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DESCRIPCION
Desaturasas

La invencion se relaciona con moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de acido nucleico que
codifican enzimas involucradas en la biosintesis de acidos grasos n-3, particularmente acido docosahexanoico, o
variantes de los mismos; polipéptidos codificados por dichos acidos nucleicos; células transfectadas con dichas
secuencias de acido nucleico y productos que comprenden dichas secuencias de acido nucleico, polipéptidos y/o
células.

El DHA, un ejemplo de un acido graso n-3 puede obtenerse directamente de la dieta o derivarse del metabolismo del
acido linoléico y a-linolénico de la dieta. Para obtener suficientes cantidades de este 4cido graso, los seres humanos
tiene que comer alimentos ricos en DHA. Actualmente, la fuente dietética principal de DHA es el pescado o el aceite
de pescado. Sin embargo, este tiene muchos problemas inherentes; el pescado acumula contaminantes, el aceite
extraido tiene un olor desagradable, existe dificultad para controlar la proporcién de acidos grasos deseables
especificos a partir de esta fuente y ya que el pescado es una fuente en declive, la demanda en el mercado por el
DHA no esta siendo satisfecha. Ademas, los vegetarianos no tienen una fuente de alimentos alternativa obvia para
el pescado y por lo tanto la hacen sin DHA o tienen que tomar suplementos puros.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA, por sus siglas en inglés) se derivan de los acidos grasos
esenciales (EFA, por sus siglas en inglés) el acido linoleico (18:2n-6) y el acido a-linolénico (18:3n-3), los
compuestos parentales de las llamadas familias de EFA omega-3 y omega-6 por una serie alterna de reacciones de
desaturacion y elongacion (Haag, 2001), ver la Figura 4. El principal producto del metabolito de la via del n-6 en
mamiferos es el 4cido araquidénico (AA) (20:4n-6), mientras que los principales productos finales de la via del n-3
son el acido eicosapentanoico (EPA, por sus siglas en inglés) (20:5n-3) y &cido docosahexanoico (DHA, por sus
siglas en inglés, 22:6n-3). La biosintesis de 18:3n-3 a partir de 18:4n-3 involucra la accién de una A6 desaturasa
(Horrobin DF, 1992). Esto es seguido por una reaccion de elongacion para 20:4n-3 (Sprecher y otros, 1995) y una
desaturacion A5 para 20:5n-3 (Sprecher y otros, 1995). La vision convencional es que existe después una etapa de
elongacidn posterior que convierte 20:5n-3 en 22:5n-3, lo que es seguido después por una etapa final de
desaturacién que involucra la actividad de una A4 desaturasa para producir ADH (22:6n-3).

Durante la evolucidn, los seres humanos han consumido una dieta que contiene aproximadamente igual relacién de
acidos grasos esenciales n-3 y n-6 (1-2:1), pero en los ultimos 100-150 afios se ha observado un crecimiento de la
tendencia de las dietas occidentales hacia el consumo de més &cidos grasos n-6, lo que resulta en una alteracion de
la relacion a 30:1 (Simonpolous, 1999). Aunque un incremento en el consumo de &cidos grasos n-6 se caracteriza
por problemas cardiovasculares tales como incremento de la viscosidad de la sangre, vasoespasmo Yy
vasoconstriccion, los acidos grasos n-3 se asociaron con propiedades promotoras de la salud. Por ejemplo, los
acidos grasos n-3 se describieron como antiinflamatorios, antitromboticos, antiarritmicos, hipolipidémicos y
vasodilatadores (Simonpolous, 1999). Como tal, la funcion del DHA en la prevencion y/o tratamiento de
enfermedades tales como la enfermedad coronaria del corazén, hipertension, diabetes tipo I, enfermedades
oculares, artritis, fibrosis quistica y esquizofrenia y ha sido el foco de muchisima investigacion médica.

El efecto de los acidos grasos poliinsaturados n-3 en enfermedades cardiovasculares ha mostrado que el consumo
dietético de DHA puede disminuir el riesgo de infarto del miocardio, hipertensién y complicaciones asociadas con la
cirugia cardiaca. Un niumero de estudios poblacionales correlacionan el consumo de DHA con los factores de riesgo
cardiovascular. Por ejemplo, un estudio de una poblacion de esquimales en Canada (426 sujetos de 18-74 afios),
que consumen tradicionalmente grandes cantidades de alimentos marinos ricos en acidos grasos n-3, mostraron que
los acidos grasos n-3, tales como el DHA se asociaron positivamente con las concentraciones de colesterol-HDL y
se asociaron inversamente con las concentraciones de triacilglicerol y la relacion del total al colesterol HDL (Dewalilly
y otros, 2001). Se concluyd que el alto consumo dietético de acidos grasos n-3 en la dieta de los esquimales fue
probablemente responsable de la baja tasa de mortalidad por enfermedades isquémicas del corazon en esta
poblacién.

Los acidos grasos esenciales son componentes estructurales de todos los tejidos y son indispensables para la
sintesis de la membrana celular. Se encontré que el cerebro, la retina y otros tejidos neuronales son particularmente
ricos en DHA, donde este se involucra en el desarrollo neuronal y la maduracién de los sistemas sensoriales (Uauy y
otros, 2000). Una gran parte de la investigacion que compara infantes alimentados con leche de pecho comparada
con la leche de férmula, que es deficiente en DHA y otros acidos grasos omega 3, concluyd que la presencia de
DHA es critica durante el desarrollo de los recién nacidos (Horrocks y otros,1999). EI DHA forma 25% del
complemento de &cido graso de los glicoesfingolipidos del cerebro y es un componente importante de los bastones
de la retina, y por lo tanto una deficiencia en DHA durante el desarrollo del infante se ha asociado con una reduccién
en la funcién cognitiva y la agudeza visual. Ademas, las deficiencias en DHA se han asociado con el sindrome de
alcoholismo fetal, trastorno de hiperactividad con déficit de atencion, fibrosis quistica, fenilcetonuria y
adrenoleucodistrofia.
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Para satisfacer esta demanda creciente de acidos grasos n-3 tales como el DHA se han realizado un nimero de
aproximaciones. Los métodos para mejorar el contenido de DHA de la carne mediante la manipulacion de la
alimentacion animal ha sido satisfecha con poco éxito. El cultivo de micro-organismos marinos tales como el
Crypthecodinium cohnii y Schizochytrium sp, que son ricos en fuentes de DHA también ha sido satisfecho con éxito
limitado ya que el cultivo de algas es técnicamente exigente y costoso (Ashford y otros, 2000).

Ha habido una investigacion limitada enfocada en la identificacién de genes involucrados en la biosintesis de los
acidos grasos n-3 en algas. En un reporte, se describié la identificacion de un ADNc que codifica una nueva
actividad de elongacion especifica del acido graso poliinsaturado C 18- A°a partir de la microalga que produce acido
docosahexanoico (DHA), Isochrysis galbana (Qi y otros, 2002). Esta elongasa de 30 kDa, designada IgASEl,
comparte solamente homologia limitada con las proteinas animales y flingicas con actividad de elongacion. Cuando
la IgASE se expres6 en la levadura Saccharomyces cerevisiae, se mostré que alarga especificamente los acidos
grasos poliinsaturados C 18- A°, acido linoleico (C18:2n-6, A°** y acido alfa-linolénico (C18:3, A°,*2'%), al &cido
eicosadienoico (C20:2, A',"*) y acido eicosatrienoico (C20:3 A '), respectivamente. Se concluyé que una ruta
principal para la sintesis del acido eicosapentanoico (C20:5 AR MY y el acido docosahexanoico (czz:(6
A* 1815 % en |. galbana puede involucrar una via de desaturacion de A®. Se piensa que las A6 y A5 desaturasas
son enzimas microsomales que son un componente de un sistema de tres enzimas que incluye NADH-citocromo bs

reductasa, citocromo bs, y la desaturasa respectiva (Sprecher,1981).

Se ha identificado un numero de A6 y A5 desaturasas. En plantas tales como la hierba borraja (Borago officinalis),
se identificd la A6 desaturasa (Sayanova y otros, 1997). Las A6 y A5 desaturasas se identificaron en humanos
(Hyekyung y otros, 1999 y Cho y otros, 1999, respectivamente), en animales tales como el neméatodo;
Caenorhabditis elegans (Michaelson y otros, 1998 y Napier y otros, 1998) y en microorganismos eucariotas tales
como el hongo Mortierella alpina (Huang y otros, 1999 y Knutzon y otros, 1998). En el ser humano, las actividades
A6 y A5 desaturasa se encontraron en el musculo esquelético, pulmoén, placenta, rifién y pancreas, pero se expresan
a altos niveles en el higado, cerebro y corazon (Hyekyung y otros, 1999). En todos estos tejidos sin embargo, se
encontré que la actividad A6 desaturasa es superior que la de la A5 desaturasa. Los genes para ambas enzimas
residen en el cromosoma 11, en una orientacion inversa, y estan separados por <11,000 pares de base (Hyekyung y
otros, 1999). Una A4 desaturasa que puede introducir un enlace doble en la posicién 4 del n-6 22:5 n-3 y 22:4 que
resulta en la produccion de DHA y acido docosapentanoico se identificd en los hongos marinos Thraustochytrium sp
(Qiu y otros, 2001).

El almacenamiento celular de acidos grasos en triacilglicerol requiere que los acidos grasos se activen primero a sus
ésteres de acil-CoA a través de la accion de la enzima acil-CoA sintetasa. Las acil-CoA se producen por la acil-CoA
sintetasa a partir de acido graso, ATP y Coenzima A. Las acil-CoA sintetasas pueden exhibir especificidad de
sustrato por diferentes longitudes de cadena o diferentes grados de saturacién del &cido graso. Por ejemplo, una
acil-CoA sintetasa preferente del araquidonato (20:4 n-6) se identifico en rata (Kang y otros, 1997). Esta enzima
tiene una alta afinidad por el araquidonato y EPA y baja afinidad por el palmitato. Varias isoformas de las acil-CoA
sintetasas se identificaron ademas en Arabidopsis (Schnurr y otros, 2000).

