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DESCRIPCION

Delta-5 desaturasas y procedimiento para la preparacion de acidos grasos poliinsaturados en organismos
transgénicos no humanos

La presente descripcion se refiere a polinucleétidos de Ostreococcus lucimarinus que codifican desaturasas y
elongasas y que se pueden emplear para la producciéon recombinante de acidos grasos poliinsaturados. Ademas, la
invencion se refiere a vectores, células huésped y organismos transgénicos no humanos que contienen los
polinucleétidos asi como los polipéptidos codificados por los polinucleétidos. Finalmente, la invencién se refiere
también a procedimientos de preparacion para los acidos grasos poliinsaturados y para composiciones de aceites,
lipidos y acidos grasos.

Los acidos grasos y triacilglicéridos tienen multiples aplicaciones en la industria alimentaria, la alimentacién animal,
la cosmética y en la industria farmacéutica. En funcién de si se trata de acidos grasos saturados e insaturados libres
0 de triacilglicéridos con un mayor contenido de &cidos grasos saturados o insaturados son adecuados para las mas
diversas aplicaciones. Los acidos grasos poliinsaturados tales como acido linoleico y linolénico son esenciales para
los mamiferos, ya que no se pueden producir por los mismos. Por tanto, los 4cidos grasos ®-3 y acidos grasos -6
poliinsaturados representan un constituyente importante de la alimentaciéon animal y humana.

Los acidos grasos -3 de cadena larga poliinsaturados tales como acido eicosapentaenoico (= EPA, C20:54°8111417)
0 acido docosahexaenoico (=DHA, ¢22:6*"19131619%) son importantes componentes de la alimentacién humana a
causa de sus distintos papeles en la salud, que comprenden aspectos tales como el desarrollo del cerebro infantil, la
funcionalidad del ojo, la sintesis de hormonas y otras sustancias sefial asi como la prevencion de afecciones
cardiovasculares, cancer y diabetes (Poulos, A Lipids 30: 1-14, 1995; Horrocks, LA y Yeo YK Pharmacol Res 40:
211-225, 1999). Por este motivo existe una demanda en cuanto a la produccion de acidos grasos de cadena larga
poliinsaturados.

A causa de la composicion habitual actualmente de la alimentacion humana es particularmente importante una
adicion al alimento de acidos grasos -3 poliinsaturados que aparecen preferentemente en aceites de pescado. De
este modo se afaden, por ejemplo, acidos grasos poliinsaturados tales como acido docosahexaenoico (=DHA,
c22:64 710131819 o acido eicosapentaenoico (= EPA, C20:5**%11417) 3 alimentos para bebés para aumentar el
valor nutritivo. A este respecto, al acido graso insaturado DHA se le atribuye un efecto positivo en el desarrollo y el
mantenimiento de funciones cerebrales. En lo sucesivo, los acidos grasos poliinsaturados se denominan PUFA,
PUFAs, LCPUFA o LCPUFAs (poly unsaturated fatty acids, PUFA, acidos grasos poliinsaturados; long chain poly
unsaturated fatty acids, LCPUFA, &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga).

Principalmente, los distintos acidos grasos y triglicéridos se obtienen de microorganismos tales como Mortierella o
Schizochytrium o de plantas productoras de aceite tales como soja, colza, algas tales como Crypthecodinium o
Phaeodactylum y otras, produciéndose por norma general en forma de sus triacilglicéridos (= triglicéridos =
trigliceroles). Pero también se pueden obtener de animales tales como, por ejemplo, peces. Los acidos grasos libres
se preparan ventajosamente mediante saponificacién. Los &cidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga, tales
como DHA, EPA, &cido araquidénico (= ARA, C20:4°%'%) acido dihomo-y-linolénico (C20:3**™% o acido
docosapentaenoico (DPA, C22:54"%13181% g se sintetizan en plantas de frutos oleaginosos tales como colza, soja,
girasol, azafranillo. Son fuentes naturales habituales de estos acidos grasos pescados tales como arenque, salmon,
sardina, gallineta nérdica, anguila, carpa, trucha, rodaballo, caballa, lucio perca o atin o algas.

En funcién del fin de aplicacién se prefieren aceites con acidos grasos saturados o insaturados. De este modo se
prefieren, por ejemplo, en la alimentacién humana lipidos con &cidos grasos insaturados, especialmente acidos
grasos poliinsaturados. A los acidos grasos -3 poliinsaturados, a este respecto, se le atribuye un efecto positivo en
el nivel de colesterol en sangre y, por tanto, en la posibilidad de la prevencién de una enfermedad cardiaca. Gracias
a la adicién de estos acidos grasos ®-3 a la alimentacion se puede reducir claramente el riesgo de una enfermedad
cardiaca, de una apoplejia o de hipertension. También se puede influir positivamente en procesos inflamatorios,
especialmente inflamatorios crénicos en el marco de enfermedades inmunolégicas tales como artritis reumatoide
mediante acidos grasos ®-3. Por tanto, se afiaden a los alimentos, especialmente a los alimentos dietéticos o se
aplican en medicamentos. Los &acidos grasos w-6 tales como acido araquidonico en el caso de estas enfermedades
reumaticas a causa de la composicion habitual de nuestros alimentos tienen mas bien un efecto negativo sobre
estas enfermedades.

Los acidos grasos ®-3 y ®-6 son precursores de hormonas tisulares, los denominados eicosanoides tales como las
prostaglandinas que se derivan del &cido dihomo-y-linolénico, del acido araquiddnico y del &cido eicosapentaenoico,
los tromboxanos y los leucotrienos que se derivan del acido araquidénico y del &cido eicosapentaenoico. Los
eicosanoides (la denominada serie PG>) que se forman a partir de acidos grasos »-6, por norma general, favorecen
reacciones inflamatorias, mientras que los eicosanoides (la denominada serie PG3) de acidos grasos -3 tienen un
efecto reducido o ninguno en absoluto de favorecimiento de la inflamacion.
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A causa de sus propiedades positivas, en el pasado no han faltado intentos de poner a disposicién genes que
intervienen en la sintesis de acidos grasos o triglicéridos para la produccién de aceites en distintos organismos con
un contenido modificado de acidos grasos insaturados. De este modo, en el documento WO 91/13972 y su
equivalente de Estados Unidos se describe una A-9-desaturasa. En el documento WO 93/11245 se reivindica una A-
15-desaturasa, en el documento WO 94/11516 una A-12-desaturasa. Otras desaturasas se describen, por ejemplo,
en los documentos EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO 97/30582, WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250,
Stukey y col., J. Biol. Chem., 265, 1990: 20144-20149, Wada y col., Nature 347, 1990: 200-203 o Huang vy col.,
Lipids 34, 1999: 649-659. Sin embargo, la caracterizacion bioquimica de las distintas desaturasas hasta ahora se ha
realizado solo insuficientemente, ya que las enzimas como proteinas unidas a membrana solo se pueden aislar y
caracterizar con dificultad (McKeon y col., Methods in Enzymol. 71, 1981: 12141-12147, Wang y col., Plant Physiol.
Biochem., 26, 1988: 777-792). Por norma general, la caracterizacion de desaturasas unidas a membrana se realiza
mediante introduccién en un organismo adecuado que, a continuacién, se examina en relacién con actividad
enzimatica mediante analisis de reactante y producto. Las A-6-desaturasas se describen en los documentos WO
93/06712, US 5.614.393, US5614393, WO 96/21022, WO00/21557 y WO 99/27111 y también se describe la
aplicacién para la producciéon en organismos transgénicos como en los documentos WO98/46763, WO98/46764,
WQ09846765. A este respecto se describe y reivindica también la expresion de distintas desaturasas tal como en el
documento W099/64616 o el documento W0O98/46776 y la formacion de acidos grasos poliinsaturados. En relaciéon
con la eficacia de la expresion de desaturasas y su influencia sobre la formacién de acidos grasos poliinsaturados se
ha de sefialar que mediante la expresion de una Unica desaturasa, tal como se ha descrito hasta ahora, se han
conseguido Unicamente contenidos reducidos de &cidos grasos insaturados/lipidos tales como, por ejemplo, acido y-
linolénico y acido estearidonico. Ademas, por norma general se ha obtenido una mezcla de acidos grasos ®-3 y ®-6.

Son microorganismos particularmente adecuados para la produccion de PUFA microrganismos tales como
microalgas, tales como Phaeodactylum tricornutum, especies de Porphiridium, especies de Thraustochytrium,
especies de Schizochytrium o especies de Crypthecodinium, ciliados tales como Stylonychia o Colpidium, hongos
tales como Mortierella, Entomophthora o Mucor y/o musgos tales como Physcomitrella, Ceratodon y Marchantia (R.
Vazhappilly y F. Chen (1998) Botanica Marina 41: 553-558; K. Totani y K. Oba (1987) Lipids 22: 1060-1062; M.
Akimoto y col. (1998) Appl. Biochemistry and Biotechnology 73: 269-278). Mediante seleccion de cepas se ha
desarrollado una cantidad de cepas mutantes de los correspondientes microorganismos que producen una serie de
compuestos deseables, incluyendo PUFA. La mutacion y seleccion de cepas con produccién mejorada de una
determinada molécula, tal como los acidos grasos poliinsaturados, sin embargo es un procedimiento que requiere
tiempo y dificil. Por tanto se prefieren, siempre que sea posible, procedimientos de ingenieria genética tal como se
ha descrito anteriormente. Sin embargo, con ayuda de los microorganismos que se han mencionado anteriormente
se pueden producir solo cantidades limitadas de los &cidos grasos poliinsaturados deseados tales como DPA, EPA o
ARA. Los mismos se producen, por norma general, en funciéon del microorganismo usado como mezclas de acidos
grasos de, por ejemplo, EPA, DPA y ARA.

Para la sintesis de acido araquidonico, &cido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) se discuten
distintas vias de sintesis. De este modo se realiza la produccion de EPA o DHA en bacterias marinas tales como
Vibrio sp. o Shewanella sp. segin la via de los policétidos (Yu, R. y col. Lipids 35: 1061-1064, 2000; Takeyama, H. y
col. Microbiology 143: 2725-2731, 1997).

Una estrategia alternativa discurre a través de la actividad cambiante de desaturasas y elongasas (Zank, T. K. y col.
Plant Journal 31: 255-268, 2002; Sakuradani, E. y col. Gene 238: 445-453, 1999). Una modificacion de la via
descrita a través de A6-desaturasa, A6-elongasa, Ab-desaturasa, A5-elongasa, A4-desaturasa es la via de sintesis
de Sprecher (Sprecher 2000, Biochim. Biophys. Acta 1486: 219-231) en mamiferos. En lugar de la A4-desaturacion,
aqui se produce otra etapa de elongacién en C.a, otra A6-desaturacion vy, finalmente, una p-oxidacion en la longitud
de cadena Cy. No obstante, para la produccion en plantas y microorganismos, la denominada via de sintesis de
Sprecher no es adecuada, ya que no son conocidos los mecanismos de regulacion.

Los acidos grasos poliinsaturados, correspondientemente a su patron de desaturacion, se pueden dividir en dos
grandes clases, en 4cidos grasos -6 u »-3 que tienen actividades metabdlica y funcionalmente diferentes.

Hace de producto de partida para la via metabdlica de »-6 el acido graso acido linoleico (18:2A9'12), mientras que la

via de ©-3 transcurre a través de acido linolénico (18:3%°'%*%). A este respecto, el acido linolénico se forma gracias a
la actividad de una w-3-desaturasa (Tocher y col. 1998, Prog. Lipid Res. 37, 73-117; Domergue y col. 2002, Eur. J.
Biochem. 269, 4105-4113). Los mamiferos y, por tanto, también el ser humano no disponen de una actividad
desaturasa correspondiente (A-12- y w-3-desaturasa) y tienen que absorber estos acidos grasos (acidos grasos
esenciales) a través de la alimentacion. A través de la secuencia de reacciones de desaturasa y elongasa se
sintetizan entonces a partir de estos precursores los acidos grasos poliinsaturados fisiolégicamente importantes
acido araquidénico (= ARA, 20:4**%1%) ‘un 4cido graso »-6 y los dos acidos grasos o-3 &cido eicosapentaenoico (=
EPA, 20:5*%"1417) y docosahexaenoico (DHA, 22:6%* %3119 1| 5 administracion de acidos grasos -3 muestra a
este respecto el efecto terapéutico tal como se ha descrito anteriormente en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares (Shimikawa 2001, World Rev. Nutr. Diet. 88, 100-108), inflamaciones (Calder 2002, Proc. Nutr.
Soc. 61, 345-358) y artritis (Cleland y James 2000, J. Rheumatol. 27, 2305-2307).
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La prolongacién de acidos grasos por elongasas en 2 o 4 atomos de C es de importancia decisiva para la produccion
de PUFA Cy 0 Cy. Este proceso transcurre a través de 4 pasos. La primera etapa representa la condensacién de
malonil-CoA al acido graso-acil-CoA mediante la cetoacil-CoA-sintasa (KCS, denominada en el texto sucesivo
elongasa). Entonces le sigue una etapa de reduccion (cetoacil-CoA-reductasa, KCR), una etapa de deshidratacién
(deshidratasa) y una etapa de reduccion final (enoil-CoA-reductasa). Se planted la hipotesis de que la actividad de la
elongasa influye en la especificidad y la velocidad de todo el proceso (Millar y Kunst, 1997 Plant Journal 12: 121-
131).

En el pasado se han efectuado numerosos intentos de obtener genes de elongasa. Millar y Kunst, 1997 (Plant
Journal 12: 121-131) y Millar y col. 1999, (Plant Cell 11: 825-838) describen la caracterizacién de elongasas
vegetales para la sintesis de acidos grasos de cadena larga monoinsaturados (C22:1) o para la sintesis de acidos
grasos de cadena muy larga para la formacién de cera en plantas (C2s-Cs2). Se encuentran descripciones para la
sintesis de acido araquidénico y EPA, por ejemplo, en los documentos W00159128, WO0012720, WO02077213 y
WQ00208401. La sintesis de acidos grasos C24 poliinsaturados esta descrita, por ejemplo, en Tvrdik y col 2000, JCB
149: 707-717 o el documento W0O0244320.

Para la produccion de DHA (C22:6 n-3) en organismos que no producen de forma natural este acido graso hasta
ahora no se ha descrito ninguna elongasa especifica. Hasta ahora solo se han descrito elongasas que facilitan
acidos grasos Cy 0 C4. Hasta ahora no se ha descrito una actividad A-5-elongasa.

Las plantas superiores contienen acidos grasos poliinsaturados tales como acido linoleico (C18:2) y acido linolénico
(C18:3). ElI ARA, EPA y DHA no aparecen en absoluto en aceite de semillas de plantas superiores o solamente
aparecen en trazas (E. Ucciani: Nouveau Dictionnaire des Huiles Vegetales. Technique & Documentation - Lavoisier,
1995. ISBN: 2-7430-0009-0). Sin embargo, seria ventajoso producir en plantas superiores, preferentemente en
semillas de oleaginosas tales como colza, lino, girasol y soja, LCPUFA ya que, de este modo, se pueden obtener
econémicamente grandes cantidades de LCPUFA cualitativamente de alta calidad para la industria alimentaria, la
alimentacion animal y para fines farmaceéuticos. Para esto, ventajosamente, se tienen que introducir a través de
procedimientos de ingenieria genética genes que codifiquen enzimas de la biosintesis de LCPUFA en semillas de
oleaginosas y expresarse. Estos son genes que codifican, por ejemplo, A-6-desaturasas, A-6-elongasas, A-5-
desaturasas o0 A-4-desaturasas. Estos genes se pueden aislar ventajosamente de microorganismos y de plantas
inferiores que producen LCPUFA y que los incluyen en las membranas o triacilglicéridos. De este modo se han
podido aislar ya genes de A-6-desaturasa del musgo Physcomitrella patens y genes de A-6-elongasa de P. patens y
del nematodo C. elegans.

Las primeras plantas transgénicas que contienen genes que codifican enzimas de la biosintesis de LCPUFA y que
expresan las mismas y que producen LCPUFA se describieron por primera vez, por ejemplo, en el documento DE
102 19 203 (procedimiento para la produccion de acidos grasos poliinsaturados en plantas). No obstante, estas
plantas producen LCPUFA en cantidades que todavia se tienen que continuar optimizando para un tratamiento de
los aceites contenidos en las plantas.

Para posibilitar un enriquecimiento del alimento y del pienso con estos &acidos grasos poliinsaturados, por tanto,
existe una gran demanda de agentes y medidas para una produccion econdmica, sencilla de estos acidos grasos
poliinsaturados, especialmente en sistemas eucariotas. Por tanto, el objetivo en el que se basa la presente invencion
seria facilitar tales agentes y medidas. El objetivo se consigue mediante las formas de realizacion que se describen
en las reivindicaciones y en lo sucesivo.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico que
esta seleccionada del grupo compuesto de:

(a) secuencia de acido nucleico como se muestra en la SEC ID N°: 9;

(b) secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos como se
muestra en la SEC ID N°: 10;

(c) secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 85 % con un
polipéptido que se codifica por las secuencias de acido nucleico de (a) o (b), presentando el polipéptido actividad
desaturasa o elongasa; y

(d) secuencia de acido nucleico para un fragmento con al menos 500 nucledtidos sucesivos de un acido nucleico
de (a), (b) o (c), codificando el fragmento un polipéptido con una actividad desaturasa o elongasa.

El término "polinucledtido” se refiere a polinucledtidos que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican
polipéptidos con actividad desaturasa o elongasa. Las actividades desaturasa o elongasa se necesitan,
preferentemente, para la biosintesis de lipidos o acidos grasos. De forma particularmente preferente se trata de las
siguientes actividades desaturasa o elongasa: A-4-desaturasa, A-5-desaturasa, A-5-elongasa, A-6-desaturasa, A-6-
elongasa o A-12-desaturasa. Las desaturasas y/o elongasas intervienen preferentemente en la sintesis de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) y, de forma particularmente preferente, en la sintesis de PUFA de cadena larga
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(LCPUFA). Estan descritos sistemas de comprobacion adecuados para las actividades desaturasa o elongasa en los
ejemplos o en el documento W02005/083053. De forma particularmente preferente, en el caso de las actividades
gue se han mencionado anteriormente en relaciéon con especificidades de sustrato e indices de transformacion se
trata las de las respectivas enzimas de Ostreococcus lucimarinus. Los polinucleétidos especificos, es decir, los
polinucleétidos con una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13 0 15 se han
obtenido de Ostreococcus lucimarinus.

En particular, por tanto, son polinucleétidos:

Polinucledtidos que codifican un polipéptido con actividad A-12-desaturasa y que comprenden (i) una secuencia
de acido nucleico, tal como se muestra en la SEC ID N° 1 o 3, que comprenden (ii) una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido tal como se muestra en la SEC ID N° 2 o 4, que comprenden (iii) una
secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al menos el 83 % con una de las secuencias de acido
nucleico de (i) o (ii) o (iv) una secuencia de acido nucleico de un fragmento de un acido nucleico de (i), (ii) o (iii).

Polinucledtidos que codifican un polipéptido con actividad A-4-desaturasa y que comprenden (i) una secuencia de
acido nucleico, tal como se muestra en la SEC ID N° 5, que comprenden (ii) una secuencia de &cido nucleico que
codifica un polipéptido tal como se muestra en la SEC ID N° 6, que comprenden (iii) una secuencia de acido
nucleico que tiene una identidad de al menos el 72 % con una de las secuencias de acido nucleico de (i) o (ii) o (iv)
una secuencia de 4cido nucleico de un fragmento de un acido nucleico de (i), (ii) o (iii).

Polinucledtidos que codifican un polipéptido con actividad A-5-desaturasa y que comprenden (i) una secuencia de
acido nucleico, tal como se muestra en la SEC ID N° 7 o 9, que comprenden (ii) una secuencia de acido nucleico
que codifica un polipéptido tal como se muestra en la SEC ID N° 8 o 10, que comprenden (iii) una secuencia de
acido nucleico que tiene una identidad de al menos el 72 % con una de las secuencias de acido nucleico de (i) o (ii)
o (iv) una secuencia de &cido nucleico de un fragmento de un acido nucleico de (i), (i) o (iii).

Polinucledtidos que codifican un polipéptido con actividad A-5-elongasa y que comprenden (i) una secuencia de
acido nucleico, tal como se muestra en la SEC ID N°; 11, que comprenden (ii) una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido tal como se muestra en la SEC ID N° 12, que comprenden (iii) una secuencia de acido
nucleico que tiene una identidad de al menos el 78 % con una de las secuencias de acido nucleico de (i) o (ii) o (iv)
una secuencia de 4cido nucleico de un fragmento de un acido nucleico de (i), (i) o (iii).

Polinucledtidos que codifican un polipéptido con actividad A-6-desaturasa y que comprenden (i) una secuencia de
acido nucleico, tal como se muestra en la SEC ID N°: 13, que comprenden (ii) una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido tal como se muestra en la SEC ID N°: 14, que comprenden (iii) una secuencia de &cido
nucleico que tiene una identidad de al menos el 72 % con una de las secuencias de acido nucleico (i) o (ii) o (iv) una
secuencia de acido nucleico de un fragmento de acido nucleico de (i), (ii) o (iii).

Polinucledtidos que codifican un polipéptido con actividad A-6-elongasa y que comprenden (i) una secuencia de
acido nucleico, tal como se muestra en la SEC ID N°: 15, que comprenden (ii) una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido tal como se muestra en la SEC ID N° 16, que comprenden (iii) una secuencia de &cido
nucleico que tiene una identidad de al menos el 71 % con una de las secuencias de acido nucleico de (i) o (ii) o (iv)
una secuencia de 4cido nucleico de un fragmento de un acido nucleico de (i), (i) o (iii).

Se entiende que las secuencias especificas que se han mencionado anteriormente en vista del cédigo genético
degenerado también se pueden cambiar, codificAndose por los polinucleétidos modificados todavia polipéptidos con
una secuencia de aminoacidos de acuerdo con una de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 16 que presentan las
actividades desaturasa o elongasa que se han mencionado anteriormente.

El término "polinucledtido” comprende también variantes de los polinucleétidos especificos que se han mencionado
anteriormente. En este caso se puede tratar de secuencias homdlogas, ortdlogas o paralogas. Tales variantes
comprenden secuencias de acido nucleico que presentan al menos una sustitucion de bases, una adicion de bases
0 una delecién de bases, habiendo de codificar las variantes todavia un polipéptido con la actividad biolégica que se
ha mencionado anteriormente de la respectiva secuencia de partida. Las variantes comprenden polinucleétidos que
pueden hibridar con los polinucleétidos que se han mencionado anteriormente, con preferencia en condiciones
rigurosas. Las condiciones rigurosas particularmente preferentes son conocidas por el experto y se pueden
encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo
preferente de condiciones de hibridacién rigurosas son hibridaciones en 6 x cloruro sddico/citrato sédico (sodium
chloride/sodium citrate = SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido de una o varias etapas de lavado en 0,2 x SSC,
0,1 % de SDS a de 50 a 65 °C. El experto sabe que estas condiciones de hibridacion se diferencian en funcion del
tipo de acido nucleico y, cuando existen por ejemplo disolventes orgéanicos, en relacién con la temperatura y la
concentracion del tampoén. La temperatura se diferencia, por ejemplo, en "condiciones de hibridacién
convencionales" en funcién del tipo del acido nucleico entre 42 °C y 58 °C en tampdn acuoso con una concentracion
de 0,1 a5 x SSC (pH 7,2). En caso de que esté presente disolvente organico en el tampdén que se ha mencionado
anteriormente, por ejemplo, el 50% de formamida, la temperatura en condiciones convencionales es
aproximadamente 42 °C. Preferentemente, las condiciones de hibridacion para hibridos de ADN:ADN son, por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531391713

ejemplo, 0,1 x SSC y de 20 °C a 45 °C, preferentemente entre 30 °C y 45 °C. Preferentemente, las condiciones de
hibridacion para hibridos de ADN:ARN son, por ejemplo, 0,1 x SSC y de 30 °C a 55 °C, preferentemente entre 45 °C
y 55 °C. Las temperaturas de hibridaciéon que se han mencionado anteriormente estan determinadas, por ejemplo,
para un &cido nucleico con aproximadamente 100 pb (= pares de bases) de longitud y un contenido de G + C del
50 % en ausencia de formamida. El experto sabe como se pueden determinar las condiciones de hibridacion
requeridas mediante libros de texto, tal como el que se ha mencionado anteriormente o de los siguientes libros de
texto Sambrook y col., "Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989; Hames y Higgins (ed.) 1985,
"Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed.) 1991,
"Essential Molecular Biology: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press, Oxford. Como alternativa
se pueden facilitar variantes de los polinucle6tidos especificos también mediante procedimientos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para esto se pueden derivar en primer lugar cebadores de secuencias
conservadas (por ejemplo, secuencias que codifican dominios funcionales en el polipéptido). Se pueden establecer
secuencias conservadas mediante comparaciones de secuencia con polinucleétidos que codifican polipéptidos con
actividad similar. Como molde se puede usar ADN o ADNc de bacterias, hongos, plantas o animales. Los
fragmentos de ADN que se han obtenido mediante la PCR se pueden usar para la exploraciéon de bibliotecas
gendmicas o de ADNc correspondientes para aislar, en caso necesario, las fases de lectura abierta completas del
polinucleétido y establecerlas mediante secuenciacién. Otras variantes comprenden polinucleétidos que comprenden
una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %,
al menos el 81 %, al menos el 82 %, al menos el 83 %, al menos el 84 %, al menos el 85 %, al menos el 86 %, al
menos el 87 %, al menos el 88 %, al menos el 89 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al
menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al
menos el 99 % o con otro porcentaje mencionado en el presente documento con una de las secuencias de acido
nucleico especificas que se han mencionado anteriormente y que codifica un polipéptido con la respectiva actividad
biolégica. También estan comprendidos polinucleétidos que comprenden secuencias de acido nucleico que codifican
un polipéptido con una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70 %, al menos el 75 %, al
menos el 80 %, al menos el 81 %, al menos el 82 %, al menos el 83 %, al menos el 84 %, al menos el 85 %, al
menos el 86 %, al menos el 87 %, al menos el 88 %, al menos el 89 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al
menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al
menos el 98 % o al menos el 99 % o con otro porcentaje mencionado en el presente documento con una de las
secuencias de aminoacidos especificas que se han mencionado anteriormente y presentando el polipéptido la
respectiva actividad bioldgica de la secuencia de partida. El porcentaje de nucleétidos o aminoacidos idénticos se
refiere, preferentemente, a una seccién de secuencia de al menos el 50 % de las secuencias que van a compararse
y, de forma particularmente preferente, a lo largo de toda la longitud de las secuencias que van a compararse. Estan
descritos en el estado de la técnica y estan disponibles en el mercado multiples programas que implementan
algoritmos para tales comparaciones. En particular se hace referencia a los algoritmos de Needleman y Wunsch o
Smith y Waterman que proporcionan resultados particularmente fiables. Se pueden implementar estos algoritmos
preferentemente mediante los siguientes programas PileUp (J. Mol. Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins y col.,
CABIOS, 5 1989: 151-153), Gap y BestFit (Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970)) y Smith y
Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981))), como parte del software GCG [Genetics Computer Group, 575
Science Drive, Madison, Wisconsin, Estados Unidos 53711 (1991)]. De forma particularmente preferente se
determina el porcentaje (%) de la identidad de secuencia en el marco de la presente invencion con el programa GAP
a través de toda la secuencia con las siguientes variables establecidas: peso de hueco: 50, peso de longitud: 3,
coincidencia promedio: 10.000 y desemparejamiento promedio: 0.000.

