinsaturado como sustrato.

Ademas, la presente invencion incluye una secuencia de nucle6tidos aislada que comprende o es complementaria a
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa y que tiene una identidad
de secuencia de al menos el 90% con una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEC ID N°: 20.

Las secuencias de nucledtidos pueden proceder, por ejemplo, de un hongo tal como Saprolegnia diclina (SEC ID
N°: 13y SEC ID N°:19).

La presente invencion también incluye proteinas o polipéptidos purificados codificados por las secuencias de
nucledtidos mencionadas anteriormente.

Ademas, la presente invencion incluye un polipéptido purificado que desatura acidos grasos poliinsaturados en el
carbono 5 o carbono 6, y que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 90% con la secuencia de
aminoécidos de las proteinas purificadas de la SEC ID N°: 14 o la SEC ID N°: 20.

Ademas, la presente invencion también incluye un método de produccién de una desaturasa (es decir, A5 0 AB6).
Este método comprende las etapas de: a) aislar la secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEC ID N°: 19 y la SEC ID N°: 13; b) construir un vector que comprende: i) la secuencia de nucleétidos aislada
unida operativamente a ii) una secuencia reguladora; y c) introducir el vector en una célula hospedadora durante un
tiempo y en condiciones suficientes para la expresion de la A5-desaturasa o A6-desaturasa, segun sea apropiado.
La célula hospedadora puede ser, por ejemplo, una célula eucariota o una célula procariota. En particular, la célula
procariota puede ser, por ejemplo, E. coli, Cyanobacteria o B. subtilis. La célula eucariota puede ser, por ejemplo,
una célula de mamifero no humano, una célula de insecto, una célula vegetal o una célula flngica (por ejemplo, una
célula de levadura tal como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Candida spp., Lipomyces
starkey, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces spp., Hansenula spp., Trichoderma spp. o Pichia Spp.).

Ademas, la presente invencion también incluye un vector que comprende: a) una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N° 13 y la SEC ID N° 19 unida operativamente a b) una
secuencia reguladora. La invencion también incluye una célula hospedadora no humana que comprende este vector.
La célula hospedadora no humana puede ser, por ejemplo, una célula eucariota o una célula procariota. Las células
eucariotas y células procariotas adecuadas son como se han definido anteriormente.

Ademas, la presente invencion también incluye una célula vegetal, planta o tejido vegetal que comprende el vector
anterior, en la que la expresion de la secuencia de nucledtidos del vector da como resultado la produccion de al
menos un acido graso poliinsaturado por la célula vegetal, planta o tejido vegetal. El acido graso poliinsaturado
puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en AA, EPA, GLA y STA, dependiendo de si la secuencia
de nucledtidos codifica una A5- o A6-desaturasa.

Ademas, la presente invencion también incluye una planta transgénica que comprende el vector anterior, en la que
la expresion de la secuencia de nucleétidos del vector da como resultado la produccién de un acido graso
poliinsaturado en semillas de la planta transgénica.

Ademas, la invencion incluye una célula de mamifero no humano que comprende el vector anterior, en la que la
expresion de la secuencia de nucleétidos del vector da como resultado la produccion de niveles alterados de AA,
EPA, GLA o STA cuando la célula se cultiva en un medio de cultivo que comprende un acido graso seleccionado del
grupo que consiste en LA, ALA, DGLA y SP.

Ademas, la presente invencion incluye un método (es decir, “primer” método) para producir un &cido graso
poliinsaturado, que comprende las etapas de: a) aislar la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°: 19; b) construir
un vector que comprende la secuencia de nucleétidos aislada; c) introducir el vector en una célula hospedadora en
tiempo y condiciones suficientes para la expresion de la enzima A5-desaturasa; y d) exponer la enzima A5-
desaturasa expresada a un acido graso poliinsaturado sustrato para convertir el sustrato en un acido graso
poliinsaturado producto. El &cido graso poliinsaturado sustrato puede ser DGLA o 20:4n-3 y el acido graso
poliinsaturado producto puede ser AA o EPA, respectivamente. Este método puede comprender ademas la etapa de
exponer el acido graso poliinsaturado producto a una elongasa para convertir el acido graso poliinsaturado producto
en otro acido graso poliinsaturado (es decir, “segundo” método). En este método que contiene la etapa adicional (es
decir, “segundo” método), el &cido graso poliinsaturado producto puede ser AA o EPA, y el “otro” acido graso
poliinsaturado puede ser &cido adrénico o acido (n-3)-docosapentaenoico, respectivamente. El método que contiene
la etapa adicional puede comprender ademas una etapa de exponer el otro acido graso poliinsaturado a una
desaturasa adicional para convertir el otro acido graso poliinsaturado en un acido graso poliinsaturado final (es decir,
“tercer” método). El &acido graso poliinsaturado final puede ser &cido (n-6)-docosapentaenocico o0 acido
docosahexaenoico (DHA).
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Ademas, la presente invencion incluye un método para producir un &cido graso poliinsaturado que comprende las
etapas de: a) aislar la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID N°: 13; b) construir un vector que
comprende la secuencia de nucledtidos aislada; c) introducir el vector en una célula hospedadora durante un tiempo
y en condiciones suficientes para la expresion de la enzima A6-desaturasa; y d) exponer la enzima A6-desaturasa
expresada a un acido graso poliinsaturado sustrato para convertir el sustrato en un acido graso poliinsaturado
producto. El &cido graso poliinsaturado sustrato puede ser LA o ALA y el &cido graso poliinsaturado producto puede
ser GLA o STA, respectivamente. Este método puede comprender ademas la etapa de exponer el acido graso
poliinsaturado producto a una elongasa para convertir el acido graso poliinsaturado producto en otro acido graso
poliinsaturado. En este método que contiene la etapa adicional, el acido graso poliinsaturado producto puede ser
GLA o STA, y el “otro” acido graso poliinsaturado puede ser DGLA o acido eicosatetraenoico (ETA),
respectivamente. El método que contiene la etapa adicional puede comprender ademas una etapa de exponer el
otro acido graso poliinsaturado a una desaturasa adicional para convertir el otro acido graso poliinsaturado en un
acido graso poliinsaturado final. El &cido graso poliinsaturado final puede ser AA o EPA.

Deberia sefialarse que a cada secuencia de nucleétidos y aminoacidos mencionada en la presente memoria se le ha
asignado un numero de identificacion de secuencia particular. El Listado de Secuencias (que se encuentra en la
presente memoria) enumera cada una de dichas secuencias y su nimero correspondiente.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 6-15 no son parte de la presente invencion. La Figura 1 ilustra la ruta biosintética de acido graso y
los papeles de la A5-desaturasa y A6-desaturasa en esta ruta.

La Figura 2 ilustra la secuencia de nucledtidos que codifica la A6-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC
56851) (SEC ID N°: 13).

La Figura 3 ilustra la secuencia de aminoacidos de la A6-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851) (SEC
ID Ne°: 14).

La Figura 4 ilustra la secuencia de nucledtidos que codifica la A5-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC
56851) (SEC ID N°: 19).

La Figura 5 ilustra la secuencia de aminoacidos de la A5-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851) (SEC
ID Ne: 20).

La Figura 6 ilustra la secuencia de nucleétidos que codifica la A5-desaturasa de Thraustochytrium aureum
(ATCC 34304) (SEC ID Ne: 28).

La Figura 7 ilustra la secuencia de aminoacidos de la A5-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC
34304) (SEC ID Ne: 29).

La Figura 8 ilustra la secuencia de nucle6tidos que codifica la A5-desaturasa de Thraustochytrium aureum
(BICC7091) (SEC ID N°: 30).

La Figura 9 ilustra la secuencia de aminoacidos traducida de la A5-desaturasa de Thraustochytrium aureum
(HICC7091) (SEC ID Ne°: 31).

La Figura 10 ilustra la secuencia de nucleétidos que codifica la A6-desaturasa de Thraustochytrium aureum
(BICC7091) (SEC ID Ne°: 32).

La Figura 11 ilustra la secuencia de aminoacidos traducida de la A6-desaturasa de Thraustochytrium aureum
(BICC7091) (SEC ID Ne°: 33).

La Figura 12 ilustra la identidad de la secuencia de aminoacidos de la A5-desaturasa entre los clones pRAT-2ay
pRAT-2c.

La Figura 13 ilustra la identidad de la secuencia de aminoacidos de la A6-desaturasa entre los clones pRAT-1lay
pRAT-1b.

La Figura 14 ilustra la secuencia de nucleétidos que codifica el gen de la A5-desaturasa de Isochrysis galbana
CCMP1323 (SEC ID N°: 34).

La Figura 15 ilustra la secuencia de aminoacidos traducida de la A5-desaturasa de lIsochrysis galbana
CCMP1323 (SEC ID N°: 35).

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencién se refiere a las secuencias de nucleétidos y de aminodacidos traducidas de un gen de A5-
desaturasa derivado de Saprolegnia diclina y un gen de A6-desaturasa derivado de Saprolegnia diclina. Ademas, la
presente invencién también incluye usos de estos genes y de las enzimas codificadas por estos genes. Por ejemplo,
los genes y las enzimas correspondientes pueden usarse en la produccion de &cidos grasos poliinsaturados tales
como, por ejemplo, acido araquidénico, acido eicosapentaenoico y/o acido adrénico, que pueden afiadirse a
composiciones farmacéuticas, composiciones nutricionales y otros productos valiosos.

Los genes de Ab-desaturasa, los genes de A6-desaturasa y las enzimas codificadas por los mismos

Como se ha sefialado anteriormente, las enzimas codificadas por los genes de A5-desaturasa y los genes de A6-
desaturasa de la presente invencidn son esenciales en la produccion de acidos grasos poliinsaturados altamente
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insaturados que tienen una longitud superior a 20 y 18 carbonos, respectivamente. La secuencia de nucledtidos del
gen de A5-desaturasa de Saprolegnia diclina aislado se muestra en la Figura 4, y la secuencia de aminoé&cidos de la
proteina purificada correspondiente se muestra en la Figura 5. La secuencia de nucleétidos del gen de A6-
desaturasa de Saprolegnia diclina aislado se muestra en la Figura 2, y la secuencia de aminoacidos de la proteina
purificada correspondiente se muestra en la Figura 3.

Como ejemplo de la importancia de los genes de la presente invencién, los genes de A5-desaturasa aislados
convierten DGLA en AA o convierten acido eicosatetraenoico en EPA. El AA, por ejemplo, no puede sintetizarse sin
los genes de Ab-desaturasa y las enzimas codificadas por los mismos. El gen de A6-desaturasa aislado en la
presente invencion convierte, por ejemplo, el acido linoleico (18:2n-6) en &cido y-linoleico (GLA) y el acido y-
linolénico (GLA) en acido estearidonico (STA).

Deberia sefalarse que la presente invencion también incluye secuencias de nucleétidos (y las proteinas codificadas
correspondientes) que tienen secuencias que comprenden o son complementarias a al menos el 90% de los
nucledtidos en la secuencia (es decir, que tienen identidad de secuencia con) la SEC ID N°: 19 (es decir, la
secuencia de nucledtidos del gen de A5-desaturasa de Saprolegnia diclina), SEC ID N°: 13 (es decir, la secuencia de
nucledtidos del gen de A6-desaturasa de Saprolegnia diclina. (Todos los nimeros enteros entre el 90% y el 100%
también se consideran dentro del alcance de la presente invencion con respecto al porcentaje de identidad). Dichas
secuencias pueden proceder de fuentes humanas, asi como de otras fuentes no humanas (por ejemplo, C. elegans
o ratén).

La invencion también incluye un polipéptido purificado que desatura acidos grasos poliinsaturados en la posicion de
carbono 5 o la posicion de carbono 6, y que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 90% con las
secuencias de aminoéacidos (es decir, SEC ID N° 14 (mostrada en la Figura 3) y SEC ID N°: 20 (mostrada en la
Figura 5)) de las proteinas sefialadas anteriormente, que estan, a su vez, codificadas por las secuencias de
nucledtidos descritas anteriormente. Todos los nimeros enteros entre una similitud o identidad del 90-100% también
se incluyen dentro del alcance de la invencion.

El término “identidad” se refiere a la relacion de dos secuencias en base a nucleétido por nucleétido a lo largo de
una ventana de comparaciéon o segmento particular. Por lo tanto, la identidad se define como el grado de igualdad,
correspondencia o equivalencia entre las mismas cadenas (con sentido o antisentido) de dos segmentos de ADN. El
“porcentaje de identidad de secuencia” se calcula por comparacion de dos secuencias 6ptimamente alineadas a lo
largo de una region particular, determinacién del nimero de posiciones en las que aparece la base idéntica en
ambas secuencias para dar el nimero de posiciones emparejadas, division del nimero de dichas posiciones por el
namero total de posiciones en el segmento que se esta comparando, y multiplicacion del resultado por 100. El
alineamiento 6ptimo de secuencias puede realizarse mediante el algoritmo de Smith y Waterman, Appl. Math. 2: 482
(1981), mediante el algoritmo de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el método de Pearson
y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85: 2444 (1988) y mediante programas informaticos que aplican los
algoritmos pertinentes (por ejemplo, Clustal Macaw Pileup (http://cmgm.stanford.edu/biochem218/11Multiple.pdf;
Higgins et al., CABIOS. 5L151-153 (1989)), FASTDB (Intelligenetics), BLAST (National Centerfor Biomedical
Information; Altschul et 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 Estados Unidos N° 5.912.120.)

Para los fines de la presente invencion, la “complementariedad” se define como el grado de relacidon entre dos
segmentos de ADN. Se determina por medicion de la capacidad de la cadena con sentido de un segmento de ADN
para hibridar con la cadena antisentido del otro segmento de ADN en condiciones apropiadas, para formar una doble
hélice. En la doble hélice, aparece adenina en una cadena, aparece timidina en la otra cadena. De forma similar,
cuando se encuentra guanina en una cadena, se encuentra citosina en la otra. Cuanto mayor sea la relaciéon entre
las secuencias de nucledtidos de dos segmentos de ADN, mayor sera la capacidad para formar diplex hibridos
entre las cadenas de los dos segmentos de ADN.

La “similitud” entre dos secuencias de aminoacidos se define como la presencia de una serie de restos de
aminodcidos idénticos, asi como conservados, en ambas secuencias. Cuanto mayor sea el grado de similitud entre
dos secuencias de aminoacidos, mayor sera la correspondencia, igualdad o equivalencia de las dos secuencias. (La
“identidad” entre dos secuencias de aminoacidos se define como la presencia de una serie de restos de aminoacidos
exactamente iguales o invariantes en ambas secuencias). Las definiciones de “complementariedad”, “identidad” y
“similitud” son bien conocidas por los expertos en la materia.

La expresion “codificado por” se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia polipeptidica,
en la que la secuencia polipeptidica o una porcién de la misma contiene una secuencia de aminoacidos de al menos
3 aminoacidos, mas preferentemente al menos 8 aminoacidos, y aun mas preferentemente al menos 15
aminoécidos de un polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico.
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La presente invencion también incluye una secuencia de nucleétidos aislada que codifica actividad de desaturasa de
PUFA y que es hibridable, en condiciones moderadamente rigurosas, con un acido nucleico que tiene una secuencia
de nucleétidos que comprende o es complementaria a la secuencia de nucleétidos que comprende la SEC ID N°: 13
(mostrada en la Figura 2), SEC ID N°: 19 (mostrada en la Figura 4). Una molécula de acido nucleico es “hibridable”
con otra molécula de &cido nucleico cuando una forma monocatenaria de la molécula de &cido nucleico puede
hibridar con la otra molécula de acido nucleico en las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza ionica (véase
Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién (1989), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York)). Las condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la “rigurosidad”
de la hibridacién. La “hibridacién” requiere que dos &cidos nucleicos contengan secuencias complementarias. Sin
embargo, dependiendo de la rigurosidad de la hibridacién, pueden ocurrir emparejamientos erréneos entre bases. La
rigurosidad apropiada para hibridar acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y del grado de
complementacion. Dichas variables son bien conocidas en la técnica. Mas especificamente, cuanto mayor sea el
grado de similitud u homologia entre dos secuencias de nuclettidos, mayor sera el valor de Tm para hibridos de
acidos nucleicos que tengan esas secuencias. Para hibridos de mas de 100 nucleétidos de longitud, se han obtenido
ecuaciones para calcular la Tm (véase Sambrook et al., anteriormente). Para la hibridacién con acidos nucleicos
mas cortos, la posicion de los emparejamientos erroneos se vuelve mas importante, y la longitud del oligonucleétido
determina su especificidad (véase Sambrook et al., anteriormente).

Como se usa en la presente memoria, un “fragmento o secuencia de acido nucleico aislado” es un polimero de ARN
o ADN que es mono- o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de nucledtidos sintéticas, no naturales o
alteradas. Un fragmento de acido nucleico aislado en forma de un polimero de ADN puede estar compuesto por uno
0 mas segmentos de ADNc, ADN genémico o ADN sintético. (Un “fragmento” de un polinucledtido especificado se
refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende una secuencia contigua de aproximadamente al menos
aproximadamente 6 nucleétidos, preferentemente de al menos aproximadamente 8 nucleétidos, mas
preferentemente de al menos aproximadamente 10 nucleétidos, y aun mas preferentemente de al menos
aproximadamente 15 nucleétidos y, mas preferentemente de al menos aproximadamente 25 nucledtidos idénticos o
complementarios a una region de la secuencia de nucleétidos especificada). Los nucleétidos (habitualmente
encontrados en su forma 5’-monofosfato) se mencionan por su designacion de una sola letra de la forma siguiente:
“A” para adenilato o desoxiadenilato (para ARN o ADN, respectivamente), “C” para citidilato o desoxicitidilato, “G”
para guanilato o desoxiguanilato, “U” para uridilato, “T” para desoxitimidilato, “R” para purinas (A o G), “Y” para
pirimidinas (Co T), “K"paraG o T, “H" para Ao C o T, “I" para inosina y “N” para cualquier nucleétido.

Las expresiones “fragmento o subfragmento que es funcionalmente equivalente” y “fragmento o subfragmento
funcionalmente equivalente” se usan indistintamente en la presente memoria. Estas expresiones se refieren a una
porcién o subsecuencia de un fragmento de acido nucleico aislado en el que la capacidad para alterar la expresion
génica o producir un cierto fenotipo se conserva independientemente de que el fragmento o subfragmento codifique
0 no una enzima activa. Por el ejemplo, el fragmento o subfragmento puede usarse en el disefio de construcciones
quiméricas para producir el fenotipo deseado en una planta transformada. Las construcciones quiméricas pueden
disefiarse para su uso en cosupresion o antisentido por uniéon de un fragmento de &acido nucleico o subfragmento del
mismo, independientemente de que codifique 0 no una enzima activa, en la orientacion apropiada respecto a una
secuencia promotora vegetal.

Los términos “homologia”, “homdlogo”, “sustancialmente similar’ y “sustancialmente correspondiente” se usan
indistintamente en la presente memoria. Se refieren a fragmentos de acido nucleico en los que los cambios en una o
mas bases de nucleétidos no afectan a la capacidad del fragmento de &cido nucleico para mediar la expresion
génica o producir cierto fenotipo. Estos términos también se refieren a modificaciones de los fragmentos de acido
nucleico de la presente invencion, tales como delecion o insercion de uno o mas nucleétidos, que no alteran
sustancialmente las propiedades funcionales del fragmento de acido nucleico resultante respecto al fragmento inicial
no modificado. Por lo tanto se entiende, como apreciaran los expertos en la materia, que la invencién incluye mas
que las secuencias ejemplares especificas.

El término “gen” se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, incluyendo
secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5') y siguen (secuencias no codificantes 3’) a la
secuencia codificante.

La expresion “gen nativo” se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza con sus propias secuencias
reguladoras. Por el contrario, una “construccidon quimérica” se refiere a una combinacién de fragmentos de acido
nucleico que normalmente no se encuentran juntos en la naturaleza. Por consiguiente, una construccion quimérica
puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que proceden de diferentes fuentes, o
secuencias reguladoras y secuencias codificantes que proceden de la misma fuente, pero dispuestas de una forma
diferente a la que se encuentra normalmente en la naturaleza. (El término “aislado” significa que la secuencia se
retira de su entorno natural).

Un gen “extrafio” se refiere a un gen que normalmente no se encuentra en el organismo hospedador, pero que se
introduce en el organismo hospedador por transferencia génica. Los genes extrafios pueden comprender genes
nativos insertados en un organismo no nativo o construcciones quimeéricas. Un “transgén” es un gen que se ha
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introducido en el genoma mediante un procedimiento de transformacion.

La expresion “secuencia codificante” se refiere a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos
especifica. La expresion “secuencias reguladoras” se refiere a secuencias de nucleétidos localizadas cadena arriba
(secuencias no codificantes 5’), dentro de o cadena abajo (secuencias no codificantes 3’) de una secuencia
codificante, y que influyen en la transcripcion, el procesamiento o la estabilidad del ARN o la traduccion de la
secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir, pero sin limitacion, promotores,
secuencias lider de traduccion, intrones y secuencias de reconocimiento de poliadenilacion.

El término “promotor” se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresién de una secuencia
codificante o ARN funcional. La secuencia promotora consiste en elementos cadena arriba proximales y mas
distales, denominandose con frecuencia estos Ultimos elementos 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 heterdlogo insertado para aumentar el nivel o la especificidad tisular de un promotor. Las secuencias
promotoras también pueden localizarse dentro de las porciones de genes transcritas, y/o cadena abajo de las
secuencias transcritas. Los promotores pueden proceder en su totalidad de un gen nativo, o pueden estar
compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso
comprender segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la materia entienden que diferentes promotores pueden
dirigir la expresion de un gen en diferentes tipos celulares o tisulares o en diferentes fases del desarrollo, o en
respuesta a diferentes condiciones ambientales. Los promotores que causan que un gen se exprese en la mayoria
de tipos celulares la mayor parte del tiempo se denominan comiUnmente “promotores constitutivos”. Se estan
descubriendo constantemente nuevos promotores de diversos tipos Utiles en células vegetales; pueden encontrarse
numerosos ejemplos en la recopilacion por Okamuro y Goldberg, (1989) Biochemistry of Plants 15: 1-82. Se
reconoce ademas que puesto que en la mayoria de los casos no se han definido completamente los limites exactos
de las secuencias reguladoras, fragmentos de ADN de cierta variacion pueden tener una actividad promotora
idéntica.

Un “intrdn” es una secuencia intermedia en un gen que no codifica una porcion de la secuencia proteica. Por lo
tanto, dichas secuencias se transcriben en ARN pero después se escinden y no se traducen. El término se usa
también para las secuencias de ARN escindidas. Un “exdn” es una porcion de la secuencia de un gen que se
transcribe y se encuentra en el ARN mensajero maduro derivado del gen, pero que no es necesariamente parte de
la secuencia que codifica el producto génico final.

La “secuencia lider de traduccion” se refiere a una secuencia de ADN localizada entre la secuencia promotora de un
gen y la secuencia codificante. La secuencia lider de traduccion esta presente en el ARNm totalmente procesado
cadena arriba de la secuencia de inicio de la traduccién. La secuencia lider de traduccion puede afectar al
procesamiento del transcrito primario en ARNm, a la estabilidad del ARNm o a la eficacia de traduccién. Se han
descrito ejemplos de secuencias lideres de traduccién (Turner, R. y Foster, G. D. (1995) Molecular Biotechnology 3:
225).

Las “secuencias no codificantes 3" se refieren a secuencias de ADN localizadas cadena abajo de una secuencia
codificante, e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilaciéon y otras secuencias que codifican sefales
reguladoras capaces de afectar al procesamiento del ARNm o a la expresion génica. La sefial de poliadenilacién se
caracteriza habitualmente por afectar a la adicién de tractos de acido poliadenilico al extremo 3’ del precursor de
ARNm. El uso de diferentes secuencias no codificantes 3’ se ejemplifica por Ingelbrecht et al., (1989) Plant Cell 1:
671-680.

La expresion “transcrito de ARN” se refiere 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, se denomina transcrito primario, o puede ser una secuencia de ARN derivada del procesamiento
postranscripcional del transcrito primario y se denomina ARN maduro. La expresion “ARN mensajero (ARNm)” se
refiere al ARN que esta sin intrones y que puede traducirse en proteina por la célula. El “ADNc” se refiere a un ADN
que es complementario a y que se sintetiza a partir de un molde de ARNm usando la enzima transcriptasa inversa.
El ADNc puede ser monocatenario o convertirse en la forma bicatenaria usando el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I. Un ARN “con sentido” se refiere al transcrito de ARN que incluye el ARNm y que puede traducirse en
proteina dentro de una célula o in vitro. Un “ARN antisentido” se refiere a un transcrito de ARN que es
complementario a todo o parte de un transcrito primario o ARNm diana, y que bloquea la expresion de un gen diana
(Patente de Estados Unidos N° 5.107.065). La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier
parte del transcrito génico especifico, es decir, en la secuencia no codificante 5, secuencia no codificante 3’,
intrones o la secuencia codificante. Un “ARN funcional” se refiere a ARN antisentido, ARN de ribozima u otro ARN
que puede no traducirse pero sin embargo tener un efecto sobre los procesos celulares. Los términos
“complementario” y “complementario inverso” se usan indistintamente en la presente memoria con respecto a
transcritos de ARNm, y pretenden definir el ARN antisentido del mensaje.

La expresion “ARN endogeno” se refiere a cualquier ARN que esta codificado por cualquier secuencia de acido
nucleico presente en el genoma del hospedador antes de la transformacién con la construcciéon recombinante de la
presente invencién, ya sea de origen natural o de origen no natural, es decir, introducido por medios recombinantes,
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mutagénesis, etc.
La expresién “de origen no natural” significa artificial, que no concuerda con lo que se encuentra normalmente en la
naturaleza.

La expresion “unido operativamente” se refiere a la asociacion de secuencias de acido nucleico en un solo
fragmento de acido nucleico de modo que la funcién de uno esté regulado por el otro. Por ejemplo, un promotor esta
unido operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de regular la expresion de esa secuencia
codificante (es decir, que la secuencia codificante esté bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias
codificantes pueden unirse operativamente a secuencias reguladoras en una orientacion con sentido o antisentido.
En otro ejemplo, las regiones de ARN complementarias de la invencion pueden unirse operativamente, directa o
indirectamente, 5 al ARNm diana o 3' al ARNm diana, o dentro del ARNm diana, 0 una primera region
complementaria estd 5’ y su complementaria esta 3’ al ARNm diana.

El término “expresion”, como se usa en la presente memoria, se refiere a la produccion de un producto final
funcional. La expresion de un gen implica la transcripcion del gen y la traducciéon del ARNm en una proteina
precursora o madura. La “inhibicién antisentido” se refiere a la produccién de transcritos de ARN antisentido capaces
de suprimir la expresion de la proteina diana. La “cosupresion” se refiere a la produccion de transcritos de ARN con
sentido capaces de suprimir la expresion de genes endd6genos o extrafios idénticos o sustancialmente similares
(Patente de Estados Unidos N° 5.231.020).

Una proteina “madura” se refiere a un polipéptido procesado postraduccionalmente; es decir, uno del que se ha
eliminado cualquier pre- o propéptido presente en el producto de traduccion primario. La proteina “precursora” se
refiere al producto primario de traduccion de ARNm; es decir, con pre- y propéptidos todavia presentes. Los pre- y
propéptidos pueden ser, pero sin limitacién, sefiales de localizacién intracelular.

La expresién “transformacion estable” se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico al genoma de
un organismo hospedador, incluyendo genomas tanto nucleares como de organulos, dando como resultado una
herencia genéticamente estable. Por el contrario, una “transformacion transitoria” se refiere a la transferencia de un
fragmento de acido nucleico al interior del nucleo, u organulo que contiene ADN, de un organismo hospedador,
dando como resultado la expresidon génica sin integracion o herencia estable. Los organismos hospedadores que
contienen los fragmentos de acido nucleico transformados se denominan organismos “transgénicos”. El método
preferido de transformacion celular del arroz, maiz y otras monocotiledéneas es el uso de la tecnologia de
transformacion de particulas aceleradas o “pistola de genes” (Klein et al., (1987) Nature (London) 327: 70-73;
Patente de Estados Unidos N° 4.945.050), o un método mediado por Agrobacterium usando un plasmido Ti
apropiado que contiene el transgén (Ishida Y. et al., 1996, Nature Biotech. 14: 745-750). El término “transformacion”,
como se usa en la presente memoria, se refiere tanto a una transformacién estable como a una transformacion
transitoria.

Se conocen bien en la materia técnicas de ADN recombinante y de clonacién molecular convencionales, y se
describen mas completamente en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, 1989 (en lo sucesivo “Sambrook”).

El término “recombinante” se refiere a una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia de otro modo
separados, por ejemplo, por sintesis quimica o por la manipulacién de segmentos de acidos nucleicos aislados por
técnicas de ingenieria genética.

El término “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 bicatenario se desnaturaliza térmicamente, los dos cebadores complementarios
a los limites 3’ de la secuencia diana se hibridan a baja temperatura y después se extienden a una temperatura
intermedia. Un conjunto de estas tres etapas consecutivas se denomina ciclo.

La reaccién en cadena a la polimerasa (“PCR”) es una técnica potente usada para amplificar el ADN millones de
veces por replicacion repetida de un molde en un corto periodo de tiempo. (Mullis et al, Cold Spring Harbor 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 Estados Unidos N° 4.683.202; Erlich, Patente de Estados Unidos N°
4.582.788; y Saiki et al, Patente de Estados Unidos N° 4.683.194). El proceso utiliza conjuntos de oligonucleétidos
especificos sintetizados in vitro para cebar la sintesis de ADN. El disefio de los cebadores depende de las
secuencias de ADN que se desee analizar. La técnica se lleva a cabo mediante muchos ciclos (habitualmente 20-50)
de fusién del molde a alta temperatura, permitiendo que los cebadores hibriden con secuencias complementarias
dentro del molde y después replicando el molde con ADN polimerasa.

Los productos de reacciones de PCR se analizan por separacion en geles de agarosa, seguida de tincion con
bromuro de etidio y visualizacion con transiluminacion con UV. Como alternativa, pueden afiadirse dNTP radiactivos
a la PCR para incorporar un marcador en los productos. En este caso, los productos de PCR se visualizan por
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exposicion del gel a una pelicula de rayos x. La ventaja afiadida del radiomarcaje de productos de PCR es que
pueden cuantificarse los niveles de productos de amplificacion individuales.

Las expresiones “construccion recombinante”, “construccion de expresion” y “construccion de expresion
recombinante” se usan indistintamente en la presente memoria. Estas expresiones se refieren a una unidad
funcional de material genético que puede insertarse en el genoma de una célula usando metodologia convencional
bien conocida por un experto en la materia. Dicha construcciéon puede usarse de por si 0 puede usarse junto con un
vector. Si se usa un vector entonces la eleccidon del vector depende del método que se usard para transformar
plantas hospedadoras, como es bien sabido por los expertos en la materia. Por ejemplo, puede usarse un vector
plasmidico. El experto en la materia es bien consciente de los elementos genéticos que deben estar presentes en el
vector para transformar, seleccionar y propagar con éxito células hospedadoras que comprendan cualquiera de los
fragmentos de &acido nucleico aislados de la invencion. El experto en la materia también reconocera que se
diferentes acontecimientos de transformacion independientes daran 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) vy,
por lo tanto, que deben explorarse mdltiples acontecimientos para obtener lineas que presenten el nivel y patron de
expresion deseados. Dicha exploracion puede efectuarse por analisis de Southern de ADN, analisis de Northern de
la expresion de ARNm, analisis de Western de la expresion de proteina o andlisis fenotipico.