La acil CoA:diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) cataliza la etapa final enziméatica en la produccion de triacilgliceroles
en plantas, hongos y mamiferos. La enzima es la responsable de transferir un grupo acilo a partir de acil-CoA a la
posicion sn-3 de 1,2-diacilglicerol (DAG) para formar triacilglicerol (TAG). La primera clonacion de un gen DGAT fue
a partir de raton (Cases y otros, 1998). Un homdlogo de Arabidopsisdel gen DGAT de ratén se reporto
posteriormente y se encontré que estaba presente como un gen de copia Unica (Hobbs y otros, 1999). Jako y otros,
(2001) mostraron que el mutante deArabidopsis Tagl que se afecta en el gen DGAT Yy tiene un fenotipo de acido
graso y aceite reducido puede complementarse por la expresion del ADNc DGAT. Jako y otros, (2001) mostraron
ademas que la sobre-expresion especifica en la semilla del ADNc DGAT en Arabidopsis silvestre mejora la
deposicion de aceite y el peso de semilla promedio y se confirma asi la importante funcion del DGAT para regular la
cantidad de ftriacilgliceroles en la semilla y el tamafio del depdsito en las semillas en desarrollo. Los estudios
basados en la purificacion de la proteina en los hongos oleaginosos Mortierella ramanniana resultaron en la
identificacion de una segunda clase de proteinas involucradas en la produccion de TAG que son codificadas por la
familia del gen DGAT2 que no estan relacionadas con la familia del gen DGATI previamente identificado (Lardizabal
y otros, 2001). Un homdlogo humano del gen de Mortierella ramanniana DGAT2 se identific6 ademas (Cases y
otros, 2001). Las especificidades del sustrato de las diferentes familias todavia tienen que determinarse.

Aunque las plantas superiores tipicamente no bio-sintetizan los LPUFA tales como el DHA, son un objetivo atractivo
para la manipulaciéon genética, particularmente el bajo costo de produccion del DHA en los aceites vegetales de un
cultivo tal como colza de semilla oleaginosa. No existen reportes de plantas superiores que bio-sinteticen DHA, se
ha reportado un nimero de intentos para introducir los genes de algas para manipular la capacidad biosintética de
las plantas de semilla oleaginosa que producen LPUFA. Estas incluyen la introduccién de desaturasas en plantas
transgénicas para aumentar la produccion de DHA, EPA y también de acido estearidonico (18:4n-3).

En la presente descripcion hemos descrito secuencias de acido nucleico que codifican enzimas involucradas en el
metabolismo del acido graso n-3 y la manipulacién de estas secuencias y las vias bioquimicas que comprenden
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enzimas codificadas por estas secuencias, para proporcionar una fuente dietética alternativa de acidos grasos n-3y,
particularmente, DHA. Las secuencias codifican las actividades elongasa, desaturasa, acil CoA sintetasa y
diacilglicerol aciltransferasa del acido graso n-3.

La secuencia presentada en la Figura la se describié primero en GB0204684.5 la que se considera una primera
solicitud para esta secuencia y se incorpora como referencia.

De acuerdo con un aspecto de la invencion se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste de:

(i) la secuencia de ADN representada en la Figuras 3a, 3d;

(ii) secuencias de ADN que hibridan a la secuencia identificada en (i) anteriormente; y

(iii) secuencias de ADN que se degeneran como resultado del cddigo genético a la secuencia de ADN definida

en (i) y (ii).

En una modalidad preferida de la invencidn se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que hibrida bajo
condiciones de hibridacion rigurosas a las secuencias descritas en (i), (ii) y (iii) anteriormente.

Las condiciones de hibridacion/lavado rigurosas son bien conocidas en la materia. Por ejemplo, los hibridos de acido
nucleico que son estables después del lavado en 0.1 xSSC, 0.1% SDS a 60°C. Es bien conocido en la materia que
las condiciones de hibridacion 6ptimas pueden calcularse si se conoce la secuencia del acido nucleico. Tipicamente,
las condiciones de hibridacion usan 4 - 6 x SSPE (20x SSPE contiene 175.3g NaCl, 88.2g NaH.PO4 H>0 y 7.4g
EDTA disuelto en 1 litro y el pH ajustado a 7.4); 5-10x solucién de Denhardts (50x solucién de Denhardts contiene
5g Ficoll (Type 400, Pharmacia), 5g polivinilpirrolidona y 5g de albimina de suero bovino); 100ug-1.0mg/ml salmén
sonicado/ADN de arenque; 0.1-1.0% dodecil sulfato de sodio; opcionalmente 40-60% formamida desionizada. La
temperatura de hibridacion variard dependiendo del contenido de GC de la secuencia objetivo de &cido nucleico pero
estara tipicamente entre 42°- 65° C.

En una modalidad preferida de la invencidn dichas moléculas de acido nucleico se aislan de una especie de alga.

Preferentemente dicha especie de alga se selecciona del grupo que consiste de: Amphidinium carterae, Amphiphora
hyalina, Amphiphora sp., Chaetoceros gracilis, Coscinodiscus sp., Crypthecodinium cohnii, Cryptomonas sp.,
Cylindrotheca fusiformis, Haslea ostrearia, Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata, Navicula sp., Nitzschia
closterium, Pavlova lutheri, Phaeodactylum tricornutum, Prorocentrum minimum, Rhizosolenia setigera, Skeletonema
costatum, Skeletonema sp., Tetraselmis tetrathele, Thalassiosira nitzschioides, Thalassiosira heterophorma,
Thalassiosira pseudonana, Thalassiosira stellaris.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporciona un polipéptido codificado por una molécula de
acido nucleico de acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida de la invencion dicho polipéptido es una variante de polipéptido y comprende la
secuencia de aminoacido representada en la Figura 3b, 3c, dicha secuencia se modifica por supresién, adicion o
sustitucion de al menos un residuo de aminoacido en donde dicha modificacion mejora la actividad enzimatica de
dicho polipéptido.

Una variante de polipéptido puede diferir en la secuencia de aminoécido en una o méas sustituciones, adiciones,
supresiones, truncamientos que pueden estar presentes en cualquier combinacion. Entre las variantes preferidas
estan aquellas que varian a partir de un polipéptido de referencia por las sustituciones de aminoacido conservativas.
Tales sustituciones son aquellas que sustituyen un aminoacido por otro aminoacido de caracteristicas similares. La
siguiente lista no limitante de aminoacidos se considera remplazos conservativos (similar): a) alanina, serina, y
treonina; b) acido glutamico y acido aspartico; c) asparagina y glutamina d) arginina y lisina; e) isoleucina, leucina,
metionina y valina y f) fenilalanina, tirosina y triptéfano. Las variantes mas preferidas son las que mantienen o
mejoran la misma funcién biolégica y actividad que el polipéptido de referencia a partir del cual varia.

Un (unos) polipéptido(s) funcionalmente equivalente(s) de acuerdo con la invencién es una variante en donde uno en
que uno o mas residuos de aminoacido se sustituyen con residuos de aminoacido conservados 0 no conservados, 0
uno en el que uno o mas residuos de aminodcido incluye un grupo sustituyente. Las sustituciones conservativas son
los reemplazos, uno por otro, entre los aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu y lle; intercambio de los residuos hidroxilo
Ser y Thr; intercambio de los residuos acidos Asp y Glu; sustitucién entre residuos amida Asn y GlIn; intercambio de
los residuos basicos Lys y Arg; y reemplazos entre los residuos aromaticos Phe y Tyr.

Adicionalmente, la invencion caracteriza las secuencias de polipéptidos que tienen al menos 75% de identidad con
las secuencias de polipéptidos como las que se describen en la presente descripcién, o fragmentos y polipéptidos
funcionalmente equivalentes de éstos. En una modalidad, los polipéptidos tienen al menos 85% de identidad, con
mayor preferencia al menos 90% de identidad, aln con mayor preferencia al menos 95% de identidad, aln con
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mayor preferencia al menos 97% de identidad, y con la maxima preferencia al menos 99% de identidad con la
secuencia de aminoacidos ilustrada en la presente descripcion.

Idealmente dicho polipéptido modificado tiene actividad elongasa, desaturasa, acil-CoA sintetasa o diacilglicerol
aciltransferasa de acido graso mejorada.

En una modalidad preferida adicional de la invencion dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacido
representada en las Figuras 3b, 3c. Preferentemente dicho polipéptido consiste de la secuencia de aminoacido
representada en las Figuras 3b, 3c.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un vector que incluye al menos un acido
nucleico de acuerdo con la invencion.

Un vector que incluye acido nucleico de acuerdo con la invencién necesita incluir un promotor u otra secuencia
reguladora, particularmente si el vector se usa para introducir el acido nucleico en las células para recombinacion en
el genoma para la transfeccion estable.

Preferentemente, el &cido nucleico en el vector estd operativamente unido a un promotor adecuado u otros
elementos reguladores para la transcripcién en una célula huésped tal como un procariota, (por ejemplo, bacteria), o
eucariota (por ejemplo, célula de insecto, mamifero, planta o fungico.). El vector puede ser un vector de expresion bi-
funcional que funciona en mdltiples huéspedes. En el ejemplo de los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos
de acuerdo con la invencion este puede contener su promotor nativo u otros elementos reguladores y en el caso del
ADNCc este puede estar bajo el control de un promotor adecuado u otros elementos reguladores para la expresion en
la célula huésped.

Por "promotor" se entiende una secuencia de nucle6tidos corriente arriba del sitio de iniciacion transcripcional y el
cual contiene todas las regiones reguladoras requeridas para la transcripcion. Los promotores adecuados incluyen
los promotores constitutivos, especificos de tejido, inducibles, de desarrollo u otros promotores para la expresion en
células de planta comprendidas en las plantas dependiendo del disefio. Tales promotores incluyen los promotores
derivados de plantas, virales, fungicos, bacterianos y animales capaces de funcionar en las células de plantas.