Un polinucledtido que comprende Unicamente un fragmento de las secuencias de &cido nucleico que se han
mencionado anteriormente también es un polinucleétido. En este caso, el fragmento ha de codificar un polipéptido
que presenta la actividad bioldgica de la secuencia de partida o del polipéptido codificado por la misma. Por tanto,
los polipéptidos que son codificados por tales polinucleétidos comprenden o consisten en dominios de los
polipéptidos especificos que se han mencionado anteriormente (polipéptidos de partida) que transmiten la actividad
biolégica. Un fragmento en el sentido de la invenciébn comprende preferentemente al menos 500 nucledtidos
sucesivos de las secuencias especificas que se han mencionado anteriormente.

Las variantes de polinucledtido presentan preferentemente al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al
menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el 90 % de la
respectiva actividad biolégica del polipéptido que es codificado por la secuencia de partida. Es decir, los polipéptidos
que son codificados por los polinucleétidos pueden participar en el metabolismo de compuestos necesarios para
generar acidos grasos, ésteres de acidos grasos tales como diacilglicéridos y/o triacilglicéridos en un organismo,
preferentemente en una planta o célula vegetal, o en el transporte de moléculas a través de membranas,
gueriéndose decir cadenas de hidrocarburo Cis, C20 0 C22 en la molécula de acido graso con enlaces dobles en al
menos dos, ventajosamente tres, cuatro, cinco o seis puntos.

Los polinucleétidos comprenden las secuencias de acido nucleico especificas que se han mencionado anteriormente
0 estan compuestos de las mismas. Es decir, los polinuclettidos de acuerdo con la invencion pueden comprender
basicamente también otros nucledtidos. A este respecto se puede tratar, preferentemente, de regiones no traducidas
3' 0 5' de la secuencia de acido nucleico gendémica. Las mismas estan compuestas preferentemente de al menos
100, 200 o0 500 en el extremo 5'y al menos 20, 50 o0 100 nucleétidos en el extremo 3' de la regién codificante. Otros
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polinucleétidos que comprenden secuencias adicionales de acido nucleico son aquellos que codifican proteinas de
fusion. Tales proteinas de fusion pueden codificar adicionalmente a los polipéptidos que se han mencionado
anteriormente otros polipéptidos o partes de polipéptidos. En el caso del polipéptido o parte de polipéptido adicional
se puede tratar de otras enzimas de la biosintesis de lipidos o acidos grasos. Son concebibles también polipéptidos
gue pueden servir de marcadores para la expresion (proteinas de fluorescencia verde, amarilla, roja, azul, fosfatasa
alcalina, entre otros) o las denominadas "etiquetas" como marcadores o como ayuda para la purificacion (por
ejemplo, etiquetas FLAG, etiquetas de 6-histidina, etiquetas MYC, entre otras).

Las variantes de polinuclettidos se pueden aislar de distintas fuentes naturales o artificiales. Por ejemplo, se pueden
generar artificialmente mediante mutagénesis in vitro o in vivo. Se pueden obtener homologos u ortélogos de las
secuencias especificas de los mas diversos animales, plantas o microorganismos. Preferentemente se obtienen de
algas. Son particularmente preferentes algas de la familia de las Prasinophyceae tal como de los géneros
Heteromastix, Mammella, Mantoniella, Micromonas, Nephroselmis, Ostreococcus, Prasinocladus, Prasinococcus,
Pseudoscourfielda, Pycnococcus, Pyramimonas, Scherffelia o Tetraselmis, tal como los géneros y las especies
Heteromastix longifillis, Mamiella gilva, Mantoniella squamata, Micromonas pusilla, Nephroselmis olivacea,
Nephroselmis pyriformis, Nephroselmis rotunda, Ostreococcus tauri, Ostreococcus sp., Prasinocladus ascus,
Prasinocladus lubricus, Pycnococcus provasolii, Pyramimonas amylifera, Pyramimonas disomata, Pyramimonas
obovata, Pyramimonas orientalis, Pyramimonas parkeae, Pyramimonas spinifera, Pyramimonas sp., Tetraselmis
apiculata, Tetraselmis carteriaformis, Tetraselmis chui, Tetraselmis convolutae, Tetraselmis desikacharyi,
Tetraselmis gracilis, Tetraselmis hazeni, Tetraselmis impellucida, Tetraselmis inconspicua, Tetraselmis levis,
Tetraselmis maculata, Tetraselmis marina, Tetraselmis striata, Tetraselmis subcordiformis, Tetraselmis suecica,
Tetraselmis tetrabrachia, Tetraselmis tetrathele, Tetraselmis verrucosa, Tetraselmis verrucosa fo. Rubens o
Tetraselmis sp. Ventajosamente, los polinucleétidos proceden de algas de los géneros Mantonielle u Ostreococcus.
También se prefieren algas tales como Isochrysis o Crypthecodinium, algas/diatomeas tales como Thalassiosira,
Phaeodactylum o Thraustochytrium, musgos tales como Physcomitrella o Ceratodon, se prefieren muy en particular
las algas de los géneros Mantonielle u Ostreococcus o las diatomeas de los géneros Thalassiosira o
Crypthecodinium. Los polinucleétidos se pueden obtener también preferentemente de plantas superiores, tales como
las Primulaceae tales como Aleuritia, Calendula stellata, Osteospermum spinescens u Osteospermum hyoseroides,
microorganismos tales como hongos, tales como Aspergillus, Thraustochytrium, Phytophthora, Entomophthora,
Mucor o Mortierella, bacterias tales como Shewanella, levaduras o animales tales como nematodos, por ejemplo,
Caenorhabditis, insectos o peces. Las variantes de polinucleétidos proceden también preferentemente de un animal
del orden de los vertebrados. De forma particularmente preferente, los polinucleétidos proceden de la clase de los
Vertebrata; Euteleostomi, Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei, Protacanthopterygii, Salmoniformes;
Salmonidae u Oncorhynchus y, de forma muy particularmente preferente, del orden de los Salmoniformes tal como
la familia de los Salmonidae, tal como del género Salmo, por ejemplo, de los géneros y las especies Oncorhynchus
mykiss, Trutta trutta o Salmo trutta fario. En este caso, los polinucleétidos se pueden aislar mediante técnicas
convencionales de biologia molecular y la informacion de secuencia facilitada en el presente documento. También
se pueden identificar con ayuda de algoritmos de comparacion por ejemplo una secuencia homdéloga o regiones de
secuencia conservadas homélogas en el plano de ADN o aminoacidos. Las mismas se pueden usar como sonda de
hibridacion asi como técnicas de hibridacion convencionales (tal como se describe, por ejemplo, en Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) para el aislamiento de otras secuencias de acido nucleico utiles en el
procedimiento. Ademas se pueden aislar polinucleétidos o fragmentos de los mismos mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) usandose cebadores oligonucleotidicos a base de esta secuencia o de partes de la
misma (por ejemplo, una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia completa o una parte de la misma
se puede aislar mediante reaccion en cadena de la polimerasa mediante el uso de cebadores oligonucleotidicos que
se han creado basandose en la misma secuencia). Por ejemplo, se puede aislar ARNm de células (por ejemplo,
mediante el procedimiento de extraccién con tiocianato de guanidinio de Chirgwin y col. (1979) Biochemistry 18:
5294-5299) y ADNc mediante transcriptasa inversa (por ejemplo, transcriptasa inversa Moloney-MLV, disponible en
Gibco/BRL, Bethesda, MD, o transcriptasa inversa AMV, disponible en Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL).
Se pueden crear cebadores oligonucleotidicos sintéticos para la amplificacion mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa a base de las secuencias de aminoacidos representadas en los nimeros de SEC ID. Un acido nucleico
se puede amplificar mediante el uso de ADNc o, como alternativa, de ADN gendmico como molde y cebadores
oligonucleotidicos adecuados de acuerdo con técnicas de amplificacion por PCR convencionales. El &cido nucleico
amplificado de este modo se puede clonar en un vector adecuado y caracterizarse mediante analisis de secuencia
de ADN. Los oligonucleétidos que se corresponden con una secuencia de nucleétidos de desaturasa se pueden
preparar mediante procedimientos de sintesis convencionales, por ejemplo, con un aparato de sintesis de ADN
automatico.

Los polinucledtidos se pueden facilitar como polinucledtidos aislados (es decir, aislados de su origen natural, por
ejemplo, el locus genémico) o en su forma modificada genéticamente (es decir, los polinucleétidos pueden estar
presentes también en su locus genético natural, pero entonces se tienen que modificar genéticamente). Un
polinucleétido aislado comprende preferentemente menos 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de secuencia
de acido nucleico que aparece de forma natural en su vecindad. El polinucleétido de acuerdo con la invencién puede
estar presente como molécula de acido nucleico monocatenaria o bicatenaria y ser ADN genémico, ADNc o ARN.
Los polinucledtidos comprenden todas las orientaciones de las secuencias indicadas en los nimeros de SEC ID, es
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decir, también cadenas complementarias asi como orientaciones inversas o complementarias-inversas. Ademas, la
expresion comprende también acidos nucleicos quimicamente modificados, tales como las moléculas de ADN
metiladas de origen natural, o cidos nucleicos artificiales, por ejemplo, acidos nucleicos biotinilados.

También estan descritos oligonucleétidos de al menos 15 pb, preferentemente al menos 20 pb, al menos 25 pb, al
menos 30 pb, al menos 35 pb o al menos 50 pb que pueden hibridar especificamente con uno de los polinucledtidos
gue se han mencionado anteriormente en condiciones rigurosas. Los oligonucleétidos pueden estar compuestos de
ADN o ARN o ambos. Tales oligonucleétidos pueden usarse como cebador para la PCR, como oligonucleétidos
antisentido que inhiben la expresion, para ARN de interferencia (ARNi) o para enfoques de quimero- o genoplastia.
Estan descritos procedimientos de ARNi, por ejemplo, en Fire y col.,, Nature (1998) 391: 806-811; Fire, Trends
Genet. 15, 358-363 (1999); Sharp, RNA interference 2001. Genes Dev. 15, 485-490 (2001); Hammond y col. Nature
Rev. Genet. 2, 1110-1119 (2001); Tuschl, Chem. Biochem. 2, 239-245 (2001); Hamilton y col., Science 286, 950-952
(1999); Hammond y col., Nature 404, 293-296 (2000); Zamore Yy col., Cell 101, 25-33 (2000); Bernstein y col., Nature
409, 363-366 (2001); Elbashir y col., Genes Dev. 15, 188-200 (2001); documento WO 01/29058; documento WO
99/32619; o Elbashir y col.,, 2001 Nature 411: 494-498 y sirven para inhibir la expresion génica mediante
degradacion del ARNm. Los enfoques de quimero- o genoplastia sirven para la modificacién in vivo (por ejemplo, la
inclusion de mutaciones puntuales) en genes en sus loci enddgenos. Estan desvelados procedimientos
correspondientes en los documentos US5.565.350, US5.756.325, US5.871.984, US5.731.181, US5.795.972,
US6.573.046, US6.211.351, US6.586.184, US6.271.360 y US6.479.292.

Ventajosamente se ha mostrado que los polinucleétidos se pueden emplear de forma particularmente eficaz para la
produccién recombinante de &cidos grasos poliinsaturados en células huésped y organismos transgeénicos. En
particular, los polipéptidos codificados por los polinucleétidos con actividad A-12-desaturasa, A-4-desaturasa, A-5-
desaturasa, A-5-elongasa, A-6-desaturasa y A-6-elongasa pueden convertir acidos grasos Cig, C2 Yy C22 con uno,
dos, tres, cuatro o cinco enlaces dobles y preferentemente acidos grasos Cig poliinsaturados con uno, dos o tres
enlaces dobles tales como C18:1%°, C18:2*°*? o C18:3 *%*?!% 4cidos grasos Cao poliinsaturados con tres o cuatro
enlaces dobles tales como C20:33** o €20:4%%'1*17 o acidos grasos Cs, polinsaturados con cuatro o cinco
enlaces dobles tales como C22:427101316 o 2254710131619 prefarentemente, los acidos grasos se desaturan en
fosfolipidos o ésteres de &cidos grasos-CoA, ventajosamente en el éster de acido graso-CoA. De este modo es
posible una produccién econdmica sencilla de estos acidos grasos poliinsaturados especialmente en sistemas
eucariotas. Los acidos grasos insaturados producidos mediante los polinucleétidos de acuerdo con la invencién se
pueden formular entonces como composiciones de aceites, lipidos y &cidos grasos y emplearse
correspondientemente.

La presente invencion se refiere ademas a un vector que comprende el polinucleétido de acuerdo con la invencion.

El término "vector" indica una molécula de acido nucleico que puede transportar otra molécula de acido nucleico, tal
como los polinucleétidos de acuerdo con la invencion, a la cual esta unida. Un tipo de vector es un plasmido que
representa un bucle de ADN bicatenario circular en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo
de vector es un vector virico, pudiéndose ligar segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Determinados
vectores se pueden replicar de forma autdnoma en una célula huésped en la que se han introducido (por ejemplo,
vectores bacterianos con origen de replicacién bacteriano). Otros vectores se integran ventajosamente durante la
introduccion en la célula huésped en el genoma de una célula huésped y, por ello, se replican junto con el genoma
del huésped. Ademas, determinados vectores pueden controlar la expresion de genes con los que estan asociados
funcionalmente. En el presente documento, estos vectores se denominan también vectores de expresion.
Habitualmente, los vectores de expresion que son adecuados para las técnicas de recombinacion de ADN tienen la
forma de plasmidos. En la presente descripcion, los términos plasmido y vector se pueden usar de forma
intercambiable, ya que el plasmido es la forma de vector usada mas frecuentemente. Sin embargo, la invencion ha
de comprender estas otras formas de vectores de expresion, tales como vectores viricos que ejercen funciones
similares. Ademas, el término vector ha de comprender también otros vectores que son conocidos por el experto,
tales como fagos, virus, tales como SV40, CMV, TMV, transposones, elementos de IS, fasmidos, fagémidos,
césmidos, ADN lineal o circular, cromosomas atrtificiales. Finalmente, el término comprende también construcciones
para la recombinacion especifica, es decir, homdloga, o la insercion heteréloga de polinucleodtidos.

Los vectores se pueden introducir en células procariotas o eucariotas mediante técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Los términos "transformacion” y "transfeccion”, conjugacion y transduccion, tal como
se usan en el presente documento, han de comprender multiples procedimientos conocidos en el estado de la
técnica para la introduccion de acido nucleico extrafio (por ejemplo, ADN) en una célula huésped, incluyendo
coprecipitacion con fosfato calcico o cloruro calcico, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion,
competencia natural, transferencia mediada quimicamente, electroporacion o bombardeo con particulas. Se pueden
encontrar procedimientos adecuados para la transformacién o transfeccion de células huésped, incluyendo células
vegetales, en Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) y otros manuales de laboratorio tales como
Methods in Molecular Biology, 1995, tomo 44, Agrobacterium protocols, editores: Gartland y Davey, Humana Press,
Totowa, New Jersey.
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El experto en general conoce vectores de clonacién adecuados. A esto pertenecen en particular vectores que se
pueden replicar en sistemas microbianos, por tanto, sobre todo vectores que garantizan una clonacion eficaz en
levadura u hongos y que posibilitan la transformacion estable de plantas. Se han de mencionar en particular distintos
sistemas de vector adecuados para la transformacion mediada por ADN-T, binarios y cointegrados. Tales sistemas
de vector, por norma general, estan caracterizados por que incluyen al menos los genes vir necesarios para la
transformacion mediada por Agrobacterium asi como las secuencias limitantes de ADN-T (T-DNA-Border).
Preferentemente, estos sistemas de vector comprenden también otras regiones de regulaciéon cis tales como
promotores y terminadores y/o marcadores de seleccién con los que se pueden identificar correspondientemente
organismos transformados. Mientras que en el caso de sistemas de vector co-integrados, los genes vir y secuencias
de ADN-T estan dispuestos sobre el mismo vector, los sistemas hinarios se basan en al menos dos vectores, de los
cuales uno lleva genes vir, pero ningin ADN-T y un segundo, ADN-T, pero ningln gen vir. Por ello, los ultimos
vectores son relativamente pequenios, faciles de manipular y de replicar tanto en E. coli como en Agrobacterium. A
estos vectores binarios pertenecen vectores de las series pBIB-HYG, pPZP, pBecks, pGreen. Preferentemente de
acuerdo con la invencién se usan Bin19, pBI101, pBinAR, pGPTV y pCAMBIA. Una compilacion de vectores binarios
y su uso la indican Hellens y col, Trends in Plant Science (2000) 5, 446-451. Los vectores con los polinucleétidos de
acuerdo con la invencion insertados se pueden propagar de forma estable en microorganismos, en particular
Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens, en condiciones selectivas y posibilitan una transferencia de ADN
heterélogo en plantas o microorganismos. Mediante los vectores de clonacion, los polinucleétidos de acuerdo con la
invencion se pueden introducir en organismos tales como microorganismos o plantas y usarse, por tanto, para la
transformacion de plantas. Estan publicados vectores adecuados para esto en: Plant Molecular Biology and
Biotechnology (CRC Press, Boca Raton, Florida), capitulos 6/7, pag. 71-119 (1993); F. F. White, Vectors for Gene
Transfer in Higher Plants; en: Transgenic Plants, tomo 1, Engineering and Utilization, ed.: Kung y R. Wu, Academic
Press, 1993, 15-38; B. Jenes y col., Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic Plants, tomo 1, Engineering and
Utilization, ed.: Kung y R. Wu, Academic Press (1993), 128-143; Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec.
Biol. 42 (1991), 205-225)).

Preferentemente, en el caso del vector se trata de un vector de expresiéon. En el caso del vector de expresion de
acuerdo con la invencién, el polinucleétido esta presente en unién operativa (es decir, funcional) en relacién con una
secuencia de control de la expresion. La secuencia de control de la expresion, junto con el polinucleétido y
opcionalmente otros elementos de secuencia del vector, se denomina también casete de expresion. Gracias a la
secuencia de control de la expresion se asegura que se pueda expresar el polinucledtido después de la introduccién
por transformacion o transfeccién en una célula huésped. La secuencia de control de la expresiéon que se debe usar
contiene, preferentemente, elementos de regulacion cis tales como secuencias de acido nucleico de promotor y/o
potenciador que son reconocidas por la maquinaria de transfeccion de las células huésped. La expresion comprende
ademas otros elementos de control de la expresion, por ejemplo, sefiales de poliadenilacion y secuencias que
estabilizan el ARN. Estas secuencias de regulacién estan descritas, por ejemplo, en Goeddel: Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990), o véase: Gruber y Croshy, en:
Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnolgy, CRC Press, Boca Raton, Florida, ed.: Glick y Thompson,
capitulo 7, 89-108, incluyendo las citas bibliograficas de las mismas. Las secuencias de control de la expresion
comprenden aquellas que controlan la expresion constitutiva de una secuencia de nucle6tidos en muchos tipos de
células huésped y aquellas que controlan la expresion directa de la secuencia de nucleétidos solo en determinadas
células huésped en determinadas condiciones. El experto sabe que el disefio del vector de expresion puede
depender de factores tales como la seleccion de la célula huésped que se debe transformar, el alcance de la
expresion de la proteina deseada, etc. Los polinucledtidos de acuerdo con la invencidon pueden estar presentes en
una o varias copias en el casete de expresion o el vector de expresion de acuerdo con la invencion (por ejemplo, en
forma de varios casetes de expresién). A este respecto, las secuencias o factores de regulacion tal como se ha
descrito anteriormente pueden influir positivamente de forma preferente en la expresién génica de los genes
introducidos y, por tanto, aumentar la misma. De este modo, una intensificacion de los elementos reguladores se
puede realizar ventajosamente en el plano de la transcripcion al usarse sefiales de transcripcion fuertes tales como
promotores y/o "potenciadores”. Pero ademas es posible también una intensificacion de la traduccion al mejorarse,
por ejemplo, la estabilidad del ARNm. Son otras secuencias de control de la expresion en el sentido de la presente
invencion terminadores de la traduccion en el extremo 3' de los polinucleétidos a traducir. En este caso se puede
usar, por ejemplo, el terminador OCSL1. Al igual que para los promotores, aqui para cada polinucleétido que debe
expresarse se debe usar una secuencia de terminador diferente.

Las secuencias de control de la expresion o secuencias de regulacion preferentes estan presentes en promotores,
tales como el promotor cos, tac, trp, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac, laclq, T7, T5, T3, gal, trc, ara, SP6, A-PR 0 A-PL y se
aplican ventajosamente en bacterias gram negativas. Estan presentes otras secuencias de regulacion ventajosas,
por ejemplo, en los promotores gram positivos amy y SPO2, en los promotores de levadura u hongo ADC1, MFa,
AC, P-60, CYCL1, GAPDH, TEF, rp28, ADH o en los promotores de plantas CaMV/35S [Franck y col., Cell 21 (1980)
285-294], PRP1 [Ward y col., Plant. Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, nos o en el promotor de
ubiquitina o faseolina. En este contexto también son ventajosos promotores inducibles tal como los promotores
descritos en el documento EP-A-0 388 186 (inducible por bencilsulfonamida), Plant J. 2, 1992: 397-404 (Gatz y col.,
inducible por tetraciclina), el documento EP-A-0 335 528 (inducible por acido abscisico) o el documento WO
93/21334 (inducible por etanol o ciclohexenol). Otros promotores de plantas adecuados son el promotor de la
FBPasa citosdlica o el promotor ST-LSI de la patata (Stockhaus y col., EMBO J. 8, 1989, 2445), el promotor de la
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fosforribosilfosfatoamidotransferasa de Glycine max (numero de acceso a Genbank U87999) o el promotor
especifico de nédulos descrito en el documento EP-A-0 249 676. Son promotores particularmente ventajosos los
promotores que posibilitan la expresion en tejidos que intervienen en la biosintesis de &cidos grasos. Son muy
particularmente ventajosos los promotores especificos de semillas, tales como el promotor de USP de acuerdo con
la realizacion, pero también otros promotores tales como el promotor de LeB4, DC3, faseolina o napina. Otros
promotores particularmente ventajosos son promotores especificos de semillas que se pueden usar para plantas
monocotiledéneas o dicotiledéneas y que estan descritos en el documento US 5.608.152 (promotor de napina de
colza), el documento WO 98/45461 (promotor de oleosina de Arobidopsis), el documento US 5.504.200 (promotor de
faseolina de Phaseolus vulgaris), el documento WO 91/13980 (promotor de Bce4 de Brassica), de Baeumlein y col.,
Plant J., 2, 2, 1992: 233-239 (promotor de LeB4 de una leguminosa), siendo adecuados estos promotores para
dicotiledoneas. Los siguientes promotores son adecuados, por ejemplo, para monocotiledéneas, el promotor Ipt-2 o
Ipt-1 de cebada (documentos WO 95/15389 y WO 95/23230), el promotor de hordeina de cebada y otros promotores
adecuados descritos en el documento WO 99/16890. En principio es posible usar todos los promotores naturales
con sus secuencias de regulacién, tal como las mencionadas anteriormente, como secuencias de control de la
expresion. También es posible usar adicionalmente o solo promotores sintéticos, en particular, cuando median en
una expresion especifica de semilla, tal como se describe, por ejemplo, en el documento WO 99/16890.

Para conseguir un contenido particularmente elevado de PUFA, sobre todo en plantas transgénicas, los
polinucleétidos de la presente invencion deben expresarse preferentemente con especificidad de semilla en semillas
de oleaginosas. Para esto se pueden usar promotores especificos de semillas o aquellos promotores que son
activos en el embrion y/o en el endospermo. Los promotores especificos de semilla pueden aislarse en principio
tanto de plantas dicotiledéneas como de monocotiledéneas. A continuacion se indican promotores preferentes
ventajosos: USP (= proteina de semilla desconocida (unknown seed protein)) y vicilina (Vicia faba) [Baumlein y col.,
Mol. Gen Genet., 1991, 225(3)], napina (colza) [documento US 5.608.152], proteina portadora de acilo (colza)
[documentos US 5.315.001 y WO 92/18634], oleosina (Arabidopsis thaliana) [documentos WO 98/45461 y WO
93/20216], faseolina (Phaseolus vulgaris) [documento US 5.504.200], Bce4 [documento WO 91/13980], leguminosas
B4 (promotor de LegB4) [Baumlein y col., Plant J., 2,2, 1992], Lpt2 y Iptl (cebada) [documentos WO 95/15389 y
WQ95/23230], promotores especificos de semillas de arroz, maiz y trigo [documento WO 99/16890], Amy32b, Amy
6-6 y aleaurina [documento US 5.677.474], Bce4 (colza) [documento US 5.530.149], glicinina (soja) [documento EP
571 741], fosfoenol-piruvatocarboxilasa (soja) [documento JP 06/62870], ADR12-2 (soja) [documento WO 98/08962],
isocitratoliasa (colza) [documento US 5.689.040] o a-amilasa (cebada) [documento EP 781 849].

La expresion génica en plantas se puede facilitar también a través de un promotor inducible quimicamente (véase
una revision en Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48: 89-108). Los promotores inducibles
quimicamente son adecuados en particular cuando se desea que se produzca la expresion génica con especificidad
de tiempo. Son ejemplos de tales promotores un promotor inducible por acido salicilico (documento WO 95/19443),
un promotor inducible por tetraciclina (Gatz y col. (1992) Plant J. 2, 397-404) y un promotor inducible por etanol.

Para asegurar una integracion estable de los distintos genes de biosintesis en la planta transgénica a través de
varias generaciones, cada uno de los polinucleétidos de acuerdo con la invencién deberia expresarse bajo el control
de un promotor propio, preferentemente uno diferente, ya que los motivos de secuencia repetitivos pueden conducir
a inestabilidad del ADN-T o a acontecimientos de recombinacién. A este respecto, el casete de expresion esta
estructurado ventajosamente de tal manera que a un promotor le sigue un punto de corte adecuado para la insercion
del &cido nucleico que va a expresarse, ventajosamente en un poliengarce, a continuacién eventualmente se
encuentra un terminador detras del poliengarce. Esta secuencia se repite varias veces, preferentemente tres, cuatro
0 cinco veces, de tal manera que se agrupan hasta cinco genes en una construccion y, de este modo, se pueden
introducir para la expresion en la planta transgénica. Ventajosamente se repite la secuencia hasta tres veces. Las
secuencias de acido nucleico se insertan para la expresion a través del punto de corte adecuado, por ejemplo, en el
poliengarce, detrds del promotor. Ventajosamente, cada secuencia de acido nucleico tiene su propio promotor y
eventualmente su propio terminador. Tales construcciones ventajosas se desvelan, por ejemplo, en el documento
DE 10102337 o DE 10102338. Pero también es posible insertar varias secuencias de acido nucleico detras de un
promotor y, eventualmente, delante de un terminador. A este respecto, el lugar de insercion o la secuencia de los
acidos nucleicos insertados en el casete de expresion no tiene una importancia decisiva, es decir, una secuencia de
acido nucleico puede estar insertada en primer o Ultimo lugar en el casete sin que por ello se influya esencialmente
en la expresion. En el casete de expresion se pueden usar ventajosamente diferentes promotores, tales como, por
ejemplo, el promotor de USP, LegB4 o DC3 y diferentes terminadores. Pero también es posible usar solamente un
tipo de promotor en el casete. Sin embargo, esto puede conducir a acontecimientos de recombinacion indeseados.