Produccién de las enzimas A5-desaturasa y las enzimas A6-desaturasa

Una vez que se ha aislado el gen que codifica una cualquiera de las enzimas desaturasas, puede introducirse
después en una célula hospedadora procariota o eucariota mediante el uso de un vector o construccion. El vector,
por ejemplo, un bacteriéfago, cdsmido o plasmido puede comprender la secuencia de nucleétidos que codifica las
enzimas Ab-desaturasa o la enzima A6-desaturasa, asi como cualquier secuencia reguladora (por ejemplo,
promotor) que sea funcional en la célula hospedadora y sea capaz de generar la expresion de la desaturasa
codificada por la secuencia de nucledtidos. La secuencia reguladora estd en asociacion operativa con o unida
operativamente con la secuencia de nucleétidos. (Como se ha sefialado anteriormente, se dice que la reguladora
esta “unida operativamente” con una secuencia codificante si la secuencia reguladora afecta a la transcripcion o
expresion de la secuencia codificante). Los promotores adecuados incluyen, por ejemplo, aquellos de genes que
codifican alcohol deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglucoisomerasa, fosfoglicerato
quinasa, fosfatasa acida, T7, TPI, lactasa, metalotioneina, temprano inmediato de citomegalovirus, proteina acida de
suero, glucoamilasa y promotores activados en presencia de galactosa, por ejemplo, GAL1 y GAL10. Ademas, las
secuencias de nucleétidos que codifican otras proteinas, oligosacaridos, lipidos, etc. pueden incluirse también dentro
del vector, asi como otras secuencias reguladoras tales como una sefial de poliadenilacion (por ejemplo, la sefial
poli-A del antigeno SV-40T, ovoalbimina u hormona del crecimiento bovina). La eleccién de secuencias presentes
en la construccion depende de los productos de expresion deseados, asi como de la naturaleza de la célula
hospedadora.

Como se ha sefalado anteriormente, una vez que se ha construido el vector, puede introducirse después en la
célula hospedadora de eleccion por métodos conocidos por los expertos en la materia incluyendo, por ejemplo,
transfeccion, transformacion y electroporacion (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Vol. 1-3, ed.
Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). Después la célula hospedadora se cultiva en
condiciones adecuadas que permitan la expresion de los genes, conduciendo a la produccién del PUFA deseado,
gque después se recupera y purifica.

Los ejemplos de células hospedadoras procariotas adecuadas, por ejemplo, bacterias tales como Escherichia coli,
Bacillus subtilis, asi como cianobacterias tales como Spirulina spp. (es decir, algas verdeazuladas). Los ejemplos de
células hospedadoras eucariotas adecuadas incluyen, por ejemplo, células de mamifero, células vegetales, células
de levadura tales como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlshergensis, Lipomyces starkey, Candida
spp. tales como Yarrowia (Candida) lipolytica, Kluyveromyces spp., Pichia spp., Trichoderma spp. o Hansenula spp.,
o células flngicas tales como células fungicas filamentosas, por ejemplo, Aspergillus, Neurospora y Penicillium.
Preferentemente, se utilizan células de Saccharomyces cerevisiae (levadura de panaderia).

La expresién en una célula hospedadora puede lograrse de una forma transitoria o estable. La expresién transitoria
puede producirse a partir de construcciones introducidas que contienen sefiales de expresién funcionales en la
célula hospedadora, pero construcciones que no se replican y que rara vez se integran en la célula hospedadora, o
cuando la célula hospedadora no estd en proliferacion. La expresion transitoria también puede lograrse por
induccion de la actividad de un promotor regulable unido operativamente al gen de interés, aunque dichos sistemas
inducibles presentan frecuentemente un bajo nivel basal de expresion. La expresion estable puede conseguirse por
introduccién de una construccién que pueda integrarse en el genoma del hospedador o que se replique de forma
autébnoma en la célula hospedadora. La expresién estable del gen de interés puede seleccionarse mediante el uso
de un marcador de seleccion localizado en o transfectado con la construccién de expresion, seguido de seleccion de
células que expresen el marcador. Cuando la expresion estable es el resultado de la integracion, el sitio de la
integraciéon de la construccion puede aparecer aleatoriamente dentro del genoma del hospedador o puede fijarse
como objetivo mediante el uso de construcciones que contienen regiones de homologia con el genoma del
hospedador suficientes para dirigir la recombinacion con el locus del hospedador. Cuando las construcciones se
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dirigen a un locus enddgeno, todas o algunas de las regiones reguladoras de la transcripcion y de la traduccion
pueden proporcionarse por el locus enddégeno.

También puede usarse un mamifero no humano transgénico para expresar la enzima o enzimas de interés (es decir,
una o mas de las A5-desaturasas, una o mas de las A6-desaturasas 0 una combinacién de las mismas) y, en dltima
instancia, el o los PUFA de interés. Mas especificamente, una vez que se crea la construccién descrita
anteriormente, puede insertarse en el prondcleo de un embrion. Después, el embrién puede implantarse en una
hembra receptora. Como alternativa, también podria utilizarse un método de transferencia nuclear (Schnieke et al.,
Science 278: 2130-2133 (1997)). Entonces se permite la gestacion y el nacimiento (véase, por ejemplo, la Patente
de Estados Unidos N° 5.750.176 y la Patente de Estados Unidos N° 5.700.671). Muestras de leche, tejido u otros
fluidos de la descendencia deberian contener entonces niveles alterados de PUFA en comparacion con los niveles
gque se encuentran normalmente en el animal no transgénico. Las generaciones posteriores pueden controlarse para
determinar la produccion de los niveles alterados o aumentados de PUFA vy, por lo tanto, la incorporacion del gen
gue codifica la enzima desaturasa deseada en sus genomas. El mamifero no humano utilizado como hospedador
puede seleccionarse del grupo que consiste en, por ejemplo, un ratén, una rata, un conejo, un cerdo, una cabra, una
oveja, un caballo y una vaca. Sin embargo, puede usarse cualquier mamifero no humano con tal de que tenga la
capacidad de incorporar ADN que codifique la enzima de interés en su genoma.

Para la expresion de un polipéptido de desaturasa, las regiones funcionales de inicio y terminacién de la
transcripcion y traduccién estan unidas operativamente al ADN que codifica el polipéptido desaturasa. Las regiones
de inicio y terminacion de la transcripcion y traduccién proceden de una diversidad de fuentes no exclusivas,
incluyendo el ADN a expresar, genes conocidos o sospechosos de ser capaces de la expresion en el sistema
deseado, vectores de expresion, sintesis quimica o a partir de un locus endégeno en una célula hospedadora. La
expresion en un tejido vegetal y/o parte de planta presenta ciertas eficacias, particularmente cuando el tejido o parte
es uno que se recoge de forma temprana, tal como semillas, hojas, frutos, flores, raices, etc. La expresion puede
dirigirse a esa localizacion en la planta utilizando una secuencia reguladora especifica tal como las de las Patentes
de Estados Unidos N° 5.463.174, 4.943.674, 5.106.739, 5.175.095, 5.420.034, 5.188.958 y 5.589.379. Como
alternativa, la proteina expresada puede ser una enzima que produzca un producto que pueda incorporarse,
directamente o tras modificaciones adicionales, en una fraccién fluida de la planta hospedadora. La expresién de un
gen de desaturasa, o de transcritos de desaturasa antisentido, puede alterar los niveles de PUFA especificos, o
derivados de los mismos, que se encuentran en partes de plantas y/o tejidos vegetales. La regién codificante de
polipéptido desaturasa puede expresarse de por si 0 con otros genes, para producir tejidos y/o partes de plantas que
contengan mayores proporcionares de los PUFA deseados, o en los que la composicion de PUFA se parezca mas a
la de la leche materna humana (Prieto et al., publicacion PCT WO 95/24494). La regién de terminacién puede
proceder de la region 3’ del gen del que se obtuvo la regién de inicio, o de un gen diferente. Se conocen un gran
namero de regiones de terminacion y se ha descubierto que son satisfactorias en una diversidad de hospedadores
de géneros y especies iguales y diferentes. La region de terminacién se selecciona habitualmente como una
cuestién de conveniencia mas que por cualquier propiedad particular.

Como se ha sefialado anteriormente, una planta (por ejemplo, Glycine max (soja) o Brassica napus (colza)) o tejido
vegetal también pueden utilizarse como un hospedador o célula hospedadora, respectivamente, para la expresién de
la enzima desaturasa que puede, a su vez, utilizarse en la produccion de éacidos grasos poliinsaturados. Mas
especificamente, los PUFA deseados pueden expresarse en semillas. Se conocen en la técnica métodos de
aislamiento de aceites de semillas. Por lo tanto, ademéas de proporcionar una fuente para PUFA, los componentes
de aceites de semillas pueden manipularse mediante la expresiéon del gen de desaturasa, asi como de quiza otros
genes de desaturasa y genes de elongasa, para proporcionar aceites de semillas que puedan afadirse a
composiciones nutricionales, composiciones farmacéuticas, piensos animales y cosméticos. De nuevo, un vector
que comprende una secuencia de ADN que codifica la desaturasa unida operativamente a un promotor se
introducira en el tejido vegetal o planta durante un tiempo y en condiciones suficientes para la expresion del gen de
desaturasa. El vector también puede comprender uno o mas genes que codifican otras enzimas, por ejemplo, A4-
desaturasa, elongasa, Al2-desaturasa, Al5-desaturasa, Al7-desaturasa y/o Al9-desaturasa. El tejido vegetal o
planta puede producir el sustrato pertinente (por ejemplo, DGLA (en el caso de A5-desaturasa), ALA (en el caso de
A6-desaturasa), etc.) tras lo cual las enzimas actlan, o un vector que codifica enzimas que producen dichos
sustratos puede introducirse en el tejido vegetal, célula vegetal o planta. Ademas, el sustrato puede pulverizarse
sobre tejidos vegetales que expresen las enzimas apropiadas. Usando estas diversas técnicas, se pueden producir
PUFA (por ejemplo, acidos grasos insaturados n-6 tales como AA, o acidos grasos n-3 tales como EPA o STA)
mediante el uso de una célula vegetal, tejido vegetal o planta. También deberia sefialarse que la invencion también
incluye una planta transgénica que comprende el vector descrito anteriormente, en el que la expresion de la
secuencia de nucleétidos del vector da como resultado la produccion de un acido graso poliinsaturado, por ejemplo,
las semillas de la planta transgénica.

La regeneracion, desarrollo y cultivo de plantas a partir de transformantes de protoplastos de plantas individuales 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 proceso de regeneracion y
cultivo incluye tipicamente las etapas de selecciébn de células transformadas, cultivo de aquellas células
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individualizadas a través de las fases habituales del desarrollo embrionario a la fase de plantula enraizada. Los
embriones y semillas transgénicas se regeneran de forma similar. Los vastagos enraizados transgénicos resultantes
se plantan después de eso en un medio de cultivo de plantas apropiado tal como tierra.

El desarrollo o la regeneracion de plantas que contienen el gen exdgeno extrafio que codifica una proteina de interés
son bien conocidos en la técnica. Preferentemente, las plantas regeneradas se autopolinizan para proporcionar
plantas transgénicas homocigotas. De otro modo, el polen obtenido de las plantas regeneradas se cruza con plantas
cultivadas a partir de semillas de lineas agricolamente importantes. Por el contrario, el polen de plantas de estas
lineas importantes se usa para polinizar las plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invencion
que contiene un polipéptido deseado se cultiva usando métodos bien conocidos por un experto en la materia.

Existen una diversidad de métodos para la regeneracion de plantas a partir de tejido vegetal. EI método de
regeneracion particular dependera del tejido vegetal de partida y de la especie vegetal particular a regenerar.

Se han publicado métodos para transformar dicotiledéneas, principalmente por uso de Agrobacterium tumefaciens, y
obtener plantas transgénicas para algodén (Patente de Estados Unidos N° 5.004.863, Patente de Estados Unidos N°
5.159.135, Patente de Estados Unidos N° 5.518.908); soja (Patente de Estados Unidos N° 5.569.834, Patente de
Estados Unidos N° 5.416.011, McCabe et al., BiolTechnology 6: 923 (1988), Christou et al., Plant Physiol. 87: 671-
674 (1988)); Brassica (Patente de Estados Unidos N° 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 descrito la transformacién de monocotiledéneas usando electroporacion, bombardeo de particulas y
Agrobacterium. La transformacién y regeneracion de plantas se ha conseguido en esparrago (Bytebier et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 84: 5354, (1987)); cebada (Wan y 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., BiolTechnology 8:
833 (1990), Koziel et al., BiolTechnology 11: 194, (1993), Armstrong et al., Crop Science 35: 550-557 (1995)); avena
(Somers et al., BiolTechnology 10: 15 89 (1992)); pasto ovillo (Horn et al., Plant Cell Rep. 7: 469 (1988)); arroz
(Toriyama et al., TheorAppl. Genet. 205: 34, (1986); Part et al., Plant Mol. Biol. 32: 1135-1148, (1996); Abedinia et
al., Aust. J. Plant Physiol. 24: 133-141 (1997); Zhang y Wu, Theor. Appl. Genet. 76: 835 (1988); Zhang et al. Plant
Cell Rep. 7: 379, (1988); Battraw y Hall, Plant Sci. 86: 191-202 (1992); Christou et al., Bio/Technology 9: 957 (1991));
centeno (De la Pena et al., Nature 325: 274 (1987)); cafia de azlcar (Bower y 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
Estados Unidos N° 5.631.152).

Se han desarrollado ensayos para expresion génica basandose en la expresion transitoria de construcciones de
acido nucleico clonadas por introduccion de las moléculas de acido 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)).

Pueden usarse sistemas de expresion transitoria para diseccionar funcionalmente construcciones génicas (véase en
general Maliga et al., Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press (1995)). Se entiende que
cualquiera de las moléculas de acido nucleico de la presente invencion puede introducirse en una célula vegetal de
una forma permanente o transitoria en combinacion con otros elementos genéticos tales como vectores, promotores,
potenciadores, etc.

Ademas de los procedimientos analizados anteriormente, los expertos en la materia estan familiarizados con los
materiales de recurso convencionales que describen condiciones y procedimientos especificos para la construccion,
manipulacion y aislamiento de macromoléculas (por ejemplo, moléculas de ADN, plasmidos, etc.), la generacion de
organismos recombinantes y la exploracion 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, Nueva
York (1998); Birren et al., Genome Analysis: Analyzing DNA, 2, Cold Spring Harbor, Nueva York (1998); Plant
Molecular Biology: A Laboratory Manual, eds. Clark, Springer, Nueva York (1997)).

Los sustratos que pueden producirse por la célula hospedadora de forma natural o transgénica, asi como las
enzimas que pueden estar codificadas por secuencias de ADN presentes en el vector que se introduce
posteriormente en la célula hospedadora, se muestran en la Figura 1.

En vista de lo anterior, la presente invencion incluye un método de produccién de las enzimas desaturasas (es decir,
A5 0 A6), que comprende las etapas de: 1) aislar la secuencia de nucleétidos del gen que codifica la enzima
desaturasa; 2) construir un vector que comprende dicha secuencia de nucleétidos unida operativamente a una
secuencia reguladora y 3) introducir dicho vector en una célula hospedadora en tiempo y condiciones suficientes
para la produccion de la enzima desaturasa.
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Con respecto a las desaturasas, pueden producirse acidos grasos poliinsaturados por exposicién de un acido a la
enzima de modo que la desaturasa convierta el acido en un acido graso poliinsaturado. Por ejemplo, cuando se
expone 20:3n-6 a una enzima A5-desaturasa se convierte en AA. Después el AA puede exponerse a elongasa, que
alarga el AA a &cido adrénico (es decir, 22:4n-6). Como alternativa, la A5-desaturasa puede utilizarse para convertir
el 20:4n-3 en 20:5n-3, que puede exponerse a elongasa y convertirse en acido (n-3)-docosapentaenoico. El acido (n-
3)-docosapentaenoico puede convertirse entonces en DHA mediante el uso de la A4-desaturasa. Por lo tanto, la A5-
desaturasa puede usarse en la produccion de acidos grasos poliinsaturados que pueden usarse, a su vez, para fines
beneficiosos particulares.

Con respecto al papel de la A6-desaturasa, el acido linoleico puede exponerse a la enzima de modo que la enzima
convierta el acido en GLA. Después puede usarse una elongasa para convertir el GLA en DGLA. El DGLA puede
convertirse entonces en AA por exposicion del DGLA a una A5-desaturasa. Como otro ejemplo, el ALA puede
exponerse a una A6-desaturasa para convertir el ALA en STA. El STA puede convertirse entonces en 20:4n-3
mediante el uso de una elongasa. Por consiguiente, el 20:4n-3 puede convertirse en EPA por exposicion del 20:4n-3
a una A5-desaturasa. Por lo tanto, la A6-desaturasa puede usarse en la produccion de PUFA que puedan tener
propiedades ventajosas o puedan usarse en la produccion de otros PUFA.

Usos de los genes de A5-desaturasas, los genes de A6-desaturasa y las enzimas codificadas por los mismos

Como se ha sefialado anteriormente, los genes de desaturasa aislados y las enzimas desaturasa codificadas por los
mismos tienen muchos usos. Por ejemplo, el gen y la enzima correspondiente pueden usarse indirecta o
directamente en la produccion de &cidos grasos poliinsaturados, por ejemplo, la A5-desaturasa puede usarse en la
produccién de AA, &cido adrénico o EPA. La delta-6 desaturasa puede usarse indirecta o directamente en la
produccién de GLA, DGLA, STA o 20:4n-3. (El término “directamente” se entiende que incluye la situacion en la que
la enzima convierte directamente el acido en otro acido, el Ultimo de los cuales se utiliza en una composicién (por
ejemplo, la conversion de DGLA en AA). El término “indirectamente” se entiende que incluye la situacion en la que
un &cido se convierte en otro acido (es decir, un intermedio de ruta) por la desaturasa (por ejemplo, DGLA en AA) y
después el ultimo acido se convierte en otro acido mediante el uso de una enzima no desaturasa (por ejemplo, AA
en &cido adrénico por elongasa o mediante el uso de otra enzima desaturasa (por ejemplo, AA en EPA por Al17-
desaturasa)). Estos acidos grasos poliinsaturados (es decir, los producidos directa o indirectamente por actividad de
la enzima desaturasa) pueden afiadirse, por ejemplo, a composiciones nutricionales, composiciones farmacéuticas,
cosmeéticos y piensos animales, incluyéndose todos en la presente invencion. Las composiciones nutricionales,
composiciones farmacéuticas y aplicaciones veterinarias descritas en los parrafos siguientes no forman parte de la
invencion reivindicada.

Composiciones nutricionales

La presente invencion incluye composiciones nutricionales. Dichas composiciones, para los fines de la presente
invencion, incluyen cualquier alimento o preparacion para consumo humano, incluyendo para consumo enteral o
parenteral, que cuando se introduce en el cuerpo (a) sirve para nutrir o construir tejidos o suministrar energia y/o (b)
mantener, restaurar o servir de soporte a un estado nutricional o funcién metabdlica adecuados.

La composicién nutricional de la presente invenciéon comprende al menos un aceite 0 acido producido directa o
indirectamente mediante el uso del gen de desaturasa, de acuerdo con la presente invencién, y puede estar en
forma solida o liquida. Ademas, la composicion puede incluir macronutrientes, vitaminas y minerales comestibles en
las cantidades deseadas para un uso particular. La cantidad de dichos ingredientes variara dependiendo de si la
composicién esta destinada a usarse con lactantes, nifios o adultos sanos normales que tengan necesidades
especializadas, tales como las que acompafian a ciertas afecciones metabdlicas (por ejemplo, trastornos
metabdlicos).

Los ejemplos de macronutrientes que pueden afiadirse a la composicion incluyen, pero sin limitacion, grasas,
carbohidratos y proteinas comestibles. Los ejemplos de dichas grasas comestibles incluyen, pero sin limitacion,
aceite de coco, aceite de soja y mono- y diglicéridos. Los ejemplos de dichos carbohidratos incluyen, pero sin
limitacion, glucosa, lactosa comestible y almidén hidrolizado. Ademas, los ejemplos de proteinas que pueden
utilizarse en la composicion nutricional de la invencion incluyen, pero sin limitacién, proteinas de soja, suero
electrodializado, leche desnatada electrodializada, suero de leche o los hidrolizados de estas proteinas.

Con respecto a vitaminas y minerales, lo siguiente puede afiadirse a las composiciones nutricionales de la presente
invencién: calcio, fésforo, potasio, sodio, cloro, magnesio, manganeso, hierro, cobre, cinc, selenio, yodo y vitaminas
A, E, D, Cy el complejo B. También pueden afiadirse otras vitaminas y minerales de este tipo.

Los componentes utilizados en las composiciones nutricionales de la presente invencién seran de origen purificado o

semipurificado. Por purificado o semipurificado se entiende un material que se ha preparado por purificacion de un
material natural o por sintesis.
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Los ejemplos de composiciones nutricionales de la presente invencién incluyen, pero sin limitacion, leches
maternizadas, complementos dietéticos, sustitutos dietéticos y composiciones de rehidrataciéon. Las composiciones
nutricionales de interés particular incluyen, pero sin limitacién, las utlizadas para complementacién enteral y
parenteral para lactantes, leches maternizadas especializadas, complementos para las personas mayores y
complementos para aquellos con dificultades gastrointestinales y/o mala absorcion.

La composicion nutricional de la presente invencion también puede afadirse a alimentos incluso cuando no sea
necesaria una complementacion de la dieta. Por ejemplo, la composiciéon puede afiadirse a alimentos de cualquier
tipo incluyendo, pero sin limitacién, margarinas, mantequillas modificadas, quesos, leche, yogur, chocolate, dulces,
aperitivos, aceites para ensalada, aceites de cocina, grasas de cocina, carnes, pescados y bebidas.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la composicion nutricional es un producto nutricional enteral,
mas preferentemente, un producto nutricional enteral adulto o pediatrico. Esta composicién puede administrarse a
adultos o nifios que sufran estrés o tengan necesidades especializadas debido a patologias cronicas o agudas. La
composicién puede comprender, ademas de acidos grasos poliinsaturados producidos de acuerdo con la presente
invencion, macronutrientes, vitaminas y minerales, como se han descrito anteriormente. Los macronutrientes pueden
estar presentes en cantidades equivalentes a las presentes en leche humana o en una base energética, es decir, en
una base por calorias.

Se conocen bien en la técnica métodos para formular formulas nutricionales enterales y parenterales liquidas o
sdlidas. (Véanse también los Ejemplos a continuacion).

La formula enteral, por ejemplo, puede esterilizarse y posteriormente utilizarse en una base lista para tomar (RTF) o
almacenase en un liquido o polvo concentrado. El polvo puede prepararse mediante secado por pulverizacion de la
férmula preparada como se ha indicado anteriormente, y reconstitucion de la misma por rehidratacion del
concentrado. Se conocen bien en la técnica formulas nutricionales pediatricas y para adultos, y estan disponibles en
el mercado (por ejemplo, Similac®, Ensure®, Jevity® y Alimentum® de Ross Products Division, Abbott Laboratories,
Columbus, Ohio). Un aceite o acido producido de acuerdo con la presente invencion puede afiadirse a cualquiera de
estas formulas.

La densidad energética de las composiciones nutricionales de la presente invencion, cuando estan en forma liquida,
puede variar de aproximadamente 0,6 Kcal a aproximadamente 3 Kcal por ml. Cuando estéan en forma soélida o en
polvo, los complementos nutricionales pueden contener de aproximadamente 1,2 a mas de 9 Kcal por gramo,
preferentemente de aproximadamente 3 a 7 Kcal por g. En general, la osmolaridad de un producto liquido deberia
ser inferior a 700 mOsm y, mas preferentemente, inferior a 660 mOsm.

La férmula nutricional puede incluir macronutrientes, vitaminas y minerales, como se han sefialado anteriormente,
ademas de los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencion. La presencia de estos componentes
adicionales ayuda al individuo a ingerir las necesidades minimas diarias de estos elementos. Ademas del suministro
de PUFA, también puede ser deseable afiadir cinc, cobre, &cido folico y antioxidantes a la composicion. Se cree que
esta sustancia refuerza un sistema inmune estresado y, por lo tanto, proporcionara beneficios adicionales al
individuo que reciba la composicién. Una composicién farmacéutica también puede complementarse con estos
elementos.

En una realizacion mas preferida, la composicion nutricional comprende, ademas de antioxidantes y al menos un
PUFA, una fuente de carbohidratos en la que al menos el 5 por ciento en peso del carbohidrato es oligosacarido
indigerible.

En una realizacién mas preferida, la composicion nutricional comprende ademas proteina, taurina y carnitina.

Como se ha sefialado anteriormente, los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencion, o derivados de los
mismos, pueden afadirse a un sustituto o complemento dietético, particularmente una leche maternizada, para
pacientes que estén recibiendo alimentacion intravenosa, o para prevenir o tratar una malnutriciéon u otras afecciones
0 patologias. Como antecedente, deberia sefialarse que la leche materna humana tiene un perfil de acidos grasos
que comprende de aproximadamente el 0,15% a aproximadamente el 0,36% como DHA, de aproximadamente el
0,03% a aproximadamente el 0,13% como EPA, de aproximadamente el 0,30% a aproximadamente el 0,88% como
AA, de aproximadamente el 0,22% a aproximadamente el 0,67% como DGLA y de aproximadamente el 0,27% a
aproximadamente el 1,04% como GLA. Por lo tanto, pueden usarse acidos grasos, tales como AA, EPA y/o acido
docosahexaenoico (DHA), producidos de acuerdo con la presente invencion para alterar, por ejemplo, la
composicion de leches maternizadas para reproducir mejor el contenido de PUFA de la leche materna humana o
para alterar la presencia de los PUFA que se encuentran normalmente en una leche de mamifero no humana. En
particular, una composicion para su uso en un complemento farmacolégico o alimenticio, particularmente un sustituto
o complemento de leche materna, comprenderd preferentemente uno o mas de AA, DGLA y GLA. Mas
preferentemente, el aceite comprendera de aproximadamente el 0,3 al 30% de AA, de aproximadamente el 0,2 al
30% de DGLA y/o de aproximadamente el 0,2 a aproximadamente el 30% de GLA.
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Se incluyen en la presente invencibn composiciones nutricionales parenterales que comprenden de
aproximadamente el 2 a aproximadamente el 30 por ciento en peso de &cidos grasos calculado como triglicéridos.
La composicion preferida tiene de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 25 por ciento en peso de la
composicion de PUFA total como GLA (Patente de Estados Unidos N° 5.196.198). Pueden incluirse opcionalmente
otras vitaminas, particularmente vitaminas liposolubles tales como vitamina A, D, E y L-carnitina. Cuando se desee,
puede afadirse un conservante tal como alfa-tocoferol en una cantidad de aproximadamente el 0,1% en peso.

Ademas, las proporciones de AA, DGLA y GLA pueden adaptarse para un uso final dado particular. Cuando se
formulan como un complemento o sustituto de la leche materna, se proporcionara una composicion que comprenda
uno o mas de AA, DGLA y GLA en una proporcion de aproximadamente 1:19:30 a aproximadamente 6:1:0,2,
respectivamente. Por ejemplo, la leche materna de los animales puede variar en proporciones de AA:DGLA:GLA que
varian de 1:19:30 a 6:1:0,2, lo que incluye proporciones intermedias que son preferentemente de aproximadamente
1:1:1, 1:2:1, 1:1:4. Cuando se producen juntos en una célula hospedadora, puede usarse el ajuste del indice y del
porcentaje de conversién de un sustrato precursor tal como GLA y DGLA en AA para controlar con precision las
proporciones de PUFA. Por ejemplo, puede usarse un indice de conversion de DGLA en AA del 5% al 10% para
producir una proporcion de AA respecto a DGLA de aproximadamente 1:19, mientras que puede usarse un indice de
conversion de aproximadamente el 75% al 80% para producir una proporcion de AA respecto a DGLA de
aproximadamente 6:1. Por lo tanto, ya sea en un sistema de cultivo celular o en un animal hospedador, la regulacion
del momento, del grado y de la especificidad de la expresion de desaturasa, asi como de la expresién de otras
desaturasas y elongasas, puede usarse para modular los niveles y proporciones de PUFA. Los PUFA/acidos
producidos de acuerdo con la presente invencion (por ejemplo, AA y EPA) pueden combinarse entonces con otros
PUFA/acidos (por ejemplo, GLA) en las concentraciones y proporciones deseadas.

Ademas, los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencién o células hospedadoras que los contienen
también pueden usarse como complementos alimenticios animales para alterar la composicion de acidos grasos del
tejido o de la leche de un animal hacia una més deseable para consumo humano o animal.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencion también incluye una composicién farmacéutica que comprende uno o méas de los acidos y/o
aceites resultantes producidos usando los genes de desaturasa descritos en la presente memoria, de acuerdo con
los métodos descritos en la presente memoria. Mas especificamente, dicha composicion farmacéutica puede
comprender uno o mas de los &cidos y/o aceites, asi como un vehiculo, adyuvante o excipiente convencional bien
conocido no téxico farmacéuticamente aceptable tal como, por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato,
agua, etanol, polioles, aceites vegetales, un agente humectante o una emulsion tal como una emulsién de
agua/aceite. La composicién puede estar en forma liquida o sélida. Por ejemplo, la composicién puede estar en
forma de un comprimido, cdpsula, liquido ingerible o polvo, inyectable o pomada o crema topica. Puede mantenerse
una fluidez apropiada, por ejemplo, por mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de dispersiones,
y mediante el uso de tensioactivos. También puede ser deseable incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azucares,
cloruro sédico y similares. Aparte de dichos diluyentes inertes, la composicion también puede incluir adyuvantes,
tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, agentes
saporiferos y agentes perfumantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden comprender agentes de suspension tales como, por
ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina,
metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, o mezclas de estas sustancias.

Las formas de dosificacion solida tales como comprimidos y cépsulas pueden prepararse usando técnicas bien
conocidas en la materia. Por ejemplo, los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencion pueden
prepararse en comprimidos con bases para comprimidos convencionales tales como lactosa, sacarosa y almidon de
maiz en combinacién con aglutinantes tales como goma arabiga, almidén de maiz o gelatina, agentes disgregantes
tales como almidén de patata o acido alginico y un lubricante tal como acido esteérico o estearato de magnesio. Las
capsulas pueden prepararse por incorporacion de estos excipientes en una capsula de gelatina junto con
antioxidantes y los PUFA pertinentes. Los componentes antioxidantes y PUFA deberian ajustarse a las directrices
presentadas anteriormente.

Para la administracion intravenosa, los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencion o derivados de los
mismos pueden incorporarse en formulaciones comerciales tales como Intralipids™. El perfil de &cidos grasos en
plasma de adultos normales tipico comprende del 6,64 al 9,46% de AA, del 1,45 al 3,11% de DGLA y del 0,02 al
0,08% de GLA. Estos PUFA o sus precursores metabdlicos pueden administrarse en solitario o en combinacion con
otros PUFA para conseguir un perfil de acidos grasos normal en un paciente. Cuando se desee, los componentes
individuales de las formulaciones pueden proporcionarse individualmente, en forma de kit, para uso individual o
multiple. Una dosificacion tipica de un &cido graso particular es de 0,1 mg a 20 mg (hasta 100 g) diarios, y es
preferentemente de 10 mg a 1, 2, 5 6 10 g diarios.

Las vias de administracion posibles de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion incluyen, por
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ejemplo, la enteral (por ejemplo, oral y rectal) y la parenteral. Por ejemplo, una preparacién liquida puede
administrarse, por ejemplo, por via oral o rectal. Ademas, una mezcla homogénea puede dispersarse
completamente en agua, mezclarse en condiciones estériles con diluyentes, conservantes, tampones o propulsores
fisiologicamente aceptables para formar una pulverizacion o inhalador. La via de administracién dependera, por
supuesto, del efecto deseado. Por ejemplo, si la composicion se esta utilizando para tratar piel aspera, seca o
envejecida, para tratar piel lesionada o quemada, o para tratar piel o pelo afectado por una enfermedad o afeccion,
quiza puede aplicarse tépicamente.