Los promotores constitutivos incluyen, por ejemplo, el promotor CaMV 35S (Odell y otros (1985) Nature 313, 9810-
812); actina del arroz (McElroy y otros (1990) Plant Cell 2: 163-171); ubiquitina (Christian y otros. (1989) Plant Mol.
Biol. 18 (675-689); pEMU (Last y otros (1991) Theor Appl. Genet. 81: 581-588); MAS (Velten y otros (1984) EMBO J.
3. 2723-2730); promotor ALS (solicitud de Estados Unidos nim. de serie 08/409,297), y similares. Otros promotores
constitutivos incluyen aquellos de las patentes de Estados Unidos nums. 5,608,149; 5,608,144; 5,604,121;
5,569,597; 5,466,785; 5,399,680, 5,268,463; y 5,608,142. Los promotores regulados por sustancias quimicas se
pueden usar para modular la expresion de un gen en una planta mediante la aplicacién de un regulador quimico
exdgeno. Segun el objetivo, el promotor puede ser un promotor inducible por sustancias quimicas, en donde la
aplicacién de la sustancia quimica induce la expresion génica, o un promotor reprimible por sustancias quimicas, en
donde la aplicacion de la sustancia quimica reprime la expresion génica. Los promotores inducibles por sustancias
guimicas se conocen en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, el promotor In2-2 del maiz, que se activa
mediante protectores herbicidas de bencensulfonamida, el promotor GST del maiz, que se activa mediante
compuestos electrofilicos hidr6fobos que se usan como herbicidas pre-emergentes, y el promotor PR-la del tabaco,
que se activa mediante 4cido salicilico. Otros promotores de interés regulados por sustancias quimicas incluyen los
promotores que responden a los esteroides (ver, por ejemplo, el promotor inducible por glucocorticoides en Schena y
otros (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 88: 10421-10425 y McNellie y otros (1998) Plant J. 14(2): 247-
257) y los promotores inducibles por tetraciclina y reprimibles por tetraciclina (ver, por ejemplo, Gatz y otros (1991)
Mol. Gen. Genet. 227: 229-237, y patentes de los Estados Unidos nims. 5,814,618 y 5,789,156, incorporadas en la
presente como referencia.

Cuando se desea una expresion mejorada en tejidos particulares, pueden usarse promotores especificos de tejido.
Los promotores especificos de tejido incluyen aquellos descritos por Yamamoto y otros (1997) Plant J. 12(2): 255-
265; Kawamata y otros (1997) Plant Cell Physiol. 38(7): 792-803; Hansen y otros (1997) Mol. Gen. Genet. 254(3):
337-343; Russell y otros (1997) Transgenic Res. 6(2): 157-168; Rinehart y otros (1996) Plant Physiol. 112(3): 1331-
1341; Van Camp y otros (1996) Plant Physiol. 112(2): 525-535; Canevascni y otros (1996) Plant Physiol. 112(2):
513-524; Yamamoto y otros (1994) Plant Cell Physiol. 35(5): 773-778; Lam (1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 181-
196; Orozco y otros (1993) Plant Mol. Biol. 23(6): 1129-1138; Mutsuoka y otros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados
Unidos 90(20): 9586-9590; y Guevara-Garcia y otros (1993) Plant J. 4(3): 495-50. En una modalidad preferida de la
invencion dicho promotor especifico de tejido es un promotor que es activo durante la acumulacion de aceite en el
desarrollo de las semillas oleaginosas, ver Broun y otros (1998) Plant J. 13(2): 201-210.

"Operativamente unido" significa unido como parte de la misma molécula de acido nucleico, adecuadamente
posicionada y orientada para que el promotor inicie la transcripcion. EI ADN operativamente unido a un promotor
esta "bajo regulacion de iniciacion transcripcional” del promotor.
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En una modalidad preferida, el promotor es un promotor inducible o un promotor de desarrollo regulado.

Los vectores particulares son constructos de acido nucleico que operan como vectores de planta. Los
procedimientos y vectores especificos previamente usados con amplio éxito en las plantas son descritos por
Guerineau y Mullineaux (1993) (Plant transformation and expression vectors. En: Plant Molecular Biology Labfax
(Croy RRD ed) Oxford, BIOS Scientific Publishers, pp 121-148. Los vectores adecuados pueden incluir vectores
derivados de virus de plantas (ver, por ejemplo, EP-A-194809).

Los vectores pueden incluir ademas marcadores genéticos seleccionables tales como los que confieren fenotipos
seleccionables tales como resistencia a herbicidas (por ejemplo, canamicina, higromicina, fosfinotricina,
clorsulfurén, metotrexato, gentamicina, espectinomicina, imidazolinonas y glifosato).

Alternativamente, o adicionalmente, dichos vectores son vectores adecuados para la transfeccion de células de
mamifero o la transfeccidn de células de levadura. En el dltimo ejemplo, se prefieren los vectores multi-copias tales
como los vectores 2pepisomales. Alternativamente, los vectores CEN de levadura y los vectores de integracion
como los vectores YIP son adecuados para la transformacion de las especies de levadura tales como
Saccharomyces cerevisiae y Pichia spp.

Resultard evidentes a una persona con experiencia en la técnica que un vector de acuerdo con la invencion puede
incluir moléculas de acido nucleico que codifican diferentes actividades enzimaticas para facilitar el suministro de
diferentes actividades enzimaticas a una célula transfectada o transformada para reconstituir las vias enziméaticas.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporciona una célula transfectada o transformada con al
menos un vector o molécula de &cido nucleico de acuerdo con la invencion.

Preferentemente dicha célula se transforma o transfecta con al menos dos moléculas de acido nucleico de acuerdo
con la invencion. Preferentemente aln dicha célula se transforma con al menos tres moléculas de acido nucleico de
acuerdo con la invencién, con mayor preferencia aun, cuatro moléculas de &cido nucleico.

En una modalidad preferida adicional de la invencion dicha célula se transforma con moléculas de &cido nucleico
que codifican para las actividades de elongasa, desaturasa, acil-CoA sintetasa y diacilglicerol aciltransferasa para
proporcionar una célula en la cual se reconstituye al menos parte de una via biosintética del acido graso 3-n.

En aun una modalidad preferida adicional de la invencién dichas moléculas de acido nucleico son aquellas
moléculas descritas en la presente descripcion. En particular, las moléculas de acido nucleico que comprenden las
secuencias como se representan por las Figuras 3a, 3d.

En una modalidad preferida de la invencion dicha célula se selecciona del grupo que consiste de: células de
mamifero (por ejemplo, células de ovario de hamster chino); células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces spp,
Pichia spp); células de algas (por ejemplo, Phaeodactylum tricornutum, Chlamydomonas reinhardtii ); células de
plantas.

En una modalidad preferida de la invencion dicha célula es una célula de planta.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporciona una planta que comprende una célula de
acuerdo con la invencién.

En una modalidad preferida de la invencién dicha planta se selecciona de: maiz (Zea mays), canola (Brassica napus,
Brassica rapa ssp.), lino (Linum usitatissimum), alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeno (Secale
cerale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare), girasol (Helianthus annus), trigo (Tritium aestivum), frijol de soya
(Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum), patata (Solanum tuberosum), cacahuete (Arachis hypogaea), algodén
(Gossypium hirsutum), boniato (lopmoea batatus), mandioca (Manihot esculenta), café (Cofea spp.), coco (Cocos
nucifera), pifia (Anana comosus), citricos (Citrus spp.) cacao (Theobroma cacao), té (Camellia senensis), banana
(Musa spp.), aguacate (Persea americana), higo (Ficus casica), guayaba (Psidium guajava), mango (Mangifer
indica), olivo (Olea europaea), papaya (Carica papaya), anacardo (Anacardium occidentale), macadamia
(Macadamia intergrifolia), almendra (Prunus amygdalus), remolacha azucarera (Beta vulgaris), avenas, cebada,
vegetales y ornamentales.

Preferentemente, las plantas de la presente invencion son plantas de cultivo (por ejemplo, cereales y leguminosas,
maiz, trigo, patatas, tapioca, arroz, sorgo, mijo, mandioca, cebada, chicharo), y otros cultivos de raiz, tubérculo o
semilla. Los cultivos de de semilla importantes son la colza de semilla oleaginosa, remolacha azucarera, maiz,
girasol, frijol de soya, sorgo, y lino (linaza). Las plantas de horticultura a las que se aplica la presente invencion
pueden incluir lechuga, endivia, y cruciferas vegetales que incluyen repollo, brécoli, y coliflor. La presente invencion
puede aplicarse en tabaco, cucurbitaceas, zanahoria, frutilla, girasol, tomate, pimienta.

6
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Las plantas de grano que proporcionan semillas de interés incluyen plantas de semilla oleaginosa y plantas
leguminosas. Las semillas de interés incluyen semillas de grano, tales como maiz, trigo, cebada, arroz, sorgo,
centeno, etc. Las plantas de semilla oleaginosa incluyen algodén, frijol de soya, cartamo, girasol, Brassica, maiz,
alfalfa, palma, coco, etc. Las plantas leguminosas incluyen frijol y chicharos. Los frijoles incluyen guar, algarrobo,
alholva, frijol de soya, frijol de jardin, caupi, frijol mungo, frijol lima, haba, lentejas, garbanzo, etc.

Resultara evidente que las plantas transgénicas adaptadas para la produccién de acidos grasos n-3, en patrticular
DHA, pueden comerse directamente o usarse como una fuente para la extraccion de acido graso esencial del cual el
DHA pudiera ser un constituyente.

De acuerdo con aun un aspecto adicional de la invencién se proporciona una semilla que comprende una célula de
acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida adicional de la invencion dicha célula es una célula de levadura, preferentemente del
género Saccharomyces spp, preferentemente levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiae.

El género Saccharomyces spp se usa en la fermentacion de cerveza y la preparacion de vino y ademas como un
agente en la pasteleria, particularmente pan. La levadura es un constituyente principal de los extractos vegetales de
los cuales Marmite™ es un ejemplo tipico. La levadura se usa ademas como un aditivo en la alimentacién animal.
Resultar4 evidente que las cepas de levadura disefiadas mediante ingenieria genética pueden proporcionarse las
cuales se adaptan para sintetizar 4cidos grasos n-3. Estas cepas de levaduras pueden usarse después en productos
alimenticios y en la preparacion de vino y cerveza para proporcionar productos que tienen un contenido mejorado de
acido graso n-3 y en particular de DHA.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona un producto alimenticio que comprende una
célula de levadura de acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida de la invencion dicho producto alimenticio se selecciona del grupo que consiste de: vino;
cerveza,; pan, productos de coccidn (por ejemplo, pan, pastel); extractos vegetales.

En una modalidad preferida adicional de la invencion dicho vino o cerveza es no alcohdlica.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona un proceso de fermentacion que comprende
una célula de levadura de acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida de la invencidn dicho proceso de fermentacion comprende las etapas de:

i) proporcionar un recipiente que contiene una célula de levadura de acuerdo con la invencién y constituyentes
requeridos para la fermentacion y biosintesis de acido graso; y

i) proporcionar condiciones que conduzcan a la fermentacion de la composicion liquida contenida en dicho
recipiente.