Los vectores de expresion recombinantes usados pueden estar disefiados para la expresién en células procariotas o
eucariotas. Esto es ventajoso ya que con frecuencia se llevan a cabo etapas intermedias de la construccion del
vector por motivos de simplicidad en microorganismos. Por ejemplo, los genes de A-12-desaturasa, A-6-desaturasa,
A-6-elongasa, A-5-desaturasa, A-5-elongasa y/o A-4-desaturasa se pueden expresar en células bacterianas, células
de insecto (mediante el uso de vector de expresiéon de baculovirus), células de levadura y de otros hongos (véase
Romanos, M. A., y col. (1992) "Foreign gene expression in yeast: a review", Yeast 8: 423-488; van den Hondel, C. A.
M. J. J., y col. (1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi”, en: More Gene Manipulations in Fungi, J.
W. Bennety L. L. Lasure, ed., pag. 396-428: Academic Press: San Diego; y van den Hondel, C. A. M. J. J. y Punt, P.
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J. (1991) "Gene transfer systems and vector development for filamentous fungi, en: Applied Molecular Genetics of
Fungi, Peberdy, J. F., y col., ed., pag. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), algas (Falciatore y col., 1999,
Marine Biotechnology.1, 3: 239-251), ciliados de los tipos: Holotrichia, Peritrichia, Spirotrichia, Suctoria,
Tetrahymena, Paramecium, Colpidium, Glaucoma, Platyophrya, Potomacus, Desaturaseudocohnilembus, Euplotes,
Engelmaniella y Stylonychia, en particular del género Stylonychia lemnae, con vectores segin un procedimiento de
transformacion tal como se describe en el documento WO 98/01572, asi como preferentemente en células de
plantas pluricelulares (véase Schmidt, R. y Willmitzer, L. (1988) "High efficiency Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation of Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants” Plant Cell Rep.: 583-586; Plant
Molecular Biology and Biotechnology, C Press, Boca Raton, Florida, capitulos 6/7, pag. 71-119 (1993); F. F. White,
B. Jenes y col., Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic Plants, tomo 1, Engineering and Utilization, ed.: Kung
y R. Wu, Academic Press (1993), 128-43; Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225
(y bibliografia citada alli)). Se exponen ademas células huésped adecuadas en Goeddel, Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). El vector de expresion
recombinante como alternativa, por ejemplo mediante el uso de secuencias de regulaciéon del promotor T7 y T7-
polimerasa, se puede transcribir y traducir in vitro.

La expresién de proteinas en procariotas se realiza la mayoria de las veces con vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles que controlan la expresion de proteinas de fusion o de no fusion. Los vector de expresién
de fusion tipicos son, entre otros, pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D. B. y Johnson, K. S. (1988) Gene 67: 31-
40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), en los que la glutatién-S-
transferasa (GST), proteina de unién a maltosa E o proteina A se fusiona a la proteina diana recombinante. Son
ejemplos de vectores de expresion de E. coli no de fusion inducibles adecuados, entre otros, pTrc (Amann y col.
(1988) Gene 69: 301-315) y pET 11d (Studier y col., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89). La expresion del gen diana del vector pTrc se basa en la
transcripcion por la ARN polimerasa del huésped por un promotor de fusién hibrido trp-lac. La expresion del gen
diana del vector pET 11d se basa en la transcripcion de un promotor de fusiéon T7-gn10-lac, que es mediada por una
ARN polimerasa virica coexpresada (T7 gnl). Esta polimerasa virica se facilita por las cepas huésped BL21 (DE3) o
HMS174 (DE3) por un profago A residente que alberga un gen de T7 gnl bajo el control transcripcional del promotor
lacUV 5. Otros vectores adecuados en organismos procariotas son conocidos por el experto, estos vectores son, por
ejemplo, en E. coli pLG338, pACYC184, la serie pBR, tal como pBR322, la serie pUC, tal como pUC18 o pUC19, la
serie M113mp, pKC30, pRep4, pHS1, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-111113-B1, Agt1ll o pBdCl, en
Streptomyces plJ101, plJ364, plJ702 o plJ361, en Bacillus puB110, pC194 o pBD214, en Corynebacterium pSA77 o
pAJ667.

En otra forma de realizacidn, el vector de expresion es un vector de expresion de levadura. Los ejemplos de
vectores para la expresion en la levadura S. cerevisiae comprenden pYeDesaturasecl (Baldari y col. (1987) Embo J.
6: 229-234), pMFa (Kurjan y Herskowitz (1982) Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schultz y col. (1987) Gene 54: 113-123)
asi como pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Los vectores y procedimientos para la construccion de
vectores que son adecuados para el uso en otros hongos, tales como los hongos filamentosos, comprenden
aguellos que se han descrito detalladamente en: van den Hondel, C. A. M. J. J. y Punt, P. J. (1991) "Gene transfer
systems and vector development for filamentous fungi, en: Applied Molecular Genetics of fungi, J. F. Peberdy y col.,
ed., pag. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge o en: More Gene Manipulations in Fungi [J. W. Bennet y L. L.
Lasure, ed., pag. 396-428: Academic Press: San Diego]. Otros vectores de levadura adecuados son, por ejemplo,
pAG-1, YEp6, YEp13 o pEMBLYe23.

Como alternativa, los polinucleétidos de la presente invencidon se pueden expresar también en células de insecto
mediante el uso de vectores de expresion de baculovirus. Los vectores de baculovirus que estan disponibles para la
expresion de proteinas en células de insecto cultivadas (por ejemplo, células Sf9), comprenden la serie pAc (Smith y
col. (1983) Mol. Cell Biol. 3: 2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers (1989) Virology 170: 31-39).

Los vectores de expresion de plantas preferentes comprenden aquellos que estan descritos detalladamente en:
Becker, D., Kemper, E., Schell, J. y Masterson, R. (1992) "New plant binary vectors with selectable markers located
proximal to the left border", Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197; y Bevan, M. W. (1984) "Binary Agrobacterium vectors for
plant transformation”, Nucl. Acids Res. 12: 8711-8721; Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; en: Transgenic
Plants, tomo 1, Engineering and Utilization, ed.: Kung y R. Wu, Academic Press, 1993, pag. 15-38. Un casete de
expresion de plantas contiene, preferentemente, secuencias de control de la expresion que pueden controlar la
expresion génica en células vegetales y que estan unidas funcionalmente, de tal manera que cada secuencia puede
cumplir su funcion, tal como la terminacion de la transcripcion, por ejemplo por sefiales de poliadenilacion. Son
sefiales de poliadenilacion preferentes aquellas que proceden del ADN-T de Agrobacterium tumefaciens, como el
gen 3 conocido como octopinsintasa del plasmido Ti pTIACH5 (Gielen y col., EMBO J. 3 (1984) 835 y siguientes) o
equivalentes funcionales del mismo, pero también todos los otros terminadores activos funcionalmente en plantas
son adecuados. Ya que la expresion génica de plantas muy frecuentemente no esta limitada a los planos de la
transcripcidn, un casete de expresion de plantas contiene ventajosamente otras secuencias unidas funcionalmente,
tales como potenciadores de la traduccion, por ejemplo la secuencia intensificadora (overdrive) que contiene la
secuencia lider no traducida 5' del virus del mosaico del tabaco que aumenta la relacion proteina/RNA (Gallie y col.,
1987, Nucl. Acids Research 15: 8693-8711). La expresion génica de plantas tiene que estar unida, tal como se ha
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descrito anteriormente, funcionalmente a un promotor adecuado que lleve a cabo la expresién génica de una forma
puntual, con especificidad de célula o de tejido. Los promotores Utiles son promotores constitutivos (Benfey y col.,
EMBO J. 8 (1989) 2195-2202), tales como aquellos que proceden de virus de plantas tales como 35S CAMV (Franck
y col., Cell 21 (1980) 285-294), 19S CaMV (véase también los documentos US 5352605 y WO 84/02913) o
promotores de plantas tal como el descrito en el documento US 4.962.028 de la subunidad pequefia de rubisco.
Otras secuencias preferentes para el uso para la unién funcional en casetes de expresion génica en plantas son
secuencias de direccionamiento que son necesarias para el control del producto génico hasta su compartimento
celular correspondiente (véase una revisién en Kermode, Crit. Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996) 285-423 y bibliografia
citada alli), por ejemplo, a la vacuola, el nucleo celular, todos los tipos de plastidos, tales como aminoplastos,
cloroplastos, cromoplastos, el espacio extracelular, las mitocondrias, el reticulo endoplasmico, oleoplastos,
peroxisomas y otros compartimentos de células vegetales.

La expresion génica de plantas se puede facilitar también, tal como se ha descrito anteriormente, a través de un
promotor inducible quimicamente (véase una revision en Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48:
89-108). Los promotores inducibles quimicamente son adecuados en particular cuando se desea que se produzca la
expresion génica con especificidad de tiempo. Los ejemplos de tales promotores son un promotor inducible por acido
salicilico (documento WO 95/19443), un promotor inducible por tetraciclina (Gatz y col. (1992) Plant J. 2, 397-404) y
un promotor inducible por etanol. También promotores que reaccionen a condiciones de estrés bidtico o abidtico son
promotores adecuados, por ejemplo, el promotor del gen PRP1 inducido por patégeno (Ward y col., Plant. Mol. Biol.
22 (1993) 361-366), el promotor hsp80 inducible por calor del tomate (documento US 5.187.267), el promotor de
alfa-amilasa inducible por frio de la patata (documento WO 96/12814) o el promotor pinll inducible por heridas
(documento EP-A-0 375 091).

En particular se prefieren aquellos promotores que causan la expresién génica en tejidos y érganos en los que tiene
lugar la biosintesis de acidos grasos, lipidos y aceite, en células de semillas, tales como las células del endospermo
y del embrién en desarrollo. Son promotores adecuados el promotor del gen de napina de la colza (documento US
5.608.152), el promotor USP de Vicia faba (Baeumlein y col., Mol Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67), el promotor de
oleosina de Arabidopsis (documento WO 98/45461), el promotor de faseolina de Phaseolus vulgaris (documento US
5.504.200), el promotor de Bce4 de Brassica (documento WO 91/13980) o el promotor de legumina B4 (LeB4;
Baeumlein y col., 1992, Plant Journal, 2 (2): 233-9) asi como promotores que causan la expresion especifica de
semilla en plantas monocotiledéneas, tales como maiz, cebada, trigo, centeno, arroz, etc. Son promotores a tener en
cuenta adecuados el promotor del gen Ipt2 o Iptl de cebada (documentos WO 95/15389 y WO 95/23230) o los
descritos en el documento WO 99/16890 (promotores del gen de hordeina de cebada, el gen de glutelina de arroz, el
gen de oricina de arroz, el gen de prolamina de arroz, el gen de gliadina de trigo, el gen de glutelina de trigo, el gen
de zeina de maiz, el gen de glutelina de avena, el gen de casirina de sorgo, el gen de secalina de centeno). También
son particularmente adecuados promotores que causan la expresion especifica de plastidos, ya que los plastidos
son el compartimento en el que se sintetizan los precursores asi como algunos productos finales de la biosintesis de
los lipidos. Los promotores adecuados tales como el promotor de ARN polimerasa virica estéan descritos en los
documentos WO 95/16783 y WO 97/06250 y en el promotor clpP de Arabidopsis, descrito en el documento WO
99/46394.

Los vectores que se han mencionado anteriormente ofrecen solo una pequefia visién general de posibles vectores
adecuados. El experto conoce otros plasmidos y estan descritos, por ejemplo, en: Cloning Vectors (ed. Pouwels, P.
H. y col., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985, ISBN 0 444 904018). Otros sistemas de expresion
adecuados para células procariotas y eucariotas véase en los capitulos 16 y 17 de Sambrook, J., Fritsch, E. F. y
Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

El vector de expresion, tal como se ha descrito anteriormente, puede comprender también otros genes que se han
de introducir en los organismos. Es posible y preferente introducir en los organismos huésped genes de regulacion,
tales como genes para inductores, represores 0 enzimas que intervienen mediante su actividad enzimatica en la
regulacién de uno o varios genes de una ruta de biosintesis y expresarlos alli. Estos genes pueden ser de origen
heterélogo u homdlogo. Los genes o polinucledtidos heterdlogos proceden de un organismo de origen que se
diferencia del organismo de destino en el que se han de introducir los genes o polinucleétidos. En caso de genes o
polinucleétidos homologos, el organismo de destino y el organismo de origen son iguales. Preferentemente, por
tanto, el vector comprende al menos otro polinucleétido que codifica otra enzima que esté incluida en la biosintesis
de lipidos o é&cidos grasos. La enzima esti seleccionada, preferentemente, del grupo compuesto por: acil-CoA-
deshidrogenasa(s), acil-ACP[= acyl carrier protein]-desaturasa(s), acil-ACP-tioesterasa(s), acido graso-acil-
transferasa(s), acil-CoA:lisofosfolipido-aciltransferasa(s), acido graso-sintasa(s), acido graso-hidroxilasa(s), acetil-
coenzima A-carboxilasa(s), acil-coenzima A-oxidasa(s), acido graso-desaturasa(s), acido graso-acetilenasa(s),
lipoxigenasa(s), triacilglicerol-lipasa(s), 6xido de aleno-sintasa(s), hidroperéxido-liasa(s), acido graso-elongasa(s),
A4d-desaturasa(s), Ab-desaturasa(s), A6-desaturasa(s), A8-desaturasa(s), A9-desaturasa(s), Al12-desaturasa(s), A5-
elongasa(s), A6- elongasa(s) y A9-elongasa(s).

La invencion se refiere también a una célula huésped que comprende el polinucleétido de acuerdo con la invencién o
el vector de acuerdo con la invencion.
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Las células huésped en el sentido de la presente invencion pueden ser, en principio, todas las células eucariotas o
procariotas. Pueden ser células primarias de animales, plantas o microorganismos pluricelulares, por ejemplo, de
aquellos que estan mencionados en otro punto en la descripciéon. Ademas, la expresién comprende también lineas
celulares que se pueden obtener de estos organismos.

Pero las células huésped en el sentido de la invenciéon pueden ser también microorganismos unicelulares, por
ejemplo, bacterias u hongos. Los microorganismos particularmente preferentes son hongos seleccionados del grupo
de las familias Chaetomiaceae, Choanephoraceae, Cryptococcaceae, Cunninghamellaceae, Demetiaceae,
Moniliaceae, Mortierellaceae, Mucoraceae, Pythiaceae, Sacharomycetaceae, Saprolegniaceae,
Schizosacharomycetaceae, Sodariaceae o0 Tuberculariaceae. Otros microorganismos preferentes estéan
seleccionados del grupo: Choanephoraceae tal como los géneros Blakeslea, Choanephora por ejemplo los géneros
y las especies Blakeslea trispora, Choanephora cucurbitarum, Choanephora infundibulifera var. cucurbitarum,
Mortierellaceae tal como el género Mortierella por ejemplo los géneros y las especies Mortierella isabellina,
Mortierella polycephala, Mortierella ramanniana, Mortierella vinacea, Mortierella zonata, Pythiaceae tal como los
géneros Phytium, Phytophthora por ejemplo los géneros y las especies Pythium debaryanum, Pythium intermedium,
Pythium irregulare, Pythium megalacanthum, Pythium paroecandrum, Pythium sylvaticum, Pythium ultimum,
Phytophthora cactorum, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora citricola, Phytophthora citrophthora, Phytophthora
cryptogea, Phytophthora drechsleri, Phytophthora erythroseptica, Phytophthora lateralis, Phytophthora megasperma,
Phytophthora nicotianae, Phytophthora nicotianae var. parasitica, Phytophthora palmivora, Phytophthora parasitica,
Phytophthora syringae, Saccharomycetaceae tal como los géneros Hansenula, Pichia, Saccharomyces,
Saccharomycodes, Yarrowia por ejemplo los géneros y las especies Hansenula anomala, Hansenula californica,
Hansenula canadensis, Hansenula capsulata, Hansenula ciferrii, Hansenula glucozyma, Hansenula henricii,
Hansenula holstii, Hansenula minuta, Hansenula nonfermentans, Hansenula philodendri, Hansenula polymorpha,
Hansenula saturnus, Hansenula subpelliculosa, Hansenula wickerhamii, Hansenula wingei, Pichia alcoholophila,
Pichia angusta, Pichia anomala, Pichia bispora, Pichia burtonii, Pichia canadensis, Pichia capsulata, Pichia carsonii,
Pichia cellobiosa, Pichia ciferrii, Pichia farinosa, Pichia fermentans, Pichia finlandica, Pichia glucozyma, Pichia
guilliermondii, Pichia haplophila, Pichia henricii, Pichia holstii, Pichia jadinii, Pichia lindnerii, Pichia
membranaefaciens, Pichia methanolica, Pichia minuta var. minuta, Pichia minuta var. nonfermentans, Pichia
norvegensis, Pichia ohmeri, Pichia pastoris, Pichia philodendri, Pichia pini, Pichia polymorpha, Pichia quercuum,
Pichia rhodanensis, Pichia sargentensis, Pichia stipitis, Pichia strasburgensis, Pichia subpelliculosa, Pichia toletana,
Pichia trehalophila, Pichia vini, Pichia xylosa, Saccharomyces aceti, Saccharomyces bailii, Saccharomyces bayanus,
Saccharomyces bisporus, Saccharomyces capensis, Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus, Saccharomyces chevalieri, Saccharomyces delbrueckii, Saccharomyces
diastaticus, Saccharomyces drosophilarum, Saccharomyces elegans, Saccharomyces ellipsoideus, Saccharomyces
fermentati, Saccharomyces florentinus, Saccharomyces fragilis, Saccharomyces heterogenicus, Saccharomyces
hienipiensis, Saccharomyces inusitatus, Saccharomyces italicus, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces krusei,
Saccharomyces lactis, Saccharomyces marxianus, Saccharomyces microellipsoides, Saccharomyces montanus,
Saccharomyces norbensis, Saccharomyces oleaceus, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces pretoriensis, Saccharomyces rosei, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces uvarum,
Saccharomycodes ludwigii, Yarrowia lipolytica, Schizosacharomycetaceae tal como los géneros
Schizosaccharomyces por ejemplo las especies Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus,
Schizosaccharomyces japonicus var. versatilis, Schizosaccharomyces malidevorans, Schizosaccharomyces
octosporus, Schizosaccharomyces pombe var. malidevorans, Schizosaccharomyces pombe var. pombe,
Thraustochytriaceae tal como los géneros Althornia, Aplanochytrium, Japonochytrium, Schizochytrium,
Thraustochytrium por ejemplo las especies Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium limacinum, Schizochytrium
mangrovei, Schizochytrium minutum, Schizochytrium octosporum, Thraustochytrium aggregatum, Thraustochytrium
amoeboideum, Thraustochytrium antacticum, Thraustochytrium arudimentale, Thraustochytrium aureum,
Thraustochytrium benthicola, Thraustochytrium globosum, Thraustochytrium indicum, Thraustochytrium kerguelense,
Thraustochytrium kinnei, Thraustochytrium motivum, Thraustochytrium multirudimentale, Thraustochytrium
pachydermum, Thraustochytrium proliferum, Thraustochytrium roseum, Thraustochytrium rossii, Thraustochytrium
striatum o Thraustochytrium visurgense.

También preferentes como microorganismos son bacterias seleccionadas del grupo de las familias Bacillaceae,
Enterobacteriacae o Rhizobiaceae. De forma particularmente preferente mencionan las siguientes bacterias
seleccionadas del grupo: Bacillaceae tal como el género Bacillus, por ejemplo los géneros y las especies Bacillus
acidocaldarius, Bacillus acidoterrestris, Bacillus alcalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus amylolyticus,
Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus sphaericus subsp. fusiformis, Bacillus
galactophilus, Bacillus globisporus, Bacillus globisporus subsp. marinus, Bacillus halophilus, Bacillus lentimorbus,
Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus polymyxa, Bacillus psychrosaccharolyticus,
Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii, Bacillus subtilis subsp. subtilis o Bacillus
thuringiensis; Enterobacteriaceae tal como los géneros Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia, Escherichia,
Klebsiella, Salmonella o Serratia, por ejemplo los géneros y las especies Citrobacter amalonaticus, Citrobacter
diversus, Citrobacter freundii, Citrobacter genomospecies, Citrobacter gillenii, Citrobacter intermedium, Citrobacter
koseri, Citrobacter murliniae, Citrobacter sp., Edwardsiella hoshinae, Edwardsiella ictaluri, Edwardsiella tarda,
Erwinia alni, Erwinia amylovora, Erwinia ananatis, Erwinia aphidicola, Erwinia billingiae, Erwinia cacticida, Erwinia
cancerogena, Erwinia carnegieana, Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Erwinia carotovora subsp.
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betavasculorum, Erwinia carotovora subsp. odorifera, Erwinia carotovora subsp. wasabiae, Erwinia chrysanthemi,
Erwinia cypripedii, Erwinia dissolvens, Erwinia herbicola, Erwinia mallotivora, Erwinia milletiae, Erwinia nigrifluens,
Erwinia nimipressuralis, Erwinia persicina, Erwinia psidii, Erwinia pyrifoliae, Erwinia quercina, Erwinia rhapontici,
Erwinia rubrifaciens, Erwinia salicis, Erwinia stewartii, Erwinia tracheiphila, Erwinia uredovora, Escherichia
adecarboxylata, Escherichia anindolica, Escherichia aurescens, Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia coli
var. communior, Escherichia coli-mutabile, Escherichia fergusonii, Escherichia hermannii, Escherichia sp.,
Escherichia vulneris, Klebsiella aerogenes, Klebsiella edwardsii subsp. atlantae, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella planticola, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoni ae, Klebsiella sp.,
Klebsiella terrigena, Klebsiella trevisanii, Salmonella abony, Salmonella arizonae, Salmonella bongori, Salmonella
choleraesuis subsp. arizonae, Salmonella choleraesuis subsp. bongori, Salmonella choleraesuis subsp.
cholereasuis, Salmonella choleraesuis subsp. diarizonae, Salmonella choleraesuis subsp. houtenae, Salmonella
choleraesuis subsp. indica, Salmonella choleraesuis subsp. salamae, Salmonella daressalaam, Salmonella enterica
subsp. houtenae, Salmonella enterica subsp. salamae, Salmonella enteritidis, Salmonella gallinarum, Salmonella
heidelberg, Salmonella panama, Salmonella senftenberg, Salmonella typhimurium, Serratia entomophila, Serratia
ficaria, Serratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens, Serratia marcescens subsp.
marcescens, Serratia marinorubra, Serratia odorifera, Serratia plymouthensis, Serratia plymuthica, Serratia
proteamaculans, Serratia proteamaculans subsp. quinovora, Serratia quinivorans o Serratia rubidaea; Rhizobiaceae
tal como los géneros Agrobacterium, Carbophilus, Chelatobacter, Ensifer, Rhizobium, Sinorhizobium por ejemplo los
géneros y las especies Agrobacterium atlanticum, Agrobacterium ferrugineum, Agrobacterium gelatinovorum,
Agrobacterium larrymoorei, Agrobacterium meteori, Agrobacterium radiobacter, Agrobacterium rhizogenes,
Agrobacterium rubi, Agrobacterium stellulatum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium vitis, Carbophilus
carboxidus, Chelatobacter heintzii, Ensifer adhaerens, Ensifer arboris, Ensifer fredii, Ensifer kostiensis, Ensifer
kummerowiae, Ensifer medicae, Ensifer meliloti, Ensifer saheli, Ensifer terangae, Ensifer xinjiangensis, Rhizobium
ciceri Rhizobium etli, Rhizobium fredii, Rhizobium galegae, Rhizobium gallicum, Rhizobium giardinii, Rhizobium
hainanense, Rhizobium huakuii, Rhizobium huautlense, Rhizobium indigoferae, Rhizobium japonicum, Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium loessense, Rhizobium loti, Rhizobium lupini, Rhizobium mediterraneum, Rhizobium
meliloti, Rhizobium mongolense, Rhizobium phaseoli, Rhizobium radiobacter, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium rubi,
Rhizobium sullae, Rhizobium tianshanense, Rhizobium trifolii, Rhizobium tropici, Rhizobium undicola, Rhizobium
vitis, Sinorhizobium adhaerens, Sinorhizobium arboris, Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium kostiense, Sinorhizobium
kummerowiae, Sinorhizobium medicae, Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium morelense, Sinorhizobium saheli o
Sinorhizobium xinjiangense.

Ademas estan mencionadas células huésped dutiles en: Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las cepas de expresion que se pueden usar, por ejemplo
aquellas que presentan una menor actividad proteasa, estan descritas en: Gottesman, S., Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 119-128. A esto pertenecen
células vegetales y determinados tejidos, 6rganos y partes de plantas en todas sus formas de manifestacion, tales
como anteras, fibras, pelos radiculares, tallos, embriones, tilomas, cotiledones, pediculos, material de cosecha, tejido
vegetal, tejido reproductivo y cultivos celulares que estan derivados de la planta transgénica en si y/o que se pueden
usar para hacer emerger la planta transgénica.

Los polinucleodtidos o vectores se pueden introducir con procedimientos de transformacion o transfeccion conocidos
en el estado de la técnica en la célula huésped, tal como se ha descrito anteriormente. El experto conoce también
condiciones y medios para el cultivo de las células huésped.

Preferentemente, la célula huésped de acuerdo con la invencion comprende adicionalmente al menos otra enzima
que esta incluida en la biosintesis de lipidos o acidos grasos. Las enzimas preferentes ya se han mencionado en
otro lugar en la descripcion. La enzima puede estar presente enddégenamente en la célula huésped, es decir, la
célula huésped ya expresa de forma natural un gen que codifica una enzima correspondiente. Como alternativa se
puede introducir también un polinucleétido heterélogo en la célula huésped que codifica la enzima. En el estado de
la técnica son conocidos procedimientos y medidas adecuados para la expresiéon de un polinucleétido heterélogo y
estan descritos en relacion con los polinucleétidos, vectores y células huésped de acuerdo con la invencion en el
presente documento.

La invencion se refiere también a un procedimiento para la produccion de un polipéptido con actividad desaturasa o
elongasa que comprende las etapas:

(a) expresién de un polinucleétido de acuerdo con la invencién en una célula huésped; y
(b) obtencién del polipéptido que se ha codificado por el polinucleétido de la célula huésped.

En este caso se puede obtener el polipéptido mediante todos los procedimientos habituales para la purificacion de
proteinas. Los procedimientos comprenden, por ejemplo, cromatografia de afinidad, cromatografia de tamiz
molecular, cromatografia liquida de alta presién o incluso precipitacion de proteinas, eventualmente con anticuerpos
especificos. A pesar de que esto es preferente, el procedimiento no tiene que facilitar necesariamente una
preparacion pura del polipéptido.
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Por tanto, la invencion se refiere también a un polipéptido que es codificado por el polinucleétido de acuerdo con la
invencién o que se puede obtener mediante el procedimiento de acuerdo con la invencion que se ha mencionado
anteriormente.

El término "polipéptido" indica tanto un polipéptido esencialmente puro como una preparacion de polipéptido que
presenta también otros componentes o impurezas. El término se usa también para proteinas de fusién o agregados
proteicos que comprenden el polipéptido de acuerdo con la invencién y adicionalmente otros componentes. El
término indica también polipéptidos modificados quimicamente. Las modificaciones quimicas incluyen en este
contexto modificaciones artificiales o modificaciones de origen natural, por ejemplo, modificaciones post-
traduccionales tales como fosforilacion, miristilacion, glucosilacion, etc. Los términos polipéptido, péptido o proteina
son intercambiables y se usan correspondientemente en la descripcion y en el estado de la técnica. Los polipéptidos
de acuerdo con la invencion tienen las actividades biolégicas que se han mencionado anteriormente, es decir,
actividades desaturasa o elongasa, y pueden influir en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados (PUFA),
preferentemente en los PUFA de cadena larga (LCPUFA), tal como se ha descrito en el presente documento.

Ademas, la invencion se refiere a un organismo transgénico no humano que comprende el polinucle6tido, el vector o
la célula huésped de la presente invencion. Preferentemente, en el caso del organismo transgénico no humano se
trata de un animal, una planta o un microorganismo multicelular.