La dosificacion de la composicién a administrar al paciente puede determinarse por un experto en la materia y
depende de diversos factores tales como el peso del paciente, la edad del paciente, el estado inmune del paciente,
etc.

Con respecto a la forma, la composicion puede ser, por ejemplo, una solucién, una dispersién, una suspension, una
emulsion o un polvo estéril que después se reconstituye.

La presente invencién también incluye el tratamiento de diversos trastornos mediante el uso de las composiciones
farmacéuticas y/o nutricionales descritas en la presente memoria. En particular, las composiciones de la presente
invencién pueden usarse para tratar la reestenosis después de la angioplastia. Ademas, también pueden tratarse
sintomas de inflamacién, artritis reumatoide, asma y psoriasis con las composiciones de la invencion. Las pruebas
también indican que los PUFA pueden estar implicados en el metabolismo del calcio; por lo tanto, las composiciones
de la presente invencion pueden utilizarse quizé en el tratamiento o la prevencion de la osteoporosis y de célculos
renales o del tracto urinario.

Ademas, las composiciones de la presente invencion también pueden usarse en el tratamiento del cancer. Se ha
demostrado que las células malignas tienen composiciones de &cidos grasos alteradas. Se ha demostrado que la
adicion de acidos grasos ralentiza su crecimiento, causa muerte celular y aumenta su susceptibilidad a agentes
quimioterapicos. Ademas, las composiciones de la presente invencién también pueden ser Utiles para tratar la
caguexia asociada con el cancer.

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

Ademas, las composiciones de la presente invencion, que comprenden PUFA producidos directa o indirectamente
mediante el uso de las enzimas desaturasas, también pueden usarse en el tratamiento del eccema, en la reduccion
de la presion arterial y en la mejora de las puntuaciones de examenes de matematicas. Ademas, las composiciones
de la presente invencion pueden usarse en la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la induccion de vasodilatacion,
la reduccion de los niveles de colesterol, la inhibicion de la proliferacion de tejido fibroso y muscular liso de las
paredes de los vasos (Brenner et al., Adv. Exp. Med. Biol. VVol. 83, pags. 85-101,1976), la reduccién o prevencion del
sangrado gastrointestinal y otros efectos secundarios de farmacos antiinflamatorios no esteroideos (véase la Patente
de Estados Unidos N° 4.666.701), la prevencion o el tratamiento de la endometriosis y del sindrome premenstrual
(véase la Patente de Estados Unidos N° 4.758.592) y el tratamiento de la encefalomielitis mialgica y de la fatiga
cronica después de infecciones viricas (véase la Patente de Estados Unidos N°© 5.116.871).

Los usos adicionales de las composiciones de la presente invencion incluyen el uso en el tratamiento del SIDA, la
esclerosis multiple y trastornos cutaneos inflamatorios, asi como para el mantenimiento de la salud general.

Ademas, la composicion de la presente invencion puede utilizarse con fines cosméticos. Puede afiadirse a
composiciones cosméticas preexistentes de modo que se forme una mezcla o puede usarse como una composicion
Unica.

Aplicaciones veterinarias

Deberia sefalarse que las composiciones farmacéuticas y nutricionales descritas anteriormente pueden utilizarse en
relacion con animales (es decir, domésticos o no domésticos), ya que los animales experimentan muchas de las
mismas necesidades y afecciones que los seres humanos. Por ejemplo, el aceite o acidos de la presente invencion
pueden utilizarse en complementos de piensos animales o de acuicultura, sustitutos de piensos animales, vitaminas
animales o en pomadas topicas para animales.

La presente invencién puede ilustrarse mediante el uso de los siguientes ejemplos no limitantes:
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Ejemplo 1

Disefio de oligonucleétidos degenerados para el aislamiento de desaturasas a partir de_hongos y construccién de
genoteca de ADNc

El andlisis de la composicion de acidos grasos de Saprolegnia diclina (S. diclina) (ATCC 56851) puso de manifiesto
la presencia de una cantidad considerable de acido araquidonico (ARA, 20:4 n-6) y acido eicosapentaenoico (EPA,
20:5 n-3). Por lo tanto, se pensaba que este organismo contenia una A6-desaturasa activa capaz de convertir el
acido linoleico (LA, 18:2 n-6) en acido gamma-linolénico (GLA, 18:3 n-6) y una A5-desaturasa activa que convertiria
el acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA, 20:3 n-6) en &cido araquidénico (ARA, 20:4 n-6) (Figura 1). Ademas, se
pensaba que S. diclina también contenia una A17-desaturasa capaz de desaturar el ARA en EPA.

El objetivo era por lo tanto intentar aislar estos genes de desaturasa esperados de S. diclina y, finalmente, verificar la
funcionalidad por expresion en un hospedador alternativo.

Para aislar genes que codifican enzimas desaturasas funcionales, se construyé una genoteca de ADNc para S.
diclina. Los cultivos de Saprolegnia diclina (ATCC 56851) se cultivaron en medio de patata dextrosa Difco n® 336
(Difco Laboratories, Detroit, Michigan) a temperatura ambiente durante 4 dias con agitaciéon constante. Los micelios
se recogieron por filtraciéon a través de varias capas de estopilla, y los cultivos se trituraron en nitrégeno liquido
usando un mortero y una mano de mortero. EI ARN total se purificé a partir de los mismos usando el kit Qiagen
RNeasy Maxi (Qiagen, Valencia, CA) segun el protocolo del fabricante.

El ARNm se aislé a partir del ARN total de cada organismo usando resina de oligo dT celulosa. El kit de construccion
de genoteca pBluescript Il XR (Stratagene, La Jolla, CA) se us6 después para sintetizar ADNc bicatenario, que
después se cloné de forma dirigida (5' EcoRI/3' Xhol) en el vector pBluescript Il SK(+). La genoteca de S. diclina
contenia aproximadamente 2,5 x 10° clones con un promedio de tamafio de inserto de aproximadamente 700 pb. El
ADN gendmico de cultivos de S. diclina que producian PUFA se aislé triturando el cultivo en nitrégeno liquido y se
purificd usando el Kit de Extraccion de ADN Gendmico de Qiagen (Qiagen, Valencia, CA).

La estrategia tomada fue la de disefiar oligonucledtidos degenerados (es decir, cebadores) que representan motivos
aminoacidicos que estan conservados en desaturasas conocidas. Estos cebadores podrian usarse en una reaccion
de PCR para identificar un fragmento que contenia las regiones conservadas en los genes de desaturasa esperados
de hongos. Puesto que las Unicas desaturasas flngicas identificadas fueron los genes de A5 y A6-desaturasa de
Mortierella alpina (nimeros de acceso Genbank AF067650, AB020032, respectivamente), se tuvieron en cuenta las
secuencias de desaturasa de plantas, asi como de animales, durante el disefio de estos cebadores degenerados.
Las secuencias de A5- y A6-desaturasa conocidas de los siguientes organismos se usaron para el disefio de estos
cebadores degenerados: Mortierella alpina, Borago officinalis, Helianthus annuus, Brassica napus, Dictyostelium
discoideum, Rattus norvegicus, Mus musculus, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana y
Ricinus communis. Los cebadores degenerados usados eran los siguientes, usando el programa CODEHOP
Blockmaker (http://blocks.fh-crc.org/codehop.html):

A. Motivo proteico 1 (SEC ID N°; 53):
NHs-VYDVTEWVKRHPGG-COOH

Cebador RO 834 (SEC ID Ne°: 1):
5'-GTBTAYGAYGTBACCGARTGGGTBAAGCGYCAYCCBGGHGGH-3'

B. Motivo proteico 2 (SEC ID Ne°: 54):

NH3-GASANWWKHQHNVHH-COOH

Cebador RO835 (Directo) (SEC ID N°: 2):
5-GGHGCYTCCGCYAACTGGTGGAAGCAYCAGCAYAACGTBCAYCAY-3'
Cebador RO836 (Inverso) (SEC ID N°: 3)
5-RTGRTGVACGTTRTGCTGRTGCTTCCACCAGTTRGCGGARGCDCC-3'

C. Motivo proteico 3 (SEC ID N°: 55):
NH3-NYQIEHHLFPTM-COOH

Cebador R0838 (Inverso) (SEC ID N°: 4)
5-TTGATRGTCTARCTYGTRGTRGASAARGGVTGGTAC-3'

Ademas se disefiaron dos cebadores méas basandose en la 22 y 32 “caja de histidina” conservada encontradas en las
A6-desaturasas conocidas. Estos fueron:

Cebador RO753 (SEC ID N°: 5)

5'-CATCATCATNGGRAANARRTGRTG-3'
Cebador RO754 (SEC ID N°: 6)
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5'-CTACTACTACTACAYCAYACNTAYACNAAY-3'

El cédigo de degeneracion para las secuencias oligonucleotidicas era: B=C, G, T;H=A,C, T; S=C, G; R=A, G;
V=AC G Y=C, T;D=A+T+C;N=A,C, G, oT/U, desconocido u otro.

Ejemplo 2

Aislamiento de secuencias de nucledtidos de A6-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

Se aisl6 ARN total de Saprolegnia diclina (ATCC 56851) usando el método de cloruro de litio (Hoge, et al., Exp.
Mycology (1982) 6: 225-232). Se sometieron a transcripcion inversa cinco ug del ARN total; usando el sistema de
preamplificacion Superscript (LifeTechnologies, Rockville, MD) y el cebador oligo(dT)12-1s suministrado con el kit para
generar el ADNc de primera cadena.

Para aislar el gen de A6-desaturasa, se usaron diversas permutaciones y combinaciones de los oligonucledtidos
degenerados mencionados anteriormente en reacciones de PCR. De los diversos conjuntos de cebadores probados,
los Unicos cebadores que dieron bandas distintas fueron RO834/R0O838. La amplificacion por PCR se llevé a cabo
en un volumen de 100 pl que contenia: 2 pl del molde de ADNc de primera cadena, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, KCI 50
mM, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada desoxirribonucleétido trifosfato y 2 pmol de cada cebador. El termociclado se
llevd a cabo a dos temperaturas de hibridacion diferentes, 42°C y 45°C, y estas dos reacciones de PCR se
combinaron, se resolvieron en un gel de agarosa al 1,0% y la banda de ~1000 pb se purifico en gel usando el Kit de
Extraccion en Gel QiaQuick (Qiagen, Valencia, CA). Los extremos escalonados en estos fragmentos se “rellenaron”
usando ADN polimerasa de T4 (LifeTechnologies, Rockville, MD) segun las especificaciones del fabricante, y estos
fragmentos de ADN se clonaron en el vector PCR-Blunt (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los plasmidos recombinantes se
transformaron en células supercompetentes TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y los clones se secuenciaron.

De este modo se aislaron dos clones que mostraban homologia de secuencia con A6-desaturasas identificadas
previamente. Estos clones se describen de la forma siguiente:

a. El clon n® 20-2 se secuenci6 parcialmente y la secuencia de aminoacidos deducida de 702 pb mostré una
identidad del 30,2% con A6-desaturasa de Mortierella alpina como el emparejamiento de mayor puntuacién en
una blsqueda de TfastA.

b. El clon n° 30-1 se secuencid parcialmente y la secuencia de aminoacidos deducida de 687 pb mostré una
identidad de aminoéacidos del 48,5% con la A6-desaturasa de Mortierella alpina como el emparejamiento de
mayor puntuacion en una bisqueda de TfastA. Estas dos secuencias también solapaban entre si, indicando que
pertenecian a una sola supuesta A6-desaturasa de S. diclina. Esta nueva secuencia de A6-desaturasa se uso
después para disefiar cebadores para recuperar el extremo 3' y el extremo 5’ del gen de A6-desaturasa de
longitud completa de la genoteca de ADNc generada a partir del ARNm de S. diclina.

Para aislar el extremo 3’, se llevo a cabo una amplificacion por PCR usando ADN plasmidico purificado a partir de la
genoteca de ADNc como molde, y Ilos oligonucleétidos R0923 (SEC ID N° 7) (5-
CGGTGCAGTGGTGGAAGAACAAGCACAAC-3") y R0899 (SEC ID Ne: 8) (5-
AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC-3"). El oligonucleétido R0923 se disefié basandose en el fragmento
n® 20-2 de esta supuesta A6-desaturasa, y el oligonucleétido de RO899 correspondia a la secuencia del vector
pBluescript Il SK(+) usado para la preparacion de la genoteca de ADNc. Se llevé a cabo una amplificacion usando
10 pmoles de cada cebador y la mezcla maestra de PCR de Taq (Qiagen, Valencia, CA). Las muestras se
desnaturalizaron inicialmente a 94°C durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos de lo siguiente: 94°C durante 1 minuto,
60°C durante 1 minuto, 72°C durante 2 minutos. Se llevé a cabo un ciclo de extension final a 72°C durante 10
minutos antes de que se terminase la reaccion. Los fragmentos de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 0,8%
y se purificaron en gel usando el Kit de Extraccion en Gel de Qiagen. El extremo escalonado de estos fragmentos se
“rellend” usando ADN polimerasa de T4 (LifeTechnologies, Rockville, MD) segun las especificaciones del fabricante,
y estos fragmentos de ADN se clonaron en el vector PCR-Blunt (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los plasmidos
recombinantes se transformaron en células supercompetentes TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y los clones se
secuenciaron. El clon sd2-2 contenia un inserto de 958 pb que se identificé que contenia el extremo 3’ del supuesto
gen de A6 basandose en la homologia de secuencia con A6-desaturasas conocidas y la presencia del codén de
terminacion “TAA” y de la cola Poli A.

Para aislar el extremo 5’ de esta A6-desaturasa de Saprolegnia diclina, el oligonucle6tido RO939 (SEC ID N°: 9) (5'-
CGTAGTACTGCTCGAGGAGCTTGAGCGCCG-3') se disefid basandose en la secuencia del fragmento n° 30-1
identificado anteriormente. Este oligonucle6tido se us6 en combinacién con RO898 (SEC ID N° 10) (5-
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG-3') (disefiado basandose en la secuencia del vector pBluescript
SK(+)) para amplificar por PCR el extremo 5’ de la A6-desaturasa de la genoteca de ADNc. En este caso, el kit de
PCR de ADNc Advantage-GC (Clonetech, Palo Alto, CA) se usé para superar los problemas de amplificacion por
PCR que se producian con regiones ricas en GC, que se esperaba estuviesen presentes en el extremo 5’ de esta
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A6-desaturasa. Las condiciones de termociclado de la PCR eran las siguientes: el molde se desnaturalizd
inicialmente a 94°C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos de [94°C durante 30 segundos, 68°C durante 3 minutos]
Yy, por ultimo, un ciclo de extension a 68°C durante 5 minutos. Los productos de PCR asi obtenidos se clonaron en el
vector PCR-Blunt (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo el mismo protocolo que se ha descrito anteriormente. Se
obtuvo por lo tanto el clon sd21-2 que contenia un inserto de 360 pb que contenia el supuesto sitio de inicio “ATG”
de la nueva A6-desaturasa. La secuencia de aminoacidos deducida de este fragmento, cuando se alineaba con A6-
desaturasas conocidas mostraba una identidad del 37-45%.

Este nuevo gen de A6-desaturasa se aislo en su totalidad mediante amplificacion por PCR usando la genoteca de
ADNCc de S. diclina o ADN gendmico de S. diclina como molde, y los oligonucleétidos siguientes:

a. RO 951 (SEC ID Ne: 11)

(5'-TCAACAGAATTCATGGTCCAGGGGCAAAAGGCCGAGAAGATCTCG-3) que contenia la secuencia del
extremo 5’ del clon sd21-2, asi como un sitio EcoRI (subrayado) para facilitar la clonacién en un vector de
expresion de levadura.

b. RO960 (SEC ID N°: 12)

(5-ATACGTAAGCTTTTACATGGCGGGAAACTCCTTGAAGAACTCGATCG-3'), que contenia la secuencia del
extremo 3’ del clon sd2-2 incluyendo el codén de terminacién, asi como un sitio Hindlll (subrayado) para la
clonacion en un vector de expresion.

La amplificacién por PCR se llevé a cabo usando 200 ng del molde plasmidico de la genoteca de ADNc, 10 pmoles
de cada cebador y la mezcla maestra de PCR de Taq (Qiagen, Valencia, CA), o 200 ng de ADN gendmico, 10
pmoles de cada cebador y el kit de PCR de ADNc Advantage-GC (Clonetech, Palo Alto, CA). Las condiciones de
termociclado eran las siguientes: el molde se desnaturaliz inicialmente a 94°C durante 1 minuto, seguido de 30
ciclos de [94°C durante 30 segundos, 68°C durante 3 minutos] y, por ultimo, un ciclo de extensién a 68°C durante 5
minutos. El producto de PCR asi obtenido se digiri6 con EcoRI/Hindlll y se clon6 en el vector de expresion de
levadura pYX242 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para generar los clones pRSP1 (derivado de ADN genémico) y pRSP2
(derivado de genoteca), que después se secuenciaron y se usaron para estudios de expresion.

El inserto de gen de longitud completa de A6-desaturasa era de 1362 pb (SEC ID N°: 13, Figura 2) de longitud v,
comenzando con el primer ATG, contenia una fase de lectura abierta que codificaba 453 aminoécidos. (La
secuencia de nucledtidos que codifica la A6-desaturasa se deposité como plasmido pRSP1 en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110 bajo los términos del Tratado
de Budapest el 23 de enero de 2001, y se acordo el nimero de acceso PTA-2829). La secuencia de aminoacidos del
gen de longitud completa (SEC ID N°: 14, Figura 3) contenia regiones de homologia con A6-desaturasas de
Mortierella alpina, Caenorhabditis elegans y Borago officinalis. También contenia las tres “cajas de histidina”
conservadas encontradas en todas las desaturasas unidas a membrana conocidas (Okuley, et al. (1994) The Plant
Cell 6: 147-158). Estas estaban presentes en las posiciones de aminoacidos 171-176, 208-212 y 391-395. Como con
otras A6-desaturasas unidas a membrana, se descubrio que el tercer motivo de caja de histidina (HXXHH) en la A6-
desaturasa de S. diclina era QXHH. Esta secuencia también contenia un dominio de citocromo b5 en el extremo 5'.
Este dominio de citocromo b5 se encontrd en varias enzimas desaturasas unidas a membrana y se cree que el
citocromo b5 funciona como donador de electrones en estas enzimas. La presencia de este dominio puede ser
ventajosa cuando se expresa la desaturasa en sistemas heterélogos para la produccion de PUFA. Puesto que el uso
propuesto de este gen es para la reconstruccion de la ruta biosintética de PUFA en plantas, la composicion de bases
de este gen puede ser muy importante. (Se sabe que algunos genes recombinantes muestran una escasa expresion
debido a variaciones en su composiciéon de bases en comparacion con la del hospedador. El contenido de G+C
global de este gen era del 59%, que esta proximo al de desaturasas de M. alpina que se han expresado con éxito en
plantas).

Ejemplo 3

Aislamiento de secuencias de nucledtidos de A5-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

La Saprolegnia diclina (ATCC 56851) produce tanto acido araquidénico (ARA, 20:4 n-6) como acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3); por lo tanto, se pensaba que tenia, quizd, una A5-desaturasa que puede
convertir el acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA, 20:3n-6) en acido araquidénico (ARA, 20:4 n-6).

Como con el aislamiento de A6-desaturasa, para el aislamiento de A5-desaturasa de S. diclina se usaron diversas
combinaciones de los cebadores degenerados en reacciones de PCR, usando ADNc de primera cadena como
molde. La combinacién de cebadores, R0753 y RO754, generaba una banda distinta de 588 pb usando las
condiciones de PCR siguientes: 2 ul del molde de ADNc de primera cadena, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM,
MgCl; 1,5 mM, 200 uM de cada desoxirribonucledtido trifosfato, 2 pmol de cada cebador y 1 U de ADNc polimerasa
(Clonetech, Palo Alto, CA), en un volumen de reaccion final de 50 pl. El termociclado se llevé a cabo de la forma
siguiente: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de: desnaturalizacion a 94°C
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durante 30 segundos, hibridacion a 60°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante 1 minuto. Esto estaba
seguido de una extension final a 72°C durante 7 minutos y la reaccién se terminé a 4°C. Este fragmento asi
generado se cloné (clon n° 18-1), se secuencid y, cuando se tradujo, mostré una identidad de aminoacidos del 43%
con la A5-desaturasa de Mortierella alpina (n° de acceso Genbank AF067654) y una identidad del 38,7% con la A5-
desaturasa de Dictyostelium discoideum (n° de acceso Genbank AB029311). El segundo fragmento de PCR se
identificé usando los cebadores R0834 y R0838 en la reaccion descrita en el Ejemplo 2. Este fragmento de
aproximadamente 1000 pb de longitud se clon6 (clon n° 20-8) y la secuencia de aminoacidos deducida derivada de
775 pb mostré una identidad del 42% con la A5-desaturasa de Dictyostelium discoideum (n° de acceso Genbank
AB029311). Estas dos secuencias, n° 18-1 y n°® 20-8, solapaban entre si, indicando que pertenecian a una sola
supuesta A5-desaturasa de S. diclina. Estas secuencias se usaron después para disefiar cebadores para recuperar
el extremo 3’ y 5’ del nuevo gen de A5-desaturasa de la genoteca de ADNc generada a partir del ARNm de S.
diclina.

Para aislar el extremo 3’ de esta supuesta A5-desaturasa, se llevé a cabo una amplificacion por PCR usando ADN
plasmidico purificado a partir de la genoteca de ADNc como molde, y los oligonucleétidos RO851 (SEC ID N°: 15)
(5'-CATCAAGACGTAC-CTTGCGATC-3") y R0899 (SEC ID Ne: 8) (5'-AGCGGATAACA
ATTTCACACAGGAAACAGC-3'). El oligonucledtido RO851 se disefié baséndose en el fragmento n® 18-1 de esta
supuesta A5-desaturasa, y el oligonucleétido de RO899 correspondia a la secuencia del vector pBluescript I SK(+).
Se llevd a cabo una amplificacion usando 200 ng de ADN plasmidico de molde, 10 pmoles de cada cebador y la
mezcla maestra de PCR de Taq (Qiagen, Valencia, CA). Las muestras se desnaturalizaron inicialmente a 94°C
durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de lo siguiente: 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C
durante 1 minuto. Se llevé a cabo un ciclo de extension final a 72°C durante 7 minutos antes de que se terminara la
reaccion. Los fragmentos de PCR se clonaron el vector PCR-Blunt (Invitrogen, Carlsbad, CA) como por el protocolo
descrito en el Ejemplo 2. Los plasmidos recombinantes se transformaron en células supercompetentes TOP10
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y los clones se secuenciaron. El clon sd12-11 contenia un inserto de 648 pb que contenia
el extremo 3’ del supuesto gen de A5 basandose en la homologia de secuencia con A5-desaturasas conocidas y en
la presencia del codon de terminacion “TAA” y de la cola poliA.

El extremo 5’ de esta A5-desaturasa de Saprolegnia diclina se aisl6 usando los cebadores RO941 y R0898. El
oligonucleétido R0941 (SEC ID N°: 16) (5'-GCTGAACGGGTGGTACGAGTCGAACGTG-3') se disefié basandose en
la secuencia del fragmento n° 20-8 identificado anteriormente. Este oligonucleétido se usé en combinacion con
R0O898 (SEC ID N°: 10) (5-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG-3') (disefiado basandose en la
secuencia del vector pBluescript Il SK(+)) en una reaccion de amplificacion por PCR usando el ADN plasmidico de la
genoteca de ADNc como molde. Aqui el kit de PCR de ADNc Advantage-GC (Clonetech, Palo Alto, CA) se uso
segun el protocolo del fabricante y las condiciones de termociclado eran las siguientes: se llevé a cabo una
desnaturalizacién inicial a 94°C durante 1 minuto, seguida de 30 ciclos de [desnaturalizacion a 94°C durante 30
segundos, hibridacion y extension a 68°C durante 3 minutos] y un ciclo de extension a 68°C durante 5 minutos.
Estos productos de PCR se purificaron, se clonaron en el vector PCR-Blunt (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
secuenciaron como se ha descrito anteriormente. Se identificd que el clon sd24-1 contenia un inserto de 295 pb que
contenia el supuesto sitio de inicio “ATG” de la nueva A5-desaturasa. El anélisis de la secuencia de amino&cidos
deducida de este fragmento mostré regiones de alta homologia con A5-desaturasas conocidas, y también la
presencia de un dominio de citocromo b5.

El gen de A5-desaturasa de longitud completa se aislé por amplificacion por PCR usando ADN gendmico de S.
diclina como molde y los oligonucleétidos siguientes:

a. RO 953 (SEC ID N°: 17)

(5'-ACGAGAGAATTCATGGCCCCGCAGACGGAGCTCCGCCAG CGC-3) que contenia la secuencia del
extremo 5’ del clon sd24-1, asi como un sitio EcoRI (subrayado) para facilitar la clonacién en un vector de
expresion de levadura; y

b. RO956 (SEC ID N°: 18)

(5'-AAAAGACTCGAGTTAGCCCATGTGGATCGTGGCGGCGATGCCC TGC-3') que contenia la secuencia del
extremo 3’ del clon sd12-11, incluyendo el codén de terminacién asi como un sitio Xhol (subrayado) para la
clonacion en un vector de expresion.

Las condiciones para la amplificacion por PCR del gen de "longitud completa” eran similares a las descritas para la
amplificacion de la A6-desaturasa del ADN genémico (Ejemplo 2). El producto de PCR asi obtenido se ingirié con
EcoRI/Xhol y se cloné en el vector de expresion de levadura pYX242 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se demostrd que el
clon pRSP3 (derivado de ADN gendmico) contenia un inserto de 1413 pb y se usé para estudios de expresion.

El gen de longitud completa de 1413 pb (SEC ID N° 19, Figura 4) de la supuesta A5-desaturasa de S. diclina
contenia una fase de lectura abierta que codifica 471 aminoéacidos (SEC ID N°: 20, Figura 5). (La secuencia de
nucledtidos que codifica la A5-desaturasa se depositdé (como plasmido pRSP3) en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo, 10810 University Boulevard, Manassas, VA 20110 bajo los términos del Tratado de Budapest el 23 de

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2377 198 T3

enero de 2001, y se acord6 el nimero de acceso PTA-2928). Esta proteina producida mostré una identidad global
del 40,5% con la A5-desaturasa de Mortierella alpina (n° de acceso Genbank AF067654) y una identidad del 39,5%
con la A5-desaturasa de Dictyostelium discoideum (n° de acceso Genbank AB022097). También contenia las tres
“cajas de histidina” conservadas en las posiciones de aminoacidos 186-190, 223-228, 406-410. Como la A6-
desaturasa, esta secuencia también contenia el dominio de citocromo b5 en el extremo 5’. El contenido global de
G+C de este gen era del 61,5%.

Ejemplo 4

Expresion de genes de desaturasa de S. diclina en levadura de panaderia

El clon pRSP2, que consistia en la A6-desaturasa de longitud completa clonada en PYX242 (Invitrogen, Carlsbad,
CA), y el clon pRSP3, que consistia en el gen de delta-5-desaturasa de longitud completa en pYX242, se
transformaron en la cepa 334 competente de Saccharomyces cerevisiae. La transformacion de la levadura se llevé a
cabo usando el kit de transformacion de levadura por cationes alcalinos (BIO 101, Vista, CA) de acuerdo con las
condiciones especificadas por el fabricante. Los transformantes se seleccionaron por su auxotrofia para leucina en
medios que carecian de leucina (DOB [-Leu]). Para detectar la actividad desaturasa especifica de estos clones, los
transformantes se cultivaron en presencia de sustratos acidos grasos especificos 50 puM, como se enumeran a
continuacion:

a. Acido esteérico (18:0) (la conversion en acido oleico indicaria actividad A9-desaturasa).

b. Acido oleico (18:1) (la conversion en acido linoleico indicaria actividad A12-desaturasa).

c. Acido linoleico (18:2 n-6) (la conversion en &cido alfa-linolénico indicaria actividad Al5-desaturasa y la
conversion en acido gamma-linolénico indicaria actividad A6-desaturasa).

d. Acido alfa-linolénico (18:3 n-3) (la conversién en Acido estearidonico indicaria actividad A6-desaturasa).

e. Acido dihomo-gamma-linolénico (20:3 n-6) (la conversion en &cido araquidénico indicaria actividad A5-
desaturasa).

La cepa de control negativo era S. cerevisiae 334, que contenia el vector pYX242 inalterado, y éstas se cultivaron
simultdneamente. Los cultivos se agitaron enérgicamente (250 rpm) y se cultivaron durante 48 horas a 24°C en
presencia de 50 uM (concentracion final) de los diversos sustratos. Las células se sedimentaron y se agitaron
vorticialmente en metanol; se afiadio cloroformo junto con tritridecanoina (como patrén interno). Estas mezclas se
incubaron durante al menos una hora a temperatura ambiente o a 4°C durante una noche. La fase de cloroformo se
extrajo y se filtré a través de un filtro Whatman con 1 g de sulfato sédico anhidro para eliminar los particulados y el
agua residual. Los disolventes organicos se evaporaron a 40°C bajo una corriente de nitrdgeno. Los lipidos extraidos
se derivatizaron después a ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) para andlisis por cromatografia de bases
(GC) por adicién de 2 ml de hidréxido de potasio 0,5 N en metanol a un tubo cerrado. Las muestras se calentaron a
95°C-100°C durante 30 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente. Se afiadieron aproximadamente 2 ml de
trifluoruro de boro al 14% en metanol y se repitié el calentamiento. Después de enfriarse la mezcla de lipidos
extraida, se afiadieron 2 ml de agua y 1 ml de hexano para extraer los FAME para su andlisis por GC. El porcentaje
de conversion se calculé dividiendo el producto producido por la suma de (el producto producido + el sustrato
afnadido) y multiplicando después por 100.

La Tabla 1 representa la actividad enzimética de los genes aislados bas&dndose en el porcentaje de conversion de
sustrato afiadido. El clon pRSP1 que contenia el gen de A6-desaturasa de S. diclina convertia el 28% del sustrato de
18:2n-6 en 18:3n-3, asi como el 37% del sustrato de 18:3n-3 en 18:4n-3. Esto confirma que el gen codifica una A6-
desaturasa. No habia fondo (conversién inespecifica de sustrato) en este caso. (Todas las tablas mencionadas en la
presente memoria se presentan después del Resumen de la descripcion).

El clon pRSP3 que contenia el gen de A5-desaturasa de S. diclina era capaz de convertir el 27% del sustrato de
20:3n-6 afadido en 20:4n-6, indicando que la enzima que codifica es una A5-desaturasa. En este caso tampoco se
detectd conversion de sustrato de fondo. Estos datos indican que las desaturasas con diferente especificidad de
sustrato pueden expresarse en un sistema heter6logo y también pueden usarse para producir &cidos grasos
poliinsaturados.

La Tabla 2 representa acidos grasos de interés como porcentaje de los lipidos totales extraidos de S. cerevisiae 334
con el plasmido indicado. No habia presente glucosa en el medio de cultivo. Se usé cromatografia de gases de
afinidad para separar los lipidos respectivos. Se empled GC/MS para identificar los productos. A partir de esta tabla,
es evidente que los sustratos afiadidos exdgenamente, cuando se afiadian en la forma libre, eran captados por la
levadura recombinante y los incorporaban sus membranas. En el clon de levadura que contiene el gen de A6-
desaturasa (pRSP1), se identific6 GLA (y-18:3) como un nuevo PUFA cuando se afiadia LA (18:2) como sustrato, y
se detectd acido araquidénico en levadura que contenia el gen de A5-desaturasa (pRSP3) cuando se afiadia DGLA
(20:3) como sustrato.
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Ejemplo 5

Coexpresion de desaturasas de S. diclina con elongasas

Los plasmidos pRSP1 (A6) y pRSP3 (A5) se cotransformaron individualmente con pRAE73-A3, un clon que contiene
el gen de elongasa humana (SEC ID N°: 21) en el vector de expresion de levadura pYES2, en levaduras como se
describe en el Ejemplo 4. Este gen de elongasa cataliza algunas de las etapas de elongacion en la ruta de PUFA. Se
seleccionaron cotransformantes en medios minimos que carecian de leucina y uracilo (DOB[-Leu-Ural)).