De acuerdo con otro aspecto adicional de la invencidn, se proporciona un producto alimenticio animal que
comprende una célula de acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida de la invencion, dicha célula es una célula de planta o célula de levadura.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona un método para modular el nivel de acido graso
n-3, en particular DHA, o variantes del mismo, en una célula de planta que comprende;

i) proporcionar una célula de planta de acuerdo con la invencion;
i) regenerar la célula de planta en una planta; y
iii) monitorear la produccion de acido graso n-3 por dicha planta.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona un método para la produccién y opcionalmente
la extraccion de acidos grasos n-3, en particular DHA, que comprende:

i) proporcionar una célula de acuerdo con la invencion;
i) proporcionar condiciones que conduzcan al crecimiento de dicha célula; y
iii) extraer los &cidos grasos n-3 o variantes de los mismos de dicha célula.

De acuerdo con aun un aspecto adicional de la invencién se proporciona un método para la produccién y
opcionalmente la extraccion de acido graso n-3, particularmente DHA, que comprende:
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i) proporcionar una célula de planta de acuerdo con la invencién;
i) regenerar dicha célula en una planta; y
iii) extraer los acidos grasos n-3 o variantes de los mismos de dicha planta.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion se proporcionan acidos grasos n-3, particularmente DHA, o
variantes de los mismos, obtenibles por el(los) método(s) de acuerdo con la invencion.

En una modalidad preferida de la invencién dicho acido graso n-3, o variante del mismo, se usa como un producto
farmacéutico.

En una modalidad preferida adicional de la invencién dicho acido graso n-3, o variante del mismo, se usa en la
fabricacion de un medicamento para usar en el tratamiento de condiciones que se beneficiarian a partir de
administracion de acidos grasos n-3, o variantes de los mismos.

En una modalidad preferida de la invencién dicha condicién se selecciona del grupo que consiste de: arritmias
cardiacas; artritis reumatoide; enfermedad de Crohn; esquizofrenia; cancer; sindrome de alcoholismo fetal; trastorno
de hiperactividad con déficit de atencion; fibrosis quistica; fenilcetonuria; depresiéon unipolar; hostilidad agresiva;
adrenoleucodistofia; enfermedad coronaria del corazon, hipertension, diabetes tipo I, enfermedades oculares.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona un animal transgénico no humano que
comprende al menos una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién.

De acuerdo con aun un aspecto adicional de la invencion se proporciona un recipiente de reaccién que comprende
al menos un polipéptido de acuerdo con la invencion, sustratos de acido graso y co-factores caracterizado porque
dicho recipiente se adapta para la conversion de dichos sustratos de acidos grasos a acidos grasos n-3, en particular
acido docosahexanoico.

En una modalidad preferida de la invencion dicho recipiente comprende polipéptidos que tienen actividades
elongasa, desaturasa, acil-CoA sintetasa y diacilglicerol aciltransferasa para proporcionar un recipiente en el cual se
reconstituye al menos parte de una via biosintética del acido graso 3-n.

En una modalidad preferida adicional de la invencion dichos polipéptidos son aquellas moléculas de proteina
descritas en la presente descripcion. En particular, las moléculas de proteina que comprenden las secuencias se
representan por las Figuras 3b, 3c.

En una modalidad preferida de la invencion dicho al menos un polipéptido se expresa por una célula de acuerdo con
la invencion.

En una modalidad preferida de la invencion dicho(s) polipéptido(s) es/son solubles. Alternativamente dicho(s)
polipéptido(s) esta/estan inmovilizados.

En una modalidad preferida adicional de la invencién dicho recipiente es un biorreactor.

Resultar4 evidente para una persona con experiencia en la técnica que un polipéptido de acuerdo con la invencion
tiene utilidad con respecto a la biosintesis in vivo de &cidos grasos n-3 a través de la transformacion o transfeccion
de &cidos nucleicos que codifican dicho(s) polipéptido(s) en células huésped adecuadas. Los acidos grasos puede
después extraerse de dichas células o los alimentos que comprenden dichas células pueden comerse. Las células
que expresan dicho(s) polipéptido (s) pueden incubarse ademas bajo condiciones de crecimiento adecuadas para
facilitar la sintesis de acidos grasos. Alternativamente, dicho(s) polipéptido (s) pueden purificarse a partir de un
cultivo de células de algas o manufacturarse de manera recombinante y usarse en un biorreactor para sintetizar
acidos grasos in vitro. Resultara evidente ademas que la invencién involucra, entre otros, la reconstitucion de al
menos parte de una via biosintética de acido graso n-3 de algas, en una célula o in vitro, proporciona una fuente de
acidos grasos n-3 que es una alternativa a la explotacién de las algas en biorreactores o el consumo de pescado.

Una modalidad de la invencidn se describir4 ahora como ejemplo solamente y con referencia a la figura 3a:
La Tabla 1 representa el andlisis de acido graso de células de P. lutheri en dos etapas de crecimiento.

La Figura la representa la secuencia de acido nucleico de una molécula de &cido nucleico que comprende una
elongasa de acido graso, PIELO1; la Figura 1b la secuencia de aminoacido que comprende PIELOL;

La Figura 2a representa la secuencia de acido nucleico de una molécula de acido nucleico que comprende una
elongasa de &cido graso, PIELOZ2; la Figura 2b la secuencia de aminoacido que comprende PIELO2.
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La Figura 3a representa la secuencia de acido nucleico de una molécula de acido nucleico que comprende
desaturasa de &cido graso, PIDESI; la Figura 3b la secuencia de aminoacido que comprende PIDES1; la Figura 3c
representa una secuencia de aminoacido de longitud completa de PIDESI; la Figura 3d representa la secuencia de
acido nucleico de longitud completa de PIDESI.

La Figura 4a representa la secuencia de acido nucleico de una molécula de acido nucleico que comprende
desaturasa de acido graso, PIDES2; la Figura 4b la secuencia de aminoacido que comprende PIDES2;

La Figura 5 representa una comparacion de secuencias entre las proteinas PIDESI, PIDES2, de Pavlova lutheri y la
proteina FAD4 de Thraustochytrrium sp.

La Figura 6a representa la secuencia de acido nucleico de una molécula de acido nucleico que comprende acil-CoA
sintetasa, PIACS1,; la Figura 6b la secuencia de aminoacido que comprende PIACS1;

La Figura 7a representa la secuencia de &cido nucleico de una molécula de &acido nucleico que comprende
diacilglicerol aciltransferasa, PIDGAT2-1; la Figura 7b la secuencia de aminoacido que comprende PIDGAT2-1; la
Figura 7c la secuencia de longitud completa de una molécula de &cido nucleico que codifica PIDGAT2-1; la Figura
7d secuencia de amino&cido de longitud completa del polipéptido PIDGAT2-1;

La Figura 8a representa la secuencia de &cido nucleico de una molécula de &cido nucleico que comprende una
elongasa de &cido graso, PIELOI; la Figura 8b la secuencia de aminoacido que comprende PLELO1; y

La Figura 9 es una representacién esquematica de la biosintesis de 4cido graso de cadena larga.

Materiales y Métodos

Cultivo de Pavlova lutheri

Pavlova lutheri (CCAP 931/1) se obtuvo a partir de la coleccion de cultivo de algas y protozoos (Dunstaffnage Marine
Lab., Oban, PA34 4AD, Escocia, Reino Unido).

El medio de crecimiento usado en todos los experimentos fue medio de agua de mar artificial enriqguecido (EASW),
preparado en lotes de 20 1 como es descrito por Harrison y otros (1980), y modificado por Thompson y otros (1991).
El medio se modific6 ademas mediante el incremento de las concentraciones de macronutrientes de NaNOs y
Na,SiO3.9H,0 a 1 mM, y NaH,PO,4 a 200 pM. El silicato se disolvié separado en agua destilada desionizada y el pH
se ajustd a aproximadamente 8.0 con 50% HCI antes de que se adicionara al medio. Este medio se tamponé a pH
8.0 mediante la adicion de 20 mM de &cido N-[2-hidroxietil]piperazina-N'-[2-etanosulfonico] (HEPES) y 20 mM de
NaOH. El medio preparado fresco se filtr6 a través de un filtro de membrana de 0.22 yM Millipore™ GS en un
reservorio de propileno estéril de 20 I. Después se despaché por 0.51 en frascos de vidrio cénicos de 1 |y se
esterilizo en autoclave (30 min, 120°C). Los cultivos en lote se cultivaron a 15°C con iluminacién constante 50 pE m
st y la aireacién proporcionada por la agitacion de los frascos a 150 rpm.

La densidad celular se monitore6 mediante el conteo de células con un hemacitémetro. Ya que las células de
Pavlova lutheri son méviles, primero se incubaron en azida sodica 20 mM para inmovilizar antes del conteo.

La concentracion de nitrato se determind periddicamente durante el tiempo de cultivo midiendo el cambio de la
absorbancia del medio a 220 nm, de acuerdo con el método descrito por Collos y otros. (1999).

Aislamiento del ARN total y Poli(A)" a partir de P. lutheri

El cultivo de algas se cosech6 por centrifugacion a 4,500 rpm por 15 min. La bolilla de células se suspendi6 en 1
volumen de tampoén de extraccion (25 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0, 75 mM NaCl, 1 % SDS v/v, 7.8 %
B-mercaptoetanol v/v, en agua DEPC tratada), y se adicion6 un volumen de 25:24:1 fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (v/v). Después de la centrifugacion a 13,000 rpm a 4 °C por 10 min, la fase acuosa se transfirié a un tubo
nuevo y se adiciond 1 volumen de 24:1 cloroformo:alcohol isoamilico v/v. Después de una segunda ronda de
centrifugacion, la fase superior se transfirié a un tubo fresco y se adicion6 LiCl hasta una concentracion final de 2 M.
Esta solucién se incubd por 1h a -20 °C, y después se centrifugd a 13,000 rpm a 4 °C por 15 min. La bolilla
resultante se re-suspendio en agua DEPC tratada y el ARN se precipitdé mediante la adicion de 0.1 volumen de
acetato sodico 3 M, pH 5.5 y 2.5 voliumenes de etanol absoluto seguido por incubacion por 20 min a 4 °C. Esta
muestra se centrifugd después a 13,000 rpm a 4 °C por 15 min y la bolilla resultante se lavé con 70 % etanol, se
secé y re-suspendio en agua DEPC tratada. La cantidad y calidad del extracto se estimé mediante la medicion de la
densidad optica a 260 y 280 nm (1 O.D.260 nm = 40 pg/ml ARN). Una alicuota del extracto se visualiz6 ademas en un
gel de agarosa 1 % (p/v) que contenia bromuro de etidio.
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Para la construccién de la genoteca de ADNCc, el poli(A)* ARN se prepar6 con el kit de aislamiento de ARNm Poly(A)
Quick® (Stratagene) a partir de células cosechadas durante la fase exponencial.