Por el término "transgénico" se ha de entender que se introduce un polinucledtido heterlégo, es decir, un
polinucleétido que no aparece de forma natural en el respectivo organismo, en el organismo. Esto se puede
conseguir mediante insercion aleatoria del polinucleétido o mediante recombinacion homéloga. Evidentemente, en
lugar del polinucleétido se puede introducir también el vector de acuerdo con la invencion. Los procedimientos para
la introduccion de polinucledtidos o vectores con el fin de la insercién aleatoria o la recombinacion homaologa son
conocidos en el estado de la técnica y también se describen a continuacion con méas detalle. Las células huésped
que contienen el polinucledtido o el vector pueden introducirse también en un organismo y generar de este modo un
organismo transgénico. Pero entonces, en el caso de un organismo de este tipo se trata de un organismo quimérico
en el que Unicamente las células que se derivan de las células introducidas son transgénicas, es decir, comprenden
el polinucleétido heterélogo.

Preferentemente, los organismos transgénicos no humanos son organismos productores de aceite, es decir, que se
usan para la produccion de aceites, tales como hongos tales como Mortierella o Thraustochytrium, algas tales como
Nephroselmis, Pseudoscourfielda, Prasinococcus, Scherffelia, Tetraselmis, Mantoniella, Ostreococcus,
Crypthecodinium, Phaeodactylum o plantas.

Como plantas transgénicas se pueden usar basicamente todas las plantas, es decir, tanto plantas dicotiledoneas
como monocotiledoneas. Preferentemente se trata de plantas de frutos oleaginosos que contienen grandes
cantidades de compuestos lipidicos, tales como cacahuete, colza, canola, girasol, azafranillo (Carthamus tinctoria),
amapola, mostaza, cafiamo, ricino, oliva, sésamo, caléndula, Punica, onagra, candelaria, cardo, rosas silvestres,
avellana, almendra, macadamia, aguacate, laurel, calabaza, lino, soja, pistachos, borraja, arboles (palmera de
aceite, coco o nuez) o frutos del campo tales como maiz, trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, algodon,
tapioca, pimienta, clavelon, plantas Solanaceae tales como patata, tabaco, berenjena y tomate, especies de Vicia,
guisante, alfalfa o plantas de arbusto (café, cacao, té), especies de Salix asi como hierbas vivaces y frutos de campo
forrajeros. Son plantas de acuerdo con la invencion preferentes plantas de frutos oleaginosos tales como cacahuete,
colza, canola, girasol, azafranillo, amapola, mostaza, cafiamo, ricino, oliva, caléndula, Punica, onagra, calabaza, lino,
soja, borraja, arboles (palmera de aceite, coco). Particularmente preferentes son plantas ricas en acido graso C18:2
y/o C18:3 tales como girasol, cartamo, tabaco, candelaria, sésamo, algoddn, calabaza, amapola, onagra, nuez, lino,
cafiamo, cardo o cartamo. Se prefieren muy en particular plantas tales como cartamo, girasol, amapola, onagra,
nuez, lino o cafiamo. Pero en principio se consideran todas las plantas que estan en disposicidn de sintetizar acidos
grasos, tales como todas las plantas dicotiledéneas o monocotiledéneas, algas 0 musgos. Las plantas ventajosas
estan seleccionadas del grupo de las familias de plantas Adelotheciaceae, Anacardiaceae, Asteraceae, Apiaceae,
Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Bromeliaceae, Caricaceae, Cannabaceae, Convolvulaceae,
Chenopodiaceae, Crypthecodiniaceae, Cucurbitaceae, Ditrichaceae, Elaeagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Geraniaceae, Gramineae, Juglandaceae, Lauraceae, Leguminosae, Linaceae, Prasinophyceae o plantas
horticolas o plantas decorativas tales como clavelones.

De forma particularmente preferente se mencionan las siguientes plantas, seleccionadas del grupo: Adelotheciaceae
tal como los géneros Physcomitrella, por ejemplo los géneros y las especies Physcomitrella patens, Anacardiaceae
tal como los géneros Pistacia, Mangifera, Anacardium, por ejemplo los géneros y las especies Pistacia vera
[pistacho], Mangifer indica [mango] o Anacardium occidentale [anacardo], Asteraceae tal como los géneros
Calendula, Carthamus, Centaurea, Cichorium, Cynara, Helianthus, Lactuca, Locusta, Tagetes, Valeriana, por
ejemplo los géneros y las especies Calendula officinalis [caléndula], Carthamus tinctorius [cartamo, azafranillo],
Centaurea cyanus [aciano], Cichorium intybus [usillo], Cynara scolymus [alcachofa], Helianthus annus [girasol],
Lactuca sativa, Lactuca crispa, Lactuca esculenta, Lactuca scariola L. ssp. sativa, Lactuca scariola L. var. integrata,
Lactuca scariola L. var. integrifolia, Lactuca sativa subsp. romana, Locusta communis, Valeriana locusta [lechuga],
Tagetes lucida, Tagetes erecta o Tagetes tenuifolia [damasquina], Apiaceae tal como el género Daucus, por ejemplo
el género y la especie Daucus carota [zanahoria], Betulaceae tal como el género Corylus, por ejemplo los géneros y
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las especies Corylus avellana o Corylus colurna [avellana], Boraginaceae tal como el género Borago, por ejemplo el
género y la especie Borago officinalis [borraja], Brassicaceae tal como los géneros Brassica, Camelina,
Melanosinapis, Sinapis, Arabadopsis, por ejemplo los géneros y las especies Brassica napus, Brassica rapa ssp.
[colza], Sinapis arvensis Brassica juncea, Brassica juncea var. juncea, Brassica juncea var. crispifolia, Brassica
juncea var. foliosa, Brassica nigra, Brassica sinapioides, Camelina sativa, Melanosinapis communis [mostaza],
Brassica oleracea [remolacha forrajera] o Arabidopsis thaliana, Bromeliaceae tal como los géneros Anana, Bromelia
(pifia), por ejemplo los géneros y las especies Anana comosus, Ananas ananas o0 Bromelia comosa [pifia],
Caricaceae tal como el género Carica tal como el género y la especie Carica papaya [papaya], Cannabaceae tal
como el género Cannabis tal como el género y la especie Cannabis sative [cafiamo], Convolvulaceae tal como los
géneros Ipomea, Convolvulus, por ejemplo los géneros y las especies Ipomoea batatus, Ipomoea pandurata,
Convolvulus batatas, Convolvulus tiliaceus, Ipomoea fastigiata, Ipomoea tiliacea, Ipomoea triloba o Convolvulus
panduratus [boniato, batata], Chenopodiaceae tal como el género Beta tal como los géneros y las especies Beta
vulgaris, Beta vulgaris var. altissima, Beta vulgaris var. Vulgaris, Beta maritima, Beta vulgaris var. perennis, Beta
vulgaris var. conditiva o Beta vulgaris var. esculenta [remolacha azucarera], Crypthecodiniaceae tal como el género
Crypthecodinium, por ejemplo el género y la especie Cryptecodinium cohnii, Cucurbitaceae tal como el género
Cucubita, por ejemplo los géneros y las especies Cucurbita maxima, Cucurbita mixta, Cucurbita pepo o Cucurbita
moschata [calabaza], Cymbellaceae tal como los géneros Amphora, Cymbella, Okedenia, Phaeodactylum, Reimeria,
por ejemplo el género y la especie Phaeodactylum tricornutum, Ditrichaceae tal como los géneros Ditrichaceae,
Astomiopsis, Ceratodon, Chrysoblastella, Ditrichum, Distichium, Eccremidium, Lophidion, Philibertiella, Pleuridium,
Saelania, Trichodon, Skottsbergia, por ejemplo los géneros y las especies Ceratodon antarcticus, Ceratodon
columbiae, Ceratodon heterophyllus, Ceratodon purpurascens, Ceratodon purpureus, Ceratodon purpureus ssp.
convolutus, Ceratodon purpureus ssp. stenocarpus, Ceratodon purpureus var. rotundifolius, Ceratodon ratodon,
Ceratodon stenocarpus, Chysoblastella chilensis, Ditrichum ambiguum, Ditrichum brevisetum, Ditrichum
crispatissimum, Ditrichum difficile, Ditrichum falcifolium, Ditrichum flexicaule, Ditrichum giganteum, Ditrichum
heteromaltum, Ditrichum lineare, Ditrichum lineare, Ditrichum montanum, Ditrichum montanum, Ditrichum pallidum,
Ditrichum punctulatum, Ditrichum pusillum, Ditrichum pusillum var. tortile, Ditrichum rhynchostegium, Ditrichum
schimperi, Ditrichum tortile, Distichium capillaceum, Distichium hagenii, Distichium inclinatum, Distichium macounii,
Eccremidium floridanum, Eccremidium whiteleggei, Lophidion strictus, Pleuridium acuminatum, Pleuridium
alternifolium, Pleuridium holdridgei, Pleuridium mexicanum, Pleuridium ravenelii, Pleuridium subulatum, Saelania
glaucescens, Trichodon borealis, Trichodon cylindricus o Trichodon cylindricus var. oblongus, Elaeagnaceae tal
como el género Elaeagnus, por ejemplo el género y la especie Olea europaea [oliva], Ericaceae tal como el género
Kalmia, por ejemplo los géneros y las especies Kalmia latifolia, Kalmia angustifolia, Kalmia microphylla, Kalmia
polifolia, Kalmia occidentalis, Cistus chamaerhodendros o Kalmia lucida [laurel de la sierra], Euphorbiaceae tal como
los géneros Manihot, Janipha, Jatropha, Ricinus, por ejemplo los géneros y las especies Manihot utilissima, Janipha
manihot, Jatropha manihot, Manihot aipil, Manihot dulcis, Manihot, Manihot melanobasis, Manihot esculenta
[mandioca] o Ricinus communis [ricino], Fabaceae tal como los géneros Pisum, Albizia, Cathormion, Feuillea, Inga,
Pithecolobium, Acacia, Mimosa, Medicajo, Glycine, Dolichos, Phaseolus, Soja, por ejemplo los géneros y las
especies Pisum sativum, Pisum arvense, Pisum humile [guisante], Albizia berteriana, Albizia julibrissin, Albizia
lebbeck, Acacia berteriana, Acacia littoralis, Albizia berteriana, Albizzia berteriana, Cathormion berteriana, Feuillea
berteriana, Inga fragrans, Pithecellobium berterianum, Pithecellobium fragrans, Pithecolobium berterianum,
Pseudalbizzia berteriana, Acacia julibrissin, Acacia nemu, Albizia nemu, Feuilleea julibrissin, Mimosa julibrissin,
Mimosa speciosa, Sericanrda julibrissin, Acacia lebbeck, Acacia macrophylla, Albizia lebbek, Feuilleea lebbeck,
Mimosa lebbeck, Mimosa speciosa [arbol de la seda], Medicago sativa, Medicago falcata, Medicago varia [alfalfa]
Glycine max Dolichos soja, Glycine gracilis, Glycine hispida, Phaseolus max, Soja hispida o Soja max [semilla de
soja], Funariaceae tal como los géneros Aphanorrhegma, Entosthodon, Funaria, Physcomitrella, Physcomitrium, por
ejemplo los géneros y las especies Aphanorrhegma serratum, Entosthodon attenuatus, Entosthodon bolanderi,
Entosthodon bonplandii, Entosthodon californicus, Entosthodon drummondii, Entosthodon jamesonii, Entosthodon
leibergii, Entosthodon neoscoticus, Entosthodon rubrisetus, Entosthodon spathulifolius, Entosthodon tucsoni, Funaria
americana, Funaria bolanderi, Funaria calcarea, Funaria californica, Funaria calvescens, Funaria convoluta, Funaria
flavicans, Funaria groutiana, Funaria hygrometrica, Funaria hygrometrica var. arctica, Funaria hygrometrica var.
calvescens, Funaria hygrometrica var. convoluta, Funaria hygrometrica var. muralis, Funaria hygrometrica var.
utahensis, Funaria microstoma, Funaria microstoma var. obtusifolia, Funaria muhlenbergii, Funaria orcuttii, Funaria
planoconvexa, Funaria polaris, Funaria ravenelii, Funaria rubriseta, Funaria serrata, Funaria sonorae, Funaria
sublimbatus, Funaria tucsoni, Physcomitrella californica, Physcomitrella patens, Physcomitrella readeri,
Physcomitrium australe, Physcomitrium californicum, Physcomitrium collenchymatum, Physcomitrium coloradense,
Physcomitrium cupuliferum, Physcomitrium drummondii, Physcomitrium eurystomum, Physcomitrium flexifolium,
Physcomitrium hookeri, Physcomitrium hookeri var. serratum, Physcomitrium immersum, Physcomitrium kellermanii,
Physcomitrium megalocarpum, Physcomitrium pyriforme, Physcomitrium pyriforme var. serratum, Physcomitrium
rufipes, Physcomitrium sandbergii, Physcomitrium subsphaericum, Physcomitrium washingtoniense, Geraniaceae tal
como los géneros Pelargonium, Cocos, Oleum, por ejemplo los géneros y las especies Cocos nucifera, Pelargonium
grossularioides u Oleum cocois [coco], Gramineae tal como el género Saccharum, por ejemplo el género y la
especie Saccharum officinarum, Juglandaceae tal como los géneros Juglans, Wallia, por ejemplo los géneros y las
especies Juglans regia, Juglans ailanthifolia, Juglans sieboldiana, Juglans cinerea, Wallia cinerea, Juglans bixbyi,
Juglans californica, Juglans hindsii, Juglans intermedia, Juglans jamaicensis, Juglans major, Juglans microcarpa,
Juglans nigra o Wallia nigra [nuez], Lauraceae tal como los géneros Persea, Laurus, por ejemplo los géneros y las
especies Laurus nobilis [laurel], Persea americana, Persea gratissima o Persea persea [aguacate], Leguminosae tal
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como el género Arachis, por ejemplo el género y la especie Arachis hypogaea [cacahuete], Linaceae tal como los
géneros Linum, Adenolinum, por ejemplo los géneros y las especies Linum usitatissimum, Linum humile, Linum
austriacum, Linum bienne, Linum angustifolium, Linum catharticum, Linum flavum, Linum grandiflorum, Adenolinum
grandiflorum, Linum lewisii, Linum narbonense, Linum perenne, Linum perenne var. lewisii, Linum pratense o Linum
trigynum [lino], Lythrarieae tal como el género Punica, por ejemplo el género y la especie Punica granatum
[granada], Malvaceae tal como el género Gossypium, por ejemplo los géneros y las especies Gossypium hirsutum,
Gossypium arboreum, Gossypium barbadense, Gossypium herbaceum o Gossypium thurberi [algodon],
Marchantiaceae tal como el género Marchantia, por ejemplo los géneros y las especies Marchantia berteroana,
Marchantia foliacea, Marchantia macropora, Musaceae tal como el género Musa, por ejemplo los géneros y las
especies Musa nana, Musa acuminata, Musa paradisiaca, Musa spp. [platano], Onagraceae tal como los géneros
Camissonia, Oenothera, por ejemplo los géneros y las especies Oenothera biennis o Camissonia brevipes [onagra],
Palmae tal como el género Elacis, por ejemplo el género y la especie Elaeis guineensis [palmera de aceite],
Papaveraceae tal como el género Papaver, por ejemplo los géneros y las especies Papaver orientale, Papaver
rhoeas, Papaver dubium [amapola], Pedaliaceae tal como el género Sesamum, por ejemplo el género y la especie
Sesamum indicum [sésamo], Piperaceae tal como los géneros Piper, Artanthe, Peperomia, Steffensia, por ejemplo
los géneros y las especies Piper aduncum, Piper amalago, Piper angustifolium, Piper auritum, Piper betel, Piper
cubeba, Piper longum, Piper nigrum, Piper retrofractum, Artanthe adunca, Artanthe elongata, Peperomia elongata,
Piper elongatum, Steffensia elongata [pimienta de cayena], Poaceae tal como los géneros Hordeum, Secale, Avena,
Sorghum, Andropogon, Holcus, Panicum, Oryza, Zea (maiz), Triticum, por ejemplo los géneros y las especies
Hordeum vulgare, Hordeum jubatum, Hordeum murinum, Hordeum secalinum, Hordeum distichon, Hordeum
aegiceras, Hordeum hexastichon, Hordeum hexastichum, Hordeum irregulare, Hordeum sativum, Hordeum
secalinum [cebada], Secale cereale [centeno], Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina, Avena fatua var. sativa,
Avena hybrida [avena], Sorghum bicolor, Sorghum halepense, Sorghum saccharatum, Sorghum vulgare,
Andropogon drummondii, Holcus bicolor, Holcus sorghum, Sorghum aethiopicum, Sorghum arundinaceum, Sorghum
caffrorum, Sorghum cernuum, Sorghum dochna, Sorghum drummondii, Sorghum durra, Sorghum guineense,
Sorghum lanceolatum, Sorghum nervosum, Sorghum saccharatum, Sorghum subglabrescens, Sorghum
verticilliflorum, Sorghum vulgare, Holcus halepensis, Sorghum miliaceum, Panicum militaceum [mijo], Oryza sativa,
Oryza latifolia [arroz], Zea mays [maiz] Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum hybernum,
Tritcum macha, Triticum sativum o Triticum vulgare [trigo], Porphyridiaceae tal como los géneros Chroothece,
Flintiella, Petrovanella, Porphyridium, Rhodella, Rhodosorus, Vanhoeffenia, por ejemplo el género y la especie
Porphyridium cruentum, Proteaceae tal como el género Macadamia, por ejemplo el género y la especie Macadamia
intergrifolia  [macadamia], Prasinophyceae tal como los géneros Nephroselmis, Prasinococcus, Scherffelia,
Tetraselmis, Mantoniella, Ostreococcus, por ejemplo los géneros y las especies Nephroselmis olivacea,
Prasinococcus capsulatus, Scherffelia dubia, Tetraselmis chui, Tetraselmis suecica, Mantoniella squamata,
Ostreococcus tauri, Rubiaceae tal como el género Coffea, por ejemplo los géneros y las especies Cofea spp., Coffea
arabica, Coffea canephora o Coffea liberica [café], Scrophulariaceae tal como el género Verbascum, por ejemplo los
géneros y las especies Verbascum blattaria, Verbascum chaixii, Verbascum densiflorum, Verbascum lagurus,
Verbascum longifolium, Verbascum lychnitis, Verbascum nigrum, Verbascum olympicum, Verbascum phlomoides,
Verbascum phoenicum, Verbascum pulverulentum o Verbascum thapsus [candelaria], Solanaceae tal como los
géneros Capsicum, Nicotiana, Solanum, Lycopersicon, por ejemplo los géneros y las especies Capsicum annuum,
Capsicum annuum var. glabriusculum, Capsicum frutescens [pimienta], Capsicum annuum [pimenton], Nicotiana
tabacum, Nicotiana alata, Nicotiana attenuata, Nicotiana glauca, Nicotiana langsdorffii, Nicotiana obtusifolia,
Nicotiana quadrivalvis, Nicotiana repanda, Nicotiana rustica, Nicotiana sylvestris [tabaco], Solanum tuberosum
[patata], Solanum melongena [berenjena], Lycopersicon esculentum, Lycopersicon lycopersicum., Lycopersicon
pyriforme, Solanum integrifolium o Solanum lycopersicum [tomate], Sterculiaceae tal como el género Theobroma, por
ejemplo el género y la especie Theobroma cacao [cacao] o Theaceae tal como el género Camellia, por ejemplo el
género y la especie Camellia sinensis [té].

Los microorganismos multicelulares que se pueden emplear como organismos transgénicos no humanos son, por
ejemplo, protistas o diatomeas seleccionados del grupo de las familias Dinophyceae, Turaniellidae u Oxytrichidae tal
como los géneros y las especies: Crypthecodinium cohnii, Phaeodactylum tricornutum, Stylonychia mytilus,
Stylonychia pustulata, Stylonychia putrina, Stylonychia notophora, Stylonychia sp., Colpidium campylum o Colpidium
sp.

La invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de una sustancia que presenta la estructura que se
muestra en la siguiente formula general |

o
» CH, _CH, CH, ()
|TCH=CH CH,
m
P ,

siendo las variables y los sustituyentes los siguientes
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R'= hidroxilo, coenzima A (tioéster), lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilglicerol,
lisodifosfatidilglicerol, lisofosfatidilserina, lisofosfatidilinositol, esfingobase o un radical de formula Il
2
H,C—O0—R
3
HC—O—R (1),

R’= hidrégeno, lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilglicerol, lisodifosfatidilglicerol,
lisofosfatidilserina, lisofosfatidilinositol o alquil-C,-C24-carbonilo saturado o insaturado,

R®=  hidrégeno, alquil-C2-Cz4-carbonilo saturado o insaturado o R” y R® son independientemente entre si un
radical de formula la:

0
CH, _CH, CH, (1)
CH=CH CH,
n m o

n=23,4,56,709,m=2,3,4,506yp=003;

y comprendiendo el procedimiento el cultivo de (i) una célula huésped de acuerdo con la invencion o (ii) de un
organismo transgénico no humano de acuerdo con la invencién en condiciones que permiten la biosintesis de la
sustancia. Preferentemente, a este respecto, la sustancia que se ha mencionado anteriormente se facilita en una
cantidad de al menos el 1 % en peso en relacion con el contenido total de los lipidos en la célula huésped o en el
organismo transgeénico.

R' representa en la férmula general | un resto hidroxilo, coenzima A (tioéster), liso-fosfatidilcolina, liso-

fosfatidiletanolamina, liso-fosfatidilglicerol,  liso-difosfatidilglicerol,  liso-fosfatidilserina,  liso-fosfatidilinositol,
esfingobase o un resto de férmula general Il
2
H2(|3—O—R

HIC—O—R3 (1)

Los restos que se han mencionado anteriormente de R' estan unidos siempre en forma de sus tioésteres a los
compuestos de formula general I.

R? representa en la férmula general hidrégeno, liso-fosfatidilcolina, liso-fosfatidiletanolamina, liso-fosfatidilglicerol,

liso-difosfatidilglicerol, liso-fosfatidilserina, liso-fosfatidilinositol o alquil-C»-Cz4-carbonilo saturado o insaturado.

Como restos alquilo se mencionan cadenas de alquil-C,-Cys-carbonilo saturadas o insaturadas, sustituidas o no
sustituidas tales como etilcarbonilo, n-propilcarbonilo, n-butilcarbonilo, n-pentilcarbonilo n-hexilcarbonilo, n-
heptilcarbonilo, n-octilcarbonilo, n-nonilcarbonilo, n-decilcarbonilo, n-undecilcarbonilo, n-dodecilcarbonilo, n-
tridecilcarbonilo, n-tetradecilcarbonilo, n-pentadecilcarbonilo, n-hexadecilcarbonilo, n-heptadecilcarbonilo n-
octadecilcarbonilo, n-nonadecilcarbonilo, n-eicosilcarbonilo, n-docosanilcarbonilo o n-tetracosanilcarbonilo que
contienen uno o varios enlaces dobles. Se prefieren restos alquil-C1o-C22-carbonilo saturados o insaturados tales
como n-decilcarbonilo, n-undecilcarbonilo, n-dodecilcarbonilo, n-tridecilcarbonilo, n-tetradecilcarbonilo, n-
pentadecilcarbonilo, n-hexadecilcarbonilo, n-heptadecilcarbonilo, n-octadecilcarbonilo, n-nonadecilcarbonilo, n-
eicosilcarbonilo, n-docosanilcarbonilo o n-tetracosanilcarbonilo que contienen uno o varios enlaces dobles. Se
prefieren en particular restos alquil-C1o-Cz2-carbonilo saturados y/o insaturados tales como restos alquil-Cio-
carbonilo, alquil-Cs1-carbonilo, alquil-Cq2-carbonilo, alquil-Cy3-carbonilo, alquil-Ci4-carbonilo, alquil-Cie-carbonilo,
alquil-Cig-carbonilo, alquil-Cxo-carbonilo o alquil-Cz2-carbonilo que contienen uno o varios enlaces dobles. Son muy
particularmente preferentes restos alquil-C16-Coo-carbonilo saturados o insaturados tales como restos alquil-Cqe-
carbonilo, alquil-Cys-carbonilo, alquil-Cxo- carbonilo o alquil-Czz-carbonilo que contienen uno o varios enlaces dobles.
Estos restos ventajosos pueden contener dos, tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles. Los restos particularmente
ventajosos con 20 o 22 atomos de carbono en la cadena de acido graso contienen hasta seis enlaces dobles,
ventajosamente tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles, de forma particularmente preferente cinco o seis enlaces
dobles. Todos los restos mencionados se derivan de los correspondientes acidos grasos.

R® representa en la férmula general Il hidrogeno, alquil-C,-Caz4-carbonilo saturado o insaturado.
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Como restos alquilo se mencionan cadenas de alquil-C,-Cy4-carbonilo saturadas o insaturadas, sustituidas o no
sustituidas tales como etilcarbonilo, n-propilcarbonilo, n-butilcarbonilo, n-pentilcarbonilo n-hexilcarbonilo, n-
heptilcarbonilo, n-octilcarbonilo, n-nonilcarbonilo, n-decilcarbonilo, n-undecilcarbonilo, n-dodecilcarbonilo, n-
tridecilcarbonilo, n-tetradecilcarbonilo, n-pentadecilcarbonilo, n-hexadecilcarbonilo, n-heptadecilcarbonilo n-
octadecilcarbonilo, n-nonadecilcarbonilo, n-eicosilcarbonilo, n-docosanilcarbonilo o n-tetracosanilcarbonilo que
contienen uno o varios enlaces dobles. Se prefieren restos alquil-C10-C22-carbonilo saturados o insaturados tales
como n-decilcarbonilo, n-undecilcarbonilo, n-dodecilcarbonilo, n-tridecilcarbonilo, n-tetradecilcarbonilo, n-
pentadecilcarbonilo, n-hexadecilcarbonilo, n-heptadecilcarbonilo, n-octadecilcarbonilo, n-nonadecilcarbonilo, n-
eicosilcarbonilo, n-docosanilcarbonilo o n-tetracosanilcarbonilo que contienen uno o varios enlaces dobles. Se
prefieren en particular restos alquil-C10-Cz2-carbonilo saturados y/o insaturados tales como alquil-Cio-carbonilo,
alquil-Cy1-carbonilo, alquil-Cq2-carbonilo, alquil-Ciz-carbonilo, alquil-Ci4-carbonilo, alquil-Cys-carbonilo, alquil-Cqs-
carbonilo, alquil-Cxo-carbonilo o alquil-C,,-carbonilo que contienen uno o varios enlaces dobles. Se prefieren muy en
particular restos alquil-C1s-C22-carbonilo saturados o insaturados tales como restos alquil-Cie-carbonilo, alquil-Cqg-
carbonilo, alquil-Cx-carbonilo o alquil-Cyz-carbonilo que contienen uno o varios enlaces dobles. Estos restos
ventajosos pueden contener dos, tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles. Los restos particularmente ventajosos
con 20 o 22 atomos de carbono en la cadena de acido graso contienen hasta seis enlaces dobles, ventajosamente
tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles, de forma particularmente preferente cinco o seis enlaces dobles. Todos los
restos mencionados se derivan de los correspondientes &cidos grasos.

Los restos que se han mencionado anteriormente de R*, R? y R® pueden estar sustituidos con grupos hidroxilo y/o
epoxi y/o pueden contener enlaces triples.