La Tabla 3 muestra que cuando se afiadieron 50 uM del sustrato LA (18:2 n-6) la A6-desaturasa convertia este
sustrato en GLA (18:3 n-6) y la elongasa era capaz de afadir dos carbonos a GLA para producir DGLA (20:3 n-6). El
porcentaje de conversién en el producto final mediante estas enzimas cotransformadas es del 26,4%, no
observandose fondo a partir del control negativo. De forma similar, las enzimas cotransformadas pueden actuar
sobre el ALA (18:3n-3) para formar finalmente (20:4n-3) con un porcentaje de conversion del 34,39%. Por lo tanto, la
A6-desaturasa de S. diclina era capaz de producir un producto en un sistema de expresion heterélogo que podria
utilizarse adicionalmente por otra enzima heteréloga de la ruta biosintética de PUFA para producir el PUFA
esperado.

La Tabla 4 muestra resultados del experimento de cotransformacion de pRSP3(A5)/elongasa humana. En este caso,
el sustrato GLA (18:3n-6) se convirtio en DGLA (20:3n-6) por elongasa humana y éste se convirtié adicionalmente en
ARA (20:4n-6) por accion de la A5-desaturasa de S. diclina. El porcentaje de conversion del sustrato en el producto
final por estas enzimas cotransformadas es del 38,6%, no observandose fondo a partir del control negativo.

El otro sustrato ensayado en este caso era STA (18:4 n-3) que finalmente se convertia en EPA (20:5n-3) por la
accion concertada de las dos enzimas. Se observaron resultados similares cuando el pRSP1 y el pRSP3 se

cotransforman con un gen de elongasa derivado de M. alpina (pPRPB2) (SEC ID N°: 22), y se demostré que ambos
genes eran funcionales en presencia del otro (véanse la Tabla 3 y la Tabla 4).

Ejemplo 6 (comparativo)

Aislamiento de secuencias de nucledtidos de A5-desaturasa a partir de Thraustochytrium aureum (ATCC 34303)

Para aislar supuestos genes de desaturasas, se aisl6 el ARN total como se describe en el Ejemplo 2. Se sometieron
a transcripcion inversa aproximadamente 5 ug usando el sistema de preamplificacion Superscript (LifeTechnologies,
Rockville, MD) como se muestra en el Ejemplo 2 para producir ADNc de primera cadena. Usando los cebadores
degenerados RO834 (SEC ID N°: 1) y 838 (SEC ID Ne°: 4) disefiados con el programa Blockmaker en una reaccién
de 50 pl, se combinaron los componentes siguientes: 2 ul del molde de ADNc de primera cadena, Tris-HCI 20 mM,
pH 8,4, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada desoxirribonucleétido trifosfato, 2 pmol de concentracion final de
cada cebador y ADNc polimerasa (Clonetech, Palo Alto, CA). El termociclado se llevé a cabo de la forma siguiente:
una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30
segundos, hibridacion a 60°C durante 30 segundos y extensiéon a 72°C durante 1 minuto. Esto estaba seguido de
una extension final a 72°C durante 7 minutos. Dos bandas débiles de aproximadamente 1000 pb se separaron en un
gel de agarosa al 1%, se escindieron y se purificaron con el kit de extraccion en gel QiaQuick (Qiagen, Valencia,
CA). Los extremos se rellenaron con ADN polimerasa de T4 y los fragmentos de extremos romos se clonaron en
PCR Blunt como se ha descrito en el Ejemplo 2. La secuenciacion de los clones obtenidos identificé la secuencia
parcial de 680 pb del clon 30-9, cuya traduccion de 226 aminoacidos tenia una identidad del 31,5% con la A6-
desaturasa de pez cebra adulto (nimero de acceso Genbank AW281238). Se encontr6 un grado similar de
homologia de aminoacidos (29,6%-28,7%) con la A6-desaturasa humana (ndmero de acceso Genbank AF126799),
A6-desaturasa de Physcomitrella patens (musgo) (niumero de acceso Genbank AJ222980), A8-esfingolipido
desaturasa de Brassica napus (colza) (nUmero de acceso Genbank AJ224160) y A5-desaturasa humana (nimero de
acceso de la ATCC 203557, numero de acceso Genbank AF199596). Puesto que habia un grado razonable de
homologia de aminoéacidos con desaturasas conocidas, se buscé un gen de longitud completa que codifica una
desaturasa potencial para determinar su actividad cuando se expresaba en levaduras.

Para aislar el extremo 3’ del gen, se combinaron 10 pmol de cebador R0O936 (SEC ID N° 23) (5-
GTCGGGCAAGGCGGAAAAGTACCTCAAGAG-3") y cebador del vector RO899 (SEC ID N°: 8) en una reaccion con
100 ng de plasmido purificado de la genoteca de ADNc de T. aureum en un volumen de reaccion de 100 pl en
mezcla maestra de PCR de Taq (Qiagen, Valencia, CA). Las condiciones de termociclado eran las siguientes: una
fusion inicial a 94°C durante 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto y
72°C durante 2 minutos. Esto venia seguido de una etapa de extension de 10 minutos a 72°C. Varias bandas,
incluyendo el tamafio esperado de 1,2 kb, se separaron en un gel de agarosa al 1% y se purificaron como se ha
indicado anteriormente. También como se ha descrito anteriormente, los extremos de los fragmentos se hicieron
romos, se clonaron en PCR Blunt y se secuenciaron. El fragmento n° 70-2 de aproximadamente 1,2 kb se secuencio
y contenia una fase de lectura abierta y un codon de terminacion que solapaba con el fragmento 30-9.
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Para  aislar el extremo 5 del gen, se uso RO937 (SEC ID Neo: 24) (5'-
AAACCTGTAGACAATGTGGAGGGGCGTGGG-3Y) y RO 899 (SEC ID N°: 8) en una reaccién de PCR de 50 pl con
el kit de PCR de ADNc Advantage-GC (Clonetech, Palo Alto, CA) segun el protocolo del fabricante, con 100 ng de
ADN plasmidico purificado a partir de la genoteca y 10 pmol de cada cebador. Las condiciones de termociclado eran
las siguientes: se llevd a cabo una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 minuto, seguida de 30 ciclos de
[desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, hibridacion y extensiéon a 68°C durante 3 minutos] y un ciclo de
extension final a 68°C durante 5 minutos. Una banda de aproximadamente 500 pb, en el intervalo de tamafio
esperado, se purificé en gel, sus extremos se hicieron romos y se clon6 en PCR Blunt como se ha descrito
previamente. El clon 95-2 contenia una fase de lectura abierta con un codon de inicio. Este fragmento también
solapaba con el clon 30-9, indicando que eran de hecho trozos del mismo gen.

Para aislar el gen de longitud completa, se disefiaron cebadores con sitios de restriccion 5’ y 3' (subrayados) con
EcoRlI y Xhol, respectivamente, de la forma siguiente: cebador 5 RO972 (SEC ID N° 25) (5-
ATACTTGAATTCATGGGACGCGGCGGCGAAGGTCAGGTGAAC-3"), cebador 3' R0O949 (SEC ID N°: 26) (5'-
CTTATACTCGAGCTAAGCGG CCTTGGCCGCCGCCTGGCC-3) y cebador 3' R0O950 (SEC ID Ne: 27) (5-
CTTATACTCGAGTAAATGGCTCGCGAGGCGAAGCGAGTGGC-3). Se usaron dos cebadores para el extremo 3’
del gen en el intento de aislamiento inicial puesto que el cebador RO949, que contenia el codon de terminacion,
tenia un contenido de GC del 66%, mientras que el cebador alternativo RO950, que estaba fuera del codén de
terminacion, tenia sélo un contenido de GC del 56%. Se realizé una reaccion de PCR de 50 ul con RO972/R0949 y
RO972/950 con el kit de PCR de ADNc Advantage-GC (Clonetech, Palo Alto, CA) en condiciones idénticas
sefialadas en el parrafo anterior. So6lo el conjunto de cebadores R0972/950 producia una banda de
aproximadamente 1,6 kb. El uso de ADN genémico como molde (en condiciones idénticas con 100 ng de diana)
también producia una banda de un tamafio similar. Los fragmentos se separaron en un gel de agarosa, se
purificaron en gel, sus extremos se hicieron romos y se clonaron en PCR Blunt como se ha descrito previamente.
Los fragmentos se evaluaron por secuenciacion y se cortaron varios clones con EcoRI/Xbol para escindir el gen de
longitud completa, se ligaron en pYX242 EcoRI/Xhol que se habia tratado con fosfatasa alcalina de camarén (Roche,
Indianépolis, IN) con el kit de ligacién rapida (Roche, Indianapolis, IN). El clon 99-3, denominado pRTA4, contenia el
gen de longitud completa de 1317 pb (SEC ID N°: 28, Figura 6) y una fase de lectura abierta de 439 aminoacidos
(SEC ID N°: 29, Figura 7). (La secuencia de nucleétidos que codifica la A5-desaturasa se depositd en la ATCC,
10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110 bajo los términos del Tratado de Budapest el 23 de enero de 2001
y se acordd el nimero de acceso PTA-2927). Este gen contenia tres cajas de histidina en los numeros de
aminoacidos 171-175, 208-212 y 376-380. El extremo 5’ del gen, cuando se traduce, también muestra homologia
con el citocromo b5.

Ejemplo 7 (Comparativo)

Expresién de gen de desaturasa de T. aureum en levadura de panaderia

El clon pRTA4 que contenia el gen de longitud completa se transformé en el hospedador de levadura S. cerevisiae
334 y se sembro en placas en medio selectivo como se ha descrito en el Ejemplo 4. Los cultivos se cultivaron a 24°C
durante 48 horas en medios minimos que carecian de leucina con 50 uM de &acido graso libre exégeno afiadido
como sustrato como se muestra en la Tabla 5. La Unica conversion de un sustrato era de DGLA (20:3n-6) en ARA
(20:4n-6). La conversion del 23,7% del DGLA afiadido indica que este gen codifica una A5-desaturasa.

La Tabla 6 muestra algunos de los &cidos grasos como porcentaje de los lipidos extraidos del hospedador de
levadura. Para la actividad de A5-desaturasa, no habia fondo (la deteccion de ARA observada en el control negativo
gue contenia el plasmido de expresion en levadura PYX242.)

Ejemplo 8 (Comparativo)

Coexpresion de gen de desaturasa de T. aureum con elongasas

El plasmido pRTA4 se cotransformé con una enzima adicional en la ruta de PUFA, pRAE73-A3, que contiene el gen
de elongasa humana en el vector de expresion de levadura pYES2, como se ha descrito en el Ejemplo 4, y los
cotransformantes se seleccionaron en medios minimos que carecian de leucina y uracilo.

La Tabla 7 muestra que cuando se afiadian 100 uM del sustrato DGLA, la A5-desaturasa producia activamente ARA,
al que la elongasa era capaz de afiadir dos carbonos para producir ADA. El porcentaje de conversion de A5-
desaturasa de T. aureum, que consiste tanto en ARA como en ADA (productos), era del 16,7%, no observandose
fondo a partir del control negativo.

En vista de los resultados anteriores, la A5-desaturasa de T. aureum es capaz de producir un producto en un

sistema de expresion heterélogo que puede usarse mediante una enzima heteréloga adicional en la ruta biosintética
de PUFA para producir el PUFA esperado.
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Ejemplo 9 (Comparativo)

Aislamiento de secuencias de nucledtidos de A5-desaturasa de Thraustochytrium aureum BICC7091 (T7091)

Se aislo un candidato a desaturasa parcial usando la combinacion de cebadores degenerados de RO834/RO838,
enumerada en el Ejemplo 1. Se preparé el ADN gendémico de Thraustochytrium aureum BICC7091 (Biocon India
Ltd., Bangalore, India) usando el kit DNeasy plant maxi (Qiagen, Valencia, CA). Se amplifico el ADNg de T7091 con
los cebadores RO834 (5'-GTB TAY GAY GTB ACC GAR TGG GTB AAG CGY CAY CCB GGH GGH-3’) (SEC ID Ne¢:
1) y RO838 (5'-CAT GGT VGG RAA SAG RTG RTG YTC RAT CTG RTA GTT-3’) (SEC ID N°: 36). La amplificacion
por PCR se llevo a cabo en un volumen de 100 pl que contenia: 5 ul de ADNg de T7091 aislado, mezcla de dNTP
0,2 M, 50 pmol de cada cebador, 10 pl de tampén 10X y 1,0 U de ADNc polimerasa. Las condiciones de
termociclador en Perkin EImer 9600 eran las siguientes: 94°C durante 3 min, después 35 ciclos de 94°C durante 30
s, 60°C durante 30 s y 72°C durante 1 min. La PCR estaba seguida de una extension adicional a 72°C durante 7
minutos. La mezcla amplificada por PCR se procesé en un gel de agarosa al 1,0% y los fragmentos amplificados de
aproximadamente 1,2 Kb y 1,4 Kb se purificaron en gel usando el kit de extraccién en gel Qiaquick (Qiagen,
Valencia, CA). Los extremos escalonados de estos fragmentos se rellenaron usando ADN Polimerasa de T4
(LifeTechnologies, Rockville, MD), los fragmentos aislados se clonaron en el vector PCR-Blunt (Invitrogen, Co.,
Carlsbad, CA) y los plasmidos recombinantes se transformaron en células supercompetentes TOP10 (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

Se prepararon y secuenciaron veinticuatro clones usando un Secuenciador de ADN ABI 373A (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Las secuencias traducidas se usaron como consulta para realizar una busqueda en la base de
datos GenEmbl (Genetics Computer Group (GCG) (Madison, WI)), usando el algoritmo tFastA (una busqueda de
similitud de Pearson y Lipman entre una secuencia proteica de consulta y cualquier grupo de secuencias de
nucledtidos). Se busco ademas un fragmento génico, T7091B2, ya que tenia identidad con desaturasas conocidas.
El T7091B2 tenia una identidad del 26,8% en 362 aminoacidos con la A5-desaturasa humana (ndmero de acceso
GenBank AF226273).

Para aislar los extremos 3’ y 5', se disefiaron nuevos cebadores basandose en la secuencia interna de T7091B2. La
genoteca de ADNc de T7091, que contiene aproximadamente 2 X 10 clones con un tamafio de inserto promedio de
1 Kb, se amplificé por PCR usando los nuevos cebadores y un cebador de vector. Los cebadores que producian
mas secuencias 5’ y 3’ con los cebadores de vector RO898 (5-CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CGA CGG CCA
G-3') (SEC ID N°: 10) y R0899 (5'-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA AAC AGC- 3 (SEC ID N°: 8) eran
RO1065 (5’-CGA CAA GAG GAA GAG TGT CCA AAT C-3') (SEC ID N°: 37) y RO1064 (5'-CGC CTT CAAGAG TTT
TTG TAC GGA ATT GGG-3') (SEC ID N°: 38), respectivamente, para el clon T7091B2. Se disefiaron dos nuevos
cebadores basandose en las secuencias 5’y 3’ de T7091B2:

a. RO1097 (5-CTT GTA CCA TGG GTC GCG GAG CAC AGG GAG-3) (SEC ID Ne: 39), que tenia un sitio de
restriccion Ncol afiadido (subrayado).

b. RO1098 (5-TGA AGC TTA CTC GCT CTT GGC AGC TTG GCC-3’) (SEC ID N°: 40), que tenia un sitio de
restriccion Hindlll afiadido (subrayado).

Este nuevo gen de A5-desaturasa se aisld en su totalidad por amplificacion por PCR usando el ADNg de T. aureum
7091. Se llevd a cabo una PCR en un volumen de 50 pul que contenia:

1 pl de ADNg de T7091 aislado, mezcla de dNTP 0,2 uM, 50 pM de cada cebador, 5 pl de tampén 10 X, 1,5 ul de
MgSO4 50 mM y 0,5 U de ADN Polimerasa Tag. Las condiciones de termociclador en Perkin Elmer 9600 eran las
siguientes: 94°C durante 3 min, después 30 ciclos de 95°C durante 45 s, 55°C durante 30 s y 68°C durante 2 min. La
mezcla amplificada por PCR se procesé en un gel, se purificd en gel un fragmento amplificado de aproximadamente
1,3 Kb, y el fragmento aislado se cloné en el vector pYX242(Ncol/EcoRV). Se prepararon y secuenciaron dos clones,
denominados pRAT-2a y 2c. (El plasmido pRAT-2c se depositd en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, 10801
University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 en enero de 2002 bajo los términos del Tratado de Budapest, y se
acordé el numero de depésito de la ATCC _). Las secuencias eran diferentes por cuatro aminoacidos (Figura 12), y
la secuencia traducida tenia una identidad del 67,4% en 436 aminoacidos con la Ab-desaturasa de T. aureum
(ATCC34303) (véase el Ejemplo 6).

Ejemplo 10 (comparativo)

Aislamiento de secuencias de nucleétidos de A6-desaturasa de Thraustochytrium aureum BICC7091 (T7091)

Se secuenciaron trescientos setenta y tres moldes de la genoteca de ADNc de T7091 para determinar la viabilidad
de la genoteca. Las secuencias traducidas se usaron como consultas para realizar una busqueda en la base de
datos GenEmbl usando el algoritmo tFastA. El clon 602187281R1 (o clon 281 para acortar) tenia identidad con
varias desaturasas conocidas. Los extremos 5’ y 3’ del clon EST se secuenciaron para disefiar cebadores para la
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amplificacion. Los cebadores RO1107 (5-TTT AAC CAT GGG CCG CGG CGG CGAGAA AAG-3’) (SEC ID Ne°: 41),
gue tenian un sitio de restriccion Ncol afiadido (subrayado) y RO1108 (5'-GGG AAG AAG CTT TCT ACT GCG CCT
TGG CTT TCT TTG-3') (SEC ID N°: 42), que tenian un sitio de restriccién Hindlll (subrayado) se usaron para
amplificar por PCR el ADNg de T7091.

La PCR se llevd a cabo en un volumen de 50 pl con ADN Polimerasa Taq como anteriormente. La mezcla
amplificada por PCR se proces6 en un gel, se purifico en gel un fragmento amplificado de aproximadamente 1,3 Kb,
y el fragmento aislado se clond en el vector pYX242(Ncol/EcoRV). Se prepararon y secuenciaron dos clones,
denominados pRAT-1a y 1b. Las secuencias eran diferentes por un aminoacido (Figura 13) y la secuencia traducida
tenia una identidad del 25% en 430 aminoacidos con la A5-desaturasa humana. (El plasmido pRAT-1a se depositd
en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 en enero de 2002
bajo los términos del Tratado de Budapest y se acordé el nimero de depdsito de ATCC ).

Ejemplo 11 (comparativo)

Expresién de genes de desaturasa de T. aureum 7091 en levadura de panaderia

Los clones pRAT-2a y pRAT-2c, que consistian en la A5-desaturasa de longitud completa clonada en pYX242
(Invitrogen, Carlsbad, CA), y los clones pRAT-1a y pRAT-1b, que consistian en el gen de A6-desaturasa de longitud
completa en pYX242, se transformaron en Saccharomyces cerevisiae 334 competente. La transformacion de
levaduras se llevo a cabo usando el kit de transformacion de levaduras por cationes alcalinos (BIO 101, Vista, CA).
Los transformantes se seleccionaron por su auxotrofia para leucina en medios que carecian de leucina (DOBJ-leu]).
Debido a que la secuencia traducida del ADNc de pRAT-1 no tenia una fuerte identidad con ninguna desaturasa
conocida particular, se ensayaron varios sustratos de acidos grasos para determinar la actividad de la enzima
expresada. Para detectar la actividad desaturasa especifica de los clones pRAT-1a y pRAT-1b, los transformantes
se cultivaron en presencia de sustratos de acidos grasos especificos 100 uM como se enumeran a continuacion:

a. Acido linoleico (LA, 18:2n-6) (la conversion en acido a-linolénico indicaria actividad de Al5-desaturasa y la
conversion en acido y-linolénico indicaria actividad de A6-desaturasa).

b. Acido a-linolénico (ALA, 18:3n-3) (la conversion en acido estearidénico indicaria actividad de A6-desaturasa).
c. Acido w6-eicosadienoico (EDA, 20:2n-6) (la conversion en acido dihomo-y-linolénico indicaria actividad de A8-
desaturasa).

d. Acido dihomo-y-linolénico (DGLA, 20:3n-6) (la conversién en &cido araquiddnico indicaria actividad de A5-
desaturasa).

El sustrato para clones pRAT-2 era 100 uM de DGLA. Se us6 S. cerevisiae 334 que contenia el vector pYX242
inalterado como control negativo. Tanto pRAT-1a como pRAT-2c se cotransformaron también en S. cerevisiae 334
con pRAE-73-A3 (es decir, un vector que contenia la enzima elongasa humana que convierte acidos grasos 18C en
acidos grasos 20C, SEC ID N°: 21) (véase el Ejemplo 5). Los sustratos para los clones pRAT-1a/pRAE-73-A3 eran
LA y ALA, y los sustratos para los clones pRAT-2c/pRAE-73-A3 eran LA, ALA y GLA. Los cultivos se cultivaron
durante 48 horas a 24°C en medios selectivos en presencia de un sustrato particular. Los analisis de acidos grasos
se realizaron como se resume en el Ejemplo 4.

La Tabla 8 incluye un ejemplo de la produccion de AA por la cepa 334 (pRAT-2c) frente a la de la cepa de control
334 (pYX242). La cantidad de AA producido era del 22,98% frente a ninguna cantidad detectable en la cepa de
control. La cepa 334 (pRAT-2a) tampoco tenia una cantidad detectable de AA producido (no se muestran los datos).
La diferencia de cuatro aminoacidos entre los dos clones (Figura 12, véase el subrayado) volvia a la enzima
expresada de la cepa 334 (pRAT-2a) inactiva. La actividad de A5-desaturasa del clon pRAT-2c se detectd
adicionalmente cuando se coexpresé con pRAE-73-A3 en presencia de GLA.

La Tabla 9 son los resultados del analisis de acidos grasos de las cepas 334 (pRAT-1a) y 334 (pYX242) expresados
en presencia de los sustratos LA, ALA, EDA y DGLA. La A6-desaturacion de LA producird GLA, la A8-desaturacion
de EDA producira DGLA y la A5-desaturacion de DGLA producird AA. Las tres actividades se detectaron a partir de
ambas cepas que contenian el gen de T7091 frente a la cepa de control. Basandose en los indices de conversion,
esta enzima es una A6-desaturasa activa que puede comportarse como una A5- o A8-desaturasa dados los
sustratos apropiados. Sin embargo, los indices de conversion de estos sustratos en sus &cidos grasos desaturados
respectivos son reducidos en comparacion con los sustratos para una A6-desaturacion. La diferencia de un solo
aminoécido entre los dos clones (Figura 13, véase el subrayado) no tenia efectos sobre la actividad enzimatica (no
se muestran los datos). Los porcentajes de conversiones se muestran en el recuadro inferior de la Tabla 9. La
actividad de A6-desaturasa se detectdé adicionalmente cuando el pRAT-la se coexpresé con pRAE-73-A3 en
presencia de LA o ALA. Los porcentajes de conversiones no se calcularon para el experimento de coexpresion, ya
gue es dificil determinar si la produccién de los nuevos &cidos grasos se debe a la actividad de la desaturasa, o de la
elongasa, o a la combinacion de las dos enzimas.

Se exploraron dos métodos diferentes de aislamiento de un nuevo gen para identificar genes de desaturasa de T.
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aureum 7091. Estos métodos condujeron al aislamiento de los genes de A5-desaturasa y A6-desaturasa de T7091.
En presencia de estos genes y de los substratos apropiados, S. cerevisiae producia acidos grasos desaturados a un
nivel mucho mayor que la cepa de control. La cotransformacion de las construcciones que contenian el gen de
T7091B2 (pRAT-2c) y el gen de elongasa humana (pRAE-73-A3) en levaduras dio como resultado la conversién del
sustrato GLA en AA. Este experimentd confirmé que la enzima expresada a partir de pRAT-2c debe desaturar el
DGLA (producido por la elongasa) a AA. La cotransformacion de las construcciones que contenian el gen “281"
(pPRAT-1a) y el gen de elongasa humana (pRAE-73-A3) en levaduras dio como resultado la conversion del sustrato
LA en DGLA. Este experimentd confirmé que la enzima expresada a partir de pRAT-1a debe desaturar LA en GLA.

Ejemplo 13 (comparativo)

Aislamiento de la secuencia de nucleétidos de A5-desaturasa de Isochrysis galbana 1323

Se aislé un candidato a desaturasa parcial usando la combinacién de cebadores degenerados de RO834/RO838
enumerada en el Ejemplo 1. El ADN gendémico se preparé a partir de Isochrysis galbana CCMP1323 (Provasoli-
Guillard National Center for the Culture of Marine Phytoplankton (CCMP), West Boothbay Harbor, MA) usando el kit
DNeasy plant maxi (Qiagen, Valencia, CA). El ADNg de I. galbana se amplific6 con los cebadores R0834 (5-GTB
TAY GAY GTB ACC GAR TGG GTB AAG CGY CAY CCB GGH GGH-3) (SEC ID N°: 1) y RO838 (5'-CAT GGT
VGG RAA SAG RTG RTG YTC RAT CTG RTA GTT-3') (SEC ID N°: 10). La PCR se llevé a cabo en un volumen de
50 pl que contenia: 1 pl de ADNg de I. galbana aislado, mezcla de dNTP 0,2 uM, 50 pM de cada cebador, 5 pl de
tampon 10 X, 1,5 ul de MgSO4 50 mM y 0,5 U de ADN Polimerasa Tag. Las condiciones de termociclador en Perkin
Elmer 9600 eran las siguientes: 94°C durante 3 min, después 30 ciclos de 95°C durante 45 s, 55°C durante 30 s y
68°C durante 2 min. La mezcla amplificada por PCR se proces6 en un gel de agarosa al 1,0%, y un fragmento
amplificado de aproximadamente 1,1 Kb se purificd en gel usando el Kit de Extraccion en Gel Qiaquick (Qiagen,
Valencia, CA). Los extremos escalonados del fragmento se rellenaron usando una ADN Polimerasa T4
(LifeTechnologies, Rockville, MD), el fragmento aislado se cloné en el vector PCR-Blunt (Invitrogen, Co., Carlsbad,
CA) y los plasmidos recombinantes se transformaron en células supercompetentes TOP10 (Invitrogen, Carlsbad,
CA).

Se prepararon seis clones y se secuenciaron usando un Secuenciador de ADN ABI 373A (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Todas las secuencias eran iguales. La secuencia traducida del fragmento aislado tenia una
identidad del 47,5% en 335 aminoacidos con la A5-desaturasa de T. aureum (ATCC 34303) en el clon pRTA4
(Ejemplo 6) y una identidad del 45,3% en 278 aminoacidos con una A5-desaturasa de T. aureum BICC7091 en el
clon pRAT-2c (Ejemplo 9).

Para aislar los extremos 5’ y 3', se disefiaron nuevos cebadores basandose en la secuencia interna del fragmento de
I. galbana aislado. Para el extremo 5 prima del gen se us6 RO1235 (5-CGA AGTTGG TGA AGATGT AGG TGC CG-
3’) (SEC ID Ne°: 43), mientras que se us6 RO1232 (5'-GAG CGA CGC GTA CAA CAA CTT TCA CGT-3') (SEC ID Ne:
44) para el extremo 3 prima del gen. Se usaron aproximadamente 1,4 pg de ARN total, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, con la amplificacion rapida de extremos de ADNc o RACE con el kit GeneRacer™
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y la enzima Superscript II™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) para la transcripcién inversa para
producir la diana de ADNc. Para la amplificacién inicial de los extremos, se us6 el protocolo de termociclado
siguiente en un Perkin Elmer 9600: fusion inicial a 94°C durante 2 minutos, seguida de 5 ciclos de 94°C durante 30
segundos y 72°C durante 3 minutos; 10 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 70°C durante 30 segundos y 72°C
durante 3 minutos; y 20 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 68°C durante 30 segundos y 72°C durante 3 minutos;
seguidos de una extension de 72°C durante 10 minutos. Esta primera reaccién de PCR se realiz6 con 10 pMol de
R0O1235 0 RO1232 y cebador 5 prima GeneRacer™ (5-CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA-3’) (SEC ID Ne:
45) o cebador 3 prima GeneRacer™ (5-GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC G-3) (SEC ID N°: 46),
respectivamente con 1 1 de Thermozyme™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 1 ul de ADNc en un volumen final de 50 pl
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se realizé una reaccién anidada con 2 pl de la reaccién inicial, 10 pmol de cebador anidado RO1234 (5-AGC TCC
AGG TGA TTG TGC ACG CGC AG-3’) (SEC ID N°: 47) o RO1233 (5-GAC TTT GAG AAG CTG CGC CTC GAG
CTG-3’) (SEC ID N°: 48) y 30 pmol del cebador 5 prima anidado GeneRacer™ (5'-GGA CAC TGA CAT GGA CTG
AAG GAG TA-3') (SEC ID Ne: 49) y del cebador 3 prima anidado GeneRacer™ (5'-CGC TAC GTA ACG GCA TGA
CAG TG-3') (SEC ID Ne°: 50) respectivamente, y Platinum Taqg™ PCRXx (Clonetech, Palo Alto, CA) usando MgSO, de
acuerdo con el protocolo del fabricante. El parametro de termociclado era el siguiente en un Perkin Elmer 9600:
fusion inicial a 94°C durante 2 minutos; seguida de 5 ciclos de 94°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos;
5 ciclos de 94°C 30 segundos, 70°C durante 2 minutos; 20 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 65°C durante 30
segundos y 68°C durante 2 minutos; seguidos de una extension de 68°C durante 10 minutos. El andlisis en gel de
agarosa de los productos de PCR mostré una banda de aproximadamente 800 pares de bases para las reacciones 5
prima y aproximadamente una banda de 1,2 kilobases para la reaccién 3 prima. La posterior clonacion en pCR Blunt
(Invitrogen, Carlsbad, CA), la transformacion en células competentes ToplO (Invitrogen, Carlsbad, CA) y la
secuenciacion pusieron de manifiesto una fase de lectura abierta con codones tanto de inicio como de terminacion.
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Los cebadores RO1309 (5-ATG ATG GAA TTC ATG GTG GCA GGC AAA TCA GGC GC-3') (SEC ID N°: 51) y
RO1310 (5'-AAT AAT GTC GAC CTA GTG CGT GTG CTC GTG GTA GG-3') (SEC ID Ne°: 52) con sitios de
restriccion afadidos para la clonacion (véanse EcoRI y Sall subrayados, respectivamente) se usaron para aislar un
gen de longitud completa.

Como se ha mostrado anteriormente, se usaron 10 pmol de los cebadores RO1309 y 1310 con Platinum Taq™
PCRx (Clonetech, Palo Alto, CA) usando MgSO4 de acuerdo con el protocolo del fabricante, con 2 ul del ADNc como
diana. Los parametros de termociclado eran los siguientes: fusion inicial a 94°C durante 2 minutos; seguida de 5
ciclos de 94°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos; 5 ciclos de 94°C 30 segundos, 70°C durante 2
minutos; 20 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 65°C durante 30 segundos y 68°C durante 2 minutos; seguidos de
una extension de 68°C durante 10 minutos. El Unico producto de la reaccién se purificé en gel usando el kit de
purificacion en gel QiaQuick (Qiagen, Valencia, CA), se cortd con EcoRIl y Sall, se ligb con ADN linealizado con
EcoRI/Xhol de pYX242 con el kit de ligacion rapida (Roche, Indianapolis, IN) y se denominé pRIG-1. El clon pRIG-1
contenia un gen de longitud completa de 1329 pb (SEC ID N°: 34; Figura 14) y una fase de lectura abierta de 442
aminoacidos (SEC ID Ne°: 35; Figura 15). (El plasmido pRIG-1 se deposit6 en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo, 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 en enero de 2002 bajo los términos del Tratado de
Budapest, y se acordd el nimero de deposito de la ATCC ).