Construccién de la genoteca de ADNc y excision del fagémido pBluescript.

El ADNc de extremo adaptado, de cadena doble sintetizado usando un kit de sintesis de ADNc (Stratagene) se pas6
a través de una columna de filtracion de gel Sepharose CL-2B (Stratagene) para eliminar los adaptadores y las
moléculas de ADNc pequefias. El ADNc eluido de la columna se extrajo con fenol, se precipité con etanol y se ligé a
los brazos del vector Uni-ZAP XR (Stratagene) antes del empaque en el fago A usando el extracto de empaque
Gigapack Il Gold (Stratagene). Una genoteca primaria de 3 X 10° unidades formadoras de placa (pfu) se obtuvo con
la mayoria de los insertos examinados en el intervalo de 0.3 a 1.5 kb. La genoteca se amplificé posteriormente.

Después de la amplificacién, la genoteca de ADNc se eliminé usando el fago auxiliar resistente a la interferencia
ExAssist™ (Stratagene). Los fagémidos eliminados se colocaron en placas como colonias de bacterias individuales
siguiendo las instrucciones del fabricante. La presencia del inserto se verific6 por PCR usando cebadores
universales y se seleccionaron los clones que contienen ADNc mayores que 0.2 kb para la secuenciacion.

Secuenciacion y andlisis de secuencias.

Las reacciones de secuenciacion se prepararon con el kit de secuenciacion ciclico ABI Prism Big Dye-Terminator
(PE Applied Biosystems), usando el cebador T3 universal, y se corrieron en un secuenciador ABI3700 (96-capilares)
(PE Applied Biosystems). Las etiquetas de secuencia expresada (EST) resultantes se procesaron de manera que
todas las secuencias vectores se eliminaron y se examinaron posteriormente usando algoritmos de alineaciéon de
secuencia de nucledtidos estandar para identificar los clones EST con secuencias de superposicion. Estas
secuencias de superposicion se agruparon después en contigos. Estos céntigos se anotaron por comparacion con
las bases de datos de nuclettidos y péptidos no redundantes disponibles del National Centre for Biotechnology
Information (NCBI). Las bases de datos del NCBI se descargaron a un servidor local Silicon Graphics lo que permitio
que se realizara la anotacion de miles de EST como un trabajo en lotes usando el algoritmo de alineacion de
secuencia BLAST 2 (Altschul y otros, 1997).

Los clones PIELOI PIELO2, P/DES7, PIDES2, PIACSI y PIDGAT2-1 se identificaron sobre la base de la homologia
con otros genes de elongasa/desaturasa/acil-CoA sintasa o diacilglicerol aciltransferasa de acido graso en las bases
de datos de proteina y nucledtido del NCBI.

Andlisis funcional de los ORFS PLELO1 PIELO2, PLDES1, PIDES2, PIACS1 y PIDGAT2-1 por_expresién
heterdéloga.

La caracterizacion funcional de la secuencia de aminoacido codificada por PIELO1 y PIELO2 se realizara bajo los
protocolos previamente descritos (Jaworski y otros, 2001 (o referidos como: patente de Estados Unidos num.
6,307,128);Qi y otros, 2002). Con este fin, muchas especies de sustratos de &cido graso seran considerados:
saturado (16:0, 18:0, 20:0, 22:0), monoinsaturado (16:1, 18:1, 20:1) y poliinsaturado (20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3)
(figura 4).

La caracterizacion funcional de la secuencia de aminoacido codificada por PIDESI y PIDES2 se realizara bajo los
protocolos previamente descritos (Qiu y otros, 2001). Con este fin, muchas especies de sustratos de acido graso
seran considerados: saturado (16:0, 18:0), monoinsaturado (16:1, 18:1) y poliinsaturado (18:2n-6, 18:3n-3, 18:3n-6,
18:4n-3; 20:2n-6, 20-3n-3; 20:3n-6, 20:4n-3, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:4n-6, 22:5n-3 y 22:5n-6).

La caracterizacion funcional de la secuencia de aminoacido codificada por PIACS1se realizara bajo los protocolos
previamente descritos (Kang y otros, 1997). Con este fin, muchas especies de sustratos de &cido graso seran
considerados: saturado (8:0, 10:0, 12:0, 16:0, 18:0, 20:0, 22:0), monoinsaturado (14:1, 16:1, 18:1) y poliinsaturado
(18:2n-6, 18:3n-3, 18:3n-6, 20:4n-6, 20:5n-3 y 22:6n-3).

La caracterizacion funcional de la secuencia de aminoacido codificada por PIDGAT2-1 se realizara bajo los
protocolos previamente descritos (Lardizabal y otros, 2001; Cases y otros, 2001, Zou y otros, 1999). Con este fin, la
actividad DGAT se ensayara mediante la incorporacion de [1-140] diacilglicerol en TAG en presencia de muchas
especies de sustratos de acil CoA graso que son representativas de los acidos grasos que particionan a TAG en P.
lutheri. Estos incluyen: 14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:4, 20:5y 22:6.

Andlisis de acidos grasos y extraccién de TAG

Las células de alga (2 ml de medio de cultivo) se cosecharon durante el periodo experimental por centrifugaciéon a
13,000 rpm por 15 min. Cincuenta pg de tripentadecanoina (15:0-TAG) se adicionaron a la bolilla como un estandar
interno. La bolilla se suspendié después en 1 ml de 2:1 cloroformo:metanol (v/v) y se congelaron en nitrégeno
liquido. Después de 1 hora a 4°C, los restos celulares se descargaron por centrifugacion y se adicionaron 0.3 ml de
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0.9% KCI al sobrenadante. Después de la centrifugacion, la fase del fondo se transfiri6 a un Ependorf 2 ml y se
enjuagd KCl con 0.5 ml de cloroformo. Las fases de cloroformo se concentraron y secaron. El extracto FA se
suspendié en 0.2 ml de hexano, y este volumen se dividi6 en 2 fracciones de 0.1 ml. La primera fraccién se seco, y
el extracto lipido se suspendi6 en 0.2 ml de hexano. Esto represent6 el extracto lipido total. La segunda fraccion se
uso para aislar los TAG por cromatografia hidréfoba. Las columnas de extraccion en fase solida Bond Elut (Varian) 1
ml con empaque de Si 100 mg se usaron para particionar los TAG de otros lipidos en los extractos de algas. Este
protocolo se adapté a partir de un método descrito por Yongmanitchai y Ward (1992). El eluato se secé y el extracto
TAG se suspendio en 0.2 ml de hexano. Los productos de estas dos extracciones se analizaron por GC como se
describié previamente por Larson y Graham (2001).

La misma metodologia se empleara para extraer lipidos y acidos grasos de células de levadura para realizar el
analisis funcional de PIELO1 PIELO2 y PIDES | a continuacién de la alimentacién de los diferentes acidos grasos
como se detall6 anteriormente.

Composicion de acidos grasos de las células de P. lutheri

Tabla 1: Composicion de acidos grasos (% molar) de células de P. lutheri en dos etapas de crecimiento.

El punto importante a destacar a partir de los datos presentados en la tabla 1 es que P. lutheri no produce &cidos
grasos 20:0, 22:0, 24:0, 20:1, 22:1 pero si produce 20:5n-3 y 22:6n-3. La secuencia de aminoacidos derivada del
gen PIELO1 como se muestra en la Figura 2 tiene una estrecha homologia con las elongasas de la planta que estan
involucradas en la produccién de acidos grasos C20 y C22 saturados y monoinsaturados. P. lutheri no produce tales
acidos grasos. Por lo tanto se concluye que el producto génico PIELOL esta involucrado en la produccion de los
acidos grasos 22:5y 22:6 los que se encuentran en P. lutheri.

Clonacién y caracterizacion de los genes PLELO1 PIEL02, PIDES 1, PIDES 2, PLACS1y PIDGAT2-1

El primer paso de secuenciacion de 5,719 clones de ADNc de una genoteca de ADNc preparada a partir de P. lutheri
resultdé en la identificaciéon de 34 clones de ADNc a partir de un solo gen que da una secuencia de aminoacido
predicha que tiene una identidad significativa y con genes de elongasa de &cido graso de una variedad de
organismos (Figura 3). Esta abundancia de copias del gen elongasa indica que se expresé a un nivel significativo en
células P. lutheri que son productoras de DHA y proporciona pruebas adicionales que el gen PIELO1 codifica un
polipéptido de elongasa 3-cetoacil-CoA sintasa que cataliza la condensacion de malonil-CoA con acil-CoA en la
conversion de acido eicosapentanoico a acido w-docosapentanoico el que a su vez se convierte a acido
docosahexanoico.

La secuenciacion de 5,719 clones de ADNc de la genoteca de P. lutheri resulté ademas en la identificacion de seis
clones de ADNc a partir de un solo gen que da una secuencia de aminoacido predicha que tiene una identidad
significativa con los genes desaturasa de acido graso de una variedad de organismos (Figura 2a y 2b). Este gen
elongasa se designé PIELO2.

La secuenciacion de 5,719 clones de ADNc de la genoteca de P. lutheri resulté ademas en la identificaciéon de cuatro
clones de ADNc a partir de un solo gen que da una secuencia de aminoacido predicha que tiene una identidad
significativa con los genes desaturasa de 4cido graso de una variedad de organismos (Figura 3a, 3b, 3c y 3d). Este
gen desaturasa se designé PIDES 1.

La secuenciacion de 5,719 clones de ADNc de la genoteca de P. lutheri resulté ademas en la identificacion de tres
clones de ADNc a partir de un solo gen que da una secuencia de aminoacido predicha que tiene una identidad
significativa con los genes desaturasa de &cido graso de una variedad de organismos (Figura 4a y 4b). Este gen
desaturasa se designé PIDES 2.