Ventajosamente, los acidos grasos poliinsaturados preparados en el procedimiento de acuerdo con la invencion
contienen al menos dos, ventajosamente tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles. De forma particularmente
ventajosa, los acidos grasos contienen cuatro, cinco o seis enlaces dobles. Los &cidos grasos preparados en el
procedimiento tienen ventajosamente 18, 20 o 22 atomos de C en la cadena de acido graso, preferentemente los
acidos grasos contienen 20 o 22 atomos de carbono en la cadena de acido graso. Ventajosamente, los acidos
grasos saturados se hacen reaccionar poco o en absoluto con los acidos nucleicos usados en el procedimiento. Por
poco se ha de entender que, en comparacion con &cidos grasos poliinsaturados, los acidos grasos saturados se
hacen reaccionar con menos del 5% de la actividad, ventajosamente menos del 3 %, de forma particularmente
ventajosa con menos del 2 %, de forma muy particularmente preferente con menos del 1; 0,5; 0,25 0 0,125 %. Estos
acidos grasos preparados se pueden preparar como Unico producto en el procedimiento o estar presente en una
mezcla de &cidos grasos.

Ventajosamente, los sustituyentes R? o R® en las formulas generales | y Il representan, independientemente entre si,
alquil-C1g-Coo-carbonilo  saturado o insaturado, de forma particularmente preferente representan,
independientemente entre si, alquil-C1s-, C20- 0 C2-carbonilo insaturado con al menos dos enlaces dobles.

Los &cidos grasos poliinsaturados preparados en el procedimiento estdn unidos ventajosamente en lipidos de
membrana y/o triacilglicéridos, pero pueden aparecer también como acidos grasos libres o unidos en forma de otros
ésteres de &cido graso en los organismos. A este respecto pueden estar presentes como “"productos puros" o
ventajosamente en forma de mezclas de distintos acidos grasos o mezclas de diferentes glicéridos. A este respecto,
los distintos acidos grasos unidos en los triacilglicéridos se pueden derivar de acidos grasos de cadena corta con 4 a
6 atomos de C, acidos grasos de cadena media con 8 a 12 a&tomos de C o acidos grasos de cadena larga con 14 a
24 atomos de C, se prefieren los acidos grasos de cadena larga, se prefieren en particular los acidos grasos de
cadena larga LCPUFA de &cidos grasos Cig, C2g y/0 Cps.

En el procedimiento de acuerdo con la invencion se preparan ventajosamente ésteres de acidos grasos con
moléculas de acidos grasos Cis, Czo Y/0 C»2 poliinsaturadas con al menos dos enlaces dobles en el éster de acido
graso, ventajosamente con al menos tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles en el éster de acido graso, de forma
particularmente ventajosa al menos cinco o seis enlaces dobles en el éster de é&cido graso y conducen,
ventajosamente, a la sintesis de acido linoleico (=LA, C18:22°'%) acido y-linolénico (=GLA, C18:3*%'?), 4cido
estearidonico (= SDA, C18:4 *¢921%) "acido dihomo-y-linolénico (=DGLA, 20:3 %% 4cido o-3-eicosatetraenoico
(= ETA, C20:4 **8M1% "acido araquidénico (ARA, C20:4 **81%) "acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5>811417)
acido o-6-docosapentaenoico (C22:5**"1%131%) " 4cido ©-6-docosatetraenoico (C22:4471%*31%) " Acido  ©-3-
docosapentaenoico (= DPA, C22:52710131619) "acido docosahexaenoico (= DHA, C22:624710131619) o sys mezclas,
preferentemente ARA, EPA y/o DHA. De forma muy particularmente preferente se preparan acidos grasos -3 tales
como EPA y/o DHA.

Los ésteres de acido graso con moléculas de &cido graso Cis, C2 y/0 Cy, poliinsaturadas se pueden aislar de
organismos que se han usado para la produccion de los ésteres de acidos grasos, en forma de un aceite o lipido,
por ejemplo, en forma de compuestos tales como esfingolipidos, fosfoglicéridos, lipidos, glucolipidos tales como
glucoesfingolipidos, fosfolipidos tales como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol o difosfatidilglicerol, monoacilglicéridos, diacilglicéridos, triacilglicéridos u otros ésteres de acidos
grasos tales como los ésteres de acetilcoenzima A que contienen los acidos grasos poliinsaturados con al menos
dos, tres, cuatro, cinco o seis, preferentemente cinco o seis enlaces dobles, ventajosamente se aislan en la forma de
sus diacilglicéridos, triacilglicéridos y/o en forma de la fosfatidilcolina, de forma particularmente preferentemente en

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531391713

forma de los triacilglicéridos. Ademas de estos ésteres, los acidos grasos poliinsaturados estan contenidos también
como acidos grasos libres o unidos en otros compuestos en los organismos, ventajosamente en las plantas. Por
norma general, los distintos compuestos que se han mencionado anteriormente (ésteres de acidos grasos y acidos
grasos libres) estan presentes en los organismos en una distribucién aproximada del 80 al 90 % en peso de
triglicéridos, del 2 al 5 % en peso de diglicéridos, del 5 al 10 % en peso de monoglicéridos, del 1 al 5 % en peso de
acidos grasos libres, del 2 al 8 % en peso de fosfolipidos, complementandose la suma de los distintos compuestos
hasta el 100 % en peso.

En el procedimiento de acuerdo con la invencién, los LCPUFA producidos se producen con un contenido de al
menos el 3 % en peso, ventajosamente de al menos el 5 % en peso, preferentemente de al menos el 8 % en peso,
de forma particularmente preferente de al menos el 10 % en peso, de forma muy particularmente preferente de al
menos el 15 % en peso en relacion con todos los acidos grasos en los organismos transgénicos, ventajosamente en
una planta transgénica. A este respecto se hacen reaccionar ventajosamente acidos grasos Cig y/o C que estéan
presentes en los organismos huésped en al menos el 10 %, ventajosamente al menos el 20 %, de forma
particularmente ventajosa al menos el 30 %, de forma muy particularmente ventajosa al menos el 40 % hasta dar los
correspondientes productos tales como DPA o DHA, por nombrar a modo de ejemplo solo dos. Ventajosamente se
producen los acidos grasos en forma unida. Con ayuda de los acidos nucleicos usados en el procedimiento de
acuerdo con la invencion, estos acidos grasos insaturados se pueden llevar a la posicion snl, sn2 y/o sn3 de los
triglicéridos producidos ventajosamente. Ya que en el procedimiento de acuerdo con la invencién los compuestos de
partida &cido linoleico (C18:2) o acido linolénico (C18:3) pasan por varias etapas de reaccion, los productos finales
del procedimiento tales como, por ejemplo, acido araquiddnico (ARA), acido eicosapentaenoico (EPA), acido o-6-
docosapentaenoico o DHA no se producen como productos puros absolutos, siempre estdn contenidas también
pequefias trazas de los precursores en el producto final. Si en el organismo de partida o en la planta de partida estan
presentes, por ejemplo, tanto &cido linoleico como &cido linolénico, entonces los productos finales tales como ARA,
EPA o DHA estan presentes como mezclas. Ventajosamente, los precursores no deberian ascender a méas del 20 %
en peso, preferentemente no mas del 15 % en peso, de forma particularmente preferente no mas del 10 % en peso,
de forma muy particularmente preferente no mas del 5 % en peso en relacion con la cantidad del respectivo producto
final. Ventajosamente, en una planta transgénica como productos finales se unen solamente ARA, EPA o solamente
DHA en el procedimiento de acuerdo con la invencion o se producen como acidos libres. Si los compuestos ARA,
EPA y DHA se producen simultdneamente, se producen ventajosamente en una proporcion de al menos 1:1:2
(EPA:ARA:DHA), ventajosamente de al menos 1:1:3, preferentemente de 1:1:4, de forma particularmente preferente
1:1:5.

Los ésteres de acidos grasos o mezclas de &cidos grasos que se han producido segun el procedimiento de acuerdo
con la invencidn contienen ventajosamente del 6 al 15 % de &cido palmitico, del 1 al 6 % de &cido estearico; el 7 -
85 % de &acido oleico; del 0,5 al 8 % de &cido vaccénico, del 0,1 al 1 % de &cido araquiddnico, del 7 al 25 % de
acidos grasos saturados, del 8 al 85 % de acidos grasos monoinsaturados y del 60 al 85 % de &cidos grasos
poliinsaturados, respectivamente en relaciéon con el 100 % y en relacién con el contenido total de acidos grasos de
los organismos. Como &cido graso poliinsaturado ventajoso, en los ésteres de acidos grasos o mezclas de acidos
grasos esta contenido preferentemente al menos el 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 0 el 1 % en relacién con
el contenido total de &cidos grasos de acido araquidénico. Ademas, los ésteres de acidos grasos o mezclas de
acidos grasos que se han producido segun el procedimiento de acuerdo con la invencidn contienen, ventajosamente,
acidos grasos seleccionados del grupo de los acidos grasos &cido erlcico (acido 13-docosaenoico), acido
esterculinico (acido 9,10-metileno octadec-9-enoico), acido malvalinico (acido 8,9-metileno heptadec-8-enoico),
acido chaulmégrico (acido ciclo-penten-dodecanoico), acido graso de furano (acido 9,12-epoxi-octadeca-9,11-
dienoico), &acido verndnico (acido 9,10-epoxioctadec-12-enoico), &cido tarinico (6-octadecinoico), &cido 6-
nonadecinoico, acido santalbinico (acido t11-octadecen-9-inoico), acido 6,9-octadeceninoico, acido pirulinico (acido
t10-heptadecen-8-inoico), acido crepeninico (acido 9-octadecen-12-inoico), acido 13,14-dihidroorofeinico, acido
octadecen-13-ene-9,11-diinoico, acido petroselénico (acido cis-6-octadecenoico), acido 9c,12t-octadecadienoico,
acido calendulico (acido 8t10tl12c-octadecatrienoico), acido catalpinico (acido 9t11tl3c-octadecatrienoico), acido
eleoestearico (acido 9c11t13t-octadecatrienoico), acido jacarico (acido 8c10tl2c-octadecatrienoico), acido punicico
(acido 9c11tl13c-octadecatrienoico), acido parinarico (acido 9cl11t13tl5c-octadecatetraenoico), acido pinolénico
(acido todo-cis-5,9,12-octadecatrienoico), acido labalénico (acido 5,6-octadecadienalénico), acido ricinoleico (acido
12-hidroxioleico) y/o acido coridlico (acido 13-hidroxi-9c,11t-octadecadienoico). Los acidos grasos que se han
mencionado anteriormente aparecen en los ésteres de acidos grasos o mezclas de acidos grasos preparados segun
el procedimiento de acuerdo con la invencién, por norma general, ventajosamente solo en trazas, es decir, aparecen
en relacién con los acidos grasos totales en menos del 30 %, preferentemente en menos del 25 %, 24 %, 23 %,
22 % 0 21 %, de forma particularmente preferente en menos del 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % 0 5 %, de
forma muy particularmente preferente en menos del 4 %, 3 %, 2 % o 1 %. Ventajosamente, los ésteres de &cidos
grasos 0 mezclas de acidos grasos preparados segun el procedimiento de acuerdo con la invencién contienen
menos del 0,1 % en relacién con los acidos grasos totales o ningun acido butirico, ningun colesterol, ningin acido
clupanodénico (= acido docosapentaenoico, C22:548121%2ly  a5i como ningtn &cido nisinico (acido
tetracosahexaenoico, C23:623#121%182y ‘Gracias a las secuencias de acido nucleico de acuerdo con la invencion o
las secuencias de acido nucleico usadas en el procedimiento de acuerdo con la invencidon se puede conseguir un
aumento del rendimiento de &cidos grasos poliinsaturados de al menos el 50 %, ventajosamente de al menos el
80 %, de forma particularmente ventajosa de al menos el 100 %, de forma muy particularmente ventajosa de al
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menos el 150 % frente al organismo de partida no transgénico, por ejemplo, una levadura, un alga, un hongo o una
planta tal como Arabidopsis o lino en la comparacion en el analisis de CG, véase los ejemplos.

También se pueden representar segun el procedimiento que se ha descrito anteriormente &acidos grasos
poliinsaturados quimicamente puros o composiciones de acidos grasos. Para esto, los acidos grasos o las
composiciones de acidos grasos se aislan del organismo, tal como los microorganismos o las plantas o del medio de
cultivo en el que o sobre el que se han cultivado los organismos, o del organismo y del medio de cultivo de forma
conocida, por ejemplo, mediante extraccion, destilacion, cristalizacion, cromatografia o combinaciones de estos
procedimientos. Estos acidos grasos o composiciones de acidos grasos quimicamente puros son ventajosos para
aplicaciones en el ambito de la industria alimentaria, de la industria cosmética y, en particular, la industria
farmacéutica.

En principio se pueden usar todos los genes del metabolismo de los acidos grasos o de los lipidos ventajosamente
en combinacién con el o los polinucledtidos inventivos (en el sentido de la presente solicitud, el plural ha de incluir el
singular y viceversa) en el procedimiento para la produccién de acidos grasos poliinsaturados, ventajosamente se
usan genes del metabolismo de los &cidos grasos o de los lipidos seleccionados del grupo acil-CoA-
deshidrogenasa(s), acil-ACP [= acyl carrier protein]-desaturasa(s), acil-ACP-tioesterasa(s), acido graso-acil-
transferasa(s), acil-CoA:lisofosfolipido-aciltransferasas, acido graso-sintasa(s), acido graso-hidroxilasa(s), acetil-
coenzima A-carboxilasa(s), acil-coenzima A-oxidasa(s), acido graso-desaturasa(s), acido graso-acetilenasas,
lipoxigenasas, triacilglicerol-lipasas, 6xido de aleno-sintasas, hidroperéxido-liasas o acido graso-elongasa(s). De
forma particularmente preferente se usan genes seleccionados del grupo de las A-4-desaturasas, A-5-desaturasas,
A-6-desaturasas, A-9-desaturasas, A-12-desaturasas, A-6-elongasas o A-5-elongasas en combinacion con los
polinucleétidos de acuerdo con la invencion, pudiéndose usar genes individuales o varios genes en combinacion.

Ventajosamente, las desaturasas usadas en el procedimiento de acuerdo con la invencion transforman sus
respectivos sustratos en forma de los ésteres de CoA-acidos grasos. Esto conduce, cuando previamente ha tenido
lugar una etapa de elongacion, ventajosamente a un rendimiento de producto aumentado. Por ello, los respectivos
productos de desaturacion se sintetizan en mayores cantidades, ya que la etapa de elongacién por norma general se
realiza en los ésteres de CoA-4cidos grasos, mientras que la etapa de desaturacion se realiza sobre todo en los
fosfolipidos o en los triglicéridos. Por tanto, no es necesaria una reaccion de sustitucién que habia hecho necesaria
otra reaccién enzimatica posiblemente limitante entre los ésteres de CoA-acidos grasos y los fosfolipidos o
triglicéridos.

Gracias a la actividad enzimatica de los polipéptidos usados en el procedimiento de acuerdo con la invencion se
pueden preparar los mas diversos acidos grasos poliinsaturados en el procedimiento de acuerdo con la invencién.
En funcion de la seleccién de los organismos usados para el procedimiento de acuerdo con la invencion, tales como
las plantas preferentes, se pueden preparar mezclas de los distintos acidos grasos poliinsaturados o acidos grasos
poliinsaturados individuales tales como EPA o ARA en forma libre o unida. En funcién de qué composicién de acidos
grasos exista en la planta de partida (acidos grasos C18:2 o C18:3), de este modo se generan acidos grasos que se
derivan de &cidos grasos C18:2, tales como GLA, DGLA o ARA o, aquellos que se derivan de acidos grasos C18:3,
tales como SDA, ETA o EPA. Si en la planta usada para el procedimiento existe como &cido graso insaturado
solamente 4acido linoleico (= LA, C18:2 %°'?), entonces como productos del procedimiento se pueden producir
solamente GLA, DGLA y ARA que pueden estar presentes como acidos grasos libres o de forma unida. Si en la
planta usada en el procedimiento estd presente como &cido graso insaturado solo &cido a-linolénico (=ALA,
C18:3*%'21%) tal como, por ejemplo, en lino, entonces como productos del procedimiento se pueden producir
solamente SDA, ETA, EPA y/o DHA que pueden estar presentes, tal como se ha descrito anteriormente, como
acidos grasos libres o de forma unida. Mediante la modificacion de la actividad de las enzimas que intervienen en la
sintesis A-5-desaturasa, A-6-desaturasa, A-4-desaturasa, A-12-desaturasa, A-5-elongasa y/o A-6-elongasa se
pueden producir ventajosamente de forma dirigida en los organismos que se han mencionado anteriormente en las
plantas que se han mencionado anteriormente solo productos individuales. Gracias a la actividad de la A-6-
desaturasa y A-6-elongasa se generan, por ejemplo, GLA y DGLA o SDA 'y ETA, en funcion de la planta de partida y
el acido graso insaturado. Preferentemente se producen DGLA o ETA o sus mezclas. Si la A-5-desaturasa, la A-5-
elongasa y la A-4-desaturasa se introducen adicionalmente en los organismos, ventajosamente en la planta,
entonces se generan adicionalmente ARA, EPA y/o DHA. Ventajosamente se sintetizan solamente ARA, EPA o DHA
0 sus mezclas, dependiendo de los acidos grasos existentes en el organismo o en la planta que sirve como
sustancia de partida para la sintesis. Ya que se trata de cadenas de biosintesis, los respectivos productos finales no
estan presentes en los organismos como sustancias puras. Estan contenidas siempre también cantidades reducidas
de los compuestos precursores en el producto final. Estas cantidades reducidas ascienden a menos del 20 % en
peso, ventajosamente a menos del 15 % en peso, de forma particularmente ventajosa a menos del 10 % en peso, de
forma muy particularmente ventajosa a menos del 5, 4, 3, 2 0 el 1 % en peso en relacion con el producto final DGLA,
ETA o sus mezclas o ARA, EPA, DHA o sus mezclas, ventajosamente EPA o DHA o sus mezclas.

Ademas de la produccion de los acidos grasos de partida para los polipéptidos usados en el procedimiento de
acuerdo con la invencion directamente en el organismo, los acidos grasos se pueden alimentar también desde el
exterior. Por motivos econdémicos se prefiere la produccién en el organismo. Son sustratos preferentes el acido
linoleico (C18:22%'%), el acido v-linolénico (C18:3*°°'?), el &cido eicosadienoico (C20:2*™%), el acido dihomo-y-
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linolénico (C20:3%™!%) el 4cido araquidénico (C20:4>%™*) el 4cido docosatetraenoico (C22:42"1%1318) y e| 4cido
docosapentaenoico (C22:5% 7101313,

Para el aumento del rendimiento en el procedimiento descrito para la preparacion de aceites y/o triglicéridos con un
contenido ventajosamente elevado de acidos grasos poliinsaturados es ventajoso aumentar la cantidad de producto
de partida para la sintesis de acidos grasos, esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante la introduccién en el
organismo de un acido nucleico que codifica un polipéptido con A-12-desaturasa. Esto es particularmente ventajoso
en organismos productores de aceite tales como la familia de las Brassicaceae, tal como el género Brassica, por
ejemplo colza; la familia de las Elaeagnaceae tal como el género Elaeagnus, por ejemplo el género y la especie Olea
europaea o de la familia Fabaceae tal como el género Glycine, por ejemplo el género y la especie Glycine max, que
presentan un elevado contenido en acido oleico. Ya que estos organismos presentan solo un contenido reducido de
acido linoleico (Mikoklajczak y col., Journal of the American Oil Chemical Society, 38, 1961, 678 - 681), es ventajoso
el uso de las A-12-desaturasas mencionadas para la preparacion del producto de partida acido linoleico.

Ventajosamente, en el procedimiento de acuerdo con la invencién se usan las secuencias de acido nucleico que se
han mencionado anteriormente o sus derivados u homadlogos que codifican polipéptidos que poseen todavia la
actividad enzimatica de las proteinas codificadas por las secuencias de acido nucleico. Estas secuencias se clonan
individualmente o en combinacién con los polinucleétidos de acuerdo con la invencién en construcciones de
expresion y se usan para la introduccién y para la expresion en organismos. Estas construcciones de expresion
posibilitan, gracias a su construccion, una sintesis 6ptima ventajosa de los acidos grasos poliinsaturados producidos
en el procedimiento de acuerdo con la invencion.

En una forma de realizacion preferente, el procedimiento comprende ademas la etapa de la obtencidon de una célula
0 de un organismo entero que contiene las secuencias de &cido nucleico usadas en el procedimiento,
transformandose la célula y/o el organismo con un polinucleétido de acuerdo con la invencién, una construccion
génica o un vector tal como se describe a continuacion, en solitario o en combinacién con otras secuencias de acido
nucleico que codifican proteinas del metabolismo de los acidos grasos o de los lipidos. En otra forma de realizacion
preferente, este procedimiento comprende ademas la etapa de la obtencion de los aceites, lipidos o acidos grasos
libres del organismo o del cultivo. En el caso del cultivo se puede tratar, por ejemplo, de un cultivo de fermentacion
tal como, por ejemplo, en el caso del cultivo de microorganismos tales como, por ejemplo, Mortierella, Thalassiosira,
Mantoniella, Ostreococcus, Saccharomyces o Thraustochytrium o de uno de invernadero o un cultivo en campo de
una planta. La célula producida de este modo o el organismo producido de este modo es ventajosamente una célula
de un organismo productor de aceite, tal como una planta de fruto oleaginoso tal como, por ejemplo, cacahuete,
colza, canola, lino, cafiamo, cacahuete, soja, azafranillo, cafiamo, girasoles o borraja.

Por cultivo se ha de entender, por ejemplo, el cultivo en el caso de células, tejidos u érganos vegetales sobre o en
un medio de cultivo o de la planta entera sobre o en un sustrato, por ejemplo, en hidrocultivo, tierra para macetas o
en un campo agricola.

Como organismos o células huésped para el procedimiento de acuerdo con la invencién son adecuados aquellos
que estan en disposicion de sintetizar acidos grasos, especialmente acidos grasos insaturados, o que son
adecuados para la expresién de genes recombinantes. A modo de ejemplo se mencionan plantas tales como
Arabidopsis, Asteraceae tales como Calendula o plantas de cultivo tales como soja, cacahuete, ricino, girasol, maiz,
algodon, lino, colza, coco, palmera de aceite, azafranillo (Carthamus tinctorius) o semilla de cacao, microorganismos
tales como hongos, por ejemplo, el género Mortierella, Thraustochytrium, Saprolegnia, Phytophtora o Pythium,
bacterias tales como el género Escherichia o Shewanella, levaduras tales como el género Saccharomyces,
cianobacterias, ciliados, algas tales como Mantoniella u Ostreococcus o protozoos tales como dinoflagelados tales
como Thalassiosira o Crypthecodinium. Se prefieren organismos que pueden sintetizar de forma natural aceite en
grandes cantidades, tales como hongos tales como Mortierella alpina, Pythium insidiosum, Phytophtora infestans o
plantas tales como soja, colza, coco, palmera de aceite, azafranillo, lino, cdfiamo, ricino, caléndula, cacahuete,
semilla de cacao o girasol o levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, se prefieren en particular soja, lino,
colza, azafranillo, girasol, caléndula, Mortierella o Saccharomyces cerevisiae. En principio, como organismos
huésped ademas de los organismos transgénicos que se han mencionado anteriormente son adecuados también
animales transgénicos, ventajosamente animales no humanos, por ejemplo, C. elegans. Otras células huésped y
organismos adecuados ya se han descrito previamente de forma exhaustiva.

Las plantas transgénicas que contienen los &cidos grasos poliinsaturados sintetizados en el procedimiento de
acuerdo con la invencion se pueden comercializar ventajosamente de forma directa sin que se tengan que aislar los
aceites, lipidos o acidos grasos sintetizados. Por plantas se ha de entender en el procedimiento de acuerdo con la
invencién plantas enteras asi como todas las partes vegetales, drganos vegetales o partes vegetales tales como
hoja, peciolo, semillas, raiz, tubérculos, anteras, fibras, pelos radiculares, tallos, embriones, tilomas, cotiledones,
pediculos, material de cosecha, tejido vegetal, tejido reproductivo, cultivos celulares que estan derivados de la planta
transgénica y/o que se pueden usar para hacer emerger la planta transgénica. La semilla comprende, a este
respecto, todas las partes de la semilla tales como las cascaras de la semilla, células de la epidermis y de la semilla,
endospermo o tejido embrionario. Pero los compuestos producidos en el procedimiento de acuerdo con la invencion
se pueden aislar también de los organismos, ventajosamente plantas, en forma de sus aceites, grasas, lipidos y/o
acidos grasos libres. Los acidos grasos poliinsaturados producidos mediante este procedimiento se pueden recoger
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mediante recogida de los organismos del cultivo en el que crecen o del campo. Esto se puede realizar mediante
prensado o extraccion de las partes vegetales, preferentemente de las semillas de las plantas. A este respecto se
pueden obtener los aceites, grasas, lipidos y/o acidos grasos libres mediante el denominado golpeo en frio o
prensado en frio sin suministro de calor mediante prensado. Para que se puedan disgregar las partes vegetales, en
especial las semillas, mas facilmente, previamente se trituran, vaporizan o tuestan. Las semillas pretratadas de este
modo, a continuacion se pueden prensar o se pueden extraer con disolventes tales como hexano caliente. A
continuacioén se retira de nuevo el disolvente. En el caso de microorganismos, los mismos después de la recogida,
por ejemplo, se extraen directamente sin mas etapas de trabajo o después de la disgregacion se extraen a través de
distintos procedimientos conocidos por el experto. De este modo se pueden aislar mas del 96 % de los compuestos
producidos en el procedimiento. A continuacién se continGan procesando, es decir, refinando los productos
obtenidos de este modo. A este respecto, en primer lugar se retiran, por ejemplo, los mucilagos vegetales y las
sustancias opacificantes. La denominada retirada de mucilago se puede realizar enzimaticamente o, por ejemplo, de
forma quimica/fisica mediante adicion de &cido tal como &cido fosférico. A continuacion, los acidos grasos libres se
retiran mediante tratamiento con una base, por ejemplo, hidréxido sédico. El producto obtenido para la retirada de la
lejia que ha permanecido en el producto se lava exhaustivamente con agua y se seca. Para retirar los colorantes
todavia contenidos en el producto, los productos se someten a un blanqueamiento con, por ejemplo, arcilla activada
o carbén activo. Al final, el producto todavia se desodoriza, por ejemplo con vapor de agua.

Ventajosamente, los PUFA o LCPUFA producidos mediante este procedimiento son moléculas de acido graso Cis,
C20 0 Cy, ventajosamente moléculas de acido graso Cz 0 Cz2 con al menos dos enlaces dobles en la molécula de
acido graso, preferentemente tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles. Estas moléculas de &cido graso Cis, Czo O
C22 se pueden aislar del organismo en forma de un aceite, lipido o un acido graso libre. Los organismos adecuados
son, por ejemplo, los que se han mencionado anteriormente. Son organismos preferentes las plantas transgénicas.

Por tanto, una forma de realizacion de la invencion son aceites, lipidos o &cidos grasos o fracciones de los mismos
que se han producido mediante el procedimiento que se ha descrito anteriormente, de forma particularmente
preferente aceites, lipidos o una composicion de acidos grasos que comprenden PUFA y que se derivan de plantas
transgénicas.