Ejemplo 13 (comparativo)

Expresién del gen de desaturasa de /. galbana en levadura de panaderia

El clon pRIG-1 que contenia el gen de longitud completa se transformé en el hospedador de levadura S. cerevisiae
334 y se sembré en placas en medios selectivos como se ha descrito en el Ejemplo 4. Los cultivos se cultivaron a
24°C durante 48 horas en medios minimos que carecian de leucina, con 50 puM de acido graso libre exdgeno
afadido como sustrato como se muestra en la Tabla 10. La conversion de los sustratos era de ETA (20:4n-3) en
EPA (20:5n-3) y de DGLA (20:3n-6) en AA (20:4n-6). La conversion del 45,4% en ARA y la conversion del 59,75%
en EPA indican que este gen codifica una A5-desaturasa. La Tabla 10 muestra algunos de los acidos grasos como
porcentaje del lipido extraido del hospedador de levadura. Para la actividad de A5-desaturasa, habia escaso o
ningun fondo (deteccion de ARA o EPA observada en el control negativo que contenia el plasmido de expresion en
levadura, pYX242.)

Ejemplo 14 (comparativo)

Coexpresion del gen de desaturasa de /. galbana con elongasas

El plasmido pRIG-1 podia cotransformarse con una enzima adicional en la ruta de PUFA, tal como pRAE-73-A3, que
contiene el gen de elongasa humana en el vector de expresion de levadura pYES2, como se describe en el Ejemplo
4, y los cotransformantes seleccionarse en medios minimos que carecian de leucina y uracilo. Podian afiadirse
sustratos tales como DGLA o ETA de modo que la A5-desaturasa produciria activamente ARA o EPA, a los que la
elongasa es capaz de afadir dos carbonos para producir ADA 0 ®-3-DPA. Por lo tanto, la A5-desaturasa de I.
galbana podia producir un producto en un sistema de expresion heterélogo que puede usarse mediante una enzima
heteréloga adicional en la ruta biosintética de PUFA para producir el PUFA esperado.

Las composiciones nutricionales siguientes no forman parte de la invencion reivindicada y se describen por razones
comparativas.

Composiciones nutricionales

Los PUFA descritos en la Descripcion Detallada pueden utilizarse en diversos complementos nutricionales,
formulaciones para lactantes, sustitutos nutricionales y otras soluciones nutricionales.

|. FORMULACIONES PARA LACTANTES

A. Leche maternizada de soja con hierro Isomil®:

Uso: Como bebida para lactantes, nifios y adultos con una alergia o sensibilidad a la leche de vaca. Una
alimentacion para pacientes con trastornos para los que deberia evitarse la lactosa: deficiencia de lactasa,
intolerancia a la lactosa y galactosemia.

Caracteristicas:

- Aislado de proteina de soja para evitar sintomas de alergia o sensibilidad a proteinas de la leche de vaca.

- Formulacién sin lactosa para evitar la diarrea asociada a la lactosa.
- Baja osmolaridad (240 mOs/kg agua) para reducir el riesgo de diarrea osmatica.
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- Carbohidratos dobles (jarabe de maiz y sacarosa) disefiados para aumentar la absorcion de carbohidratos y
reducir el riesgo de superar la capacidad de absorcién del intestino dafiado.

- 1,8 mg de hierro (como sulfato ferroso) por 100 calorias para ayudar a prevenir la deficiencia de hierro.

- Niveles recomendados de vitaminas y minerales.

- Aceites vegetales para proporcionar los niveles recomendados de acidos grasos esenciales.

- Color blanco de leche, consistencia de tipo leche y aroma agradable.

Ingredientes: (Pareve) agua al 85%, jarabe de maiz al 4,9%, azucar al 2,6% (sacarosa), aceite de soja al 2,1%,
aislado de proteina de soja al 1,9%, aceite de coco al 1,4%, citrato de calcio al 0,15%, fosfato de calcio tribasico al
0,11%, citrato de potasio, fosfato de potasio monobasico, cloruro de potasio, mono- y diglicéridos, lecitina de soja,
carragenina, acido ascorbico, L-metionina, cloruro de magnesio, fosfato potasico dibasico, cloruro sédico, cloruro de
colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, L-carnitina, niacinamida,
pantotenato de calcio, sulfato cuprico, palmitato de vitamina A, clorhidrato de cloruro de tiamina, riboflavina,
clorhidrato de piridoxina, &cido folico, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito sodico,
vitamina D3 y cianocobalamina.

B. Leche maternizada de soja para diarrea Isomil® DF:

Uso: Como alimentacion a corto plazo para la gestion dietética de la diarrea en lactantes y nifios pequefios que
empiezan a caminar.

Caracteristicas:

- Primera leche maternizada que contiene fibra dietética afiadida a partir de fibra de soja especialmente para la
gestion de la diarrea.

- Se ha demostrado clinicamente que reduce la duracidon de heces sueltas acuosas durante la diarrea de leve a
grave en lactantes.

- Nutricionalmente completa para satisfacer las necesidades nutricionales del lactante.

- El aislado de proteina de soja con L-metionina afiadida satisface o supera las necesidades del lactante de todos
los aminoéacidos esenciales.

- Formulacién sin lactosa para evitar la diarrea asociada a la lactosa.

- Baja osmolaridad (240 mOs/kg agua) para reducir el riesgo de diarrea osmatica.

- Carbohidratos dobles (jarabe de maiz y sacarosa) disefiados para aumentar la absorcion de carbohidratos y
reducir el riesgo de superar la capacidad de absorcion del intestino dafiado.

- Satisface o supera los niveles de vitaminas y minerales recomendados por el Committee on Nutrition of the
American Academy of Pediatrics y requeridos por el Infant Formula Act.

- 1,8 mg de hierro (como sulfato ferroso) por 100 calorias para ayudar a prevenir la deficiencia de hierro.

- Aceites vegetales para proporcionar los niveles recomendados de acidos grasos esenciales.

Ingredientes: (Pareve) agua al 86%, jarabe de maiz al 4,8%, azucar al 2,5% (sacarosa), aceite de soja al 2,1%,
aislado de proteina de soja al 2,0%, aceite de coco al 1,4%, fibra de soja al 0,77%, citrato de calcio al 0,12%, fosfato
de calcio tribasico al 0,11%, citrato de potasio al 0,10%, cloruro de potasio, fosfato potasico monobasico, mono- y
diglicéridos, lecitina de soja, carragenina, cloruro de magnesio, &cido ascorbico, L-metionina, fosfato de potasio
dibasico, cloruro sddico, cloruro de colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de
cinc, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de calcio, sulfato cuprico, palmitato de vitamina A, clorhidrato de cloruro
de tiamina, riboflavina, clorhidrato de piridoxina, acido félico, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, filoquinona,
biotina, selenito sddico, vitamina D3 y cianocobalamina.

C. Leche maternizada de soja sin sacarosa con hierro Isomil® SF:

Uso: Como bebida para lactantes, nifios y adultos con una alergia o sensibilidad a proteinas de la leche de vaca o
una intolerancia a la sacarosa. Una alimentacion para pacientes con trastornos para los que deberia evitarse la
lactosa y la sacarosa.

Caracteristicas:

- Aislado de proteina de soja para evitar los sintomas de alergia o sensibilidad a proteinas de la leche de vaca.

- Formulacién sin lactosa para evitar la diarrea asociada a la lactosa (la fuente de carbohidrato son polimeros de
glucosa Polycose®).

- Sin sacarosa para el paciente que no puede tolerar la sacarosa.

- Baja osmolaridad (180 mOs/kg agua) para reducir el riesgo de diarrea osmotica.

- 1,8 mg de hierro (como sulfato ferroso) por 100 calorias para ayudar a prevenir la deficiencia de hierro.

- Niveles recomendados de vitaminas y minerales.

- Aceites vegetales para proporcionar los niveles recomendados de acidos grasos esenciales.

- Color blanco de leche, consistencia de tipo leche y aroma agradable.
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Ingredientes: (Pareve) agua al 75%, almidén de maiz hidrolizado al 11,8%, aceite de soja al 4,1%, aislado de
proteina de soja al 4,1%, aceite de coco al 2,8%, almidén de maiz modificado al 1,0%, fosfato de calcio tribasico al
0,38%, citrato de potasio al 0,17%, cloruro de potasio al 0,13%, mono- y diglicéridos, lecitina de soja, cloruro de
magnesio, acido ascorbico, L-metionina, carbonato de calcio, cloruro sédico, cloruro de colina, carragenina, taurina,
sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de calcio,
sulfato cuprico, palmitato de vitamina A, clorhidrato de cloruro de tiamina, riboflavina, clorhidrato de piridoxina, acido
félico, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito sédico, vitamina D3 vy
cianocobalamina.

D. Leche maternizada de soja con hierro lista para tomar, 20 Cal/29,57ml (Cal/fl 0z). Isomil® 20:
Uso: Cuando se desea una alimentacion de soja.

Ingredientes: (Pareve) agua al 85%, jarabe de maiz al 4,9%, azucar al 2,6% (sacarosa), aceite de soja al 2,1%,
aislado de proteina de soja al 1,9%, aceite de coco al 1,4%, citrato de calcio al 0,15%, fosfato célcico tribasico al
0,11%, citrato de potasio, fosfato de potasio monobasico, cloruro de potasio, mono- y diglicéridos, lecitina de soja,
carragenina, acido ascorbico, L-metionina, cloruro de magnesio, fosfato potasico dibasico, cloruro sédico, cloruro de
colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, L-carnitina, niacinamida,
pantotenato de calcio, sulfato cuprico, palmitato de vitamina A, clorhidrato de cloruro de tiamina, riboflavina,
clorhidrato de piridoxina, acido félico, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito sddico,
vitamina D3 y cianocobalamina.

E. Leche maternizada Similac®:

Uso: Cuando es necesaria una leche maternizada: si se toma la decision de interrumpir la lactancia natural antes de
la edad de 1 afio, si es necesario un complemento para la leche materna o como alimentacién de rutina si no se ha
adoptado la lactancia natural.

Caracteristicas:

- Proteina de calidad y en cantidad apropiada para un buen crecimiento; desnaturalizada térmicamente, lo que
reduce el riesgo de pérdidas de sangre entéricas asociadas con la leche.

- Grasa de una mezcla de aceites vegetales (doblemente homogeneizada), que proporciona &cido linoleico
esencial que se absorbe facilmente.

- Carbohidrato como lactosa en proporcion similar a la de la leche humana.

- Baja carga renal de solutos para minimizar la agresion sobre 6érganos en desarrollo.

- Formas en polvo, liquido concentrado y lista para tomar.

Ingredientes: (-D) Agua, leche desnatada, lactosa, aceite de soja, aceite de coco, mono- y diglicéridos, lecitina de
soja, acido ascorbico, carragenina, cloruro de colina, taurina, m-inositol, acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc,
niacinamida, sulfato ferroso, pantotenato de calcio, sulfato cuprico, palmitato de vitamina A, clorhidrato de cloruro de
tiamina, riboflavina, clorhidrato de piridoxina, acido fdélico, sulfato de manganeso, filoquinona, biotina, selenito sddico,
vitamina D3 y cianocobalamina.

F. Leche maternizada para prematuros con hierro Similac® NeoCare:

Uso: Para las necesidades nutricionales especiales de los lactantes prematuros después del alta hospitalaria.
Similac NeoCare es una leche maternizada nutricionalmente completa desarrollada para proporcionar a los lactantes
prematuros calorias extra, proteinas, vitaminas y minerales necesarios para promover que recuperen el ritmo de
crecimiento atrasado y mantener el desarrollo.

Caracteristicas:

- Reduce la necesidad de complementacion caldrica y vitaminica. Mas calorias (22 Cal/29,57ml (Cal/fl 0z)) que
las leches maternizadas por término convencional (20 Cal/29,57ml (Cal/fl 0z)).

- Mezcla de grasa altamente absorbida con triglicéridos de cadena media
(MCToil) para ayudar a satisfacer las necesidades digestivas especiales de los lactantes prematuros.

- Mayores niveles de proteina, vitaminas y minerales por 100 calorias para prolongar el mantenimiento nutricional
iniciado en el hospital.

- Mas calcio y fésforo para mejorar la mineralizacion 6sea.

Ingredientes: -D sdélidos de jarabe de maiz, leche desnatada, lactosa, concentrado de proteina del suero, aceite de
soja, aceite de cartamo rico en oleico, aceite de coco fraccionado (triglicéridos de cadena media), aceite de coco,
citrato de potasio, fosfato de calcio tribasico, carbonato de calcio, acido ascérbico, cloruro de magnesio, cloruro de
potasio, cloruro sédico, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, cloruro de colina, palmitato de ascorbilo, L-carnitina,
acetato de alfa-tocoferilo, sulfato de cinc, niacinamida, tocoferoles mixtos, citrato sodico, pantotenato de calcio,
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sulfato cuprico, clorhidrato de cloruro de tiamina, palmitato de vitamina A, beta caroteno, riboflavina, clorhidrato de
piridoxina, acido félico, sulfato de manganeso, filoquinona, biotina, selenito sddico, vitamina D3 y cianocobalamina.

G. Enriquecimiento de leche humana bajo en hierro listo para tomar Similac Natural Care, 24 Cal/29,57ml (Cal/fl 0z):

Uso: Disefiado para mezclarse con leche humana o para suministrarse alternativamente con la leche humana a
lactantes de bajo peso al nacimiento.

Ingredientes: -D Agua, leche desnatada, almidon de maiz hidrolizado, lactosa, aceite de coco fraccionado
(triglicéridos de cadena media), concentrado de proteina del suero, aceite de soja, aceite de coco, fosfato célcico
tribasico, citrato de potasio, cloruro de magnesio, citrato sédico, acido ascoérbico, carbonato de calcio, mono- y
diglicéridos, lecitina de soja, carragenina, 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 cuprico, riboflavina,
palmitato de vitamina A, clorhidrato de cloruro de tiamina, clorhidrato de piridoxina, biotina, acido félico, sulfato de
manganeso, filoquinona, vitamina D3, selenito sddico y cianocobalamina.

Diversos PUFA de esta invencién pueden sustituirse y/o afadirse a las leches maternizadas descritas anteriormente
y a otras leches maternizadas conocidas por los expertos en la materia.

Il. FORMULACIONES NUTRICIONALES
A. ENSURE®

Uso: ENSURE es un alimento liquido de bajo nivel de residuos disefiado principalmente como complemento
nutricional oral a usar con o entre las comidas, o en cantidades apropiadas como sustituto de comidas. ENSURE
carece de lactosa y de gluten y es adecuado para su uso en dietas modificadas, incluyendo dietas bajas en
colesterol. Aunque principalmente es un complemento oral, puede suministrarse por tubo.

Condiciones del paciente:

- Para pacientes con dietas modificadas.

- Para pacientes mayores con riesgo nutricional.

- Para pacientes con pérdida de peso involuntaria.

- Para pacientes que se recuperan de una enfermedad o cirugia.

- Para pacientes que necesitan una dieta de bajo nivel de residuos.

Ingredientes: -D Agua, Azucar (Sacarosa), Maltodextrina (Maiz), Caseinatos de Calcio y Sodio, Aceite de Cartamo
Rico en Oleico, Aislado de Proteina de Soja, Aceite de Soja, Aceite de Colza, Citrato de Potasio, Fosfato Célcico
Tribasico, Citrato Sédico, Cloruro de Magnesio, Fosfato de Magnesio Dibasico, Aroma Atrtificial, Cloruro Sédico,
Lecitina de Soja, Cloruro de Colina, Acido Ascérbico, Carragenina, Sulfato de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-
Tocoferilo, Goma Gelano, Niacinamida, Pantotenato Célcico, Sulfato de Manganeso, Sulfato Cuprico, Palmitato de
Vitamina A, Clorhidrato de Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Acido Félico, Molibdato
Saédico, Cloruro de Cromo, Biotina, Yoduro de Potasio, Selenato Sdédico.

B. BARRITAS ENSURE®:

Uso: Las BARRITAS ENSURE son una nutricion completa equilibrada para uso complementario entre o con las
comidas. Proporcionan una alternativa deliciosa rica en nutrientes a otros aperitivos. Las BARRITAS ENSURE
contienen <1 g de lactosa/barrita y el sabor Chocolate Fudge Brownie carece de gluten (el sabor Honey Graham
Crunch si contiene gluten).

Condiciones del paciente:

- Para pacientes que necesitan calorias extra, proteina, vitaminas y minerales.

- Especialmente util para personas que no toman suficientes calorias y nutrientes.

- Para personas que tienen la capacidad de masticar y tragar.

- No debe usarse por nadie con alergia al cacahuete o cualquier tipo de alergia a frutos secos.

Ingredientes: Honey Graham Crunch -- Jarabe de Maiz de Alto Contenido en Fructosa, Aislado de Proteina de Soja,
AzUcar Moreno, Miel, Maltodextrina (Maiz), Arroz Crujiente (Arroz Molido, AzUcar [Sacarosa], Sal [Cloruro Sédico] y
Malta), Salvado de Avena, Aceites de Soja y Semilla de Algoddn Parcialmente Hidrogenados, Polisacarido de Soja,
Glicerina, Concentrado de Proteina del Suero, Polidextrosa, Fructosa, Caseinato de Calcio, Polvo de Cacao, Aromas
Artificiales, Aceite de Colza, Aceite de Cartamo Rico en Oleico, Leche en Polvo Desnatada, Suero en Polvo, Lecitina
de Soja y Aceite de Maiz. Fabricado en una instalacion que procesa frutos secos.

Vitaminas y Minerales: Fosfa}o Caélcico Tribasico, Fosfato de Potasio Dibasico, Oxido de Magnesio, Sal ,(Cloruro
Sadico), Cloruro de Potasio, Acido Ascorbico, Ortofosfato Férrico, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Oxido de
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Cinc, Pantotenato Calcico, Gluconato de Cobre, Sulfato de Manganeso, Riboflavina, Beta Caroteno, Clorhidrato de
Piridoxina, Mononitrato de Tiamina, Acido Fdlico, Biotina, Cloruro de Cromo, Yoduro de Potasio, Selenato Sdédico,
Molibdato Sadico, Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina: Honey Graham Crunch - La fuente de proteina es una mezcla de aislado de proteina de soja y proteinas
de la leche.

Aislado de proteina de soja  74%
Proteinas de la leche 26%

Grasa: Honey Graham Crunch - La fuente de grasa es una mezcla de aceites de soja y semilla de algodon
parcialmente hidrogenados, colza, cartamo rico en oleico y lecitina de soja.

Aceite de de soja y semilla de algodén parcialmente hidrogenado  76%

Aceite de colza 8%
Aceite de cartamo rico en oleico 8%
Aceite de maiz 4%
Lecitina de soja 4%

Carbohidratos: Honey Graham Crunch - La fuente de carbohidratos es una combinacion de jarabe de maiz de alto
contenido en fructosa, azicar moreno, maltodextrina, miel, arroz crujiente, glicerina, polisacarido de soja y salvado
de avena.

Jarabe de maiz de alto contenido en fructosa, 24%

Azucar moreno 21%
Maltodextrina 12%
Miel 11%
Arroz crujiente 9%
Glicerina 9%
Polisacéarido de soja 7%
Salvado de avena 7%

C. ENSURE® ALTO CONTENIDO EN PROTEINA:

Uso: ENSURE ALTO CONTENIDO EN PROTEINA es un alimento liquido concentrado de alto contenido en proteina
disefiado para personas que requieren calorias, proteinas, vitaminas y minerales adicionales en sus dietas. Puede
usarse como complemento nutricional oral con o entre las comidas, o en cantidades apropiadas como sustituto de
comidas. ENSURE ALTO CONTENIDO EN PROTEINA carece de lactosa y de gluten y es adecuado para su uso por
personas que se recuperan de una cirugia general o de fracturas de cadera, o por pacientes en riesgo de Ulceras de
decubito.

Condiciones del paciente:

- Para pacientes que requieren calorias, proteinas, vitaminas y minerales adicionales, tales como pacientes que
se recuperan de una cirugia general o de fracturas de cadera, pacientes en riesgo de Ulceras de decubito y
pacientes con dietas bajas en colesterol.

Caracteristicas:

- Bajo contenido en grasas saturadas.

- Contiene 6 g de grasa total y <5 mg de colesterol por racién.

- Sabor rico y cremoso.

- Excelente fuente de proteina, calcio y otras vitaminas y minerales esenciales.
- Paradietas bajas en colesterol.

- Sin lactosa, facil de digerir.
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Ingredientes:

Vanilla Supreme: -D Agua, Azlcar (Sacarosa), Maltodextrina (Maiz), Caseinatos de Calcio y Sodio, Aceite de
Céartamo Rico en Oleico, Aislado de Proteina de Soja, Aceite de Soja, Aceite de Colza, Citrato de Potasio, Fosfato
Célcico Tribasico, Citrato Sédico, Cloruro de Magnesio, Fosfato de Magnesio Dibasico, Aroma Atrtificial, Cloruro
Sadico, Lecitina de Soja, Cloruro de Colina, Acido Ascoérbico, Carragenina, Sulfato de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato
de Alfa-Tocoferilo, Goma Gelano, Niacinamida, Pantotenato de Calcio, Sulfato de Manganeso, Sulfato Cuprico,
Palmitato de Vitamina A, Clorhidrato de Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Acido Félico,
Molibdato Sédico, Cloruro de Cromo, Biotina, Yoduro de Potasio, Selenato Sédico, Filoquinona, Vitamina D3 y
Cianocobalamina.

Proteina:

La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de alto valor bioldgico: caseina y soja.

Caseinatos de sodio y calcio  85%
Aislado de proteina de soja  15%

Grasa:

La fuente de grasa es una mezcla de tres aceites: cartamo rico en oleico, colza y soja.

Aceite de cartamo rico en oleico  40%

Aceite de colza 30%

Aceite de soja 30%
El nivel de grasa en ENSURE ALTO CONTENIDO EN PROTEINA cumple las directrices de la Asociacion Americana
del Coraz6n (AHA). Los 6 gramos de grasa en ENSURE ALTO CONTENIDO EN PROTEINA representan el 24% de
las calorias totales, siendo el 2,6% de la grasa de &cidos grasos saturados y el 7,9% de acidos grasos

poliinsaturados. Estos valores estan dentro de las directrices de la AHA de <30% de las calorias totales de la grasa,
<10% de las calorias de acidos grasos saturados y <10% de las calorias totales de acidos grasos poliinsaturados.

Carbohidratos:

ENSURE ALTO CONTENIDO EN PROTEINA contiene una combinacién de maltodextrina y sacarosa. El dulzor
moderado y la diversidad de sabores (Vanilla supreme, Chocolate royal, Wild berry y Banana), mas VARI-
FLAVORS® Flavor Pacs en pacana, cereza, fresa, limén y naranja, ayuda a prevenir el cansancio del sabor y
contribuye a la conformidad del paciente.

Sabores de vainilla y otros distintos del chocolate:
Sacarosa 60%
Maltodextrina  40%

Chocolate:
Sacarosa 70%
Maltodextrina  30%
D. ENSURE® LIGHT
Uso: ENSURE LIGHT es un alimento liquido de bajo contenido en grasa disefiado para su uso como complemento
nutricional oral con o entre las comidas. ENSURE LIGHT carece de lactosa y gluten y es adecuado para su uso en
dietas modificadas, incluyendo dietas bajas en colesterol.
Condiciones del paciente:
- Para pacientes de peso normal o con sobrepeso que necesitan una nutricion extra en un complemento que

contenga un 50% menos de grasa y un 20% menos de calorias que ENSURE.
- Para adultos sanos que no comen correctamente y necesitan una nutricion extra.
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Caracteristicas:

- Bajo en grasay grasas saturadas.

- Contiene 3 g de grasa total por racién y <5 mg de colesterol.

- Sabor rico y cremoso.

- Excelente fuente de calcio y otras vitaminas y minerales esenciales.
- Para dietas bajas en colesterol.

- Sin lactosa, facil de digerir.

Ingredientes:

French Vanilla: -D Agua, Maltodextrina (Maiz), Azlcar (Sacarosa), Caseinato de Calcio, Aceite de Cartamo Rico en
Oleico, Aceite de Colza, Cloruro de Magnesio, Citrato Sédico, Citrato de Potasio, Fosfato Potasico Dibasico, Fosfato
de Magnesio Dibasico, Aroma Natural y Atrtificial, Fosfato de Calcio Tribasico, Gel de Celulosa, Cloruro de Colina,
Lecitina de Soja, Carragenina, Sal (Cloruro Sédico), Acido Ascérbico, Goma de Celulosa, Sulfato Ferroso, Acetato
de Alfa-Tocoferilo, Sulfato de Cinc, Niacinamida, Sulfato de Manganeso, Pantotenato de Calcio, Sulfato Cuprico,
Clorhidrato de Cloruro de Tiamina, Palmitato de Vitamina A, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Cloruro de
Cromo, Acido Fdlico, Molibdato Saédico, Biotina, Yoduro de Potasio, Selenato Sédico, Filoguinona, Vitamina D3 y
Cianocobalamina.

Proteinas:

La fuente de proteinas es el caseinato de calcio.

Caseinato de calcio 100%
Grasa:

La fuente de grasa es una mezcla de dos aceites: cartamo rico en oleico y colza.

Aceite de cartamo rico en oleico  70%

Aceite de colza 30%
El nivel de grasa en ENSURE LIGHT cumple las directrices de la Asociacion Americana del Corazon (AHA). Los 3
gramos de grasa en ENSURE LIGHT representan el 13,5% de las calorias totales, siendo el 1,4% de la grasa de
acidos grasos saturados y el 2,6% de acidos grasos poliinsaturados. Estos valores estan dentro de las directrices de

la AHA de <30% de las calorias totales de la grasa, <10% de las calorias de acidos grasos saturados y <10% de las
calorias totales de acidos grasos poliinsaturados.

Carbohidratos:
ENSURE LIGHT contiene una combinacion de maltodextrina y sacarosa. El sabor chocolate contiene jarabe de maiz
también. El dulzor moderado y la diversidad de sabores (French vanilla, Chocolate supreme, Strawberry swirl) mas
VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en pacana, cereza, fresa, limon y naranja, ayudan a prevenir el cansancio del sabor y
contribuyen a la conformidad del paciente.
Sabores de vainilla y otros distintos del chocolate:

Sacarosa 51%

Maltodextrina 49%

Chocolate:
Sacarosa 47,0%
Jarabe de maiz 26,5%
Maltodextrina 26,5%

Vitaminas y minerales:

Una racion de 236,59 ml (8-fl-oz) de ENSURE LIGHT proporcional al menos el 25% de las CDR para 24 vitaminas y
minerales clave.
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Cafeina:

El sabor chocolate contiene 2,1 mg de cafeina/236,59 ml (8 fl 0z).

E. ENSURE PLUS®

Uso: ENSURE PLUS es un alimento liquido bajo en residuos altamente calérico para su uso cuando son necesarias

calorias y nutrientes extra pero una concentracion normal de proteina. Esta disefiado principalmente como

complemento nutricional oral a usar con o entre las comidas o, en cantidades apropiadas, como sustituto de

comidas. ENSURE PLUS carece de lactosa y de gluten. Aunque es principalmente un complemento nutricional oral,

puede suministrarse mediante tubo.

Condiciones del paciente:

- Para pacientes que requieren calorias y nutrientes extras, pero una concentracion normal de proteina, en un
volumen limitado.

- Para pacientes que necesitan aumentar 0 mantener un peso sano.

Caracteristicas:

- Sabor rico y cremoso
- Buena fuente de vitaminas y minerales esenciales

Ingredientes:
Vainilla: -D Agua, Jarabe de Maiz, Maltodextrina (Maiz), Aceite de Maiz, Caseinatos de Sodio y Calcio, Azucar
(Sacarosa), Aislado de Proteina de Soja, Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Fosfato Calcico Tribasico,
Lecitina de Soja, Aroma Natural y Atrtificial, Citrato Sddico, Cloruro de Potasio, Cloruro de Colina, Acido Ascoérbico,
Carragenina, Sulfato de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Pantotenato de Calcio,
Sulfato de Manganeso, Su,lfato Cuprico, Clorhidrato de Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina,
Palmitato de Vitamina A, Acido Félico, Biotina, Cloruro de Cromo, Molibdato Sédico, Yoduro de Potasio, Selenito
Sadico, Filoquinona, Cianocobalamina y Vitamina D3.
Proteina:
La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de alto valor biolégico: caseina y soja

Caseinatos de sodio y calcio 84%

Aislado de proteina de soja  16%

Grasa:

La fuente de grasa es aceite de maiz

Aceite de maiz  100%
Carbohidratos:
ENSURE PLUS contiene una combinacion de maltodextrina y sacarosa. El dulzor moderado y la diversidad de
sabores (vainilla, chocolate, fresa, café, mantequilla de pacana y ponche de huevo) mas VARI-FLAVORS® Flavor
Pacs en pacana, cereza, fresa, limén y naranja, ayudan a prevenir el cansancio del sabor y contribuyen a la
conformidad del paciente.
Sabores de vainilla, fresa, mantequilla de pacana y café:

Jarabe de maiz  39%

Maltodextrina 38%
Sacarosa 23%

Sabores de chocolate y ponche de huevo:
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Jarabe de maiz 36%
Maltodextrina 34%
Sacarosa 30%

Vitaminas y minerales:

Una racion de 236,59 ml (8-fl-oz) de ENSURE PLUS proporcional al menos el 15% de las CDR para 25 vitaminas y
minerales clave.

Cafeina:

El sabor chocolate contiene 3,1 mg de cafeina/236,59 ml (8 fl 0z). El sabor café contiene cantidades traza de
cafeina.

F. ENSURE PLUS® HN

Uso: ENSURE PLUS HN es un alimento liquido nutricionalmente completo altamente calérico y de alto contenido en
nitrégeno disefiado para personas con mayores necesidades caldricas y proteicas o una tolerancia a volumen
limitada. Puede usarse para complementacion oral o para un mantenimiento nutricional total mediante tubo.
ENSURE PLUS HN carece de lactosa y de gluten.

Condiciones del paciente:

- Para pacientes con necesidades caldricas y proteicas aumentadas, tal como después de una cirugia o lesion.
- Para pacientes con una tolerancia a volumen limitada y saciedad temprana.

Caracteristicas:

- Para nutricibn complementaria o total.
- Para suministro oral o mediante tubo.
- 1,5Cal/ml.

- Alto contenido en nitrégeno.

- Cal6ricamente denso.

Ingredientes:

Vainilla: -D Agua, Maltodextrina (Maiz), Caseinatos de Sodio y Calcio, Aceite de Maiz, Azlucar (Sacarosa), Aislado
de Proteina de Soja, Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Fosfato Calcico Tribasico, Lecitina de Soja, Aromas
Naturales y Artificiales, Citrato Sédico, Cloruro de Colina, Acido Ascoérbico, Taurina, L-carnitina, Sulfato de Cinc,
Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Carragenina, Pantotenato Calcico, Sulfato de Manganeso,
Sulfato Cuprico, Clorhidrato de Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Palmitato de Vitamina A,
Acido Félico, Biotina, Cloruro de Cromo, Molibdato Sédico, Yoduro de Potasio, Selenito Sédico, Filoquinona,
Cianocobalamina y Vitamina D3.

G. ENSURE® EN POLVO:

Uso: ENSURE EN POLVO (reconstituido con agua) es un alimento liquido bajo en residuos disefiado principalmente
como complemento nutricional oral a usar con o entre las comidas. ENSURE EN POLVO carece de lactosa y gluten
y es adecuado para su uso en dietas modificadas, incluyendo dietas bajas en colesterol.