La secuencia de aminoacidos derivada de PIDES | y PIDES 2 contienen ambas un motivo histidina tipico de los
genes desaturasa de acido graso tal como el gen A4 desaturasa del hongo marino Thraustochytrium sp. que esta
involucrado en la produccion de DHA y acido docosapentanoico (Qiu y otros, 2001) (Fig.5).

La secuenciacion de 5,719 clones de ADNc de la genoteca de P. lutheri resultd ademas en la identificacion de doce
clones de ADNc a partir de un solo gen que da una secuencia de aminoacido predicha que tiene una identidad
significativa con los genes de acil-CoA sintetasa de una variedad de organismos (Figura 6a y 6b). Este gen de acil-
CoA sintetasa se designé PIACSL1.

La secuenciacion de 5,719 clones de ADNc de la genoteca de P. lutheri resulté ademas en la identificacion de un
clon de ADNc que da una secuencia de aminoacido predicha que tiene una identidad significativa con los genes de
diacilglicerol aciltransferasa 2 de muchos organismos (Figura 7a 'y 7b). Este gen de diacilglicerol aciltransferasa 2 se
designé PIDGAT2-1.
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La secuencia de proteina y ADNc de longitud completa de PIELO1 se describe en las Figuras 8a y 8b
respectivamente.
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REIVINDICACIONES

Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de ADN seleccionada del grupo que
consiste de:

i) la secuencia de ADN como se representa en la Figura 3a o 3d o que codifica para una secuencia de
aminoacido como se representa en la Figura 3b o 3c;

i) secuencias de ADN que hibridan bajo condiciones rigurosas de hibridacion a la secuencias identificadas en
(i) anteriormente y que codifican un polipéptido que tiene actividad desaturasa de acido graso; y

iii) secuencias de ADN que se degeneran como resultado del codigo genético a la secuencia de ADN definida
en (i) y (ii) y codifica una desaturasa de acido graso.

Un polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1.

Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 2 en donde dicho polipéptido comprende la secuencia de
aminoécido representada en la Figura 3b o la Figura 3c.

Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 2 caracterizado ademas porque dicho polipéptido consiste de la
secuencia de aminoacido representada en la Figura 3b o 3c.

Un vector que incluyen al menos una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1.

Un vector de acuerdo con la reivindicacion 5 en donde dicho &cido nucleico estd operativamente unido a un
promotor.

Un vector de acuerdo con la reivindicacién 6 dicho promotor es un promotor inducible o un promotor de desarrollo
regulado.

Una célula aislada que comprende un vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-7.

Una célula de acuerdo con la reivindicacion 8 dicha célula se selecciona del grupo que consiste de: una célula de
mamifero, una célula de levadura, una célula de alga o una célula de planta.

Una célula de acuerdo con la reivindicacion 9 dicha célula es una célula de planta.
Una planta que comprende una célula de acuerdo con la reivindicacion 10.

Una planta de acuerdo con la reivindicacion 11 en donde dicha planta se selecciona del grupo que consiste de:
maiz (Zea mays), canola (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), lino (Linum usitatissimum), alfalfa (Medicago
sativa), arroz (Oryza sativa), centeno (Secale cerale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare), girasol
(Helianthus annus), trigo (Tritium aestivum), frijol de soya (Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum), patata
(Solanum tuberosum), cacahuetes (Arachis hypogaea), algodén (Gossypium hirsutum), boniato (lopmoea
batatus), mandioca (Manihot esculenta), café (Cofea spp.), coco (Cocos nucifera), pifia (Anana comosus), citricos
(Citrus spp.) cacao (Theobroma cacao), té (Camellia senensis), banana (Musa spp.), aguacate (Persea
americana), higo (Ficus casica), guayaba (Psidium guajava), mango (Mangifer indica), olivo (Olea europaea),
papaya (Carica papaya), anacardo (Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia intergrifolia), almendra
(Prunus amygdalus), remolacha azucarera (Beta vulgaris), avenas, cebada, vegetales y ornamentales.

Una semilla que comprende una célula de acuerdo con la reivindicacion 10.
Un proceso de fermentacion en donde dicho proceso comprende las etapas de:

i) proporcionar un recipiente que contiene una célula de acuerdo con la reivindicacion 9 y constituyentes
requeridos para la fermentacion y biosintesis de acido graso; y

i) proporcionar condiciones que conduzcan a la fermentacion de la composicién liquida contenida en dicho
recipiente.

Un método para modular el nivel de acidos grasos o variantes de los mismos en una célula de planta que
comprende;

i) proporcionar una célula de planta de acuerdo con la reivindicacion 10;

i) regenerar la célula de planta en una planta; y
iii) monitorear la produccién de acido graso por dicha planta.

Un método para la produccién y opcionalmente la extraccion de acidos grasos que comprende:

14



10

15

20

17.

18.

19.

20.

ES 2 388490 T3

i) proporcionar una célula de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10;
i) proporcionar condiciones que conduzcan al crecimiento de dicha célula; y
iii) extraer los acidos grasos o variantes de los mismos de dicha célula.

Un método para la produccién y opcionalmente la extraccion de acidos grasos que comprende:

i) proporcionar una célula de planta de acuerdo con la reivindicacion 10;

i) regenerar dicha célula en una planta; y

iii) extraer los acidos grasos o variantes de los mismos de dicha planta.
Un recipiente de reaccién que comprende al menos un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 2-4, y sustratos de acido graso caracterizados porque dicho recipiente se adapta para la
conversion de los sustratos de acido graso contenidos en el mismo.

Un recipiente de reaccion de acuerdo con la reivindicacién 18 en donde dicho polipéptido se expresa por una
célula de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10.

Un recipiente de reaccion de acuerdo con la reivindicacion 18 o 19 en donde dicho recipiente es un biorreactor.
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Figura 1 a

AGCGCAACCAGATCTCCGAGCGCTGCTACTTCCCACCTGGCATCCACECC

TACCGCAAGGGCGAGCGCGACTTTGACTTTTCARATGGCCGCCACGCGCAR
GEAGTTCGAGACTGTCCTCTTCACGACCGTCGACGAGCTGCTCGCCAAGA

CGGGCGTARAGCCGCGAGATATCGACATCCTCGTCATCAACTGCTCECTC
TTCAACCCGACGCCATCGCTGGCTGCAATCG TGATCAACCACTACCAGAT

GAAGGACTCCGTACAGAGCTACTCACTTCGCGGGATAGATTGCTCAGCGA

GACTCATCTCARTCCACCTCGCAAAGGACCTGCTGCAGATCTACCCGOGC

ARGCGCGCGCTCGTCATCTOGACGGAGAACATCACGCAAAATTTTTACCA
GGGCAACGAAAAGTCGATGCTCATCTCGRAACACGCTCTTCCGAATGRGCA
GCGCCGCCETCCTCCTCTCCGECCACCACGCCAACCEECECGTCGCCARG

TATCAACTGCTGCACACCOGTCCGCACGCACAAGIGCACAAACCCAAACGT

GTACCGGTGCETCTTCCAGGAGGAGGACAAGGCAGAGCACGTGEGACATGC
GCCTGTCGAAAGACAGTGATGAGAGTGCGCCGAGCACCECGATGARGACCARC

CARGCGCCTCAGTCTGGTACGAGCTCGACTGGCTCAAAARGTCCGGCCGC

ATCCGGCGGGGCAACAAGETGTGGCAGATTGGGTTTGGCAGCGGCTTCAA
GTGCAACTCGGCCGTCTGGCGEECATACCGAGOGATGCCCTAGCTACGCC

GGCACCGTCCGCATTGCCAGTGGTTCGTGACAGACAGTCACACTGACGAG
TGCGEAGTGACATCTAGACGCCTTCCCCCCCCCGCCCACCACCTCCACCTC
CACCTCCTTCACTCTCACTCAATCGCGCGGCGGCCAGAGCAGGAGCECGC
TCGTECTCECCATCACCGCCTTGTAGTCCTCGCGCCACTCGAGCGAGBCAC
GCOGTCCATAAGCGGCACGGACGCGAAGCGGAAGAAGAGCCACATCACAGC

AGAAAAAAAAAAAAAAARAAACTCGAGACTAGTTCTCTCTACCGCGCTGC

CGAGCTCAAGCACGGCCGCGTETGCATGCTCGCCGTCACCGGCATGCTTG
TCCAGGAGGTGTACTCGTGGCCGGCACCCAACGGCGTCTTCAAGGCGCCG

ACGCCGCTCGGCGCGCTCTCAACCGTGCCGGCGCTCGGCCTCATCCAGCT
CATCGTCTTCCTCGGCATCATCGAGGTGCECTCGGCGARCTACCAGGGCE
GCATGCCCGGCGACCTTGGCTTTGACCCGCTCGA

Figura 1b
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Figura 2a

GCACGAGGCCTCATGCCAAATTOGACACAAGGCGGCACTGTGGTCGTGAT
TACCGACGTACGACGAGTTTGTCGATGGGCTTTCCTTCGTCGACCGCGAG
AAGATCGGCGTGCACATGGTCGACCAGGGCGTGATTACCTCTGCGGAGTE
GGCGACCATCTCGETCGACAAGCACATGTCCTTCTTCTCCGACGCGGCCG
AGTTCACGGGCGACCACTGGATCATCCCGCTCATCGCGATCGCACTCTAC
CTCGTGATAATCGTCGTCGGCCCAATAATCATGGCCAACCGGCCGCCAGLT
CCCCGTGARTGGGCTCGCCTACACETGAAACTEGATTCCTEGCCGCATTCA
GCACTTTCGGCATCGCTTGCACGTCACACTGTATCTTCACCAGGCTGCGT
AGCCGCGACTTCGAGAGCACGACGTGCGGCAGCGCCATGTTCATGTCGCA
GGGGTACGTTGGCTTGGCAATGCTAGCTCTTCATCTACTCCARGCTCTTCG
AGTTGATCAACACCTTCTTCCTCATCGCGAAGAAGGCGAATGTAATCTTC
CTGCATTGGTACCACCACGTCACCATGCTGCTCTACTGCTGGCACTCACA
CTCGGTCCGGATACCGAGCGGEATCTGETTCGCCGCGATGAACTACTTTG
TGCACGCCATCATGTACTCCTACTTTGCGATGACGCAGATGGATCCGCGC
TACCACAAGCTCATCCGGCCGTACGCGOGACTGATTACGACCCTGCAGAT