Estos aceites, lipidos o &cidos grasos contienen, tal como se ha descrito anteriormente, ventajosamente del 6 al
15 % de &cido palmitico, del 1 al 6 % de &cido esteéarico; el 7 - 85 % de acido oleico; del 0,5 al 8 % de acido
vacceénico, del 0,1 al 1 % de acido araquiddnico, del 7 al 25 % de &cidos grasos saturados, del 8 al 85 % de acidos
grasos monoinsaturados y del 60 al 85 % de acidos grasos poliinsaturados, respectivamente en relacién con el
100 % y en relacion con el contenido total de acidos grasos de los organismos. Como acido graso poliinsaturado
ventajoso, en los ésteres de acidos grasos o mezclas de acidos grasos esté contenido preferentemente al menos el
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 0 el 1% en relaciéon con el contenido total de acidos grasos de &cido
araquidénico. Ademas, los ésteres de &cidos grasos o mezclas de acidos grasos que se han producido segun el
procedimiento de acuerdo con la invencion contienen, ventajosamente, acidos grasos seleccionados del grupo de
los acidos grasos acido erucico (acido 13-docosaenoico), acido esterculinico (acido 9,10-metileno octadec-9-enoico),
acido malvalinico (acido 8,9-metileno heptadec-8-enoico), acido chaulmégrico (acido ciclopenten-dodecanoico),
acido graso de furano (acido 9,12-epoxi-octadeca-9,11-dienoico), &cido verndnico (acido 9,10-epoxioctadec-12-
enoico), acido tarinico (6-octadecinoico), acido 6-nonadecinoico, acido santalbinico (acido tl11-octadecen-9-inoico),
acido 6,9-octadeceninoico, acido pirulinico (acido t10-heptadecen-8-inoico), acido crepeninico (a4cido 9-octadecen-
12-inoico), acido 13,14-dihidroorofeinico, acido octadecen-13-ene-9,11-diinoico, acido petroselénico (acido cis-6-
octadecenoico), &acido 9c,12t-octadecadienoico, acido calendulico (acido 8t10t12c-octadecatrienoico), &cido
catalpinico (acido 9t11t13c-octadecatrienoico), acido eleoesteérico (acido 9c11t13t-octadecatrienoico), acido jacarico
(acido 8cl10tl2c-octadecatrienoico), acido punicico (acido 9cl1tl3c-octadecatrienoico), acido parinarico (acido
9c11t13t15c-octadecatetraenoico), &cido pinolénico (acido todo-cis-5,9,12-octadecatrienoico), acido labalénico
(acido 5,6-octadecadienalénico), acido ricinoleico (acido 12-hidroxioleico) y/o acido coridlico (acido 13-hidroxi-9c,11t-
octadecadienoico). Los acidos grasos que se han mencionado anteriormente aparecen en los ésteres de acidos
grasos 0 mezclas de &cidos grasos preparados segun el procedimiento de acuerdo con la invencién, por norma
general, ventajosamente solo en trazas, es decir, aparecen en relacion con los acidos grasos totales en menos del
30 %, preferentemente en menos del 25 %, 24 %, 23 %, 22 % o 21 %, de forma particularmente preferente en
menos del 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % o 5 %, de forma muy particularmente preferente en menos del
4%, 3%, 2% o 1 %. Ventajosamente, los ésteres de acidos grasos o mezclas de acidos grasos preparados segun
el procedimiento de acuerdo con la invencién contienen menos del 0,1 % en relacion con los &cidos grasos totales o
ningdn acido butirico, ningtn colesterol, ningtn acido clupanodénico (= acido docosapentaenoico, C22:5%48121521)
asi como ningun acido nisinico (acido tetracosahexaenoico, C23:6438121518:21)

Preferentemente, los aceites, lipidos o acidos grasos de acuerdo con la invencion contienen al menos el 0,5 %, 1 %,
2 %, 3%, 4 % 0 5 %, ventajosamente al menos el 6 %, 7 %, 8 %, 9 % o0 10 %, de forma particularmente ventajosa al
menos el 11 %, 12 %, 13 %, 14 % o 15 % de ARA o al menos el 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 % 0 5 %, ventajosamente al
menos el 6 % o 7 %, de forma particularmente ventajosa al menos el 8 %, 9 % o 10 % de EPA y/o DHA en relacion
con el contenido total de acidos grasos del organismo de produccion, ventajosamente una planta, de forma
particularmente ventajosa una planta de frutos oleaginosos tales como soja, colza, coco, palmera de aceite,
azafranillo, lino, cafiamo, ricino, caléndula, cacahuete, semilla de cacao, girasol o las plantas de frutos oleaginosos
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adicionales mono- o dicotiledéneas que se han mencionado anteriormente.

Otra forma de realizacion de acuerdo con la invencion es el uso del aceite, lipido, de los acidos grasos y/o de la
composicion de acidos grasos en piensos, alimentos, productos cosméticos o productos farmacéuticos. Los aceites,
lipidos, acidos grasos o mezclas de acidos grasos de acuerdo con la invencion se pueden usar de la forma conocida
por el experto para la mezcla con otros aceites, lipidos, acidos grasos o mezclas de acidos grasos de origen animal
tales como, por ejemplo, aceites de pescado. También estos aceites, lipidos, acidos grasos o mezclas de acidos
grasos que estan compuestos de constituyentes vegetales y animales se pueden usar para la produccién de
piensos, alimentos, productos cosméticos o productos farmacéuticos.

Por el término "aceite", "lipido" o "grasa" se entiende una mezcla de acidos grasos que contiene un acido o acidos
grasos insaturados, saturados, preferentemente esterificados. Se prefiere que el aceite, lipido o grasa tenga un alto
contenido de acido o acidos grasos poliinsaturados libres o ventajosamente esterificados, en particular acido
linoleico, acido y-linolénico, &cido dihomo-y-linolénico, &cido araquidénico, acido a-linolénico, acido estearidonico,
acido eicosatetraenoico, &cido eicosapentaenoico, acido docosapentaenoico 0 acido docosahexaenoico.
Ventajosamente, la parte de acidos grasos esterificados insaturados es aproximadamente el 30 %, mas preferente
es una parte del 50 %, aun mas preferente es una parte del 60 %, 70 %, 80 % o méas. Para la determinacion se
puede determinar, por ejemplo, la parte de acido graso después de la transformacion de los &cidos grasos en los
ésteres de metilo mediante transesterificacion mediante cromatografia de gases. El aceite, lipido o grasa puede
contener distintos acidos grasos saturados o insaturados diferentes, por ejemplo, acido calenddlico, acido palmitico,
acido palmitoleico, acido estearico, acido oleico, etc. En particular, en funcién del organismo de partida, la parte de
los distintos acidos grasos puede variar en el aceite o la grasa.

En el caso de los &cidos grasos poliinsaturados producidos en el procedimiento con, ventajosamente, al menos dos
enlaces dobles se trata, tal como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, de esfingolipidos, fosfoglicéridos,
lipidos, glucolipidos, fosfolipidos, monoacilglicerol, diacilglicerol, triacilglicerol u otros ésteres de acidos grasos.

A partir de los &cidos grasos poliinsaturados producidos de este modo en el procedimiento de acuerdo con la
invencién con, ventajosamente, al menos cinco o seis enlaces dobles se pueden liberar los acidos grasos
poliinsaturados contenidos, por ejemplo, mediante un tratamiento con alcali, por ejemplo, KOH o NaOH acuoso o
hidrélisis acida ventajosamente en presencia de un alcohol tal como metanol o etanol o a través de una escision
enzimatica y aislarse, por ejemplo, a través de separacion de fases y acidificacion posterior a través de, por ejemplo,
H.SO4. La liberaciéon de los acidos grasos se puede realizar también directamente sin el tratamiento que se ha
descrito anteriormente.

Los é&cidos nucleicos usados en el procedimiento, después de la introduccion en un organismo, ventajosamente una
célula vegetal o planta, se pueden encontrar en un pladsmido independiente o ventajosamente estar integrados en el
genoma de la célula huésped. En caso de la integracion en el genoma, la integracion puede ser aleatoria o
realizarse mediante tal recombinacion que el gen nativo se sustituye por la copia introducida, por lo que se modula la
produccion del compuesto deseado por la célula, o0 mediante el uso de un gen en "trans" de tal manera que el gen
esta unido funcionalmente con una unidad de expresion funcional que contiene al menos una secuencia que
garantiza la expresion de un gen y al menos una secuencia que garantiza la poliadenilacion de un gen transcrito de
forma funcional. Ventajosamente, los acidos nucleicos se ponen a través de casetes de multiexpresion o
construcciones para la expresién multiparalela en los organismos, ventajosamente para la expresion especifica de
semilla multiparalela de genes en las plantas.

Los musgos y las algas son los Unicos sistemas vegetales conocidos que producen cantidades considerables de
acidos grasos poliinsaturados, tales como acido araquidonico (ARA) y/o acido eicosapentaenoico (EPA) y/o &cido
docosahexaenoico (DHA). Los musgos contienen PUFA en lipidos de membrana, mientras que las algas, los
organismos relacionados con las algas y algunos hongos acumulan también cantidades significativas de PUFA en la
fraccion de triacilglicerol. Por tanto, las moléculas de acido nucleico que se aislan de tales cepas, que acumulan los
PUFA también en la fraccion de triacilglicerol, son particularmente ventajosas para el procedimiento de acuerdo con
la invencién y, por tanto, para la modificacion del sistema de produccién de lipidos y de PUFA en un huésped, en
particular plantas, tales como plantas de frutos oleaginosos, por ejemplo, colza, canola, lino, cafiamo, soja, girasoles,
borraja. Por tanto, se pueden usar ventajosamente en el procedimiento de acuerdo con la invencion.

Como sustratos de los polipéptidos de acuerdo con la invenciéon o del polipéptido del metabolismo de los acidos
grasos o de los lipidos seleccionados del grupo de las acil-CoA-deshidrogenasa(s), acil-ACP [= acyl carrier protein]-
desaturasa(s), acil-ACP-tioesterasa(s), acido graso-acil-transferasa(s), acil-CoA:lisofosfolipido-aciltransferasa(s),
acido graso-sintasa(s), acido graso-hidroxilasa(s), acetil-coenzima A-carboxilasa(s), acil-coenzima A-oxidasa(s),
acido graso-desaturasa(s), acido graso-acetilenasa(s), lipoxigenasa(s), triacilglicerol-lipasa(s), 6xido de aleno-
sintasa(s), hidroperdxido-liasa(s) o acido graso-elongasa(s) son adecuados preferentemente acidos grasos Cie, Cis
0 Cy. Preferentemente, los acidos grasos que se han hecho reaccionar como sustratos en el procedimiento se
hacen reaccionar en forma de sus ésteres de acil-CoA y/o sus ésteres de fosfolipidos.

Para la produccion de los PUFA de cadena larga de acuerdo con la invencion, los acidos grasos Cis poliinsaturados
en primer lugar se tienen que desaturar por la actividad enzimatica de una desaturasa y a continuacion prolongarse
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a través de una elongasa en al menos dos atomos de carbono. Después de un ciclo de elongacién, esta actividad
enzimatica conduce a 4cidos grasos Cyo Y, después de dos ciclos de elongacion, a acidos grasos Cz,. La actividad
de las desaturasas y elongasas usadas en el procedimiento de acuerdo con la invencién conduce, preferentemente,
a acidos grasos Cig, C2o Y/0 Cyz, ventajosamente con al menos dos enlaces dobles en la molécula de acido graso,
preferentemente con tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles, de forma particularmente preferente a acidos grasos
C20 y/o C22 con al menos dos enlaces dobles en la molécula de acido graso, preferentemente con tres, cuatro, cinco
o seis enlaces dobles, de forma particularmente preferente con cinco o seis enlaces dobles en la molécula. Después
de que haya tenido lugar una primera desaturacién y la prolongacion, pueden realizarse otras etapas de
desaturacion y elongacion tales como, por ejemplo, una desaturacion de este tipo en posicion A-5 y A-4. Son
particularmente preferentes como productos del procedimiento de acuerdo con la invenciéon acido dihomo-y-
linolénico, acido araquidoénico, acido eicosapentaenoico, acido docosapentaenoico y/o acido docosahexaenoico. Los
acidos grasos Cyo con al menos dos enlaces dobles en el acido graso se pueden prolongar mediante la actividad
enzimatica de acuerdo con la invencién en forma del &acido graso libre o en forma de los ésteres tales como
fosfolipidos, glucolipidos, esfingolipidos, fosfoglicéridos, monoacilglicerol, diacilglicerol o triacilglicerol.

En lugar de biosintesis preferente de 4cidos grasos, aceites, lipidos o grasas en las plantas usadas ventajosamente
es, por ejemplo, en general, la semilla o las capas celulares de la semilla, de tal manera que es razonable una
expresion especifica de semilla de los &cidos nucleicos usados en el procedimiento. Sin embargo, se sugiere que la
biosintesis de acidos grasos, aceites o lipidos no tiene que estar limitada al tejido de la semilla, sino que se puede
realizar también en todas las partes restantes de la planta con especificidad de tejido, por ejemplo, en las células de
la epidermis o en los tubérculos.

Si en el procedimiento de acuerdo con la invencién se usan como organismos microorganismos tales como
levaduras, tales como Saccharomyces o Schizosaccharomyces, hongos tales como Mortierella, Aspergillus,
Phytophtora, Entomophthora, Mucor o Thraustochytrium, algas tales como Isochrysis, Mantoniella, Ostreococcus,
Phaeodactylum o Crypthecodinium, entonces estos organismos ventajosamente se cultivan fermentativamente.

Gracias al uso de los &cidos nucleicos de acuerdo con la invencion que codifican una A-5-elongasa, los acidos
grasos poliinsaturados producidos en el procedimiento pueden aumentarse al menos en el 5 %, preferentemente al
menos el 10 %, de forma particularmente preferente al menos el 20 %, de forma muy particularmente preferente al
menos el 50 % con respecto al tipo natural de los organismos que contienen de forma no recombinante los acidos
nucleicos.

Gracias al procedimiento de acuerdo con la invencion, los acidos grasos poliinsaturados producidos se pueden
aumentar en los organismos usados en el procedimiento en principio de dos modos. Ventajosamente se puede
aumentar el acervo de acidos grasos poliinsaturados libres y/o la parte de los acidos grasos poliinsaturados
esterificados producidos a través del procedimiento. Ventajosamente, gracias al procedimiento de acuerdo con la
invencién se aumenta el acervo de acidos grasos poliinsaturados esterificados en los organismos transgénicos.

Si en el procedimiento de acuerdo con la invencién se usan como organismos microorganismos, en funcion del
organismo huésped se crian o cultivan de la forma conocida por el experto. Por norma general, los microorganismos
se cultivan en un medio liquido que contiene una fuente de carbono, la mayoria de las veces en forma de azucares,
una fuente de nitrogeno, la mayoria de las veces en forma de fuentes de nitrégeno organico tales como extracto de
levadura o sales tales como sulfato de amonio, oligoelementos tales como sales de hierro, manganeso, magnesio y
eventualmente vitaminas, a temperaturas entre 0 °C y 100 °C, preferentemente entre 10 °C y 60 °C con gasificacion
con oxigeno. A este respecto se puede mantener el pH del liquido nutriente en un valor fijo, es decir, regularse o no
durante el cultivo. El cultivo se puede realizar de forma discontinua, semicontinua o continua. Los nutrientes se
pueden disponer al comienzo de la fermentacion o realimentarse de forma semicontinua o continua. Los acidos
grasos poliinsaturados producidos se pueden aislar de los organismos segun procedimientos conocidos por el
experto tal como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, mediante extraccion, destilacion, cristalizacion,
eventualmente precipitacion salina y/o cromatografia. Para esto, los organismos ventajosamente todavia se pueden
haber disgregado previamente.

El procedimiento de acuerdo con la invencion, cuando en el caso de los organismos huésped se trata de
microorganismos, se lleva a cabo ventajosamente a una temperatura entre 0 °C y 95°, preferentemente entre 10 °C y
85 °C, de forma particularmente preferente entre 15 °C y 75 °C, de forma muy particularmente preferente entre 15 °C
y 45 °C.

A este respecto se mantiene el valor de pH ventajosamente entre pH 4 y 12, preferentemente entre pH 6 y 9, de
forma particularmente preferente entre pH 7 y 8.

El procedimiento de acuerdo con la invencién se puede hacer funcionar de forma discontinua, semicontinua o
continua. Se puede encontrar un resumen acerca de los procedimientos conocidos de cultivo en el libro de texto de
Chmiel (Bioprozel3technik 1. Einfiihrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el
libro de texto de Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden,
1994)).
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El medio de cultivo que se ha de usar tiene que satisfacer de forma adecuada las exigencias de las respectivas
cepas. Estan contenidas descripciones de medios de cultivo de distintos microorganismos en el manual "Manual of
Methods fiir General Bacteriology" der American Society fur Bacteriology (Washington D. C., EEUU, 1981).

Estos medios que se pueden emplear de acuerdo con la invenciébn comprenden, tal como se ha descrito
anteriormente, con frecuencia una o varias fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, vitaminas
y/u oligoelementos.

Son fuentes de carbono preferentes azlcares, tales como mono-, di- o polisacaridos. Son fuentes de carbono muy
buenas, por ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribulosa, lactosa, maltosa, sacarosa,
rafinosa, almidén o celulosa. Se puede afiadir azlicar también a través de compuestos complejos, tales como
melazas u otros productos secundarios del refinado del azlcar a los medios. También puede ser ventajoso afiadir
mezclas de distintas fuentes de carbono. Otras posibles de fuentes de carbono son aceites y grasas tales como, por
ejemplo, aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y/o aceite de coco, acidos grasos tales como, por
ejemplo, acido palmitico, acido esteérico y/o acido linoleico, alcoholes y/o polialcoholes tales como, por ejemplo,
glicerol, metanol y/o etanol y/o &cidos organicos tales como, por ejemplo, &cido acético y/o &cido lactico.

Las fuentes de nitrégeno son habitualmente compuestos de nitrégeno organicos o inorganicos o materiales que
contienen estos compuestos. Las fuentes ilustrativas de nitrégeno comprenden amoniaco en forma liquida o
gaseosa 0 sales de amonio tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de
amonio o nitrato de amonio, nitratos, urea, aminoacidos o fuentes de nitrégeno complejas tales como agua de
remojo de maiz, harina de soja, proteina de soja, extracto de levadura, extracto de carne y otros. Las fuentes de
nitrégeno se pueden usar en solitario o como mezclas.

Los compuestos de sales inorgénicas que pueden estar contenidos en los medios comprenden las sales de cloruro,
fésforo o sulfato de calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, cinc, cobre y hierro.

Como fuente de azufre para la produccién de productos quimicos finos que contienen azufre, en particular de
metionina, se pueden usar compuestos que contienen azufre inorganicos tales como, por ejemplo, sulfatos, sulfitos,
ditionitos, tetrationatos, tiosulfatos, sulfuros, pero también compuestos de azufre organicos tales como mercaptanos
y tioles.

Como fuente de fosforo se pueden usar acido fosférico, dihidrogenofosfato de potasio o hidrogenofosfato dipotasico
o las correspondientes sales que contienen sodio.

Los formadores de quelatos se pueden afadir al medio para mantener en solucién los iones de metal. Los
formadores de quelatos particularmente adecuados comprenden dihidroxifenoles, tales como catecol o
protocatecuato o acidos organicos tales como &cido citrico.

Los medios de fermentacion empleados de acuerdo con la invencion para el cultivo de microorganismos contienen
habitualmente también otros factores de crecimiento, tales como vitaminas o promotores del crecimiento a los que
pertenecen, por ejemplo, biotina, riboflavina, tiamina, acido félico, acido nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los
factores de crecimiento y las sales con frecuencia proceden de componentes de medios complejos, tales como
extracto de levadura, melazas, agua de remojo de maiz y similares. Ademéas se pueden afiadir precursores
adecuados al medio de cultivo. La composicion exacta de los compuestos del medio depende mucho del respectivo
experimento y se decide individualmente para cada caso especifico. Se puede obtener informacién acerca de la
optimizacién de los medios del libro de texto "Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach" (ed. P. M.
Rhodes, P. F. Stanbury, IRL Press (1997) pag. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Se pueden adquirir medios de
crecimiento también de proveedores comerciales tales como Standard 1 (Merck) o BHI (infusion de cerebro-corazén,
DIFCO) y similares.

Todos los componentes de medios se esterilizan por calor (20 min a 150 kPa (1,5 bar) y 121 °C) o mediante filtracion
a esterilidad. Los componentes se pueden esterilizar conjuntamente o, en caso necesario, por separado. Todos los
componentes de medios pueden estar presentes al comienzo del cultivo o se pueden afiadir opcionalmente de forma
continua o por lotes.

La temperatura del cultivo se encuentra normalmente entre 15 °C y 45 °C, preferentemente a de 25°C a 40°C y se
puede contener constante o modificarse durante el experimento. El valor de pH del medio deberia encontrarse en el
intervalo de 5 a 8,5, preferentemente en alrededor de 7,0. Se puede controlar el valor de pH para el cultivo durante
el cultivo mediante adicion de compuestos basicos tales como hidroxido sédico, hidroxido potasico, amoniaco o agua
de amoniaco o compuestos acidos tales como &cido fosférico o acido sulfurico. Para el control de la formacion de
espuma se pueden emplear agentes antiespumantes tales como, por ejemplo, poliglicoléster de acido graso. Para
mantener la estabilidad de los plasmidos se pueden afiadir al medio sustancias adecuadas de efecto selectivo, tales
como, por ejemplo, antibiéticos. Para mantener las condiciones aerobias se aporta oxigeno o mezclas de gas que
contienen oxigeno tales como, por ejemplo, aire ambiental, al cultivo. La temperatura del cultivo se encuentra
normalmente a de 20 °C a 45 °C y preferentemente a de 25 °C a 40 °C. El cultivo se prolonga hasta que se haya
formado un maximo del producto deseado. Este objetivo se alcanza normalmente en el intervalo de 10 horas a 160
horas.
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Los caldos de fermentacién obtenidos de este modo, que contienen en particular acidos grasos poliinsaturados,
habitualmente tienen una masa seca del 7,5 al 25 % en peso.

A continuacion se puede continuar procesando el caldo de fermentacién. En funcion del requisito, la biomasa se
puede retirar completa o parcialmente mediante procedimientos de separacion tales como, por ejemplo,
centrifugacion, filtracion, decantacion o una combinacion de estos procedimientos del caldo de fermentacién o
mantenerse por completo en el mismo. Ventajosamente, la biomasa se trata después de la separacion.

Pero el caldo de fermentaciéon se puede espesar o concentrar también sin separacién celular con procedimientos
conocidos tales como, por ejemplo, con ayuda de un rotavapor, evaporador de capa delgada, equipo de evaporacion
molecular por gravedad, mediante 6smosis inversa o mediante nanofiltracion. Este caldo de fermentacion
concentrado se puede tratar finalmente para la obtencion de los acidos grasos contenidos en su interior.

Los polinucleétidos o polipéptidos de la presente invenciéon que intervienen en el metabolismo de lipidos y acidos
grasos, cofactores de PUFA y enzimas o en el transporte de compuestos lipéfilos a través de membranas se usan
en el procedimiento de acuerdo con la invencion para la modulacién de la produccién de PUFA en organismos
transgénicos, ventajosamente en plantas tales como maiz, trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, semilla de
soja, cacahuete, algodon, especies de Linum, tales como lino oleaginoso o textil, especies de Brassica, tales como
colza, canola y nabo, pimienta, girasol, borraja, onagra y clavelén, plantas Solanaceae, tales como patata, tabaco,
berenjena y tomate, especies de Vicia, guisantes, tapioca, alfalfa, plantas de arbusto (café, cacao, té), especies de
Salix, arboles (palmera de aceite, coco) y hierbas vivaces y frutos de campo forrajeros, directamente (por ejemplo,
cuando la sobreexpresion u optimizacion de una proteina de biosintesis de acido graso tiene una influencia directa
sobre el rendimiento, la produccion y/o la eficacia de la produccién del acido graso de organismos modificados) y/o
pueden tener un efecto indirecto que conduce, a pesar de esto, a un aumento del rendimiento, la produccion y/o la
eficacia de la produccién de los PUFA o una disminucién de compuestos indeseados (por ejemplo, cuando la
modulacion del metabolismo de lipidos y acidos grasos, cofactores y enzimas conduce al cambio del rendimiento, la
produccién y/o la eficacia de la produccién o de la composicion de los compuestos deseados dentro de las células,
lo que puede influir a su vez en la produccion de uno o varios acidos grasos).

La combinacién de distintas moléculas precursoras y enzimas de biosintesis conduce a la produccién de distintas
moléculas de &cidos grasos, lo que tiene un efecto decisivo sobre la composicion de los lipidos, ya que los acidos
grasos poliinsaturados (= PUFA) no se pueden incluir solamente de forma sencilla en triacilglicerol, sino también en
lipidos de membrana.

Son particularmente adecuados para la produccion de PUFA, por ejemplo, acido estearidénico, &cido
eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico de Brassicaceae, Boraginaceae, Primulaceae o Linaceae. Es
particularmente ventajoso el lino (Linum usitatissimum) para la produccién de PUFA con las secuencias de 4cido
nucleico de acuerdo con la invencion, tal como se ha descrito, en combinacion con otras desaturasas y elongasas.

La sintesis lipidica se puede dividir en dos secciones: la sintesis de acidos grasos y su union a sn-glicerol-3-fosfato
asi como la adicion o modificacion de un grupo de cabeza polar. Los lipidos habituales que se usan en membranas
comprenden fosfolipidos, glucolipidos, esfingolipidos y fosfoglicéridos. La sintesis de acidos grasos comienza con la
transformacion de acetil-CoA en malonil-CoA por la acetil-CoA-carboxilasa o en acetil-ACP por la acetiltransacilasa.
Después de una reaccién de condensacion, estas dos moléculas de producto conjuntamente forman acetoacetil-
ACP que se transforma a través de una serie de reacciones de condensacion, reduccién y deshidratacion de tal
manera que se obtiene una molécula de acido graso saturado con la longitud de cadena deseada. La produccion de
los acidos grasos insaturados a partir de estas moléculas se cataliza por desaturasas especificas y, de hecho, de
forma aerobia mediante oxigeno molecular o de forma anaerobia (con respecto a la sintesis de acidos grasos en
microorganismos véase F. C. Neidhardt y col. (1996) E. coli und Salmonella. ASM Press: Washington, D.C., pag.
612-636 y citas bibliograficas contenidas alli; Lengeler y col. (ed.) (1999) Biology of Procaryotes. Thieme: Stuttgart,
Nueva York y las citas bibliograficas contenidas asi como Magnuson, K. y col. (1993) Microbiological Reviews 57:
522-542 y las citas bibliograficas contenidas). Los acidos grasos producidos de este modo unidos a fosfolipidos a
continuacién tienen que traspasarse de nuevo para las posteriores elongaciones desde los fosfolipidos al acervo de
éster de CoA-acido graso. Esto lo posibilitan las acil-CoA:lisofosfolipido-aciltransferasas. Ademas, estas enzimas
pueden transferir los &cidos grasos elongados de nuevo desde los ésteres de CoA a los fosfolipidos. Esta secuencia
de reaccion se puede recorrer eventualmente varias veces.