Condiciones del paciente:

- Para pacientes con dietas modificadas.

- Para pacientes mayores en riesgo nutricional.

- Para pacientes que se recuperan de una enfermedad/cirugia.
- Para pacientes que necesitan una dieta baja en residuos.

Caracteristicas:
- Préactico, facil de mezclar.
- Bajo en grasas saturadas.

- Contiene 9 g de grasa total y <5 mg de colesterol por racion.
- Rico en vitaminas y minerales.
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- Para dietas bajas en colesterol.
- Sin lactosa, facil de digerir.

Ingredientes: -D Jarabe de Maiz, Maltodextrina (Maiz), Azlcar (Sacarosa), Aceite de Maiz, Caseinatos de Sodio y
Calcio, Aislado de Proteina de Soja, Aroma Artificial, Citrato de Potasio, Cloruro de Magnesio, Citrato Sddico,
Fosfato Calcico Tribasico, Cloruro de Potasio, Lecitina de Soja, Acido Ascérbico, Cloruro de Colina, Sulfato de Cinc,
Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Niacinamida, Pantotenato Calcico, Sulfato de Manganeso, Clorhidrato de
Cloruro de Tiamina, Sulfato Cuprico, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Palmitato de Vitamina A, Acido Fdlico,
Biotina, Molibdato Sddico, Cloruro de Cromo, Yoduro de Potasio, Selenato Sédico, Filoquinona, Vitamina D3 y
Cianocobalamina.

Proteina:

La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de alto valor bioldgico: caseina y soja.
Caseinatos de sodio y calcio 84%
Aislado de proteina de soja  16%

Grasa:

La fuente de grasa es aceite de maiz.

Aceite de maiz 100%
Carbohidrato:

ENSURE EN POLVO contiene una combinacion de jarabe de maiz, maltodextrina y sacarosa. El dulzor moderado
de ENSURE EN POLVO méas VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en pacana, cereza, fresa, limon y naranja ayuda a
prevenir 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 complemento denso en nutrientes que proporciona una nutricion equilibrada de una
forma no liquida a usar con o entre las comidas. Es apropiado para dietas de consistencia modificada (por ejemplo,
blandas, en puré o totalmente liquidas) o para personas con alteraciones de la deglucion. ENSURE PUDDING
carece de gluten.

Condiciones del paciente:

- Para pacientes con dietas de consistencia modificada (por ejemplo, blanda, en puré o totalmente liquida).
- Para pacientes con alteraciones de la deglucién.

Caracteristicas:

- Buen sabor, rico y cremoso.

Buena fuente de vitaminas y minerales esenciales.
- Préctico, no requiere refrigeracion.

Sin gluten.

Perfil de nutrientes por 141,75 g (5 0z): Calorias 250, Proteina 10,9%, Grasa Total 34,9%, Carbohidratos 54,2%.
Ingredientes:
Vainilla: -D Leche Desnatada, Agua, AzUcar (Sacarosa), Aceite de Soja Parcialmente Hidrogenado, Almidén

Alimenticio Modificado, Sulfato de Magnesio, Estearoil Lactilato Sddico, Fosfato Sodico Dibasico, Aroma Atrtificial,
Acido Ascoérbico, Sulfato de Cinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Cloruro de Colina, Niacinamida,
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Sulfato de Manganeso, Pantotenato Calcico, Amarillo N° 5 FD&C, Citrato Potasico, Sulfato Clprico, Palmitato de
Vitamina A, Clorhidrato de Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Amarillo N° 6 FD&C, Acido
Fdlico, Biotina, Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina:

La fuente de proteina es leche desnatada.

Leche desnatada 100%

Grasa:

La fuente de grasa es aceite de soja hidrogenado.

Aceite de soja hidrogenado 100%
Carbohidratos:

ENSURE PUDDING contiene una combinacion de sacarosa y almidén alimenticio modificado. El dulzor moderado y
la diversidad de sabores (vanilla, chocolate, dulce de azucar y tapioca) ayudan a prevenir el cansancio del sabor. El
producto contiene 9,2 gramos de lactosa por racion.

Vainilla y otros sabores distintos del chocolate:

Sacarosa 56%
Lactosa 27%

Almidén alimenticio modificado  17%

Chocolate:

Sacarosa 58%
Lactosa 26%

Almidén alimenticio modificado 16%
|. ENSURE® CON FIBRA:

Uso: ENSURE CON FIBRA es un alimento liquido nutricionalmente completo que contiene fibra disefiado para
personas que pueden beneficiarse de un aumento de fibra y nutrientes en la dieta. ENSURE CON FIBRA es
adecuado para personas que no requieren una dieta baja en residuos. Puede suministrarse por via oral o mediante
tubo y puede usarse como complemento nutricional de una dieta normal o, en cantidades apropiadas, como sustituto
de comidas. ENSURE CON FIBRA carece de lactosa y de gluten y es adecuado para su uso en dietas modificadas,
incluyendo dietas bajas en colesterol.

Condiciones del paciente:

- Para pacientes que pueden beneficiarse de un aumento de fibra y nutrientes en la dieta.

Caracteristicas:

- Nueva formula avanzada baja en grasa saturada con mayor contenido en vitaminas y minerales.

- Contiene 6 g de grasa total y <5 mg de colesterol por racién.

- Sabor rico y cremoso.

- Buena fuente de fibra.

- Excelente fuente de vitaminas y minerales esenciales.

- Para dietas bajas en colesterol.

- Sin lactosa ni gluten.

Ingredientes:

Vainilla: -D Agua, Maltodextrina (Maiz), AzUcar (Sacarosa), Caseinatos de Sodio y Calcio, Fibra de Avena, Aceite de
Cartamo Rico en oleico, Aceite de Colza, Aislado de Proteina de Soja, Aceite de Maiz, Fibra de Soja, Fosfato
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Célcico Tribasico, Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Gel de Celulosa, Lecitina de Soja, Fosfato Potasico
Dibasico, Citrato Sédico, Aromas Naturales y Artificiales, Cloruro de Colina, Fosfato de Magnesio, Acido Ascérbico.
Goma de Celulosa, Cloruro de Potasio, Carragenina, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferilo, Sulfato de Cinc,
Niacinamida, Sulfato de Manganeso, Pantotenato Célcico, Sulfato Cuprico, Palmitato de Vitamina A, Clorhidrato de
Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Acido Folico, Cloruro de Cromo, Biotina, Molibdato
Sadico, Yoduro de Potasio, Selenato Sadico, Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina:

La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de alto valor biolégico - caseina y soja.

Caseinatos de sodio y calcio 80%

Aislado de proteina de soja  20%
Grasa:

La fuente de grasa es una mezcla de tres aceites: cartamo rico en oleico, colza y maiz.

Aceite de cartamo rico en oleico  40%

Aceite de colza 40%

Aceite de maiz 20%
El nivel de grasa en ENSURE CON FIBRA cumple las directrices de la Asociacién Americana del Corazén (AHA).
Los 6 gramos de grasa en ENSURE CON FIBRA representan el 22% de las calorias totales, siendo el 2,01% de la
grasa de acidos grasos saturados y el 6,7% de acidos grasos poliinsaturados. Estos valores estan dentro de las

directrices de la AHA de <30% de las calorias totales de la grasa, <10% de las calorias de acidos grasos saturados y
<10% de las calorias totales de acidos grasos poliinsaturados.

Carbohidratos:

ENSURE CON FIBRA contiene una combinacion de maltodextrina y sacarosa. El dulzor moderado y la diversidad de
sabores (vainilla, chocolate y mantequilla de pacana) mas VARI-FLAVORS® Flavor Pacs en pacana, cereza, fresa,
limén y naranja ayudan a prevenir el cansancio del sabor y contribuyen a la conformidad del paciente.

Sabores de vainilla y otros distintos del chocolate:

Maltodextrina ~ 66%
Sacarosa 25%
Fibra de avena 7%
Fibra de soja 2%

Chocolate:
Maltodextrina 55%
Sacarosa 36%
Fibrade avena 7%
Fibra de soja 2%
Fibra:

La mezcla de fibra usada en ENSURE CON FIBRA consiste en fibra de avena y polisacérido de soja. Esta mezcla
da como resultado aproximadamente 4 gramos de fibra dietética total por lata de 236,59 ml (8-fl. 0z). La proporcion
de fibra insoluble respecto a soluble es de 95:5.

Los diversos complementos nutricionales descritos anteriormente y conocidos por otros expertos en la materia
pueden sustituirse y/o complementarse con los PUFA producidos de acuerdo con la presente invencion.

J. Producto nutricional Oxepa™
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Oxepa es un producto nutricional enteral de bajo contenido en carbohidratos y caléricamente denso disefiado para la
gestion dietética de pacientes con o en riesgo de ARDS. Tiene una combinacion Unica de ingredientes, incluyendo
una mezcla de aceite patentada que contiene acido eicosapentaenoico (EPA de aceite de pescado), acido y-
linolénico (GLA de aceite de borraja) y niveles elevados de antioxidantes.

5
Distribucion caldrica:
La densidad caldrica es elevada a 1,5 Cal/ml (355 Cal/8 fl 0z) para minimizar el volumen necesario para satisfacer
las necesidades energéticas. La distribucion de calorias en Oxepa se muestra en la Tabla A.
10
Tabla A. Distribucién Caldrica de Oxepa
Por 236,59 ml (8 fl 0z). por litro % de Cal
Calorias 355 1.500 ---
Grasa () 22,2 93,7 55,2
Carbohidratos (9) 25 105,528,1
Proteina (g) 14,8 62,5 16,7
Agua (9) 186 785 ---
Grasa:
15

- Oxepa contiene 22,2 g de grasa por racion de 8-fl oz (93,7 g/l).

- Lafuente de grasa es una mezcla de aceites de aceite de colza al 31,8%, triglicéridos de cadena media (MCT)
al 25%, aceite de borraja al 20%, aceite de pescado al 20% vy lecitina de soja al 3,2%. El perfil de acidos grasos
tipico del Oxepa se muestra en la Tabla B.

20 - Oxepa proporciona una cantidad equilibrada de &cidos grasos poliinsaturados, monoinsaturados y saturados,

como se muestra en la Tabla VI.

- Triglicéridos de cadena media (MCT) -- 25% de la mezcla de grasa -- contribuyen al vaciado gastrico debido a
gue se absorben por el tracto intestinal sin emulsion por los acidos biliares.

25 Los diversos componentes de acidos grasos del producto nutricional Oxepa™ pueden sustituirse y/o
complementarse con los PUFA producidos de acuerdo con esta invencion.

Tabla B. Perfil de acidos grasos tipico
% Total g/236,59 ml (8 fl 0z)* 9/I*

Acidos grasos

Caproico (6:0) 0,2 0,04 0,18
Caprilico (8:0) 14,69 3,1 13,07
Céaprico (10:0) 11,06 2,33 9,87
Palmitico (16:0) 5,59 1,18 4,98
Palmitoleico 1,82 0,38 1,62
Esteérico 1,94 0,39 1,64
Oleico 24,44 5,16 21,75
Linoleico 16,28 3,44 14,49
a-Linolénico 3,47 0,73 3,09
y-Linolénico 4,82 1,02 4,29
Eicosapentaenoico 511 1,08 4,55
n-3-Docosapentaenoico 0,55 0,12 0,49
Docosahexaenoico 2,27 0,48 2,02
Otros 7,55 1,52 6,72

30 Los acidos grasos equivalen a aproximadamente el 95% de la grasa total.

Tabla C. Perfil de grasa de Oxepa.
% de calorias totales de lagrasa 55,2

Acidos grasos poliinsaturados 31,44 g/l

Acidos grasos monoinsaturados 25,53 g/l

Acidos graso saturados 32,38 g/l

Proporcion de n-6 respecto an-3  1,75:1

Colesterol 9,49 mg/236,59 ml (8 fl 0z), 40,1 mg/l

38



10

15

20

25

30

35

ES 2377 198 T3

Carbohidratos:

El contenido de carbohidratos es de 25,0 g por racién de 236,59 ml (8-fl-oz) (105,5 g/l).

Las fuentes de carbohidratos son maltodextrina al 45% (un carbohidrato complejo) y sacarosa al 55% (un
azucar sencillo), digiriéndose y absorbiéndose ambos facilmente.

El alto contenido en grasa y bajo contenido en carbohidratos del Oxepa esta disefiado para minimizar la
produccién de didxido de carbono (CO2). Altos niveles de CO2 pueden complicar la retirada gradual del
respirador en pacientes dependientes de respirador. El bajo nivel de carbohidratos también puede ser til para
los pacientes que hayan desarrollado hiperglucemia inducida por estrés.

El Oxepa carece de lactosa.

Los carbohidratos de la dieta, los aminoacidos de las proteinas y los restos glicerol de las grasas pueden convertirse
en glucosa dentro del cuerpo. A lo largo de este proceso se satisfacen las necesidades de carbohidratos de los
tejidos dependientes de glucosa (tales como el sistema nervioso central y los eritrocitos). Sin embargo, una dieta sin
carbohidratos puede conducir a cetosis, excesivo catabolismo de proteinas tisulares y pérdida de fluidos y
electrolitos. Estos efectos pueden prevenirse mediante la ingestion diaria de 50 a 100 g de carbohidratos digeribles,
si la ingesta calérica es adecuada. El nivel de carbohidratos en Oxepa también es suficiente para minimizar la
gluconeogénesis, si se estan satisfaciendo las necesidades energéticas.

Proteina:

Oxepa contiene 14,8 g de proteina por racion de 236,59 ml (8-fl-0z) (62,5 g/l).

La proporcion total de calorias/nitrégeno (150:1) satisface las necesidades de pacientes estresados.

El Oxepa proporciona suficiente proteina para promover el anabolismo y el mantenimiento de la masa corporal
magra sin precipitar problemas respiratorios. Altas ingestas de proteina son una preocupacién en pacientes con
insuficiencia respiratoria. Aunque la proteina tiene escasos efectos sobre la produccion de CO2, una dieta rica
en proteinas aumentarda el impulso respiratorio.

Las fuentes de proteina del Oxepa son caseinato sddico al 86,8% y caseinato calcico al 13,2%.

El perfil de aminoéacidos del sistema de proteinas en Oxepa satisface o supera la norma para proteina de alta
calidad fijada por la National Academy of Sciences.

* Oxepa carece de gluten.

Tabla 1
Expresion de desaturasa de Saprolegnia diclina (ATpC 56851) en levadura de panadgria
CLON TIPO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA % CONVERSION DE
SUSTRATO
pRSP1 A9 0 (18:0en 18:1n-9)*
(A6 desaturasa de S. diclina) Al12 0 (18:1en 18:2n-6)
A15 0 (18:2n-6 en 18:3n-3)
A6 28 (18:2n-6 en 18:3n-6)
A6 37 (18:3n-3 en 18:4n-3)
A5 0 (20:3n-6 en 20:4n-6)
pRSP3 A9 0 (18:0en 18:1n-9)
(A5 desaturasa de S. diclina) Al12 0 (18:1en 18:2n-6)
A15 0 (18:2n-6 en 18:3n-3)
A6 0 (18:2n-6 en 18:3n-6)
A6 0 (18:3n-3 en 18:4n-3)

A5 27 (20:3n-6 en 20:4n-6)
*por encima de la actividad endégena de A9
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Tabla 5 (comparativa)
Expresion de desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC 34304) en levadura de panaderia

CLON TIPO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA % CONVERSION DE SUSTRATO
PRTA4 A9 0 (18:0 en 18:1n-9)*
(A5 desaturasa de T. aureum) Al12 0 (18:1 en 18:2n-6)
Al15 0 (18:2n-6 en 18:3n-3)
A6 0 (18:2n-6 en 18:3n-6)
A6 0 (18:3n-3 en 18:4n-3)
A5 23,7 (20:3n-6 en 20:4n-6)
A17 0 (20:4n-6 en 20:5n-3)
Al19 0 (22:4n-6 en 22:5n-3)
A4 0 (22:4n-6 en 22:5n-6)
A4 0 (22:5n-3 en 22:6n-3)

*por encima de la actividad endégena de A9
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Tabla 7 (comparativa)
Acido graso como porcentaje del lipido total extraido de levadura

Clon 20:3 Incorporado|20:4 Producido [22:4 Producido|Conversidn en productos
PYX242/PYES?2 (control) 41,98 0 0 0
PRTA4(A5)/PRAE73-A3 15,59 4,2 6,28 16,7
(elongasa humana)

Afadido sustrato 100 uM
*18:1 es un acido graso enddgeno en levaduras

Clave:

y-18:3 = Acido y-linolénico

20:3 = Acido dihomo-y-linolénico
20:4 = Acido araquidonico

22:4 = Acido adrénico
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Tabla 10 (comparativa)

Acido graso como porcentaje del lipido total extraido de levadura

Clon 18:3n-3 (18:4n-3 20:3n-6 (20:4n-6 Porcentaje (20:4n-3 (20:5n-3 Porcentaje
Producido Producido [de Producido |de
conversion conversion
PYX242 (2,65 0 72 0 0 11,36 0,38 3,2
(control)
PRIG1 2,28 0 12,17 10,12 45,4 8,43 12,59 59,75
(A5)

Porcentaje de conversion=

Afadido sustrato 50 uM
Clave:

18:3n-3 = Acido a-linolénico
18:4n-3 = Acido estearidonico
20:3n-6 = Acido dihomo-y-linolénico
20:4n-6 = Acido araquiddnico
20:4n-3 = n-3 Acido eicosatetraenoico
20:5n-3 = Acido eicosapentaenoico

producto X 100
sustrato + producto

48




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2377 198 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Abbott Laboratorios
Mukeriji, Pradip

Huang, Yung-Sheng

Das, Tapas

Thurmond, Jennifer M.
Pereira, Suzette L.

<120> GENES DE DESATURASA Y USOS DE LOS MISMOS
<130> 6763.PC.0O1

<140> No asignado todavia
<141 > 23-01-2002

<150> US no asignado todavia
<151 > 22-01-2002

<150> US 09/769.863
<151> 25-01-2001

<160> 55
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0834

<221> misc_feature
<222> (3)...(3)
<223>b =g o cot/uen posiciéon 3

<221> misc_feature
<222> (6)...(6)
<223>y =1t/u o c en posicion 6

<221> misc_feature
<222>(9)...(9)
<223>y =1t/u o c en posicion 9

<221> misc_feature
<222>(12)... (12)
<223>b =g o c o t/uen posicion 12

<221> misc_difference
<222> (18)...(18)
<223>r =g 0 a en posicién 18

<221> misc_feature
<222> (24)...(24)
<223>b =g o c o t/uen posicién 24

<221> misc_feature
<222> (30)...(30)
<223>b =g o c o t/uen posicion 30

<221> misc_feature

<222> (33)...(33)
<223>y =1t/u o c en posicion 33
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<221> misc_feature
<222> (36)...(36)
<223>y =t/u o ¢ en posicion 36

<221> misc_feature
<222> (39)...(39)
<223>h =a o c o t/u en posicion 39

<221> misc_feature
<222> (42)...(42)
<223>h =a o0 c o t/uen posicion 42

<400> 1
gtbtaygayg tbaccgartg ggtbaagegy cayccbgghg gh

<210> 2

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo R0835

<221> misc_feature
<222> (3)...(3)
<223>h=ao cot/uen posicién 3

<221> misc_feature
<222> (6)...(6)
<223>y =1t/u o ¢ en posicion 6

<221> misc_feature
<222>(12)...(12)
<223>y =1t/u o c en posicion 12

<221> misc_feature
<222> (27)...(27)
<223>y =t/u o ¢ en posicion 27

<221> misc_feature
<222> (33)...(33)
<223>y =tu 0 c en posicion 33

<221> misc_feature
<222> (39)...(39)
<223>b =g o c o t/uen posicion 39

<221> misc_feature
<222> (41)...(41)
<223>y =1t/u o c en posicion 41

<221> misc_feature
<222> (45)...(45)
<223>y =1t/u o c en posicién 45

<400> 2

gghgceytceg cyaactggtg gaagcaycag cayaacgtbce aycay

<210> 3

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso R0836
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<221> misc_feature
<222> (1)...(1)
<223>r =g 0 aen posicion 1

<221> misc_feature
<222> (4)...(4)
<223>r =g 0 a en posicién 4

<221> misc_feature
<222> (7)...(7)
<223>v=ao0gocenposiciéon 7

<221> misc_feature
<222>(13)...(13)
<223>r =g o0 a en posicién 13

<221> misc_feature
<222>(19)...(19)
<223>r =g 0 a en posicion 19

<221> misc_feature
<222> (34)...(34)
<223>r =g 0 a en posicién 34

<221> misc_feature
<222> (40)...(40)
<223>r =g 0 a en posicién 40

<221> misc_feature
<222> (43)...(43)
<223>d =a o0 g o t/u en posicion 43

<400> 3
rtgrtgvacg ttrtgetgrt geticcacca gtirgeggar gedee

<210> 4

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso R0838

<221> misc_feature
<222> (6)...(6)
<223>r =g 0 a en posicion 6

<221> misc_feature
<222>(12)...(12)
<223>r =g 0 a en posicion 12

<221> misc_feature
<222> (15)...(15)
<223>y =1t/u o c en posicion 15

<221> misc_feature
<222> (18)...(18)
<223>r =g 0 a en posicion 18

<221> misc_feature
<222> (21)...(21)
<223>r =g o0 aen posicion 21

<221> misc_feature
<222> (24)...(24)

45
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<223>s =g 0 c en posicion 24

<221> misc_feature
<222> (27)...(27)
<223>r =g 0 a en posicion 27

<221> misc_feature
<222> (30)...(30)
<223>v=ao0gocen posicion 30

<400> 4
ttgatrgtct arctygtrgt rgasaarggy tggtac 36

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0753

<221> misc_feature
<222> (10)...(10)
<223>n=ao0goc o t/u, desconocido u otro en posicion 10

<221> misc_feature
<222>(13)...(13)
<223>r =g 0 aen posicién 13

<221> misc_feature
<222> (16)...(16)
<223>n=ao0goc o t/u, desconocido u otro en posicién 16

<221> misc_feature
<222> (18)...(19)
<223>r =g 0 a en posiciones 18-19

<221> misc_feature
<222> (22)...(22)
<223>r =g 0 a en posicion 22

<400> 5
catcatcatn ggraanarrt grtg 24

<210>6

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0754

<221> misc_feature
<222> (15)...(15)
<223>y =1t/u o c en posicién 15

<221> misc_feature

<222>(18)...(18)

<223>y =1t/u o c en posicion 19

<221> misc_feature

<222>(21)...(21)

<223>n=ao0go c o t/u, desconocido u otro en posicién 21

<221> misc_feature
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<223>n=ao0goc o t/u, desconocido u otro en posicién 27

<221> misc_feature
<222> (30)...(30)
<223>y =1t/u o c en posicién 30

<400> 6
ctactactac tacaycayac ntayacnaay

<210>7

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0923

<400> 7
cggtgcagtg gtggaagaac aagcacaac

<210>8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO899

<400> 8
agcggataac aatttcacac aggaaacagc

<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0939

<400>9
cgtagtactg ctcgaggage ttgagegecg

<210> 10

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0898

<400> 10
cccagtcacg acgitgtaaa acgacggeca g

<210> 11

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

30

29

30

30

31

53



10

15

20

25

30

ES 2377 198 T3

<220>
<223> Cebador RO951

<400> 11
tcaacagaat tcatggtcca ggggcaaaag gecgagaaga teteg

<210> 12

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0960

<400> 12
atacgtaage tittacatgg cgggaaactc ctigaagaac tcgatcg

<210> 13

<211> 1362

<212> ADN

<213> Saprolegnia diclina

<400> 13

atggtccagg
caagacaacg
cacecgggeg
gtetteecacc
cagtcgacgyg
tteattgegt
agcaagctct
geccatttgeo
ctettetace
aaccacttgt
gtgecagtggt
ccegagatceg
ctcaagatgg
gcgtacctgt
atgtacgcct
cteogagegeg
aacatgtcge
tteetogega
aagcccgatt
atcgactggt
cocccyggcaca
atcccatace
cgcatctcga

ggcaaaaggc
cgtggategt
gegtegteat
cgagctcgge
cggecgtoga
cgtaccgcaa
actaccteta
tccacttitga
agcagtgegg
ttggegaccet
ggaagaacaa
ccttcecacqy
cgeageacyge
actttcccat
tctacaacgt
ceggecteet
tgectecaage
tggtctttag
tttggaaget
tecatgggcgyg
accteoecgge
acgagacggy
tegagttett

cgagaagatc
gatccaccag
gtteacgeag
gctcaagcte
cacgtcgatc
getgegecett
caagtgecgec
ctcgacqggec
ctggctegec
cgtcggegtce
gcacaacacyq
cgacccggac
ggtcgactcg
cttgctcttt
tgggecegge
cctectactac
ggctgegtic
cgktcggecac
gcaagtgcte
cctcaactac
gctcaacgtg
ctteategeyg
caaggagttt

<210> 14

<211> 453

<212> PRT

<213> Saprolegnia diclina

<400> 14

45

47

tegtgggega
aaggtgtacg
geceggegaag
ctcgageagt
tcggacgagy
gaagtcaage
tegacgetga
atgtacatgg
catgacttte
atggtcggea
caccatgega
attgacacga
cccgtcggge
gcgegtatct
ggcaccttty
ggctggaace
ctcottigtga
aacggeatqgy
tcgacgcegea
cagatcgace
ctcgtcaagt
ggcatggeeg
ccegecatgt

54

ccateegtga
acatctcgge
acgegaccga
actacgtcgg
tczagaagag
gecteggett
geattgcget
tcgeggetgt
tgcaccacca
acctctggea
tccecaacct
tgcegattet
tettetteat
cgtgggtgat
acaaggtcca
tcggecttgt
gecaggogtce
aggtctttga
acgtgacgte
accacttqgtt
cgctctgeaa
aggtcgtcgt
aa

geacaaccge
ctttgaggac
tgoegtteact
cgacgtcgac
ccagtcggac
gtacgactcg
tgtgteggeyg
catcecttgge
agtgtttgag
gggcticteg
ccacgcegacy
cgegtggteg
gcgctaccaa
ccagteggec
gtacccgetg
gracgcagece
gtgcggeetce
caaggacage
gtcgetctgg
ceccgatggtyg
gcagtacgac
gecacctegag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362



Met:
Glu
Tyx
Thr
Ser
65

Gln

Ser

Lys

Cys
His
145
Leu

Gln

Gly

Phe
225
Leu
Met
Ile
Pro
Gly
305
Asn
Ser
Met
Val
Met
385

Pro

Lys

Glu

Val
RHis
Asp
Gln
50

Ser
Ser

Gln

Arg

Ala
130
Phe
Phe
Val
Asn
Thr
210
His
Lys
Arg
Ser
Gly
290
Leu
Met
Cys
Glu
Leu
370
Gly
Arg
Gln
Glu

Phe
450

Gln
Aan
Ile
35

Ala
Ala
Thr

Ser

Leu

115
Ser

Asp
Tyr
Phe
Leu
195
His
Gly
Met
Tyr
Trp
275
Gly
Teu
Ser
Gly
Val
355
Ser
Gly
His
Tyr
Val

435
Pro

Gly
Arg
20

Ser
Gly
Leu
Ala
Agp

100
Gly

Thr
Ser
Gln
Glu
180
Trp
His
Asp
Ala
Gln
260
Val
Thr
Leu
Leu
Leu
340
Phe
Thr
Leu
Asn
Asp
420

Val

Ala

Gln

Gln

Ala

Glu
Lys
Ala
85

Phe

Leu

Leu
Thr
Gln
les

Asn

Gln

Pro
Gln
245
Ala
Ile
FPhe
Tyr
Leu
325
Phe
Asp
Arg
Asn
Leu
405
Ile
Val

Met

ES 2377 198 T3

Lys
Asp
Phe
Asp
Leu
70

Val

Ile

Tyr

Ser
Ala
150
Cys
His
Gly
Ile
Asp
230
His
Tyrxr
Gln
Asp
Tyr
310
Gln
Leu
Lys
Asn
Tyxr
3990
Pro

Pro

His

Asn
Glu
Ala
55

Leu
Asp
Ala

Asp

Ile
135
Met
Gly
Leu
Phe
Pro
215
Ile
Ala
Leu
Ser
Lys
295
Gly
Ala
Ala
Asp
Val
375
Gln
Ala
Tyr

Leu

Glu
Ala
Asp
40

Thr
Glu
Thr

Ser

Ser

120
Ala

Tyr
Prp
Phe
Ser
200
Asn
Asp
val
Tyr
Ala
280
Val
Trp
Ala
Met
Ser
360
Thr
Ile
Leu
His

Glu
440

55

Lys
Trp
25

His
Asp
Gln
Ser
Tyx

105
Ser

Leu
Met
Leu
Gly
185
Val
Leu
Thr
Asp
Phe
265
Met
Gln
Asn
Ala
Val
345
Lys
Ser
Asp
Asn
Glu

425
Arg

Iie
10

Ile
Pro
Ala
Tyr
Ile
a0

Arg

Lys

Val
Val
Ala
170
Asp
Gln
His
Met
Sex
250
Pro
Tyr
Tyr
Leu
Phe
330
Fhe
Pro
Ser
His
Val
410
Thr

Ile

Sex
Val
Gly
Phe
Tyr
75

Ser

Lys

Leu

Ser
Ala
155
Hig
Leu
Trp
Ala
Pro
235
Pro
Ile
Ala
Pro
Gly
318
Leu
Ser
Asp
Leu
His
395
Leu

Gly

Ser

Trp
Ile
Gly
Ala
60

Val
Asp

Leu

Tyr

Ala
140
Ala
Asp
Val
Trp
Thr
220
Ile
Val
Leu
Phe
Leu
300
Lieu
Phe
Val
Phe
Trp
380
Leu
Val

Phe

Ile

Ala
His
Val
45

Val
Gly
Glu
Arg

Tyr

125
Ala

Val
Phe
Gly
Lys
205
Pro
Leu
Gly
Leu
Tyr
285
Leu
val
val
Gly
TIp
365
Ile
Phe
Lys
Ile

Glu
445

Thr
His
30

Val
Phe
Asp
Val
Leu

110
Leu

Ile
Ile
Leu
Val
190
Asn
Glu
Ala
Leu
Fhe
270
Asn
Glu
Tyr
Ser
His
350
Lys
Asp
Pro
Ser
Ala

430
Phe

Ile
15

Lys
Met
His
Val
Lys
95

Glu

Tyr

Cys
Leu
His
175
et

Lys

Ile

Trp
Phe
255
Ala
Val
Arg
Ala
Gln
335
Asn
Leu
Trp
Met
Leu
415
Gly

Phe

Arg
Val
Phe
Pro
Asp
80

Lys

val

Lys

Leu
Gly
160
His
Val
His
Ala
Ser
240
Phe
Arg
Gly
Ala
Ala
320
Ala
Gly
Gln
Phe
Val
400
Cys
Met

Lys
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ES 2377 198 T3

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0851

<400> 15
ccatcaagac gtaccttgeg atc 23

<210> 16

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO941

<400> 16
gctgaacggg tggtacgagt cgaacgtg 28

<210> 17

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0953

<400> 17
acgagagdaat tcatggcccc gcagacggag ctccgecagce gc

<210> 18

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0956

<400> 18
aaaagactcg agttagecea tgtggategt ggeggegatg cectge

<210> 19

<211> 1413

<212> ADN

<213> Saprolegnia diclina

<400> 19

56

42

46



atggecccege
ggcaagaagy
atcattatcc
cgcgagatgy
ccgttcageg
ccgtocgagt
gttggecgagt
cgceatgatgg
atetttgege
ctccacgtea
gtegteggec
cagcacgtey
gtcaacatgg
gcattccage
caggacttca
gcgctetega
taccttcege
geccgagttig
gagtgcggct

agacggagct
cectttacatg
gcggcaaggt
tgetgetgea
acaaggccga
ttcegacett
acttcaagaa
tegtgtttge
tgcagctege
tgcacgacte
getttgeeat
tgggccacea
acdagcgacat
acaktctacct
ccgacacgtt
cgtggatgge
ttgeegtget
tcacgggcetg
acccatgegg