CTCGCAGATGTTCGTCGGCCTCATCGTCARCGGCTCGATCATTTACTTCA
CGTCGCTCGGACACGCATGCAAGTCGAGCARGACAGAACACGATCCTGAGC
TGGCTGATGTACCTCAGCTACTTIGTGCTATTCGGACTGCTCTACCTGCG

Figura 2b
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Figura 3 a

CACGAGGCGAATGTGGECGGCTACTGGC TTGGCATACTCARTAGAGGACT
CAACTTCCAGATCGAGCACCATCTTTTCCOGCGEGCTGCACCATTCGTACT
ACGCGCAGATTGCCCCAGTGGTECGCACGCACATCAAGARGCTCGGCTTC
AAGTACAGGCACTTCCCCACGATGGECTCCAACTTAGTCGTCCATGCTGCA
GCACATGGGCARGATGGGCACTCGCCCAGGAGCTGAGRAGGGCGGCARGS
CCGAGTGAGCTGCCGCCCTACCCTACCTCTGCGGCTAGCCAGCAACCGGE
TGCCAGCGAGCCCCTCTTCCATCCGAGCCCTTTTCTCCTTCACCCTGCCA
TGTGTCAGCGGCACTGACTGAARCTAACGTCGCCGTCCCGCTGGCGCTCTC
CGTCGCCAGCCACTGAGAGGCTGCAATICCGCCCGACGCCGCTCACGCGA
CTTTGGTCTTARAAAAAAAAAARAAARAAA

Figura 3b
HEANVGOGGYWLGVLNGGLNFPQIEHHLFPRLHHSYYAQIAPV
VRTHIEKLGPKYRHFPTVGSNLSSNLQHMGKMGTRPGAEK
GGKAE

Figura3 ¢

NPPEAASEGG VABLRAAEVA SYTRKAVDER PDLTIVGDAV YDAKAFRDEH PVAAHFVSLF
GGRDATEAPM EYHRRTWPKA RMSKPPVGSL DASBRKPTQAD SAYLRLOABV NALLPRGSGA
PAPPSYWLEA AALVVAAVSI EGYMLLROKT LLLSVPLOLV PANIQLNIQH DANHOALSRH
BVINYCLGYA QDWIGGNMVL WLOEHNVVMHH LETNDVDADP DQEAEGVIAL KPTDGWMPWH
ALOOLYILPG BAMYAPRLLF LOALELLAWR WEUEKISPLA RALFAPAVAC KLGFWRARFVA
LPINLQPTVH TALCICATVC TGSPYLAFPP PISHNFDGVG SVAPRGSLPR SATPVQRQVE
TSENVGGYWL GVINGGLNFQ IEHHLFPRLH HSYYAQIAPV VRTHIBKLGF KXYRHFPTVGS

NLSEMLQHMG KMGTRPGAEK GGKARE

Figura 3 d
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Figura 4 a

GCACGAGGGTGCTGCTACCTACTGTACGTCTCCCTCGGCTCGATGTACAT
CTTCTGCAACTTTGCCGTGTCGCACACGCACCTGCCCATCGTTGAGGCCG
ACCAGCACGCCACCTCGATTGAGTACTCGGCCARCCACACGACCAACTGC
GCGCCCTOGTGGTGGTGCAACTGATGGATGTCTTACCTCAACTACCAGAT
CGAGCATCATCTAGTTCCCGTCCATGCOACAATTCCGCCACCCAGACGATCG
CGCCGCGCGTCAAGGOGCTCTTCGAGAAGCACGGEGCTECACTATGACGTG
CGCGGCTACTTTGAGGCGATCGCCGACACGTTCATGAACCTTGACAAGGT
CCTCCTGCATACGCGGCAACACAETCGECECECAGCEGCATGCACGGGAGT
ACAAAGTGATGGATGGACCTTGGECGACGCCAACGGCCAAGGAGTGGTTG
TCTCTGTCGTCGCCAGGGCCCAGGAGCCCAGGGGCAGGGTTGCAGAGCTT
GGGCGCAATTGAAGGCAGCECCEGECECATCGACATTCACGAGTCTGG A
AGGCGCTCTGCAAGCTCTGCACGACTGCGCCCAGAGGCATGCGCGCALaC

<o ¥

GCGAGTTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAR
Figura 4b
ARGCCYLLYVSLGSMYIPCNFPAVSHTHLPIVEADQEH
BEYSANHTTNCAPSEWWCDWWMSYLNYQIEHHLPFPEMP
PTIAPRVKALFBKHGLHYDVRGYPBAMADTVPFMNLDRK
HEHNH
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MTVOYDESI PFEQVRAHNEFUDANWCAIHGHVYDVTKFASVHPGOD I ILLAGKEATVLYET
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Figura 6 a

GCACGAGGCCTCTTCEGCTGGGOGCTCAACGACACGCTCGCCARGTATGA
CRAGGGCGGCGTCGGCCCOGECTTCCTGTACAACGCEGGTCGTCTTCTCOGT
CGGTGCAGGCGCTGCTCGECGGTOGCETGCGCATGATGGTCGCCGGCTCC
GCGCCCCTCTCCGCCGACGTGCAGAAGTTTGTGCAATCGTGCTTCAACGS
GCCGCTTCGCCARGGCTACGGCCTCACCGRAGACGTGOGCGGCGACGACGT

TCTGCACGCTGCACGACAACACGCCGTCGCAAGTTGGGCCGCCGCAGGAD
TCGGCGTGCATCACGCTGCGCAACTGGGAGGAGGGCAACTACCGCAACCE

CGACGCCAACGACCCGGCCATCGGGATGCEGCGCOGCGAGATCCTGATCG

GTGGGCCCGCCETCTGCCTCGGCTACTACGTGAACGAGCGCGCRCCCEAL

GCGGACGTGGTGAAGCACAACGCGGAGAACTTTATGACGATCARCGGCAT

GCGCTTCTTCTGCTCGBGOGACATCGGCCAGATCACGCCGAGCGAECTGCG

TGCAGATTATCOGACCGGAAGAAGGACCTCGTCAAGCTGCAGCAGGGCGAG

TACGTCOGCGCTCTCCAAGGTGGAGAACGCGCTCAAGARCTCGTCGTACAC

GCAGATCCCGTACGTCTACGOGCTCTCATCCAAGAGCTACTGCATCOGCGC
TCCTCTGCCCGCAGCACGCOGGOGATCOGCCAGCTCGCCGCCTCGCTGCAG

ATCRGCGGCAAGGAGCTTTCCGAGCTGTGCGCGCACCCGCAGATCGTCGC
GGCCGTGCTCARGGACCTGCAGGCGCAGTGCARGGCGGCCAAGCTORCGA

GCTTCGAGACACCGAGCARGCTCATCCTCATGTCGAACGAGTGAACCGTT
GAGAATGACATGCTCACCACGACGATGAAGATCAAGCGCAAGCCAATCGC
TGACCGGCACGCGAGOGAGATCAAGGCCGTTTACGTCTGAGCCCGCOGCCT
TTTTGTACAACCTCGAGAGCGCCACTGTCTTGATGGCGCGCECGTGCTGT
TGTGCAGGCCATCGGCATTGACCGCGEGCAGCTTGAACGCARGGCAGGCOGCA

AGGCGCGGGAGGGATTGCTGGGGATGGCGGCTGCCGCAGTTGCTGAGCAG
AAGGCAGTCTCCOGGCTCTCGACAGGTCGCGCCCGTTGTGCAGAATGTTCA
CAGCCCCTCCCCCCTCGGGCGGCTCGCCATTOGGGGCAGCGCTCGCACATG