Los precursores para la biosintesis de PUFA son, por ejemplo, acido oleico, acido linoleico y linolénico. Estos acidos
grasos de carbono Cig se tienen que prolongar hasta Cy y C22 para que se obtengan &cidos grasos del tipo de
cadena eicosa y docosa. Con ayuda de las desaturasas usadas en el procedimiento, tales como las A-12-, A-4-, A-5-
y A-6-desaturasas y/o las A-5-, A-6-elongasas se pueden producir acido araquidénico, acido eicosapentaenoico,
acido docosapentaenoico o &cido docosahexaenoico, ventajosamente acido eicosapentaenoico y/o acido
docosahexaenoico y, a continuacion, usarse para fines distintos en aplicaciones de alimentos, piensos, cosméticas o
farmacéuticas. Con las enzimas mencionadas se pueden producir acidos grasos Czo y/0 C22 con al menos dos,
ventajosamente al menos tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles en la molécula de acido graso, preferentemente
acidos grasos Cyp 0 Cz2 con ventajosamente cuatro, cinco o seis enlaces dobles en la molécula de acido graso. La
desaturacion se puede realizar antes o después de la elongacién del correspondiente acido graso. Por tanto, los

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2531391713

productos de las actividades desaturasa y la posible desaturacién y elongacion adicionales conducen a PUFA
preferentes con un mayor grado de desaturacion, incluyendo otra elongacion de acidos grasos Cyo a Cz2, a acidos
grasos tales como acido y-linolénico, acido dihomo-y-linolénico, acido araquidoénico, acido estearidonico, acido
eicosatetraenoico o0 &acido eicosapentaenoico. Los sustratos de las desaturasas y elongasas usadas en el
procedimiento de acuerdo con la invenciéon son acidos grasos Cis, C1s 0 Cy tales como, por ejemplo, acido linoleico,
acido y-linolénico, &acido a-linolénico, acido dihomo-y-linolénico, &cido eicosatetraenoico o &cido esteariddnico. Los
sustratos preferentes son &cido linoleico, &cido y-linolénico y/o acido a-linolénico, acido dihomo-y-linolénico o &cido
araquiddnico, acido eicosatetraenoico o acido eicosapentaenoico. Los acidos grasos Cz 0 Cy, sintetizados con al
menos dos, tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles en el acido graso se producen en el procedimiento de acuerdo
con la invencién en forma del acido graso libre o en forma de sus ésteres, por ejemplo, en forma de sus glicéridos.

Por el término "glicérido" se entiende un glicerol esterificado con uno, dos o tres restos acido carboxilico (mono-, di-
o triglicérido). Por "glicérido" se entiende también una mezcla de distintos glicéridos. El glicérido o la mezcla de
glicéridos puede contener otros aditivos, por ejemplo, acidos grasos libres, antioxidantes, proteinas, hidratos de
carbono, vitaminas y/u otras sustancias.

Por un "glicérido" en el sentido del procedimiento de acuerdo con la invencidon se entiende ademas derivados
obtenidos del glicerol. A esto pertenecen, aparte de los glicéridos de &cidos grasos que se han descrito
anteriormente, también glicerofosfolipidos y gliceroglucolipidos. En el presente documento se mencionan a modo de
ejemplo preferentemente glicerofosfolipidos tales como lecitina (fosfatidilcolina), cardiolipina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilserina y alquilacilglicerofosfolipidos.

Ademas, los acidos grasos a continuacion se tienen que transportar a distintos lugares de modificacién e incluirse en
el lipido de acumulacion triacilglicerol. Otra etapa importante en la sintesis lipidica es la transferencia de acidos
grasos a los grupos de cabeza polares, por ejemplo, mediante glicerol-acido graso-aciltransferasa (véase Frentzen,
1998, Lipid, 100(4-5): 161-166).

Las publicaciones acerca de la biosintesis de acidos grasos vegetales, desaturacion, el metabolismo de los lipidos y
el transporte de membrana de compuestos que contienen grasa, la betaoxidacion, la modificacion de acidos grasos
y cofactores, el almacenamiento y ensamblaje de triacilglicerol incluyendo las citas bibliograficas de las mismas
véase en los siguientes articulos: Kinney, 1997, Genetic Engeneering, ed.: JK Setlow, 19: 149-166; Ohlrogge y
Browse, 1995, Plant Cell 7: 957-970; Shanklin y Cahoon, 1998, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 49: 611-
641; Voelker, 1996, Genetic Engeneering, ed.: JK Setlow, 18: 111-13; Gerhardt, 1992, Prog. Lipid R. 31: 397-417,
GiUhnemann-Schéfer y Kindl, 1995, Biochim. Biophys Acta 1256: 181-186; Kunau y col., 1995, Prog. Lipid Res. 34:
267-342; Stymne y col., 1993, en: Biochemistry and Molecular Biology of Membrane and Storage Lipids of Plants,
ed.: Murata y Somerville, Rockville, American Society of Plant Physiologists, 150-158, Murphy y Ross 1998, Plant
Journal. 13(1): 1-16.

Los PUFA producidos en el procedimiento comprenden un grupo de moléculas que los animales superiores ya no
pueden sintetizar y, por tanto, tienen que ingerir 0 que los animales superiores ya no pueden producir por si mismos
en forma suficiente y, por tanto, tienen que ingerir de forma adicional, a pesar de que se sintetizan facilmente por
otros organismos, tales como bacterias, por ejemplo, los gatos ya no pueden sintetizar el &cido araquidonico.

Por fosfolipidos en el sentido de la invencién se ha de entender fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol y/o fosfatidilinositol, ventajosamente fosfatidilcolina. Los términos produccion o productividad son
conocidos en el campo técnico e incluyen la concentracion del producto de fermentacion (compuestos de formula 1)
gue se forma en un periodo determinado de tiempo y en un volumen determinado de fermentacién (por ejemplo, kg
de producto por hora por litro). También comprende la productividad dentro de una célula vegetal o una planta, es
decir, el contenido de los acidos grasos producidos en el procedimiento deseado en relacion con el contenido de
todos los acidos en esta célula o planta. La expresion eficacia de la produccion comprende el tiempo que es
necesario para conseguir una determinada cantidad de produccion (por ejemplo, cuanto tiempo necesita la célula
para establecer un indice de rendimiento determinado de un producto quimico fino). La expresion rendimiento o
rendimiento de producto/carbono es conocida en el campo técnico y comprende la eficacia de la transformacién de
la fuente de carbono en el producto (es decir, el producto quimico fino). Esto se expresa habitualmente por ejemplo
como kg de producto por kg de fuente de carbono. Mediante aumento del rendimiento o de la produccién del
compuesto se aumenta la cantidad de las moléculas obtenidas o de las moléculas obtenidas adecuadas de este
compuesto en una determinada cantidad de cultivo a lo largo de un periodo de tiempo establecido. Las expresiones
biosintesis o ruta de biosintesis son conocidas en el campo técnico y comprenden la sintesis de un compuesto,
preferentemente de un compuesto organico, por una célula a partir de compuestos intermedios, por ejemplo, en un
proceso de varias etapas y muy regulado. Las expresiones degradacion o ruta de degradacion son conocidas en el
campo técnico y comprenden la escision de un compuesto, preferentemente de un compuesto organico, por una
célula en productos de degradacién (dicho de forma méas general, moléculas mas pequefias 0 menos complejas),
por ejemplo en un proceso de varias etapas y muy regulado. El término metabolismo es conocido en el campo
técnico y comprende la totalidad de las reacciones bioquimicas que tienen lugar en un organismo. El metabolismo
de un determinado compuesto (por ejemplo, el metabolismo de un acido graso) comprende entonces la totalidad de
las rutas de biosintesis, modificacion y degradacion de este compuesto en la célula que se refieren a este
compuesto.
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Mediante el empleo de los polinucleétidos de acuerdo con la invencién y opcionalmente otros polinucleétidos que
codifican enzimas del metabolismo de los lipidos o acidos grasos en el procedimiento de acuerdo con la invencion
se pueden conseguir distintos efectos ventajosos. De este modo, el rendimiento, la produccion y/o la eficacia de la
produccioén de los acidos grasos poliinsaturados en una planta, preferentemente en una planta de frutos oleaginosos
0 en un microorganismo se puede ver influidos. La cantidad o actividad de los polipéptidos o polinucleétidos de
acuerdo con la invencion se puede aumentar, de tal manera que se producen mayores cantidades de los productos
génicos y, por tanto, finalmente mayores cantidades de los compuestos de formula general I. También es posible
una sintesis de novo en un organismo que carecia de la actividad y de la capacidad para la biosintesis de los
compuestos antes de la introduccién del o de los correspondientes genes. Lo correspondiente se aplica a la
combinacién con otras desaturasas o elongasas u otras enzimas del metabolismo de los acidos grasos y los lipidos.
A este respecto, también el uso de distintas secuencias divergentes, es decir, diferentes a nivel de secuencia de
ADN puede ser ventajoso o el uso de promotores para la expresion génica que posibilita otra expresion génica en el
tiempo, por ejemplo, dependiendo del grado de maduracién de una semilla o de tejido de acumulacién de aceite.

Mediante la introduccion de un polinucleétido de acuerdo con la invencidon en un organismo en solitario o en
combinacién con otros genes en una célula se puede aumentar no solamente el flujo de biosintesis hasta el producto
final, sino que también se puede aumentar la correspondiente composicion de triacilglicerol o crearse de novo.
Asimismo, la cantidad o actividad de otros genes que son necesarios para la importaciéon de nutrientes que son
necesarios para la biosintesis de uno o varios acidos grasos, aceites, lipidos polares y/o neutros puede estar
aumentada, de tal manera que estd aumentada la concentracion de estos precursores, cofactores o compuestos
intermedios dentro de las células o dentro del compartimento de almacenamiento, por lo que se aumenta
adicionalmente la capacidad de las células para la produccion de PUFA. Gracias a la optimizacion de la actividad o
el aumento de la cantidad de uno o varios polinucleétidos o polipéptidos de acuerdo con la invencidon que intervienen
en la biosintesis de estos compuestos o mediante destruccion de la actividad de uno o varios genes que intervienen
en la degradacién de estos compuestos, puede ser posible aumentar el rendimiento, la produccion y/o la eficacia de
la produccion de moléculas de acidos grasos y lipidos de organismos, en particular de plantas. Los acidos grasos
obtenidos en el procedimiento son adecuados como material de partida para la sintesis quimica de otros productos
de valor. Se pueden usar, por ejemplo, en combinacion entre si o en solitario para la produccién de productos
farmacéuticos, alimentos, piensos animales o cosméticos.

A partir de las explicaciones que se han realizado anteriormente se entiende que la invencién se refiere también a un
procedimiento para la preparacion de una composicién de aceites, lipidos o acidos grasos que comprende las
etapas del procedimiento de acuerdo con la invencién y la etapa adicional de la formulacion de la sustancia como
composicion de aceite, lipido o &cido graso.

En una forma de realizacion preferente de este procedimiento, la composicion de aceite, lipido o acido graso se
continda formulando hasta dar un medicamento, hasta un producto cosmético, hasta un alimento, hasta un pienso,
preferentemente pienso para peces o hasta un complemento alimenticio.

Finalmente, la invencion se refiere fundamentalmente al uso del polinucleétido, del vector, de la célula huésped, del
polipéptido o del organismo transgénico no humano de la presente invencion para la producciéon de una composicion
de aceites, lipidos o acidos grasos. Esta se puede emplear entonces preferentemente como medicamento, producto
cosmético, alimento, pienso, preferentemente pienso para peces o complemento alimenticio.

El contenido de todas citas bibliograficas, solicitudes de patente, patentes y solicitudes publicadas de patente citadas
en la presente solicitud de patente por la presente se incluye por referencia en el respectivo contenido especial de la
divulgacion.

Figuras

La Figura 1 muestra una comparacion de secuencias de las secuencias de aminoacidos de A5- y A6-elongasa de
O. lucimarinus, O. tauri y T. pseudonana en la comparacion ClustalW.

La Figura 2 muestra una comparacion de secuencias de las secuencias de aminoacidos de A4-desaturasa de O.
lucimarinus, O. tauri y T. pseudonana en la comparacion ClustalWw.

La Figura 3 muestra una comparacion de secuencias de las secuencias de aminoacidos de A5-desaturasa de O.
lucimarinus, O. tauri y T. pseudonana en la comparacion ClustalWw.

La Figura 4 muestra una comparacion de secuencias de las secuencias de aminoacidos de A6-desaturasa de O.
lucimarinus, O. tauri y T. pseudonana en la comparacion ClustalWw.

La Figura 5 muestra una comparacion de secuencias de las secuencias de aminoacidos de Al2-desaturasa de
O. lucimarinus, O. tauri y T. pseudonana en la comparacion ClustalW.

La Figura 6 muestra la determinacién mediante cromatografia de gases de los acidos grasos de levaduras que
se han transformado con el plasmido pYES (A, B) o pYES-D5Elo(Ol) (C). Se afadi6 el acido graso
20:4A5,8,11,14 (B, C).
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La Figura 7 muestra la determinacién mediante cromatografia de gases de los acidos grasos de levaduras que
se han transformado con el plasmido pYES (A, B, C) o pYES-D6EIo(Ol) (D, E). Se afiadieron los acidos grasos
18:3A6,9,12 0 18:4A6,9,12,15 (B, D) o (C, E).

La Figura 8 muestra la determinacién mediante cromatografia de gases de los acidos grasos de levaduras que
se han transformado con el plasmido pYES (A, B) o pYES-D5Des(Ol_2) (C). Se afiadieron los acidos grasos
20:3A5,8,11,14 en (B) y (C).

La Figura 9 muestra la determinacién mediante cromatografia de gases de los acidos grasos de levaduras que
se han transformado con el plasmido pYES (A) o pYES-D12Des(Ol) (B).

La Figura 10 muestra la determinacién mediante cromatografia de gases de los acidos grasos de levadura. pYes-
d5Des(0Ol_1) en la levadura cepa InvSc sin adicién de acidos grasos (A); pYes-d5Des(Ol_1) en la levadura cepa
InvSc después de la adicion del acido graso 20:3n-6 (B), pYes-d5Des(Ol_1) en la levadura cepa InvSc después
de la adicion del acido graso 20:4n-3 (C).

La invencion se contintia aclarando mediante los siguientes ejemplos, que no se han de considerar limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1: procedimientos generales de clonacion

Los procedimientos de clonacion tales como, por ejemplo, escisiones por restriccion, electroforesis en gel de
agarosa, purificacion de fragmentos de ADN, transferencia de &cidos nucleicos a membranas de nitrocelulosa y
nylon, enlazado de fragmentos de ADN, transformacion de células de Escherichia coli, cultivo de bacterias y el
analisis de secuencia de ADN recombinante se llevaron a cabo tal como se describe en Sambrook y col. (1989)
(Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6).

Ejemplo 2: andlisis de secuencia de ADN recombinante

La secuenciacién de moléculas de ADN recombinante se realizé con un secuenciador de ADN de fluorescencia laser
de la empresa ABI segln el procedimiento de Sanger (Sanger y col. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-
5467). Los fragmentos resultantes de una reaccion en cadena de la polimerasa se secuenciaron y se comprobaron
para evitar errores de la polimerasa en construcciones a expresatr.

Ejemplo 3: extraccion de lipidos de levaduras

El efecto de la modificacion genética en plantas, hongos, algas, ciliados o en la produccién de un compuesto
deseado (tal como un &cido graso) se puede determinar al cultivarse los microorganismos modificados o la planta
modificada en condiciones adecuadas (tales como las que se han descrito anteriormente) y al examinar el medio y/o
los componentes celulares en relacion con la produccion aumentada del producto deseado (es decir, de lipidos o de
un &cido graso). Esta técnicas de andlisis son conocidas por el experto y comprenden espectroscopia, cromatografia
en capa fina, procedimientos de tincion de distinto tipo, procedimientos enziméticos y microbiol6gicos asi como
cromatografia analitica, tal como cromatografia liquida de alto rendimiento (véase, por ejemplo, Ullman,
Encyclopedia of Industrial Chemistry, tomo A2, pag. 89-90 y pag. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., y col.,
(1987) "Applications of HPLC in Biochemistry" en: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,
tomo 17; Rehm y col. (1993) Biotechnology, tomo 3, capitulo IlI: "Product recovery and purification”, pag. 469-714,
VCH: Weinheim; Belter, P. A., y col. (1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley
and Sons; Kennedy, J. F. y Cabral, J. M. S. (1992) Recovery processes for biological Materials, John Wiley and
Sons; Shaeiwitz, J. A. y Henry, J. D. (1988) Biochemical Separations, en: Ullmann's Encyclopedia of Industrial
Chemistry, tomo B3; capitulo 11, pag. 1-27, VCH: Weinheim; y Dechow, F. J. (1989) Separation and purification
techniques in biotechnology, Noyes Publications).

Ademas de los procedimientos que se han mencionado anteriormente, los lipidos vegetales se extraen de material
vegetal tal como se ha descrito por Cahoon y col. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (22): 12935-12940, y Browse
y col. (1986) Analytic Biochemistry 152: 141-145. El analisis cualitativo y cuantitativo de lipidos o acidos grasos esta
descrito en Christie, William W., Advances in Lipid Methodology, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid Library;
2); Christie, William W., Gas Chromatography and Lipids. A Practical Guide - Ayr, Scotland: Oily Press, 1989, Repr.
1992, IX, 307 pag. (Oily Press Lipid Library; 1); "Progress in Lipid Research, Oxford: Pergamon Press, 1 (1952) - 16
(1977) con el titulo: Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids CODEN.

Adicionalmente a la medicidn del producto final de la fermentacién, también es posible analizar otros componentes
de las rutas metabdlicas que se usan para la produccién del compuesto deseado, tales como productos intermedios
y secundarios para determinar la eficacia global de la produccién del compuesto. Los procedimientos de analisis
comprenden mediciones de las cantidades de nutrientes en el medio (por ejemplo, azlcar, hidrocarburos, fuentes de
nitrégeno, fosfato y otros iones), mediciones de la composicién de la biomasa y del crecimiento, analisis de la
produccién de metabolitos habituales de rutas de biosintesis y mediciones de gases que se generan durante la
fermentacion. Estan descritos procedimientos habituales para estas mediciones en Applied Microbial Physiology; A
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Practical Approach, P. M. Rhodes y P. F. Stanbury, ed., IRL Press, pag. 103-129; 131-163 y 165-192 (ISBN:
0199635773) y citas bibliograficas indicadas alli.

Un ejemplo es el andlisis de acidos grasos (abreviaturas: EMAG, éster de metilo de acido graso; CG-EM,
cromatografia liquida-espectrometria de masas; TAG, triacilglicerol; CCF, cromatografia en capa fina).

La comprobacion inequivoca de la presencia de productos de acidos grasos se puede obtener mediante andlisis de
organismos recombinantes segun procedimientos de analisis convencionales: CG, CG-EM o CCF tal como se
describe de diferente modo por Christie y las citas bibliograficas de alli (1997, en: Advances on Lipid Methodology,
cuarta ed.: Christie, Oily Press, Dundee, 119-169; 1998, Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Verfahren,
Lipide 33: 343-353).

El material que va a analizarse se puede disgregar mediante tratamiento con ultrasonidos, molienda en el molino de
vidrio, nitrégeno liquido y molienda o a través de otros procedimientos aplicables. El material se tiene que centrifugar
después de la disgregacion. El sedimento se resuspende en agua destilada, se calienta durante 10 min a 100 °C, se
enfria sobre hielo y se centrifuga de nuevo, seguido de la extraccién en acido sulfdrico 0,5 M en metanol con el 2 %
de dimetoxipropano durante 1 h a 90 °C, lo que conduce a compuestos hidrolizados de aceite y lipidos que dan
como resultado lipidos transmetilados. Estos ésteres de metilo de &cidos grasos se extraen en éter de petrdleo y
finalmente se someten a un andlisis de CG mediante el uso de una columna capilar (Chrompack, WCOT Fused
Silica, CP-Wax-52 CB, 25 micrém, 0,32 mm) con un gradiente de temperaturas entre 170 °C y 240 °C durante 20
min y 5 min a 240 °C. Se tiene que definir la identidad de los ésteres de metilo de acidos grasos obtenidos mediante
el uso de patrones que se pueden obtener de fuentes comerciales (es decir, Sigma).

Ejemplo 4: clonacidén y caracterizacion de genes de elongasa de Ostreococcus lucimarinus

Mediante busqueda de zonas conservadas en las secuencias de proteina en genes de elongasas se han podido
identificar dos secuencias con motivos correspondientes en un banco de datos de secuencias de Ostreococcus
lucimarinus. En otra etapa se han caracterizado los genes mediante comparacion de secuencias, prediccion génica'y
la busqueda de zonas codificantes. Se han podido encontrar las siguientes zonas codificantes:

Tabla 1: zonas codificantes

Nombre de gen [SEC ID |Amino&cidos
D5Elo(Ol) 12 298
D6Elo(Ol) 16 287

La Figura 1 muestra las similitudes de secuencia con otras algas (Ostreococcus tauri, Thalassiosira pseudonana)
para las distintas secuencias de aminoacidos de elongasa en la comparacion de secuencias ClustalW.
Sorprendentemente, las secuencias de O. lucimarinus se diferencian en su secuencia de aminoacidos claramente de
las demas algas.

Tabla 2: identidades de secuencia de elongasas individuales

Nombre de gen [SECID [Organismo Identidad en %
D5Elo(Ol) 28 O. lucimarinus 100
O. tauri 77

T. pseudonana 21

D6Elo(Ol) 32 O. lucimarinus 100

O. tauri 71

T. pseudonana 25

La clonacion se llevo a cabo del siguiente modo:

se centrifugaron 40 ml de un cultivo de Ostreococcus lucimarinus en la fase estacionaria y se resuspendieron en
100 pl de agua bidestilada y se almacenaron a -20 °C. A base del procedimiento de PCR se amplificaron los ADN
gendmicos correspondientes. Los pares de cebadores correspondientes se seleccionaron de tal manera que
llevaban la secuencia consenso de levadura para traduccion de alta eficacia (Kozak, Cell 1986, 44: 283-292) al
lado del coddn de inicio. La amplificacion de los ADN se llevd a cabo, respectivamente, con 1 ul de células
descongeladas, dNTP 200 uM, 2,5 U de Tag-polimerasa y 100 pmol de cada cebador en un volumen total de 50
ul. Las condiciones para la PCR eran las siguientes: primera desnaturalizacién a 95 °C durante 5 minutos,
seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 1 minuto y 72 °C durante 2 minutos asi como
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una ultima etapa de prolongacién a 72 °C durante 10 minutos.

Para la caracterizacién de la funcion de las elongasas de Ostreococcus lucimarinus se clonaron las fases de lectura
abierta de los correspondientes ADN cadena abajo del promotor GAL1 inducible por galactosa de pYES2.1/V5-His-
TOPO (Invitrogen), obteniéndose pOLE1 y pOLE2.

La cepa 334 de Saccharomyces cerevisiae se transformé mediante electroporacion (1500 V) con el vector pOLE1 o
pOLE2. Como control se usa una levadura que se transforma con el vector vacio pYES2. La seleccion de las
levaduras transformadas se realiza en placas de agar de medio minimo completo (CMdum) con el 2 % de glucosa,
pero sin uracilo. Después de la seleccion se seleccionan, respectivamente, tres transformantes para la expresion
funcional adicional.

Para la expresion de las elongasas de Ol, en primer lugar se inoculan precultivos de respectivamente 5 ml de medio
liqguido CMdum con el 2 % (p/v) de rafinosa, pero sin uracilo, con el transformante seleccionado y se incuban durante
2 dias a 30 °C, 200 rpm. 5 ml de medio liqguido CMdum (sin uracilo) con el 2 % de rafinosa y 300 uM de distintos
acidos grasos se inoculan entonces con los precultivos hasta una DOggo de 0,05. La expresién se induce mediante la
adicion del 2 % (p/v) de galactosa. Los cultivos se incubaron durante otras 96 h a 20 °C.

Se analizan del siguiente modo las levaduras que se han transformado con los plasmidos pYES2, pOLE1 y pOLE2:

las células de levadura de los cultivos principales se recogen mediante centrifugacién (100 x g, 5 min, 20 °C) y se
lavan con NaHCO3 100 mM, pH 8,0, para eliminar el resto del medio y los acidos grasos. De los sedimentos
celulares de levadura se preparan ésteres de metilo de acido graso (EMAG) mediante metandlisis acida. Para
esto, los sedimentos celulares se incuban con 2 ml de &cido sulfurico metanélico 1 N y el 2% (v/v) de
dimetoxipropano durante 1 h a 80 °C. La extraccién de los EMAG se realiza mediante extraccion doble con éter
de petréleo (EP). Para la eliminacién de &acidos grasos no derivatizados, las fases organicas se lavan
respectivamente una vez con 2 ml de NaHCO3 100 mM, pH 8,0 y 2 ml de agua destilada. A continuacion, las
fases de EP se secan con Na;SOa, se concentran por evaporacion con argon y se recogen en 100 pl de EP. Las
muestras se separan en una columna capilar DB-23 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um, Agilent) en un cromatdgrafo de
gases Hewlett-Packard 6850 con un detector de ionizacion de llama. Las condiciones para el andlisis de CGL
son las siguientes: la temperatura del horno se programé en de 50 °C a 250 °C con una velocidad de 5 °C/min y
finalmente 10 min a 250 °C (mantener).

La identificacion de las sefiales se realiza mediante comparaciones de los tiempos de retencién con patrones
correspondientes de acidos grasos (Sigma). La metddica esta descrita, por ejemplo, en Napier y Michaelson, 2001,
Lipids. 36(8): 761-766; Sayanova y col., 2001, Journal of Experimental Botany. 52(360): 1581-1585, Sperling y col.,
2001, Arch. Biochem. Biophys. 388(2): 293-298 y Michaelson y col., 1998, FEBS Letters. 439(3): 215-218.

Determinacion de actividad y de sustrato de D5Elo(Ol):

Para el establecimiento de la actividad y especificidad de sustrato de d5Elo(Ol) se suministraron distintos acidos
grasos (Tabla 3). A este respecto, los sustratos suministrados se pueden comprobar en grandes cantidades en todas
las levaduras transgénicas. Las levaduras transgénicas muestran la sintesis de nuevos acidos grasos, los productos
de la reaccion de d5Elo(Ol). Esto significa que se ha expresado funcionalmente el gen d5Elo(Ol).

Tabla 3: suministro de levaduras con los pldsmidos pYES y pYES-DSEIlo(OI)

Nombre de mge_stra/écido 9ras0 | conversién esperada Sustrato Producto
suministrado
pYES control - -
pYES-DSEIlo(Ol_GA) 20:4 20:4 -> 22:4 98,0 48,5
pYES-DSEIlo(Ol_GA) 20:4 20:4 -> 22:4 62,6 32,2

La Figura 6 muestra los cromatogramas de los experimentos individuales. Como control, en la Figura 6A se analizé
levaduras transformadas con pYES sin adicion de acidos grasos. En la Figura 1B se suministré a las levaduras
transformadas con pYES el acido graso 20:4A5,8,11,14. A este respecto se puede detectar el acido graso
suministrado en grandes cantidades. EI mismo experimento se lleva a cabo en la Figura 6C para levaduras
transformadas con el plasmido pYES-DSEIlo(Ol). A diferencia de la Figura 6B, en las levaduras con pYES-D5EIlo(QOl)
se puede detectar un acido graso adicional que se debe a la actividad de DSElo(QOl). Mediante la actividad se puede
caracterizar DSElo(Ol) como A5-elongasa.

Resumen de los resultados para D5Elo(Ol):

En los experimentos de suministro a levaduras se ha podido mostrar que el gen clonado D5Elo(Ol) SEC ID 12 se ha
expresado funcionalmente y posee actividad elongasa. Mediante el acido graso suministrado se puede caracterizar
D5EIo(Ol) como A5-elongasa, es decir, los éacidos grasos C20 con un enlace doble A5 se prolongan
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especificamente.

Determinacion de actividad y de sustrato D6Elo(Ol):

Para el establecimiento de la actividad y especificidad de sustrato de D6EIlo(Ol) se suministraron distintos acidos
grasos (Tabla 4). En los sustratos suministrados a este respecto se pueden comprobar en grandes cantidades en
todas las levaduras transgénicas. Las levaduras transgénicas muestran la sintesis de nuevos acidos grasos, los
productos de la reaccion de D6Elo(Ol). Esto significa que se ha expresado funcionalmente el gen DEElo(Ol).