ES 2377 198 T3

ccgecagoge
gcaggaggtce
ctacgacgtg
cgeeggtege
gtecgatctiyg
caagccggac
gaacaaccte
ggtegeegge
ggccgeggeg
atcgcacygcg
ggactggttt
catctacacg
cegecgeate
tcegecgete
cggctcgean
catgatecage
ccagatgecc
gtacctcgeg
cgacgaggcc

cacgccgecg
gegoageaca
accgagtggg
gaggccaceqg
aacaagtatg
acgggcettet
catccgeadg
ctecgeoettgt
ctetrtyggeg
tcgtacacca
gceggegget
aacgtcogegg
gtygaacegee
tatggegtge
acgaacggcc
tccaagteogt
atcaagacgt
ttcaacttee
aagatggege

tecgecgagac

acacggegge ctoggectgy

ccaacaagca
acacgttcga
agattggcac
acaaggagtg
acggettece
acggcatgca
tetgocagge
acatgcegtt
cgatggtgte
gocteggacce
aggtgttcea
ttggcctcaa
cgatcegegt
tctgggccett
accttgcgat
aagtaagcca
tccaggacga

gccggtggce

ceccoggegge
ctegtaceac
gttcacggge
cegcaagcge
gggcetcotgg
cttttcgact
getgeegetyg
cttocattac
atggecteaac
ggatcttoey
gcccatgtac
gttccgcate
caacccgceac
ctacegegtg
cttettecte
tgtetegace
gtgggcagtc

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

cgactacgcc catggectegt ggatgacgac gttecttgec 1200
cgtgcaccac tigttcceca gegtgtegea gtaccactac 1260
cgtcgacgte tgcaaggagt acaacatcaa gtacgecatc 1320
gttegttgec cacttgaagqeo acctecgecaa catgggccag 1380
ccacatggge taa 1413

tegeaggtea agacgteggt
ggcgegectca actaccaggt
ccggegateg cgeccateat
ttaccggact ttacggcage
cagggcateqg ccgecacgat

<210> 20

<211> 470

<212> PRT

<213> Saprolegnia diclina

<400> 20

57



Met
Thr
His
Asp
Leu
65

Pro
Thr
Phe
Asn
Val
145
Ile
Ala
Thr
Trp
Gly
225
val
Gln
val
Ser
Trp
305
TYr
Ile

Phe

Glu
Thr
385
Gly
Gln
Glu
val

Ala
465

Ala

Pro

Val
50

Leu
Fhe
Phe
Tyr
Leu
130
Phe
Phe
Leu
Asn
Phe

210
His

Pro
Len
His
290
Met
Leu

Phe

Gln

Bla
370
Ser

BAla
Tyr
Tyr
Ala

450
Thr

Pro
Val
Thr
35

Thr
His
Ser
Thr
Lys
115
His
Ala
Ala
Pro
Met
195
Ala
His
Met
Met
Gly
275
Thr
Ala
Pro

Phe

Val

355
Lys

Val
Leu
His
Asn
435
His

Ile

Gln
Ala
20

Ala
Glu
Ala
Asp
Gly
100
Glu
Pro
Val
Leu
Leu
180
Pro
Gly
Ile
Asp
Tyr
260
Len
Asn
Met
Leu
Leu

340
Ser

Met
Asp
Asn
Tyr
420
Ile

Leu

His

Thr
Gly
Ala
Trp
Gly
Lys
B>

Pro
Cys
Gln
Ala
Gln
1865
Leu
Phe
Gly
Tyx
Gly
245
Ala
Lys
Gly
Ile
BAla
325
Ala

His

Tyr
Tyr
405
Pro
Lys
Lys

Met

ES 2377 198 T3

Glua
Lys
Ser
Ala
Arg
70

Ala
Ser
Arg
Asp
Gly
150
Leu
His
Phe
Ser
Thy
230
Asp
Pha
Phe
Pro
Ser
310
val
Glu

Val

Leu
Ala
390
Gln
Rla
Ty
His

Gly
470

Leun
Lys
Ala
Asn
55

Glu
Glu
Glu
Lys
Gly
135
Leu
Ala
Val
His
Met
215
Asn
Ile
Gln
Arg
Ile
295
Ser
Leu

Phe

Ser

Gln
375
His
Val
Ile
Ala

Leu
455

Arg
Ala
Trp
40

Lys
Ala
Ser
Phe
120
Phe
Ala
Ala
Met
Tyr
200
Val
Val
Arg
His
Ile
2B0
Arg
Lys
Gln
Val

Thr

360
Asp

Gly
Val
Ala
Ile

440
Arg

58

Gln
Fhe
25

Ile
His
Thr
Ile
Pro
105
Val

Proc

Leu

His
185
val

Ser

Arg
Ile
265
Gln
Val
Sexr
Met
Thr

345
Glu

Glu
Ser
His
Pro
425
Leu

Asn

Arg
10

Thr
Ile
Pro
Asp
Leu
90

Thr
Gly

Gly

Ala
170
Asp
Val
Trp
Gly
Ile
250
Tyr
Asp
Asn
Phe
Pro
330
Gly

Cys

Trp

.Trp

His
410
Ile
Pro

Met

RHis
Trp
Ile
Gly
Thr
75

Asn
Phe
Glu
Leu
Gly
155
Leu
Ser
Gly
Leu
Ser
235
Val
Leu
Fhe
Pra
Trep
315
Ile
Trp

Gly

Ala
Mat
395
Leu
Ile
Asp

Gly

Ala
Gln
Arg
Gly
60

Phe
Lys
Lys
Tyr
Trp
140
Met
Phe
Ser
Arg
Asn
220
Asp
Asn
Pro
Thr
His
300
Ala
Lys
Tyr
Tyr
Val
380
Thr
FPhe
Val
Phe

Gln
460

Ala
Glu
Gly
45

Arg
Asp
Tyxr
Pro
Phe
125
Arg
His
Gly
His
Phe
205
Gln
Pro
Arg
Pro
Asp
285
Ala
Phe
Thx

Leu

Pro

365
Ser

Thr
Pro
Asp
Thr

445
Gln

Val
Val
30

Lys
Glu
Ser
Glu
Asp
110
Lys
Met
Phe
val
Ala
190
Rla
His
Asp
Gln
Leu
270
Thr
Len
Tyr
Tyr
Ala

50
Cys

Gln
Phe
Sexr
Val
430

Ala

Gly

Ala
15

Ala
Val
Met
Tyr
Ile
Thr
Lys
Met
Ser
Cys
175
Ser
Met
Val
Leu
Val
255
Tyr
Phe
Ser
Arg
Leu
335
Fhe

GLy

Val
Leun
Val
415
Cys
Ala

Ile

Glu
Gln
Tyr
Val
His
80

Gly
Gly
Asn
Val
Thr
180
Gln
Tyr
Bsp
Val
Pro
240
Phe
Gly
Gly
Thr
Val
320
Ala

Asn

Asp

Lys
Ala
400
Ser
Lys
Phe

Rla



10

15

20

25

<210> 21
<211>914

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

atggaacatt
actagagtaa
atatatttac
tgceggggga
tgtgagttag
accgcaggay
ctcatagaat
gtcectgeacy
gtcecetgeg
tactcttact
tacatcacte
gtcatctgge
tecctgattg
cgaaggaazag
accaacagct
agtcaaagaa

<210> 22
<211> 957
<212> ADN

ttgatgeatc
aaggatggtt
taattgtatg
ttttagtggt
taacaggagt
aatcagatat
ttatggacac
tctaccacca
gccactctta
atggtitgte
aggggcagcet
cgtgcacatt
ctotctteac
accacctgaa
tttcaccect
ttga

<213> Mortierella alpina

<400> 22

atggagtcga
gccaccgceta
geccaggecg
gtyggagtcge
gtgectogett
ttcgaggtca
atgtgeggtg
gctgatcata
aagatcatgg
tocttetige
gttgcaccca

atgtacgget
tacatcacge
atgtacgcca
tggttctaca
ttggcecaage

<210> 23
<211> 30
<212> ADN

ttgegecatt
tcggtgtceg
agaagtacat
ctttggceeg
atttggtcac
agacgttttc
ggatcctgta
cetteaaggy
agtttgtcga
acgtttacca
acggtgaagc

ES 2377

acttagtacc
tettetggac
gctgggacca
gtataacctt
atgggaaggce
gaagattate
tttcttette
tgcctcgatg
ttttggtgec
gtecagtcect
gctteagttt
ccctettggt
aaacttctac
ggaccaccag
ggaaaacaat

ccteceatea
ggcecygegecc
ccccacgatt
tgagctgocy
ggtettigty
getectgeac
cgaggettat
tetteetatg
caccatgatc
ceacagectce
ctacttctct

actacttectt gteggecttiyg
gctegeagat gacacagttic
tgaaggtect tggecgecec
tgtggaccat geteggtete
aggccaagge cgacgetgec

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador R0936

<400> 23

gtcgogeaag geggaaaagt acctcaagag

30

59

198 T3

tatttcaagg
aattatatac
aaatacatga
ggactecacac
aaatacaact
cgigtectet
atcctgegea
ctgaacatct
acacttaata
tecatgegte
gtactygacaa
tggttgtatt
attcagacet
aatgggtceg
gtgaagccaa

aagatgecge
tatgtecgate
gtecateaca
ttgatgaace
ggcatgcaga
aacttttgtc
caggccaact
dccaagatga
atggtcctca
atcttcaceca
getgegttiga

ggetteaage
tgecatgatgt
ggatacceet
ttctacaact

aaggagaagy

cattgctagg
ccacatttat
ggaataaaca
tgctgtetet
tcttctgtcea
ggtggtacta
agaacaacca
ggtggttigt
gctteateca
catacctctyg
tecatccagac
tcecagattgg
acaacaagaa
tggetgetgt
ggaagetgeg

aagatetgtt
ctctcgagge
cgegtgggtt
cgttccacgt
tcatgaagaa
tggtctegat
atggactgtt
tctggetett
agaagaacaa
tctggtggtt
actcgttcat

aggtgtegtt
cggtccagte
tcttcaktcac
tttacagaaa
caaggaagtt

ccctegagat
ctgetetgtco
gecattctet
gtatatgtte
gggcacacgc
cttctccaaa
ccagatcacg
gatgaactgg
cgtectecatg
gtggaagaag
cagetgeggg
atacattatt
aggggectcec
gaatggacac
gaaggattga

tatggacctt
cgegetgatg
cctggtegeg
gctgttgate
ctttgagegg
cagcgectac
tgagaacygct
ctacttetcee
ccgecagate
ggtcaccttt
ccatgtgatc

catcaagttc
ttectgggac
ggctetgett
gaacgccaag
gcagtaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
914

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
6640

72¢
780
840
300
957
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ES 2377 198 T3

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO937

<400> 24
aaacctgtag acaatgtgga ggggegtggg 30

<210> 25

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0972

<400> 25
atacttgaat tcatgggacg cggcggegaa ggtcaggtga ac

<210> 26

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0949

<400> 26
cttatactcg agctaagegg cettggeege cgectggee

<210> 27

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0950

<400> 27
cttatactcg agtaaatggce tegegaggeg aagcegagigg ¢

<210> 28

<211> 1320

<212> ADN

<213> Thraustochytrium aureum

<400> 28

39

42

41

60



atgggacgeqg
acgcgaaaga
dggcgggtega
gcgtttegey
aagcteggey
atcacgegag
gegceceecteo
tacctghttt
atcgegoagy
tacatccege
gogagetggt
gacgtegacc
cgccccgget
tectgettee
acgagecact
atgcactegt
tttggctgea
gagceggacyg
aacgactcgt
ctetttecgt
ttecgagaage
tttgccaace

gcggcegaagg
cgatcctgat
tcatcaagtt
agtttcactg
cgccgageaa
actacgtcaa
acattgteta
cgatgecgegg
gcegetgegg
ttgacgtgeg
agcgegtitca
tegacaceet
cgttecagge
tggttggtet
ttgctgagat
tecgggtacag
cctacatctt
agttcetygea
ggttcatcac
cgetgeecca
acggecatgge
tgcacgeegt

ES 2377

tcaggtgaac
cgagggcgad
tecteacgace
ceggteggge
gatgaagttt
gctgegegag
caggtttgeg
aaacgtgtte
ctggcteatyg
cctgecaggayg
gcacaacaag
gocgeteogtt
caagtggetc
cttctggacc
ggccgecgte
cgggagcgac
caccaacttt
ctgggtcgag
ctggtggatg
gctocaacgece
ttacgacgag
gggccaaaac

198 T3

agcgegeaqgg
gtctacgatg
gacggcacey
aaggcggaaa
gacgccaagyg
gagatggtgg
gagategeag
gecacgeteg
cacgagtgceg
ctggtgtacg
caccacgcga
gcgttcaacy
teggegeagy
ctgtttetge
geggtycyeg
tegtteggte
gcggtcagec
tacgecgege
tegtacctcea
ccgegegteg
cgecegtace
gcgggccagy

tggcacaagg
tcaccaactt
aggctgtgga
agtacctcaa
ageaggcecg
ccgagggect
cectgttege
cggccatege
gacacttcte
gegtggggty
ccecgcagaa
dgaagatecge
cgtacatttt
acccgcgoea
tegtggyctg
tctacatgge
acacgcacct
tgcacacgac
actttcagat
ccecegegegt
ttaccgeget
cggcggecaa

cggtgeggga
taggraccec
cgcgacgaac
gagectgecc
gcgcgacgeqg
ctteaageee
ggectegttc
agtcggggge
gatgaccgayg
ctcgatgteg
actcaagcac
cgecaaggtg
tgcgocggty
catgecgege
ggceggegetc
cacctttgge
cgacgtcace
caacgtgtecce
cgagcaccac
cegegeeete
tggegacacg
ggccgettag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

<210> 29

<211> 439

<212> PRT

<213> Thraustochytrium aureum

<400> 29

61



Met
Gly
Asp
Thr
Phe
65

Lys
Arg

Val

Phe

Met
145
Ile
Ser
Tyr
Asn
Asp
225
Arg
Phe
Leu
Ala
Gly
305
Phe
Leu
Ala
Trp
Leu
385
Phe
Leu
Gln

<210> 30
<211> 1338

Gly
Gly
Val
Thr
50

His
Leu
Arg
Ala
Ala
130
Arg
Ala
Met
Gly
Lys
210
Thr
Pro
Ala
His
Val
280
Tyr
Gly
Asp
Leu
Met
370
Pro
Glu
Gly

Ala

Arg
Ala
Thr
35

Asp
Cys
Gly
Asp
Glu

115
Glu

Gly
Gln
Thr
Val
195
His
Leu
Gly

Pro

Preoc
275

"Ala

Ser
Cys
Val
His
355
Ser
Gln
Lys
Asp

Ala
435

Gly
Gly
20

Asn
Gly
Arg
Ala
Ala
100
Gly

Ile

Asn
Gly
Gly
180
Gly
His
Pro
Ser
Val
260
Arg
val
Gly
Thr
Thr
340
Thr
Tyr
Leu
His
Thr

420
Ala

Gly
Thr
Phe
Thr
Ser
Pro
85

Ile

Leu

Ala

Val
165
Tyr
Cys
Ala
Leu
PheA
245
Ser
His
Arg
Ser
Tyr
325
Glu
Thr
Leu
Asn
Gly
405
Phe

Lys

ES 2377 198 T3

Glu
Arg
Arg
Glu
Gly
70

Ser
Thr

Phe

Ala

Phe
150
Cys
Ile
Ser
Thr
Val
230
Gln
Cys
Met
Val
Asp
310
Ile
Pro
Asn
Asn
Ala
390
Met
Ala

Ala

Gly
Lys
His
Ala
55

Lys
Lys
Arg
Lys
Leu
135
Ala
Gly
Pro
Met
Pro
215
Ala
Ala
Phe
Pro
val
295
Ser
Phe
Asp
Val
Phe
375
Pro
Ala

Asn

Ala

Gln
Thr
Pro
40

vVal
Ala
Met
Asp
Pro

120
Phe

Thr
Trp
Leu
Ser
200
Gln
Phe
Lys
Leu
280
Gly
Phe
Thr
Glu
Ser
360
Gln
Arg
Tyr

Leu

62

Val
Ile
25

Gly
Asp
Glu
Lys
Tyr
105
Ala

Ala

Leu
Leu
Asp
185
Ala
Lys
Asn
Trp
Val
265
Thr
Trp
Gly
Asn
Phe
345
Asn
Ile
Val

Asp

His
425

Asn
10

Leu
Gly
Ala
Lys
Phe
90

Val

Pro

Ala

Ala
Met
170
Val
Ser
Leu
Glu
Leu
250
Gly
Ser
Ala
Leu
Phe
330
Leu
Asp
Glu
Ala
Glu

410
Ala

Ser
Ile
Ser
Thr
Tyr
75

Asp
Lys

Leun

Ser

Ala
155
His
Arg
Trp
Lys
Lys
235
Ser
Leu
His
Ala
Tyr
315
Ala
His
Ser
His
Pro
395
Arg

Val

Ala
Glu
Ile
Asn
60

Leu
Ala
Leu
His
Phe
140
Ile
Glu
Leu
Trp
His
220
Ile
Ala
Phe
Phe
Leu
300
Met
Val
Trp
Trp
His
380
Arg
Pro

Gly

Gln
Gly
Ile
45

Ala
Lys
Lys
Arg
Ile

125
Tyr

Ala
Cys
Gl-n
Arg
205
Asp
Ala
Gln
Trp
Ala
285
Met
Ala
Ser
Val
Phe
365
Leu
Val
Tyr

Gln

Val
Glu
30

Lys
Phe
Ser
Glu
Glu
110
Val

Leu

Val
Gly
Glu
190
Val
Val
Ala
Ala
Thr
270
Glu
His
Thr
His
Glu
350
Ile
Phe
Arg

Leu

Asn
430

Ala
15

Val
Phe
Arg
Leu
Gln
95

Glu
Tyr

Phe

Gly
His
175
Leu
Gln
Asp
Lys
Tyr
255
Leu
Met
Ser
Phe
Thr
335
Tyr
Thr
Pro
Ala
Thr

415
Ala

Gln
Tyr
Leu
Glu
Pro
80

Ala
Met
Arg

Ser

Gly
160
Phe
Val
His
Leu
Val
240
Ile
Phe
Ala
Phe
Gly
320
His
Ala
Trp
Ser
Leu
400
Ala

Gly



10

<212> ADN
<213> Thraustochytrium aureum

<400> 30

gaattcacca
agcccaaghtg
tteaggeate

"gatgcaaccyg

aactcectye
cgccatgaca
tactttgacc
getctcregt

gtgattgggy
agecatgaccg

tgtggcatga
aagctcaagce
gccegtegey
tttgccecag
cacatgatce
tggttctege
cttacttttyg
ttgecagtgt
acgaacgttg
atcgagcace
gtcaagaaac
ctcaaggata
agcgagtaag

tgggtcgegg
agcagcgltaa
ctggtggete
aagcgtacaa
caaagatega
aactcacgag
ccagcceget
tctacctitt
ggtgegtgea
gaaacatcec

gcgggygcettg
atgacgttga
tcaagecagy
tetectgect
gcaccaagcy
ttcttttgag
gacttggetg
ccgaggagga
ccatecgacte
acttgttecc
ttttegagga
cctteggeaa
atctegag

<210> 31

<211> 439

<212> PRT

<213> Thraustochytrium aureum

<400> 31

ES 2377 198 T3

agcacaggga
ggtgttgcte
cateatcaaa
ggagtitccac
cggcccaate
ggagtatgta
ccacattate
ctectteaag
gggtcgttgt
tgttgactty

gtggagaagc
tttggacact
tagcttecag
tctegttggt
caacttegayg
catgggctac
tacctacate
cgagtacctg
gtacgttgte
ttgetgeceg
caatggtctyg
cctacacgaa

gagccaaggc
attgacggge
tatttgtgea
tgcagatcect
aagtacaaat
gctetcegeyg
tacagatgcg
ggtaacgtea

gggtggctea
cgeettecaag

cagcacaaca
cttecctettyg
gcaaagtgge
ctcttetgga
atattttctg
actgtcggag
tttacgcatt
cactgggtcg
acctggctaa
cagttecgee
gtatacgacg
gtgggegtca

63

aggcecacaga
agctgtacga
cecgatggeaa
cgaaggcggt
acgacgcaaa
aacagctegt
ccgagttgge
tggccactat
tgcatgaage
agttttigta

agcaccacgc
tcgectggaa
ttecatctcea
ctttgtactt
tegetetgeg
agtetetggg
ttgetgtaag
agtacgctge
tgagctacet
acectgcaat
ccegeteata
acgctagcca

gctgaagage
tgcaaccaac
ggaggtagtt
caagtaccte

ggagcaggct

caaggaggga .

agccatgttc
tgctgoecate
tggccactac
cggaattgaq

caccccccaa
cgagaaaatt
gggatacatce
gecatectege
ctacgtatgce
tctctatgtyg
ccacacccac
gctgeacace
caactttecaqg
ctecttectege
cgtccaggceg
agctgceaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1338



Met
Ser
Tyr
Leu
Glu
65

Pro

Bla

Leu

Ser
145
Gly
Tyr
Leu
His
Leu
225
Val
Ile
Tyr

Phe

Met
305
Gly

His

Trp
Cys
3485
Leu
Ala
Gly

<210> 32
<211> 1381

Gly
Ser
Asp
Cys
50

Phe
Lys
Arg
Val
Cys
130
Phe
Cys
Ser
Tyr
Asn
210
Asp
Lys
Phe
Len
Ser
290
Gly
Leu
Leu
Ala
Leu
370
Cys
Phe

Leu

Gln

Arg
Pro
Adla
35

Thr
His
Ile
His
Lys
115
Ala
Lys
val
Met
Gly
1985
Ly=
Thr
Pro
Ala
His

275
val

Tyr
Gly
Pro
Leu
355
Met
Pro
Glu
Lys

Ala
435

Gly
Ser
20

Thr
Asp
Cys
Asp
Asp
100
Glu
Glu
Gly
Gln
Thr
180
Ile
Hig
Leu
Gly
Pro
260

Pro

Ala

Thr
Cys
Val
340
Ris
Ser
Gln
Asp
Asp

420
Ala

Ala
Glu
Asn
Gly
Arg
Gly
Lys
Gly
Leu
Asn
Gly
165
Gly
Gly
His
Pro
Ser
245
Val
Arg

Leu

Val
Thr
325
Ser
Thr
Tyx
Fhe
Asn
405
Thr

Lys

ES 2377 198 T3

Gln
Gln
Phe
Lys
Ser
70

Pro

Leun

Tyr

val
150
Arg
Asn
Cys
Ala
Leu
230
Phe
Ser
His

Arg

Gly
310
Tyr
Glu
Thr
Leu
Ary
390
Gly
Phe

Ser

Gly
Arg
Arg
Glu
55

Ser
Ile
Thr
Phe
Ala
135
Met
Cys
Ile
Gly
Thr
215
Val
Gln
Cys
Met
Tyr
295
Glu
Ile
Glu
Asn
Asn
375
His
Leu

Gly

Glu

Glu
Lys
His
410

Val
Lys
Lys
Arg
Asp
120
Met
Ala
Gly
Fro
Met
200
Pro
Alz
Ala
Leu
Ile

280
Val

Ser
Phe
Asp
Val
360
Phe
Pro

Val

Asn

64

Pro
Val
Pro
Val
Ala
Tyr
Glu
105
Bro
Phe
Thr
Trp
Val
185
Ser
Gln
Trp
Lys
Leu
265
Arg

Cys

Leu
Thr
Glu
345
Ala
Gln
Ala
Tyr

Leu
425

Arg
10

Leu
Gly
Asp
Val
Lys
90

Tyr
Ser
Ala
Ile
Leu
170
Asp
Gly
Lys
Asn
Trp
250
Val
Thr

Trp

Gly
His
330
Tyr
lle
Ile
Ile
Asp

410
His

Gln
Leu

Gly

Lys
15

Tyr
Val
Pro
Leu
Ala
155
Met
Leu
Ala
Leu
Glu
235
Leu
Gly
Lys

Fhe

Leu
315
Phe
Leu
Asp
Glu
Ser
3495
Ala

Glu

Ala Thr
Ile Asp

Ser Ile
45

Thr Glu

60

Tyr Leu

Asp Ala
Ala Leu
Leu His
125
Ser Phe
140
Ala Ile
His Glu
Arg Leu

Trp Trp
205

Lys His

220

Lys Ile

His Leu
Leu Phe
Arg Aan

285
Ser Leu

300

Tyr Val

Ala Val

His Trp

Ser Tyr
365

His His

380

Ser Arg

Arg Ser

Val Gly

Glu
Gly
Ile
Ala
Asn
Lys
Arg
110
Ile
Tyr
Val
Ala
Gln
190
Arg
Asp
Ala

Gln

Trp
270
Phe

Leu

Leu
Ser
Val
350
Val
Leu
Val
Tyr

Val
430

Leu
15

Gln
Lys
Tyr
Ser
Glu
95

Glu
Ile
Leu
Ile
Gly
175
Glu
Ser
val
Arg
Gly
255
Thr
Glu

Leu

Thr
His
335
Glu
Val
the
Lys
Val

415
Asn

Lys
Leu
Tyr
Lys
Leu
80

Gln
Gin
Tyr
Phe
Gly
160
His
FPhe
Gln
Asp
240
Tyr
Leun

Ile

Ser

Fhe
320
Thr
Tyr
Thr
Pro
Lys
400
Gln

Ala
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<212> ADN

<213> Thraustochytrium aureum

<400> 32
ccatgggeecy cggoggcgag aaaagegagg tggaccagght goagocacaa aagaccgage 60
agctccagaa ggccaagtgg gaggatgttg ttcgeatcaa tggagtegaa tacgacgtca 120
cggactatct cagaaaacac cctggtggea gegtgatcaa gtacgggett gecaacacceg 180
gcgctgatge cacgtcccte titgaagegt tccacatgeg ctcaaagaag getcagatgg 240
tgctecaagtc tcteccaaag cgtgeteegg tectegagat ccagecaaac cagettecag 300
aggagcagac caaggaggcg gagatgctge gtgattttaa asaatttgag gatgagattc 360
gecgggatgg attgatggaa cottcettet ggeoategege ttacagatta teagagettyg 420
taggtatgtt cacgctcggc ctctacctet tctogttaaa cactcetctg tctattgetg 480
ctggtgtcecet cgtccacggt ctetttggatg cattetgtgg atggtgecag catgaggeag 540
gecacggete ctitttitac agecttiggt ggggeaageqg tgtacaggee atgttgateg 600
ggtttggtet aggaacatcee ggcgacatgt ggaacatgat geacaacaag catcatgetg 660
ccacccaaaa ggttcatcac gaccttgaca ttgacacaac tcettittgta gotttcttea 720
acactgeatt tgagaaaaac agatggaagg gcocttttecaa ggeottgggte cgettteagy 780
ctttcacgtt cattectgte accagegaca tgategtcat gectgttetgg ctgtttttte 840
tecacceteg cegogtegtt caaaagaaga actttgagga gggtttitgg atgcotgtcaa 900
gccacattght gcgecacctat ctcttecace ttgtgacegg ctgggagage ctogectgeat 960
getaccttgt tgggtattgyg gogtgeatgt gggtgtccgg tatgtatttg tttggecact 1020
tttegctete ccacactcat atggacattg tggaggcgga cgtygcataag aactgggtca 1080
ggtacgctgt tgaccacact gttgacatca gcccatcecaa cccgetcogtg tgctgggtea 1140
tgggttacet caacatgrag accatccacc acttgtggee tgceatgecce cagtaccace 1200
aggtcgaggt ctecacgcege tttgecatet tcgccaaaaa acacggectc aactacegey 1260
tegtetetta ctttgagget tggegectga tgctecaaaa teottgctgac gteggttece 1320
actaccatga gaacggtgtc aagcgcgcec caaagaaagce caaggcgcag tagaaageta 1380
t 1381

<210> 33

<211> 456

<212> PRT

<213> Thraustochytrium aureum

<400> 33
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Met

Lys

Gly
Ser
65

Leu
Gln
Lys
Phe
Leu
145
Gly

His

Met
His
225
Thr
Arg
Met
Lys
Thr
05
Tyx
Phe
Asp
Ile
Met
385
Val
Asn

Asn

<210> 34
<211> 1329

Gly
Thr
Gly
Ser
50

Leu
Lys
Leu
Lys
Trp
130
Gly
Val
Glu
val

Trp
210
His
Ala
Phe
Leu
Asn
280
Tyr
Leu
Gly
Val
Ser
370
Gln
Glu
Tyr

Leu

Pro

Arg
Glu
Val
35

Val
Phe
Ser
Pro
Phe
115
His
Leu
Leu
Ala
Gln
1585
Asn
Asp
Phe
Gln
Phe
275
Phe
Leu
Val
His
His
355
Pro
Thr
Val
Arg
Ala

435
Lys

Gly
Gln
20

Glu
Ile
Glu
Leu
Glu
100
Glu
Arg
Tyr
Val
Gly
180
Ala
Met
Leu
Glu
Ala
260
Trp
Glu
Phe
Gly
Phe
340
Lys

Ser

-Ile

Ser
val
420
Asp

Lys

Gly
Leu
TyT
Lys
Ala
Pro
85

Glu
Asp
Ala
Leu
His
165
His
Mel
Met
Asp
Lya
245
Phe
Leu
Glu
His
Tyx
325
Ser
Asn
Asn
His
Arg
405
val

val

Ala
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Glu
Gln
Asp
Tyx
Phe
70

Lys
Gln
Gilu
Tyr
Phe
150
Gly
Gly
Leu
His
Ile
230
Asn
Thr
Phe
Gly

Leu
310

Trp
Len
Txp
Pro
His
390
Arg
Ser
Gly
Lys
450

Lys
Lys
val
Gly
His
Arg
Thr
Iie
Arg
135
Ser
Leu
Ser
Ile
Asn
215
Asp
Arg
Phe
Phe
Phe

295
Val

Ser
Val
Leu
375
Leun
Phe
Tyr

Ser

Ala

Ser
Ala
Thr
40

Leu

Met

Phe
Phe
Gly
200
Lys
Thr
Trp
Ile
Leu
280
Trp
Thr
Cys
is
Arg

360
Val

Trp
ala
Phe
His

440
Gln

66

Glu
Lys
25

Asp
Ala
Arg
Pro
Glua
105
Arg
Ser
Asn
Gly
Phe
185
Phe
His
Thr
Lys
Pro
265
His
Met
Gly
Met
Thr
345
Tyr
Cys
Pro
Ile
Glu

425
Tyr

Val
10

Trp
Tyr
Asn
Ser
Val
80

Ala
Asp
Glu
Thr
Ala
170
Tyr
Gly
His
Pro
Gly
250
Val
Pro
Leun
Trp
330
His
Ala
Trp
Ala
Phe
410
Ala

His

Asp
Glu
Leu
Thr
Lys
15

Leu
Glu
Gly
Leu
Pro
155
Fhe
Ser
Leu
Ala
Phe
235
Phe
Thr
Arg
Ser
Glu
315
Val
Met
Val
Val
Met
395
Ala
Trp

Glu

455

Gln
Asp
Arg
Gly
60

Lys
Glu
Met
Leu
Val
140
Leu
Cys
Leu
Gly
Ala
220
Val
Ser
Ser
Arg
Ser
300
Ser
Ser
Asp
Asp
Met
380
Pro
Lys
Arg