TGCTGCGCTCCGCAGCCACACGCCACGGCCACCAACGCGTGTGCCTGCCE

Figura 6b
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Figura 7 a

GCACGAGGGCTCGACCTACTGCCCGCGCTGCGCGGCAAGATGCGCTGGCT

CGCGGCBAGCGTGCTCTITCGGCTTCCCATCGTGCGCOBAGCTCACCCTTT
GGACCGGCTGCATCGACGCGCGCCGCTCGGTTGCCAAGAGTACGCTGCGT

GGCGGCTACTCAGTCOGGCGTACTGCCOGGCGGCGAGCAGGAGCAGCTGCA

CACGCGCTACGGGCGOCAGTCGGTATATTTGCGCAAGCGCTTIGGCTTCG
TCAAGCTTGCGCTCOGCTTCGGCATGCCGCTCATGCCTGGAGTACGTGTTC

GGGTGCGTCGACCTGTACCACACTTCATCCCTGCTCTTCTCGGCGCGCGA

GTGGCTCATGCECTCTCTCGGCATGTECEGTACCCATGTGCTTCGGAGCAGT

GGGGCATCCCCATGGCGCCGCTTECTGTGCCGCTCAACGTCGTGATCGGC
CGGCCOATCAAGCTGCCGCGCAACCCTGAGCCGACCGATAGAGGACGTCGC

GCGCGCGCTCAACCAGTACATCGCCACECTGCECGCACTCTTTGACGAGA
ACAAGGCGCGCTTTGGCTATGCCGACCGCAAGCTGGAGGTGTGCTGATTG

TGAAGAAGTGTCATITGAAGGTCGGCGTCAGCAGGCGCACCGCGCACCARG
CCACTCACGTCTTGATCGCTGAACCGCCATAAACGATGCCGTIGCGACAC

GCTTGAAGATGGCCAGAAARAAAAAAANAAARAA

Figura 7b
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Figura 7 ¢

ACTGCGTGTACACAGCATGGCGGCTOGCGCGGTTGACGCGCTCGTCGTGAGCGCATTCAC
GBCGTTCGTGCAGATCGG CATGTGEGECGCTCACGCCCGTEGECATTGCGTGGACCCTCGC
GTTCCACTGAARGGTGACACTGCCACTACTCGCCCTTTATCTCGOGTCGTACCTCAACGG
CGCCAABGTGCGCGTCAAGCGCGTGCGCGCGTGGBCCEEGCGTTCTCCCGGCATTTTTGGCT
GTTCACGTTCATGCGCAGGGTCTACCGACAGCGCATTCACGTGCCAGCTGACCTCAAGGL
CGAGGAGCAGATCATCCTAGCGCTACATCCGCACGEGCTCGATGCCAEGACTACCGOGCGAT
CCTCGACGGCCAGCTGCTCAACCTACTGCCCACGCTGOGCGGCARGATACACTEACTCAL
GGCAAGCGTACTCTTTCAGCTTCCCATCGTGCGCOAAGCTCACCCTTTGAACCAACTGCAT
CAACGCGCECCGCTCGATTECCOAGAGTACEGCTECOTEGCGGCTACTCAGTCGGCGTACT
GCCCEGCGEGCGAGCAGGAGCAGCTECGCACGOOCTACGEGCGCAAGTCAGTATATTTGCA
CAAGCGCTTTGGCTTCATCAAGCTTECGC TCCGCTTCGECGTGCCGCTCGTGCCTGGATA
CGTOTTCGGGTGCGTCEGACCTGTACCACACTTCATCCCTGCTCTICTCGGCGCGCAAGTG
GCTCGTGOGCTCTCTOGECETGTGCGTECCCGTEGTGCTTCGAAGOGTGEGECATACCCAT
GECACCGCTTGCTATGCCECTCAACGTCGTEATCGGCCGGCCGATCAAGCTGCCGCGCAA
CCCTGAGCCGACCGATGAGGACGTCGCGCGCGCGCTCGACCAGTACATCACCGCGCTACA
CGCACTCTTTGACGAGAACAAGGCACGCTTTGGCTATGCCGACCGCTAGCTGGAGGTETO
CTGATTGTGAAGARGTGTCATTGAAGGTCGGCGTCAGCAGGCGCACCGCGCACCAAGCCA
CTCACGTCTI TGATCGCTGAACCGCCGTGAACGATGCCGTTACGACACGCTTGARGATGGC

CAGAAAAAARAAARAAAAR
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Figura 7d

MAARAVDALV VSAFTAFVQI GVWALTPVGI AWALAFHWKV TLPLLALYLA SYLDGAREVRV

KRVRAWPAFS RHFWLFTPFMR RVYRQRVHVP AGLEREEQII LALHPHGSMA DYRAILDGQL
LDLLPALRGK MRWLAASVLF RLPIVRELTL WIGCIDARRS VABSALRGGY SVAGVLPGOEQ

BQLRTRYGRE SVYLRKRFGF VKLALRFGVP LVPGYVFGCV DLYHTSSLLFP SAREWLVRSL
GVCVPVCPGA WOVPMAPLAV PLNVVIGRPI KLPRNPEPTD EDVARALDQY IAALRALFDB

NKARFGYADR ELEVC
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Tabla 1: Composicion de acido graso (% molar) de células P. lutheri en diferentes etapas del ciclo

de crecimiento. Cada valor representa la media + SD de dos réplicas de un frasco

Acidos grasos Fase exponencial Fase estacionaria
189 h? 285h 353h 452 h
En extracto total
14:0: 12.194 2,08 1133+ 044 11.07+£0.12 11.08 +0.03
16:0 26,05+ 293 21.62+ 0.61 16,40+ 0.20 25.26-&‘ 0.17
16:10-7 21.92 % 3.60 23.78 %+ 1.34 20.28+0.29 27.56%0.37
18:0 8.27+0.90 348+035 2593£0.13 1.39% 0.24
“18:10-9 ND® — -—093%£008 - 822012 - 2.32&0.07
18:20-6 ND 243% 0.15 233+£0.02 3.66x0.03
18:3n-3 ND ND ND 0.38x0.01
18:4n-3 ND 4,72+ 020 5.81+0.11 439+ 0.03
20:3n-3 ND ND ND 0274001
20:5n-3 1394+ 1.48 14.44 = 0.73 15.21+0.39 14,87+ 0.23
22:6n-3 8.6241.74 7.90 4 043 73540.15 5.8940.03
En extracto TAG
14:0 11.93 £ 0.08 6.96 % 0.66 6.83+0.03 7.63+0.18
16:0 43.04 % 1.59 2294+ 0.76 20.16 0.70 29.74x 0.95
16:1n-7 3770+ 2.23 33.5245.12 3939+ 3.10 37.40% 1.42
18:0 ND 1.52+2.15 0.62+0.87 0.91%053
18:10-9 ND 266228 0.60 £ 085 3.40£0.10
18:2n-6 ND 793x431 333%1.66 6.15+031
18:4n-3 ND ND ND 092+0.16
20:5n-3 733£0.73 6.02%1.07 531016 8.50+ 042
22:6n-3 ND 3,69+ 0.91 331+064 1.97+0.07

? tiempo de incubacion

bND, no detectado
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Figura 8 a

GGCACGAGGGGGAGATGGCGGCACCAACATCACCATACGECGOGAARTCGCCACACEGCGACGTACGCGTAC
CCGGAGCGTECAAATGTCAAGATGTCOGAGECGCTGCGOGTACTCGACGAGGGCGTACACCCGCTCRTTAT
TCACAGCTCGCAGATCCTCGCCGCCECGCTACTOGTCACGGCCGCCGTCAACCACTTTCCCARGATCACCG
TCGCGAACCTCGCCGAGATCTGGCGCTCAC TG CAGATCAACGTGGCGTACGCGTTCGCAC TGACTGCGGTS
GCCOGTGCTACTTCTOGGCTACTACGCTCTCCGCCACCCGOECCCCGTCTACCTCATCOACTTCGCCACATG
GCAGCTGCGCGACGACARGGACGACGGCAGCCTOAGTGCGACGAGCEATTTCTTCCGCTCGACGATCACGE
ATTGCAGCAATTTTTGCGACGAGTCGGTCGACTTCCAGATOAAGCTTTTTGRAGCGCAACCAGATCTCCGAG
CGCTGCTACTTCCCACCTGACATCCECGCCTACCGCAAGGGCGAGCGCAALCTTTAACTITTCGATGGCCGC
CGCGOGCAAGGAGTTCGAGACTGTCATCTTCACGACCGTCGACGAGCTGCTCGCCAAGACGGACATARAGC
CGCGAGATATCGACATCCTCATCGTCAACTGCTCGCTCTTCARCCCGACGCCATCGCTGACTGCAGATOGTG
ATCARCCACTACCAGATGAAGGACTCCGTACAGAGCTACTCACTTGGCGGAATGEGTTGCTCAGCGGGACT
CATCTCAATCCACCTCGCAAAGGACCTGCTGCAGETCTACCCGCGCARGCGCGCACTCGTCATCTCGACGA
AGRACATCACGCAARATTTTTACCAGGGCAACGAAAAGTCAATACTCATCTCGAACACGCTCTTCCGAATS
GGOGGCGCCACCETCCTCCTCTCCGGCCGCCACGCCAACCGGCACGTCGCCARGTATCAACTGCTGCACAL
CGTCCUCACGCACAAGGECACEAACCCOGACACGTACCGETECAGTCTTCCAGGAGGAGGACARGGCABGGC
ACGTGEACATGCGCCTGTCGARAGACATGATGAAGTGCACCEECECCECAATUAAGRCCAACATCTCCOTC
CTCGOGCCTCTAATTCTGCCCATTTCTGAGCAGGT CCGATTTCTCGCAAACTACGTTGCGCGCARGTGGCT
GCOGAATGAAAGGCGTGAAGGGATACGTECCGOACTTCACAACGACCCTGCAGCACTTTTGCATCCACACGA
GCGGACGOGCGATGCTCAGACGCEGCTGCAGECGAACTTOTCACTCTCAGAT TACTACCTCGAGCCGAGCOAT
TACTCCCTGTAGCGCTEGGGTARCGTCTCAAGCGCCTCAGTCTGATACGAGCTCGACTGGCTCGAAAAGTC
CGACCGCATCCOGECGGGGCCACAAGGTG TGGCAGATTGAGTTTAACAGCAIGCTTCAAGTGCAACTCGGCCA
TCTAG0GGECGTACCGAGCGATECCCTAGCTACGCOGGCGCOGTCCGCATTGCCAGTGGTTCGTGACRGAC
AGTCACACTGACGAGTGCGAAGTGACGTCTAACGCCTTCCCCCCCCCGOCCACCACCTCCACCTCCACCTC
CTTCACTCTCACTCARATCGCGCGGCGGCCAGAGCAGGAGCGCACTCETECTCGCCATCACCGCCTTIGTAGT
CCTCOGCOCCACTCGAGCGAGCGCGCGTCCATGAGCGGCACGGACCCOAAGCGGAAGAACAGCCACATCACA
GCAGAAAAAAAAAAAAARAAARACTCGAGACTAGTTCTCTCTACCGCGCTACCGAGCTCAAGCACGACCGT
GTGTGCATGCTCGCCGTCACCGGCATGCTTOTCCAGGAGEGTATACTCGTEGGCCGECACCCAACGECATCTT
CAAGGCGCCOACG CCECTCGGCGCGCTCTCAACCGTGCCGGCECTCGGCCTCATCCAGCTCATCGTCTTCC
TCGGCATCATCEAGGTGCGCTCGGOGAACTACCAGGACCACATGCCCGGCGACCTTGEGCTTTGACCCGCTC

ele]
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Figura 8 b

MAAPTSPYGA ESPRAAYAYP ERANVKMSEA LRVLDEGVHP LVIHSSQILA AALLVTAAVN
HFPKITVADL ABIWRSLQID VAYAPALTAV AVLLLGYYAL RHPRPVYLVD PATWQLRDDK
DDGSLSATSD FFRSTITDCG NFCDESVDFQ MKLFERNQIS ERCYFPPGIR AYRKGERDFD
FPSMARARKEF EBTVVFTTVDE LLAKTGVKPR DIDILVVNCS LENPTPSLAA IVINHYQMED
SVQSYSLGGM GCSAGLISIH LAXDLLQVYP RKRALVISTE NITONFYQGN BKSMLISNTL
FRMGGAAVLL SGRHADRRVA KYQLLHTVRT HKGADPDAYR CVFQEEDKAG HVGVRLSKDV
MBCAGAAMKT NISVLAPLIL PVSEQVRFLA NYVARKWLRM KGVKGYVPDF TTAVQHFCIH
TGGRAVLDAL QRNLSLSDYY LEPSRYSLWR WGNVSSASVW YRLDWLEKSG RIRRGDKVKWQ

IGFGSGFKCN SAVWRACRAM P
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