Asn

val
val
Lys
45

Ala
Bla
Ile
Leu
Met
125
Gly
Ser
Gly
Trp
Thr
205
Thr
Ala
Lys
Gly
Val
285
His
Leu
Gly
Ile
His
365
Gly
Gln
Lys

Leu

Gly
445

Gln
val
30

His
Asp
Gln
Gln
Arg
110
Glu
Met
Ile
Trp
Trp
190
Ser
Gln
Phe
Ala
Met
270
Val

Ile

Met
Val
350
Thr
Tyr
Tyr
His
Met

430
Val

Pro
15

Arg
Pro
Ala
Met
Pro
85

Asp
Pro
Pha
Ala
Cys
175
Gly
Gly
Lys
Phe
Trp
255
Ile
Gln
Val
Ala
Tyr
33%
Glu
Val
Leu
His
Gly
415

Leu

Lys

Gln
Ile
Gly
Thr
Val
80

Asn
Phe
Ser
Thr
Ala
160
Gln
Lys
Asp
Val
Asn
240
Val
Val
Lys
Arg
Cys
320
Leu
Ala
Asp
Asn
Gin
400
Leu

Gln

Arg
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<212> ADN

<213> Isochrysis galbana

<400> 34
aktggtggcag gcaaatcagg cgetgecgges cacgtgacte acagctcgac attgeoccegt 60
gagtaccatg gegegaccaa cgactcgege tetgaggegg cegacgtcac cgtetctage 120
atcgatgctg aaaaggagat gatcatcaac ggecgegtgt atgacgtgtc gteatttgtg 180
aagcggeace caggtggete gotgatcaag ttecagetgg gegecgacge gagegacgeg 240
tacaacaact ttcacgteceg ctccaagaag geoggacaaga tgctgtatte gotecegtec 300
cggcocggecy aggecggeta cgcccaggac gacatctece gegactttga gaagetgege 360
ctegagetga aggaggaggg ctacttegag cccaacctgg tgcacgtgag ctacaggtgt 420
gktggaggtte ttgcocatgta ctgggctgge gtccagetca tcetggtcegy ghtactggtte 480
ctecggegega tegtggeoegy cattgcgeag ggecgetgeg getggeteca geatgagggt 540
gggcactact cgctcaccgg caacatcaag atcgaccgge atetgcagat ggocatctat €00
gggcettgget geggeatgte gggetgctac tggegeaace agecacaacaa gcacgcacgec 660
acgccgcaga agctegggac cgacccegac ctgcagacga tgecgetggt ggecttecac 720
aagategteg gegecaagge gcgaggoaaq ggcaaggegt ggetggegtyg geaggegecg 780
ctocttctttg gegggatcat ctgctogete gtetcettteg getggeagtt cgtgectocac B840
cecaaccacg cgctgegegt gcacaatcac ctggageteg egtacatggg cotgeggtac 900
gtgctgtgge acctggectt tggecaccte gggetgetga getegetcoeg coctgtacgec 960
ttttacgtgg ccatgggegg cacctacatc tteagecaact tegeegtete geacaccecac 1020
aaggacgteg tcecogeococac caagcacatc toghtgggecac tcotactceggce caaccacacg 1080
accaactget ccgactegec ctttgtecaac tggtggatgg cectacetecaa cttecagate 1140
gagcaccace rcttccegte gatgecgeag tacaaccacc ccaagatcgce ccegegggtg 1200
cgegegetet togagaagea cgggatcogag tatgacgtoe ggecatacet ggagtgtttt 1260
cgggtcacgt acgtcaacct getcgcecgta ggcaacccgg agcactcecta ccacgagcac 1320
acgcactag - 1328

<210> 35

<211> 442

<212> PRT

<213> Isochrysis galbana

<400> 35
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<210> 36

Met

Thr

Ile
Gly
65

Tyr
Ser
Sar

Phe

Ala

145
Leu

Gln
Arg
Cys
Len
225
Lys
Trp
Phe
Asn
Leu
305
Phe
Sex
Ala
Val
Phe
389
Arg

Leu

Fro

Val
Leu
Ala
Asn
50

Gly

Asn

Leu

Glu
130
Met

Gly
His
His
Tyr
210
Gly
Ile
Gln
Gly
His
290
Ala
Tyx
His
Leu
Asn
370
Pro
Ala
Glu

Glu

Pro
Asp
Gly
Ser
Asn
Pro
Asp
115

Pro

Tyr

Ala
Glu
Leu
195
Txp
Thr
Val
Ala
Trp
2175
Leu
Phe
val
Thr
Tyx
355
Trp
Ser
Leu
Cys

His
435

Gly
hrg
20

Val
Arg
val
Phe
Ser
100
Phe
Asn

Trp

Ile
Gly
180
Gln
Arg
Asp
Gly
Pro
260
Gln
Glu
Gly
Ala
His
340
Ser
Trp
Met
FPhe
Phe

420
Sex

Lys
Glua
Thr
Val
Ile
Ris
85

Arg
Glu

Leu

Ala

Val
165
Gly
Met
Asn
Pro
Bla
245
Leu
Pha
Leun
His
val
325
Lys
Ala
Met
Pro
Glu
405
Arg

Tyr
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Ser
Tyr
Val
Tyr
Lys
70

Val
Pro
Lys
Val

Gly

150
Ala

His
Ala
Gln
Asp
230
Lys
Phe
Val
Ala
Leu
310
Gly
Asp
Asn
Ala
Gln
390
Lys
Val

His

Gly
His

Ser

Ala
Gly

Ser

. 40

Asp
55

Phe
Arg
Rla
Leu
His

135
Val

Gly
Tyr
Ile
His
215
Leu
Ala
Phe
Leu
Tyr
298
Gly
Gly
Val
His
Tyr
375
Tyx
His
Thr

Glu

val
Gln
Ser
Glu
Arg
120
Val

Gln

Ile
Ser
Tyr
200
Asn
Gln
Arg
Gly
His
280
Met
Leu
Thr
Val
Thr
360
Leu
Asn
Gly
Tyr

His
440

68

Ala
Ala
25

Ile
Ser
Leu
Lys
Ala
105

Leu

Ser

Leu

Ala
Leu
185
Gly
Lys
Thr
Gly
Gly
265
Pro
Gly
Leu
Tyr
Pro
345
Thr
Asn
His
Val
Val

425
Thr

Ala
10

Thr
Asp
Ser
Gly
Lys
90

Gly
Glu
Tyr

Ile

Gln
170
Thr
Leu
His
Met
Lys
250
Ile
Asn
Leu
Ser
Ile
330
Pro
Asn
Phe
Pro
Glu
410
BAsn

His

RHis
Asn
Ala
Phe
Ala
75

Ala
Tyr
Leu
Arg
Trp
155
Gly
Gly
Gly
His
Pro
235
Gly
Ile
His
Arg
Ser
315
Phe
Thx
Cys
Gln
Lys
395
Tyr

Leu

Val
Asp
Glu
Val
Asp

Asp

Lys
Cys

149
Ser

Arg
Asgn
Cys
Ala
220
Leu
Lys
Cys
Ala
Tyr
300
Leu
Thy
Lys
Ser
Ile
380
Ile
Asp

Leu

Thr
Ser
Lys
45

Lys
Ala
Lys
Gln
Glu
125
Val

Gly

Cys
Ile
Gly
205
Thr
Val
Ala
Ser
Leu
285
Val
Arg
Asn
His
Asp
365
Glu
ala
Val

Ala

Hisg
Arg
30

Glu
Arg
Ser
Met
Asp
110
Gla
Glu

Tyr

Gly
Lys
190
Met

Pro

Ala,

Trp
Leu
270
Arg
Leu
Leu
Fhe
Ile
350
Ser
His
Bro

Arg

Val
430

Ser
15

Ser
Met
His
Asp
Leu
95

Azp
Gly
Val

Trp

Trp
175
Ile
Ser
Gln
FPhe
Leu
255
Val
Val
Trp
Tyx
Ala
335
Ser
Pro
His
Arg
Pro

415
Gly

Sexr
Glu
Ile
Pro
Ala
80

Tyr
Ile
Tyxr
Leu

Phe

160
Leu

Asp
Gly
Lys
His
240
Ala
Ser
Hisg
His
Ala
320
Val
Txp
Phe
Leu
Val
400
Tyr

Asn
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<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R0838

<221> misc_feature
<222> (7)...(7)
<223>v=ao0(gocenposiciéon 7

<221> misc_feature
<222> (10)...(10)
<223>r =g o0 a en posicién 10

<221> misc_feature
<222> (13)...(13)
<223>s =g 0 c en posicion 13

<221> misc_feature
<222> (16)...(16)
<223>r =g 0 a en posicién 16

<221> misc_feature
<222>(19)...(19)
<223>r =g 0 a en posicion 19

<221> misc_feature
<222> (22)...(22)
<223>y =1t/u o c en posicion 22

<221> misc_feature
<222> (25)...(25)
<223>r =g 0 a en posicion 25

<221> misc_feature
<222> (31)...(31)
<223>r =g o0 aen posicion 31

<400> 36
catggtvggr aasagrtgrt gytcratctg rtagtt

<210> 37

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1065

<400> 37
cgacaagagg aagagtgtcc aaatc

<210> 38

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1064

<400> 38
cgccticaag agtttttgta cggaattggg

25

30
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<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R01097

<400> 39
cttgtaccat gggtcgegga gecacagggag 30

<210> 40

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1098

<400> 40
tgaagcttac tcgetettgg cagcettggee 30

<210> 41

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1107

<400> 41
tttaaccatg ggccgeggeg gegagaaaag 30

<210> 42

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1108

<400> 42
gggaagaagc tttctactge geettggctt tetttg 36

<210> 43

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1235

<400> 43
cgaagttggt gaagatgtag gtgeeg 26
<210> 44
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1232

<400> 44
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gagcgacgcg tacaacaact ttcacgt 27

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
cgactggagc acgaggacac tga 23

<210> 46

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 3 prima de GeneRacer

<400> 46
gctgtcaacg atacgetacg taacg 25

<210> 47

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador anidado RO1234

<400> 47
agctccaggt gattgtgeac gegeag 26

<210> 48

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1233

<400> 48
gactttgaga agetgegect cgagetg 27

<210> 49

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5 prima anidado

<400> 49
ggacactgac atggactgaa ggagta 26

<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 3 prima anidado
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<400> 50
cgctacgtaa cggcatgaca gtg 23

<210>51

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1309

<400> 51
atgatggaat fcatggtgge aggcaaatca ggege 35

<210> 52

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RO1310

<400> 52
aataatgtcg acctagtgeg tgtgetegtg gtagg 35

<210> 53

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia peptidica de consenso

<400> 53

Val Tyr Asp Val Thr Glu Trp Val Lys Arg His Pro Gly Gly
1 5 10

<210> 54

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia peptidica de consenso

<400> 54
Gly Ala Ser Ala Asn Trp Trp Lys His Gln His Asn Val His His
1 5 10 15

<210> 55

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia peptidica de consenso

<400> 55

Asn Tyr Gln Ile Glu His His Leu Phe Pro. Thr Met
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un &cido nucleico aislado que comprende o es complementario a una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido que tiene actividad desaturasa, en el que la secuencia de aminoacidos de dicho polipéptido tiene una
identidad de secuencia de al menos el 90% con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
enla SEC ID N°: 14 y la SEC ID Ne: 20.

2. Una secuencia de nucledtidos aislada que comprende o es complementaria a al menos el 90% de la secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 13 y la SEC ID Ne°: 19.

3. La secuencia de nucleétidos aislada de la reivindicacién 2, en la que dicha secuencia se selecciona del grupo que
consiste en la SEC ID N°: 13y la SEC ID N°: 19.

4. La secuencia de nucleétidos aislada de la reivindicacion 2 6 3, en la que dicha secuencia codifica una desaturasa
funcionalmente activa que utiliza un acido graso poliinsaturado como sustrato.

5. La secuencia de nucleétidos de la reivindicacion 4, en la que la SEC ID N°: 13 y la SEC ID N°: 19 proceden de
Saprolegnia diclina.

6. Un polipéptido purificado codificado por dicha secuencia de nucleétidos de la reivindicacion 1, 2 6 3.

7. Un polipéptido purificado que desatura acidos grasos poliinsaturados en el carbono 5 y que tiene una identidad de
aminoacidos de al menos el 90% con una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEC ID N°: 20.

8. Un polipéptido purificado que desatura &cidos grasos poliinsaturados en el carbono 6 y que tiene una identidad de
aminoécidos de al menos el 90% con una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEC ID N°: 14.

9. Un método de produccion de una desaturasa, que comprende las etapas de:

a) aislar una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 13 y la SEC ID N°:
19;

b) construir un vector que comprenda: i) dicha secuencia de nucleétidos aislada unida operativamente a ii) una
secuencia reguladora;

¢) introducir dicho vector en una célula hospedadora durante un tiempo y en condiciones suficientes para la
expresion de dicha desaturasa.

10. Un vector que comprende: a) una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID
N°: 13 y la SEC ID N°: 19, unida operativamente a b) una secuencia reguladora.

11. Una célula hospedadora no humana que comprende dicho vector de la reivindicacion 10.

12. Una célula de mamifero no humano que comprende dicho vector de la reivindicacion 10, en la que la expresion
de dicha secuencia de nucleétidos de dicho vector da como resultado la produccién de niveles alterados de AA,
EPA, GLA o STA cuando dicha célula se cultiva en un medio de cultivo que comprende al menos un acido graso
seleccionado del grupo que consiste en LA, ALA, DGLA 'y ESP.

13. Una célula vegetal, planta o tejido vegetal que comprende dicho vector de la reivindicacion 10, en la que la
expresion de dicha secuencia de nucleétidos de dicho vector da como resultado la producciéon de un acido graso
poliinsaturado por dicha célula vegetal, planta o tejido vegetal.

14. La célula vegetal, planta o tejido vegetal de la reivindicacion 13, en la que dicho &cido graso poliinsaturado se
selecciona del grupo que consiste en AA, EPA, GLA y STA.

15. Una planta transgénica que comprende dicho vector de la reivindicacion 10, en la que la expresion de dicha
secuencia de nucledtidos de dicho vector da como resultado la produccién de un &cido graso poliinsaturado en
semillas de dicha planta transgénica.

16. Un método para producir un &cido graso poliinsaturado, que comprende las etapas de;

a) aislar una secuencia de nucleétidos que consiste en la SEC ID N°; 19;

b) construir un vector que comprende dicha secuencia de nucleétidos aislada;

¢) introducir dicho vector en una célula hospedadora durante un tiempo y en condiciones suficientes para la
expresion de enzima A5-desaturasa; y

d) exponer dicha enzima A5-desaturasa expresada a un acido graso poliinsaturado sustrato para convertir dicho
sustrato en un &cido graso poliinsaturado producto.
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17. El método de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que dicho acido graso poliinsaturado sustrato es DGLA o
20:4n-3 y dicho acido graso poliinsaturado producto es AA o EPA, respectivamente.

18. El método de acuerdo con la reivindicacion 16, que comprende ademas la etapa de exponer dicho &cido graso
poliinsaturado producto a una elongasa para convertir dicho acido graso poliinsaturado producto en otro acido graso
poliinsaturado.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 18, en el que dicho acido graso poliinsaturado producto es AA o EPA
y dicho otro &cido graso poliinsaturado es &acido adrénico o acido (n-3)-docosapentaenoico, respectivamente.

20. El método de la reivindicacién 18, que comprende ademas la etapa de exponer dicho otro acido graso
poliinsaturado a una desaturasa adicional para convertir dicho otro acido graso poliinsaturado en un &cido graso
poliinsaturado final.

21. El método de la reivindicacion 20, en el que dicho &cido graso poliinsaturado final es éacido (n-6)-
docosapentaenoico o acido docosahexaenoico (DHA).

22. Un método para producir un acido graso poliinsaturado, que comprende las etapas de:

a) aislar una secuencia de nucleétidos que consiste en la SEC ID N°; 13;

b) construir un vector que comprende dicha secuencia de nucledtidos aislada;

¢) introducir dicho vector en una célula hospedadora durante un tiempo y en condiciones suficientes para la
expresion de enzima A6-desaturasa; y

d) exponer dicha enzima A6-desaturasa expresada a un acido graso poliinsaturado sustrato para convertir dicho
sustrato en un &cido graso poliinsaturado producto.

23. El método de acuerdo con la reivindicacién 22, en el que dicho acido graso poliinsaturado sustrato es LA o ALA'y
dicho acido graso poliinsaturado producto es GLA o STA, respectivamente.

24. El método de acuerdo con la reivindicacion 22, que comprende ademas la etapa de exponer dicho acido graso
poliinsaturado producto a una elongasa para convertir dicho acido graso poliinsaturado producto en otro acido graso
poliinsaturado.

25. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que dicho acido graso poliinsaturado producto es GLA o
STA y dicho otro acido graso poliinsaturado es DGLA o ETA, respectivamente.

26. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, que comprende ademas la etapa de exponer dicho otro acido
graso poliinsaturado a una desaturasa adicional para convertir dicho otro acido graso poliinsaturado en un acido
graso poliinsaturado final.

27. El método de la reivindicacion 26, en el que dicho acido graso poliinsaturado final es AA o EPA.
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Figura 1
Ruta biosintética de acido graso
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Figura 2
Secuencia génica de delta 6-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

1 ATGGTCCABG GGCAAMAGEC CGAGAAGATC TCETEEGCGA CCATCCHTGA

51 GCACAACCGC CAMBACAACE COTGGATCGT GATCCACCAC AAGGTGTACG
101 ACATCTCGGC CTTTGALGAC CACCCEEGCEH GCETCGTCAT GTTCACSCAG
151 GCCEECGAAS ACGCGACCEA PECBTTCECT GICTTCCACC CEABCTCHEC
201 GCTCAAGCTC CTCGAGCALT ACTACGTCGG CCACGTCGAL CASTCEACSG
251 CB6OCHTCGA CACOTCHATC TCEGACGAGE TCAAGRAGAG CCAGTCGRAC
301 TPCATTECET COTACCGCEA GCTGCECCIT GAAGTCAABRC GCCTCGGCFT
351 GTACGACTCE AGCAAGCTCT ACTACCTCTA CRAGTGCGOC TCGACECTBA
401 GCATTGCECT TETETCH6CE 6CCATITGCC TCCACTTTEA CTCBACERCE
451 ATETACATGG TCOCEECTGT CATCCTTESC CICTTITACC ABCASTGISG
501 CTBECTCECC CATGACTTTC TGCACCACCA AGTEITTGAG AACCACTTOT
551 TIGECGACCT CEHICEECETC ATGOTCGECA ACCICTGECA 666CTTCTCG
601 GTGCACTGOT GCAALAACAA GCACAACACG CACCATGCGA TCCCCRACCT
651 CCAOGCGACE CCOBABATCG CCTTCCACGG CGACCCGGAC ATTGACACHA
701 TGCCBATTCT CGCETEETCS CTCAAGATEG CGCAGCACES GEICEACKSE
791  CCCOTCBAGC TCTTCTTCAT GCOCTACCAA BCGTACCTET ACTTTCCCAT
801 CPTOCTCTPT GCGCGTATCT CGTGGGETGAT CCAGTCGGCOC ATGTACBOCT
851 TCTACAACET TEEGCCCHEC GECACCTTIO ACAAGETCCA GTACCCGCTE
901 CTCEAGCECE CCBGCCTCCT CCTCTACTAC S6CTGLAACC TCBECCTTST
951 GTACSCABCC AACATGTCGC TBCTCCAAGC BGCTGCOITC CTCTTTEIGA
1001 GCCAEECETC GICGECCTC TIOCTCECEA TGHICTITAG CGTCEECCAC
1051 AACBGCATGG ASGTCITICA CARLCACAGC AASCCCOATT TTTBGAAGCT
1101 GCAAGTGCTC TCEACBCHCA ACGIGACGTC GTCGCTCTGS ATCGACTGET
1151 TCATGE6CE6 CCTCAACTAC CAGATCGACC ACCACTTGIT CCCGATBETG
1201 CCCOEECACA ACCICCCEEC GCTCAACOTE CTCOTCAACT COCTCTGCAA
1251 GCABTACGAC ATOCCATACC ACGACACGEG CTTCATCGOG GSCATGECCG
1301 AGEICETCOT GCACCTCEAL CGCATCTCGA TCEABTTCIT CAAGGAGTTT
1351 CCCOCCATET Al
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Figura 3
Secuencia de aminoacidos de delta 6-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

1 MYOSOKEEKT SWATIREHNMR DUIMAMIVINH KVYDISAFED HEGGVVMETQ
S1. JSFDATIAFA VEMESSALXE LEQYYVEDVD QSTAAYDTSI SDEVKKSQSD
101 FIASYRKLRL EVKRISLYDS SXLYYLEXNCA STLSTALVSA ATCEMPDSTA
151 EMVAAVIIN LEYQOCGHIA HIE IMHDVEE NHLEGDEVEY MVGNIWESES
201 VOWMIONGINT HNAIDNTHAT PELAfHEDED IDTMPILAHES ILKHACHAVDS
251 DVGLEFMRYD AVLYFPRIGIE ARLSHVIDSA MYAKYNVERG GTEDKVQYRL
301 CLERASLILYY SHNISEVYAL NMSLLOARAY LEYSQRSCSL ELAMVEIVER
351 MNEMEVEIKDS KPOEWKEDVEL SEANVTSSLH IDWEMOCGINY QITGCHLE RV
401 ERMENLRAENY LVKSLCKDYD IPYME TGELL SMAFVYYHLE RISIEFEXEE

451 PAM*
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Figura 4
Secuencia génica de delta 5- desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

1 ATSGCOCCEC ABACREAGCT CCHCCABCES CACGCCECCS TCROCOABAC
S1 GCCBETEECC GRCAAGAARG CCTTTACATG GCABGAGEYC BCLCABCACH
101 ACACGECESC CTCEOACTEE ATCATTAPCC GCBGCAAGST CTACBACHIG
151 ACCGARTEEE CCAACAAGCA CCCCHGCESC CBCOABATGE THCTBCTECA
201 <CBCCEEICEC BABGCCACCH ACACETTCSA CTOOTACCAS COOTRCABCH
251 ACAMGGCCHA GPCOATCTIC AACAAGTATC AGATTEGCAC GYTCAGEESC
301 CCHTCCHALT TPOCHACCTY CAASCCGBAC ACGBECTICT ACALSGABTG
351 CCBCAASCHC OTTGECSAGT ACTTCAABRA GAACAACCTC CATCOSCADG
401 ACBGCTTICOC BBGCCICTRO CGCATGATOD TCETCTITEC BHTCHCCEEC
451 CTCBCCTEST ACEHCATGCA CTTTTCOACT ATCTTTGSCHC TGCABCTCSC
S0 GECCGCEGCE CTCTTIGHCH TCTECCALEC BCTECCECTE CYCCACHTCA
331 TOCACEACTC BICHCACGCH TLETACACCA ACATBCOGTT CITCCATTAC
601 GICBICHECE GCTTTGCCAT SGACTGETIT GCCBECHECT CRATGOTETC
651 ATHGCTCAAC CAGCACHTCG TEEECCACCA CAPCTACACH AACGTCECEG
701 GCTCERACCT BEATCITCOD SFCARCATED ACOGCEACAT CCGCCGCAYC
751 GYBAACCECC AGDTHITCCA GCCCATOTAC GCATPCCAES ACAPCTACCY
801 TCCECCECTC TATEGOETSC TTEGCCICALA SFTCCECATC CAGGACYFICA
831 CCGACACSTY CESCTCHCAC ACGRACSECC CEARCCHCHY CARCCOBCHC
901 GCHCTCTCEA CETSSATESC CATGATCAGC TCCAAGTCOT ICISLECCTT
951 CTACCGCRTO PACCTICCEC TYGCCGYIGCT CCAGATGOCC ATCAAGACET
1002  ACCITECEAY CTTCTTCCRC GCOGRGTITE TCACEGGCTE GTACCTCECR
105t TPCAACTTCC AAGTAASCCA TETCTCOACC GAETHCEGCT ACCCATOCHE
110{ <BACCAEECC AACATEECEC TCCAGGACEA STGGECAGTC 'TCGCAGSTCA
1153 ABACGTCRGT CEACTACSBCC CAPGRCTCHT SEATBACGAC GTTCCTRSCC
1201 B8CCECTCA ACTACCARST COTBCACCAC TTGTTCCCOCA SCOTOTCHCA
1251 GPACCACTAC COBBCEATCE CGCCCATCAT CGETCRACCIC TGCRAGGAGT
1301  ACAACATCAA GTACGCCAYC TTGCCEGACT TTACKGCRGC GTTCHTRSCC
1351 CACTTGAMGC ACCTOCECAA CATGEOCCAS CABCSCATCG CCOCCACGAT
1401 CCACAYCCEC Tad
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Figura 5
Secuencia de amino&cidos de delta 5-desaturasa de Saprolegnia diclina (ATCC 56851)

1 MAPQTEIRCR HARVAETRVA GKKAETHQEY ACHNTAASAN TITRGKYYDY
51 TEWANKHEGG REMVLIHAGR EATDTEDSYH PESDIRESIL NKYEIGTE 16
101 PSEZBTEKED TGE YKECRKR YGE YEXKNNL HPODGEEGLW RMMYVERYAS
151 CALYGMHFST IFALDLRARA LFGVCOALPL LHVMHDSSHA SYTNMPEEHY
201 VVEREAMDHME ASESMY/SHIN QHYYSHHIYT NYAGSDPDLE YNMDGDIRRI
251 VNRQVEDERMY AFQMIYLPRL ¥YGYISIKERI QUF TDTEGSH NG PIRVNEH
301 ALSTHMEMTS SXSEMAEYRY YLPLAVLOMP IKTYLATFEL AEEVIGHYLA
351 ¥ENEQVSHYS? ECG¥YPCGDEA KMAIQDEMAY SQVKTSVDYA HESHMPTELA
401 GRINYDVVHH LEPSVYSDYHY PATARITVDY CKE ¥NIKYAT LEDE TAMEVA
45] HELKHIRMMEQ OGIARTIHME *
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Figura 6 (comparativa)
Secuencia génica de delta 5-desaturasa de Thraustochytrium aureum (KIGC 34304)
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Figura 7 (comparativa)
Secuencia de aminoéacidos de delta 5-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC 34304)

1 MIRAGEGQVN GAQY2QGGRY TAKTILINGE YYDVINERNME 6ROIIIT LTT?

S1 DGYEAVDAYN REREFWGRSG XIEXKTLKSLE KIGARSIGOE
101 ITROYVKIRE EMYAFSIZKP APGHIVYREA EJIAALEAAGE YIF RMENVE
151 JQTAATIVGE TRQIRCEWERM HECOHEMTE YTRIDVALOE LVYSVGCHME
201 RSWAVEION HHAPIQKIXH DVDLDTLIRGY ATNENKIAAKY AIOEEQARINI
21 EROAYIFAYV ECTLVOIEWTY LFENFRAMMER TSHEAEMARY AVAVVEWALL
301 IMISEGYSSSD SEGLYMATED EGCYYIEYNE RVBHTHIDWT EEDEE CHUWVE
351 YRALNTNVS MOSWEITWMM SYINCQIEIOf LEPSLEQLMA PRVRERVRAL
401 FER{EMAYDE RRYLTAISDT EANTLHAVECQH REQRANNAA
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Figura 12 (comparativa)
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Figura 13 (comparativa)
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
S01
551
601
651
701
751
801
851
201
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

ATGGTGGCAG
ATTGCCCCGT
CCGACGTCAC
GGCCGCGTGT
GGTGATCAAG
TTCACGTCCG
CGGCCGELCG
GAAGCTGCGC
TGCACGTGAG
GTCCAGCTCA
CATTGCGCAG
CGCTCACCGG
GGGCTTGGCT
GCACCACGCC
TGCCGCTGGT
GGCARGGCGT
CTGCTCGCTC
CGCTGCGCGT
GTGCTGTGGC
CCTGTACGCC
TCGCCGTCTC
TCGTGGGCAC
CTTTGTCAAC
TCTTCCCGTC
CGCGCGCTCT
GGAGTGTTTT
AGCACTCCTA
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Figura 14 (comparativa)

GCAAATCAGG
GAGTACCATG
CGTCTCTAGC
ATGACGTGTC

TTCCAGCTGG

CTCCAAGARG
AGGCCGGCTA
CTCGAGCTGA
CTACAGGTGT
TCTGGTCCGG
GGCCECTGCE
CAACATCARG
GCGGCATGTC
ACGCCGCAGA
GGCCTTCCAC
GGCTGGCGTG
GTCTCTTTICG
GCACAATCAC
ACCTGGCCIT
TTTTACGTGG
GCACACCCAC
TCTACTCGGC
TGGTGGATGG
GATGCCGCAG
TCGAGAAGCA
CGGGTCACGT
CCACGAGCAC

CGCTGCGRCG
GCGCGACCAA
ATCGATGCTG
GTCATTTGTG
GCGCCGACGC
GCGGACAAGA
CGCCCAGGAC
AGGAGGAGGG
GTGGAGGTTC
GTACTGGTTC
GCTGGCTCCA
ATCGACCGGC
GGGCTGCTAC
AGCTCGGGAC
AAGATCGTCG
GCAGGCGCCE
GCTGGCAGTT
CTGGAGCTCG
TGGCCACCTC
CCGTREGCEG
AAGGACGTCG
CAACCACACG
CCTACCTCAA
TACAACCACC
CGGGGTCGAG
ACGTCAACCT
ACGCACTAG

88

CACGTGACTC
CGRCTCGCGC
AARAGGAGAT
AAGCGGCACC
GAGCGACGCG
TGCTGTATTC
GACATCTCCC
CTACTTCGAG
TTGCCATGTA
CTCGGCGCGA
GCATGAGGGT
ATCTGCAGAT
TGGCGCRACC
CGACCCCGAC
GCGCCARGGC
CTCTTCTTIG
CGTGCTCCAC
CGTACATGGG
GGGCTGCTGA
CACCTACATC
TCCCGCCCAC
ACCAACTGCT
CTTCCAGATC
CCAAGATCGC
TATGACGTCC
GCTCGCCGTA

ACAGCTCGAC
TCTGAGGCGG
GATCATCAAC
CAGGTGGCTC
TACAACAACT
GCTCCCGTCC
GCGACTTTGA
CCCAACCTGG
CTGGGCTGGC
TCGTGGCCGE
GGGCACTACT
GGCCATCTAT
AGCACAACAA
CTGCAGACGA
GCGAGGCAAG
GCGGGATCAT
CCCARCCACG
CCTGCGGTAC
GCTCGCTCCa
TTCACCAACT
CAAGCACATC
CCGACTCGCC
GAGCACCACC
CCCGCGGGTG
GGCCATACCT
GGCARCCCGG
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Figura 15 (comparativa)

1 MVAGKSGRAA HVTHSSTLPR EYHGATNDSR SEAADVTVSS IDAEKEMIIN

51

101

151

201

251

301

351
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GRVYDVSSFV KRHPGGSVIK FQLGADASDA YNNFHVRSKK ADKMLYSLPS
RPARAGYAQD DISRDFEKLR LELKEEGYFE PNLVHVSYRC VEVLAMYWAG
VQLIWSGYWF LGAIVAGIAQ GRCGWLQHEG GHYSLTGNIR IDRHLQMAIY
GLGCGMSGCY WRNQHNKHHA TPQKLGTDPD LQTMPLVAFH KIVGAKARGK
GRAWLAWQAP LFFGGIICSL vévewgwm PNHALRVHNH LELAYMGLRY
VLWHLAFGHL GLLSSLRLYJ-; FYVAVGGTYI FTNFAVSETH KDVVDPTKHI
SWALYSANHT TNCSDSPFVN WWMAYLNFQI EHHLFPSMPQ YNHPKIAPRV

RALFERHGVE YDVRPYLECP RVTYVNLLAV GNPEHSYHEH TH
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