Tabla 4: suministro/conversion de distintos &cidos grasos mediante D6Elo(Ol)

ls\llj)rrrzgirsetrc;%g]uestra/écido graso Conversién esperada Sustrato Producto
PYES Control - -
pYES-D6Elo(OI_GA) y18:3 v18:3 -> 20:3 236,5 232,1
pYES-D6Elo(Ol_GA) y18:3 v18:3 -> 20:3 111,2 126,5
pYES-D6Elo(Ol_GA) 18:4 18:4 -> 20:4 94,3 82,9
PYES-D6Elo(Ol_GA) 18:4 18:4 -> 20:4 73,2 68,3

La Figura 7 muestra los cromatogramas de los experimentos individuales. Como control en la Figura 7A se
analizaron levaduras transformadas con pYES sin adicion de acidos grasos. En las Figuras 7B y 7C se afiadio a las
levaduras transformadas con pYES el acido graso 18:3A6,9,12 (B) o 18:4A6,9,12,15 (C). A este respecto, el acido
graso suministrado se ha podido detectar en grandes cantidades. El mismo experimento se lleva a cabo en las
Figuras 7C y 7D para levaduras transformadas con el plasmido pYES-D6Elo(Ol). A diferencia de las Figuras 7B y
7C, en las levaduras con pYES-D6EIo(Ol) se puede detectar un acido graso adicional que se debe a la actividad de
D6Elo(Ol). Mediante la actividad se puede caracterizar D6EIo(Ol) como A6-elongasa.

Resumen de los resultados para D6Elo(Ol):

En los experimentos de suministro a levaduras se ha podido mostrar que el gen clonado D6Elo(Ol) SEC ID 16 se ha
expresado funcionalmente y posee actividad elongasa. Mediante el acido graso suministrado, D6Elo(Ol) se puede
caracterizar como A6-elongasa, es decir, acidos grasos C18 con un enlace doble A6 se prolongan especificamente.

Ejemplo 5: clonacién y caracterizacion de genes de desaturasa de Ostreococcus lucimarinus

Mediante busqueda de zonas conservadas en las secuencias de proteina con ayuda de motivos conservados (cajas
de his, Domergue y col. 2002, Eur. J. Biochem. 269, 4105-4113) se han podido identificar cinco secuencias con
motivos correspondientes en un banco de datos de secuencias de Ostreococcus lucimarinus (secuencias
gendmicas). En otra etapa se caracterizaron los genes mediante comparacion de secuencias, prediccion génica y la
busqueda de regiones codificantes. Se han encontrado las siguientes regiones codificantes:

Tabla 5: regiones codificantes

Nombre del gen [SECID |Aminoéacidos
D4Des(Ol) 22 466
D5Des(Ol) 26 491
D5Des_2(0l) 24 459
D6Des(Ol) 30 482
D12Des(Ol) 18 362
D12Des 2(0l) |20 442

Para la caracterizacion de la funcion de la desaturasa d6Des(Ol) (= A-6-desaturasa) de Ostreococcus lucimarinus se
clona la fase de lectura abierta del ADN cadena abajo del promotor GAL1 inducible por galactosa de pYES2.1/V5-
His-TOPO (Invitrogen), obteniéndose el correspondiente clon pYES2.1-d6Elo(Ol). De forma correspondiente se
pueden clonar otros genes de desaturasa de Ostreococcus.

La cepa 334 de Saccharomyces cerevisiae se transforma mediante electroporacion (1500 V) con el vector pYES2.1-
d6Elo(Ol). Como control se ha usado una levadura que se transforma con el vector vacio pYES2. La seleccion de las
levaduras transformadas se realiza en placas de agar de medio minimo completo (CMdum) con el 2 % de glucosa,
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pero sin uracilo. Después de la seleccién se seleccionan respectivamente tres transformantes para la expresion
funcional adicional.

Para la expresion de la d6Elo(Ol) desaturasa, en primer lugar se inoculan precultivos de respectivamente 5 ml de
medio liquido CMdum con el 2 % (p/v) de rafinosa, pero sin uracilo, con el transformante seleccionado y se incuban
durante 2 dias a 30 °C, 200 rpm. Entonces se inoculan 5 ml de medio liquido CMdum (sin uracilo) con el 2 % de
rafinosa y 300 uM de distintos acidos grasos con los precultivos hasta una DOego de 0,05. La expresion se induce
mediante la adicion del 2 % (p/v) de galactosa. Los cultivos se incuban durante otras 96 h a 20 °C.

Las Figuras 2 a 5 muestran las similitudes de secuencia con otras algas (Ostreococcus tauri, Thalassiosira
pseudonana) para las distintas secuencias de aminoacidos de desaturasa en la comparacion de secuencias
ClustalW. Sorprendentemente se diferencian las secuencias de O. lucimarinus en su secuencia de aminoacidos
claramente de las otras algas.

Tabla 6: identidad de secuencia de desaturasas individuales

Nombre del gen [SECID |Organismo Identidad en %
D4Des(Ol) 22 O. lucimarinus ~ [100
O. tauri 69

T. pseudonana 20
D5Des(QOl) 26 D5Des_2(0Ol) 23
O. tauri_2 a7

T. pseudonana 22
D5Des_2(0l) 24 D5Des(Ol) 23
O. tauri_2 14

T. pseudonana (19
D6Des(Ol) 30 O. lucimarinus (100
O. tauri 62

T. pseudonana (15
D12Des(Ol) 18 D12Des_2(Ol) 51
O. tauri 82

T. pseudonana (34
D12Des_2(0l) |20 D12Des(Ol) 51
O. tauri 47

T. pseudonana (32

Los genes se caracterizan del siguiente modo:

para la expresion de las desaturasas en células de levadura se recogen de los cultivos principales mediante
centrifugacién (100 x g, 5 min, 20 °C) y se lavan con NaHCO3z 100 mM, pH 8,0 para retirar el medio restante y
acidos grasos. Los sedimentos celulares de levadura se extraen durante 4 h con cloroformo/metanol (1:1). La
fase organica resultante se extrae con el 0,45 % de NacCl, se seca con Na SO, y se evapora al vacio. El extracto
lipidico se separa mediante cromatografia en capa fina (tanque horizontal, cloroformo:metanol:acido acético
65:35:8) adicionalmente en las clases de lipidos fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS),
fosfatidiletanolamina (PE) y lipidos neutros (NL). Los distintos puntos separados sobre la placa de capa fina se
retiran mediante raspado. Para el andlisis mediante cromatografia de gases se prepararon ésteres de metilo de
acido graso (EMAG) mediante metandlisis acida. Para esto, los sedimentos celulares se incubaron con 2 ml de
acido sulfarico metandlico 1 Ny el 2 % (v/v) de dimetoxipropano durante 1 h a 80 °C. La extraccion de los EMAG
se realiz6 mediante extraccion doble con éter de petrdleo (EP). Para la retirada de &cidos grasos no
derivatizados, la fase organica se lava respectivamente una vez con 2 ml de NaHCO3 100 mM, pH 8,0 y 2 ml de
agua destilada. A continuacion, las fases de EP se secan con Na,SO4, se concentran con argdn y se recogen en
100 ul de EP. Las muestras se separan en una columna capilar DB-23 (30 m, 0,25 mm, 0,25 my, Agilent) en un
cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 6850 con detector de ionizacion de llama. Las condiciones para el
andlisis de CGL son las siguientes: la temperatura del horno se programa en de 50°C a 250 °C con una

34



10

15

20

25

30

35

40

ES 2531391713

velocidad de 5 °C/min y finalmente 10 min a 250 °C (mantener).

La identificacion de las sefiales se realiza mediante comparaciones de los tiempos de retencién con patrones
correspondientes de acidos grasos (Sigma). La metddica esta descrita, por ejemplo, en Napier y Michaelson, 2001,
Lipids. 36(8): 761-766; Sayanova y col., 2001, Journal of Experimental Botany. 52(360): 1581-1585, Sperling y col.,
2001, Arch. Biochem. Biophys. 388(2): 293-298 y Michaelson y col., 1998, FEBS Letters. 439(3): 215-218.

Determinacion de actividad y sustrato de D5Des_2 (Ol):

Para el establecimiento de la actividad y especificidad de sustrato de D5Des_2 (Ol) SEC ID 24 se suministraron
distintos acidos grasos (Tabla 7). A este respecto se pueden comprobar los sustratos suministrados en grandes
cantidades en todas las levaduras transgénicas. Las levaduras transgénicas muestran la sintesis de nuevos acidos
grasos, los productos de la reaccion de D5Des_2 (Ol). Esto significa que el gen D5Des_2 (Ol) se ha expresado
funcionalmente.

Tabla 7: suministro/conversion de distintos &cidos grasos por D5Des(Ol_2).

SNL?;}girsetg%gnuestra/écido graso Conversién esperada  [Sustrato Producto
pYES Control - -
pYES-d5Des(Ol_GA) sin AG -

pYES-d5Des(Ol_GA) 20:3 20:3 -> 20:4ara 11,1 0,9

La Figura 8 muestra los cromatogramas de los experimentos individuales. Como control en la Figura 8A se
analizaron levaduras transformadas con pYES sin adicién de acidos grasos. En la Figura 8B se afiadié a las
levaduras transformadas con pYES el &cido graso 3A8,11,14. A este respecto se puede detectar el acido graso
suministrado en grandes cantidades. El mismo experimento se ha llevado a cabo en la Figura 8C para levaduras
transformadas con el plasmido pYES-D5Des(Ol_2). A diferencia con la Figura 8B, en las levaduras con pYES-
D5Des(0l_2) se puede detectar un acido graso adicional que se debe a la actividad de D5Des(Ol_2). Mediante la
actividad se puede caracterizar D5Des(Ol_2) como A5-desaturasa.

Resumen de los resultados de D5Des_2 (Ol):

En los experimentos de suministro a levaduras se ha podido mostrar que se expreso funcionalmente el gen clonado
DSDes_2 (Ol) SEC ID 24 y que posee actividad desaturasa. Mediante el 4cido graso suministrado se puede
caracterizar DSDes_2 (Ol) como A5-desaturasa, es decir, los acidos grasos C20 con un enlace doble A8 se
deshidrogenan especificamente en la posicion A5.

Determinacion de actividad y de sustrato de D12Des(Ol):

Para el establecimiento de la actividad y de la especificidad de sustrato de D12Des(Ol) SEC ID 18 se suministraron
distintos acidos grasos (Tabla 8). A este respecto se pueden comprobar los sustratos suministrados en grandes
cantidades en todas las levaduras transgénicas. Las levaduras transgénicas muestran la sintesis de nuevos acidos
grasos, los productos de la reaccion de D12Des(Ol). Esto significa que se ha expresado funcionalmente el gen
D12Des(Ol).

Tabla 8: suministro/conversion de distintos &cidos grasos por D12Des(Ol).
Nom_b_re de muestra/ acido graso Conversion esperada Sustrato Producto
suministrado
pYES Control - -
PYES-D12Des(Ol) 18:1 ->18:2 24,9 1,1
pPYES-D12Des(Ol) 18:1->18:2 24,1 1,0

La Figura 9 muestra los cromatogramas de los experimentos individuales. Como control, en la Figura 9A se
analizaron levaduras transformadas con pYES sin adicion de &cidos grasos. En la Figura 9 se analizaron levaduras
transformadas con pYES-D12Des(Ol). A diferencia de la Figura 9A, en las levaduras con pYES-D12Des(Ol) se
puede detectar un acido graso adicional que se debe a la actividad de D12Des(Ol). Mediante la actividad se puede
caracterizar D12Des(Ol) como Al12-desaturasa.

Resumen de los resultados para D12Des(Ol):

En los experimentos de suministro a levadura se ha podido mostrar que el gen clonado D12Des(OI) SEC ID 18 se
ha expresado funcionalmente y posee actividad desaturasa. Mediante el espectro de acidos grasos se puede
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caracterizar D12Des(Ol) como Al2-desaturasa, es decir, los acidos grasos C18 con un enlace doble A9 se
deshidrogenan especificamente en la posicion A12.

Determinacion de actividad y sustrato de D5Des(Ol):

Para el establecimiento de la actividad y especificidad de sustrato de D5Des(Oi) SEC ID 26 se suministraron
distintos acidos grasos (Tabla 9). A este respecto, los sustratos suministrados se pueden comprobar en grandes
cantidades en todas las levaduras transgénicas. Las levaduras transgénicas muestran la sintesis de nuevos acidos
grasos, los productos de la reaccion D5Des(Ol). Esto significa que se ha expresado funcionalmente el gen
D5Des(Ol).

Tabla 9: conversién de distintos acidos grasos por D5Des(Ql)

Muestra Conversion esperada | Sustrato | Producto |indice de conversion [%)]
d5Des(Ol_febit) 20:3n-6 -> 20:4ara 29,4 12,4 29,6
d5Des(Ol_febit) 20:3n-6 -> 20:4ara 19,8 10,3 34,3
d5Des(Ol_febit) 20:4n-3 -> 20:5 nd 1,2 >50 %

La Figura 10 muestra el analisis mediante cromatografia de gases de experimentos de suministro a levaduras.
Después la expresion de pYes-d5Des(Ol_1) en la levadura cepa InvSc sin adicién de acidos grasos (Figura 10A) no
se ha constatado ninguna conversion de los acidos grasos presentes. La expresion de pYes-d5Des(OI_1) en la
levadura cepa InvSc después de la adicion del acido graso 20:3n-6 (B) conduce a la conversion especifica de 20:3n-
6 hasta dar 20:4n-6 (4cido araquiddnico) y la expresion de pYes-d5Des(Ol_1) en la levadura cepa InvSc después de
la adicion de &cido graso 20:4n-3 (C) a la conversion especifica de 20:4n-3 hasta dar 20:5n-3 (acido
eicosapentaenoico). La incorporacién especifica de enlaces dobles d5 en los acidos grasos suministrados muestra la
actividad d5 desaturasa de d5Des(Ol).

Resumen de los resultados para D5Des(Ol):

En los experimentos de suministro a levadura se ha podido mostrar que se ha expresado funcionalmente el gen
clonado D5Des(Ol) SEC ID 26 y que posee actividad desaturasa. Mediante el espectro de acidos grasos se puede
caracterizar D5Des(Ol) como A5-desaturasa, es decir, los &cidos grasos C20 con un enlace doble A8 se
deshidrogenan especificamente en la posicion A5.
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gtc
val

gtc
val
225
trt
Phe

ccg
Pro

acg
Thr

atc
Ile

tac
Tyr
305
ctg
Leu

&y

ac
%

ccg
Pro

50
tgc
Cys

aaa
Lys

gt
va

act
Thr

acg
Thr
130

sty

ccg
Pro

acyg
Thr

ttc
Phe

gt
va
210
gcc
Ala

tgo
Trp

cac
His

att
Ile

aTy
290

cac
His

tac
TYr

agce
Ser

gac
Asp
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gt
va

tgg
Trp

acg
Thr

ccg
Pro

aat
Asn
115
gag
Glu

cCg
Pro

att
Ile

aac
Asn

ccg
Fro
195
gcd
Ala

acc
Thr

ctc
Leu

Tttt
Phe

gat
Asp
275
agc
ser

gce
Ala

cty
Leu

aag
Lys

aag
LyS
355

tgg
Trp

gtc
val

att
Ile

tat
Tyr
100
cac
His

gac
Asp

ttt
Phe

tat
Tyr

cac
His
180

&ty

gtt
val

gtc
val

gtc
val

dgag
Glu
260
cgce
Arg

acg
Thr

aag
Lys

tat
Tyr

tgc
Cys
340
cay
GIn

Val

gcg
Ala

caa
Gin

85
ttt
Phe

gt
va

gcg
Ala

acg
Thr

ttg
Leu
165
Ltc
Phe

aag
Lys

ttg
Leu

atg
Met

cty
Leu
245

&ty

cey
Pro

cac
His

aag
Lys

gac
ASp
325
atc
Ile

ctc
Leu

acg
Ala

gcqg
Ala

70
gac
Asp

teg
Ser

Cctc
Leu

aac
AsSh

ttt
Phe
150
cte
Leu

ttg
Leu

tgg
Trp

Sy

gcg
Ala
230
tac
Tyr

gac
Asp

tac
Tyr

gtc
val

gcc
Ala
310
ccy
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

tac
TYr

55
cac
His

acg
Ala

tgg
Trp

gag
Glu

gt
va

135
ttg
Leu

acc
Thr

ccy
Pro

gcg
Ala

gcyg
Ala
215
CctC
Leu

aco
Thr

gac
Asp

&ty

acg
Ala
295
acc
Thr

acg
Thr

gtc
val

cey
Pro

gcgcgcgtagt gacgaggata ttaagtttta gttagagaga

atatacgtgc gtgtttattt cacatgctgg aattcgccga

atcaccgctc gccccgegag cgctctgett cgtgtcgaco

cggttttcga gcggcacaga gatcgaatga tctacagata

<210> 2

<211> 362

38

gcg
Ala

gag
Glu

gt
Va

cag
GIn

oty
120

atg
Met

aac
Asn

2y

Lttc
Phe

aag
LyS
200
cte
Leu

tac
Tyr

tgy
Trp

tgg
Trp

cca
Pro
280
cat
His
gag
Glu

ccC
Pro

gtc
val

gtc
val
360

cgagcattgt gattatgatt

agagcgaaac ggcgtattgt

cgagaaaaat gtgcgctgct

ttc
Phe

tgc
Ccys

ety

cgg
Arg
105
gag
Glu

ttc
Phe

ctc
Leu

gcc
ala

atg
Met
185
aag
LysS

gcyg
Ala

gtc
val

ttg
Leuw

aac
Asn
265
gt
va

cac
H1s

gcg
Ala

atc
Ile

aag
Lys
345
gcg
Ala

gt
va

ety

tac
Tyr

20
tcg
Ser

acg
Thr

aag
LyS

gtc
val

agc
ser
170

&ty

gtt
val

gcg
Ala

&ty

cag
Gln
250
ttyg
Leu

ttt
Phe

atc
Ile

ttg
Leu

gce
Ala
330
aag
Lys

dJcyg
Ala

acg
Thr

cac
His

75
acg
Ala

cac
H1s
cac
His

ttg
Leu

&ty
155

&y

gag
Glu

tgg
Trp

tgg
Trp

ccg
Fro
235
cac
His
gtc
val

gac
Asp

aac
Asn

caa
Glin
315
acg
Thr

&y

tga

ttaatcgegt ttgt

3
60
&

ctg
Leu

acg
Ala

gt
va

cgc
Arg
140
gt
va

&ty

aaqg
Lys

cag
Gln

gcg
Ala
220
tac
Tyr

act
Thr

aag
Lys

ttt
Phe

cac
His
300
aag
Lys

acg
Ala

gac
Asp

353
601_
649
697
745
793
841
889
937
985
1033
ios1
1129
1177
1225
1273
1321
1369
1417
1462
1522
1582

1642

1696
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<212> PRT
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 2

l\ldet Gin Glu val Leg Arg Ala Ile
Thr Gly Lys SSE Leu Ala Tyr Ala
Ala Cys Gly Ala Leu Ala Trp Ala
35 40
Trp Pro val Trp val Ala Tyr Ala
50 55
Gly Cys Trp val Ala Ala His Glu
65 70
Asp Lys Thr Ile Ggg Asp Ala val
Leu val Pro IHE Phe ser Trp GIn
Arg Thr Asn His val Leu Glu Gly
115 120
Gly Thr Glu Asp Ala Asn val Met
130 135
Glu Gly Pro Phe Thr Phe Leu Asn
145 150
Trp Pro Ile Tyr &gg Leu Thr Gly
Asn Thr Asn ng Phe Leu Pro Phe
Lteu Phe Pro Gly Lys Trp Ala Lys
195 200
val val Ala val Leu Gly Ala Leu
210 215
val Ala Thr val Met Ala Leu Tyr
225 230
Phe Trp Leu val Egg Tyr Thr Trp
Pro His pPhe ggg Gly Asp Asp Trp
Thr Ile Asp Arg Pro Tyr Gly Pro
275 280
Ile Gly ser Thr His val Ala His
290 295
Tyr His Ala Lys Lys Ala Thr Glu
305 310
Leu Tyr Leu Tyr ggg Pro Thr Pro
Gly Ser Lys SZS Ile Ala val val
Thr Asp Lys GIn Leu Asp Pro val
355 360
<210>3
<211> 2039
<212> ADN
<213> Ostreococcus lucimarinus

<220>
<223> Delta-12 desaturasa

<220>
<221> CDS
<222> (572)..(1900)

<400> 3

39

Pro
Ala

25
Cys
Phe
Cys
Gly
Arg
105
Glu
Phe
Leu
Ala
Met
185
LyS
Ala
val
Leu
Asn
265
val
His
Ala
Ile
Lys

345
Ala

Arg

10
Ccys
val
val
Gly
Tyr

90
ser
Thr
Lys
val
ser
170
Gly
val
Ala
Gly
GIn
250
Leu
Phe
Ile
Leu
Ala
330
LysS

Ala

Glu
ser
Pro
Thi
His
Ala
His
His
Leu
Gly
155
Gly
Glu
Trp
Trp
Pro
235
His
val
Asp
Ash
GIn
315
Thr

Gly

Cys
Thr
val
Gly
Gly
Leu
Ala
val
Arg
Val
Gly
Lys
Gln
Ala
220
TVYr
Thr
Lys
Phe
His
300
Lys
Ala
AsSp

Phe
Ala
Thr

45
Thr
Ala
His
val
Pro
125
Gly
Phe
Pro
Gly
Ser
205
Ala
Met
Asp
Gly
Leu
285
Thr
Ala
Thr

Glu

Glu
Ile

30
Ala
Ala
Phe
ser
His
110
Ala
Leu
Ala
val
Lys
190
Asp
His
val
val
Ala
270
His
Ile
Phe
Trp

Trp
350

Arg
Thr
Ala
Ala
ser
Leuy

95
His
Arg
Leu
Leu
Arg
175
His
val
ser
Thr
ASp
255
Phe
His
Pro
Pro
Arg

335
val

Asp
Leu
Tyr
Thr
Asp

80
Leu
ser
Leu
Gly
Gly
160
Gly
Ala
Gly
Gly
Asn
240
val
Met
Arg
His
Asp
320
val

Phe



cgttctcgee

ccgogaccyc

acgcgcgegt

gctcgatcga

gcggteggtc

ctcgaatgeg

tgcgaatgte

cgcygcacacy

cgagaatcgce

acgcaaacgc

tcy
ser

gtc
val
10
gt
va

€g9
AFg

cga
Arg

cac
Arg
25
ac
Th

&y

acg
Thr

aco
Thr

40
ctec
Leu

gat

31y

ttc
Phe

ctc
Leu

tca
ser

aac
Asn

att
ITe

ag
gcc

atg
Ala

Met

tac
Tyr
105
gcy

gce
ala

Ala
120
Jgcg
Ala

9cg
Ala

tac
Tyr

gce
Ala

cac

gcg c3
His

a
Ala &

Glu C

gac
Asp

g9cg

Ala
170
tcc tgg cag
Ser Trp Gln

185
&

gtc
val

acg

gaa
Thr

Glu

Asp Ala

ctcgegegeg
gcgtctggeg
cgcgecgate
ccactcgegc
ggtcggtegc
tggagcgacg
cgaacacgcg
aacgacgcce
gcgcgeccag
ggatagcegaa

gcce

gcg
Ala

Ala

atg gcg
Met Ala
gcg coc

Ta Arg

Tt

gaa
Phe

Glu
60
cac

ccg ca
His

Pro

75
ccc
Pro

gat
Asp

gt
va

dco
Ala

aca

ttg
Thr

Leu

acg
Thr

agt
ser

gga
G?y

45
gat
AsSp

aag
LysS

gaa
Glu

tcg
sSer

cca
Pro

ES 2531391713

tcgcgaccga
cgtgctcgag
ccgeggegeg
gcgccgagge
cgcgtgatcg
cgatatcagc
gcgttcgcgg
gacgfcgacg

gacgcacgcy

cgtcttctac

cgtoccytey

ctcgecgacy

gcgacgcagr

cgggcgetee

ctgcgaatgt

tcgeggtect

cgagcgacga

cgeecaggac

gcttaccgac

attegecgeg

cgcgttegec

gcgggcgegc

gatgatggec

tcacataaca

ccgegttegt

gcgacgcaaa

gtcrcgacge

cgacgaggac g atg atg acg acg gca

cgc
Arg

gcg
Ala

15
tac
Tyr

aaa
LysS
30

cgg
Arg

gcg
ala

ctt
Leu

[of ol
Pro

aag
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

a5
gca
ala

tgc
Cys

acg
Thr
110
ttg
Leu

cag
GIn

125

gcg

t
Ala y

va

140
tgc g?c
Cys Gly
155
9ag
oy

c€gqg
Arg

tac
Tyr

tcg
ser

gaa

acqg
Glu

Thr

dac
Asn

cat
His

acg
Ala
cac
H1s

cac
His

ggt acg
G?y Thr
aac
Asn

gco
Ala

ttg
Leu

cac
His
175
gtc

gct
val

Ala
190
gt
va

ccy
Pro

atg
Met

atce
Ile

cac
His

4949
Arg

ttc
Phe

aag
Lys

atg
Met

acqg
Ala

atc
Ile

ttc
Phe
160
tcg
ser

cac
His

tac
Tyr

e} Met Thr Thr Ala

acyg

ac
Thr 2

Thr

gcyg

cga
Ala

Arg

cga
Arg

ile
Ar

&ty

tCcg
ser

age
ser
65
cct
Pro
80
aag
Lys

gat
Asp

gt
va

acg
Thr

tga
Trp
130
act
Thr

aca
Ala

gce
Ala
145
agc
ser

acg
aAla

gat
ASD

ctc
Leu

tca
ser

cac
His

gt¢

aag
val

Lys

40

5
acg

tcg
Thr

Ser

acyg
Thr

20
gcg

acy
Ala

Thr
35
fo (o

RERAL

ctg

Leu

acg
Thr

C
a2

2ty

gcg
Ala

85
aag
Lys

3ty

gcg
Ala

gag
Glu

cgc
Arg

cg
213

acg
Thr

oty
115

tgg
Trp

oty

aac
ASR

gce
Ala
100
toc
Cys

ccg
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp

ttc
Phe
165
ccy
Pro

cga
Arg

gt
va
180
acg
Thr

ctc
Leu

aac
Asn

¢ga
Arg
195
g?c ttg
Gly Leu

gaa
Glu

gcgcccgogt

cegeegtege

degegegeyge

dcgccgagygc

atccaaagcg

taactctoac

cgcgeacacy

grttttacgg

gacgcgcacg

aac gtc

Asn val

tcy
ser

acyg
Thr

acg

acg
Thr

Thr

atc gcg
Ile Ala
55
cag g¢cg
Gln Ala
t? Tty
val Leu

teg
Ser

ttg
Leu

atc

ttg
Ile

Leu

tag
Trp

gt
va
150
att
Ile

ctt
Leu
135
atc
Ile

caa
Gln

ttt
Phe

tac
Tyr

cac

ac tto
H1s

Leu
aag g?t
Lys Gly

60

120

180

240

300

360

420

480

540

592

640

688

736

784

832

880

928

976

1024

1072

1120

1168

1216



200
gac
Asp

att
Ile

ctc
Leu

ttg
Leu

aag
LysS
280
gtt
val

cty
Leu

acog
Thr

gag
Glu

&ty
360

gcg
Ala

acc
Thr

acg
Thr

gtc
val

&y
440

Cgcagacaca aacattttat tgatacacac taacgaaact actacgtgcg attccagttg

ttg
Leu

ctt
Leu

ace
Thr

cct
Pro
265
aag
Lys

ctc
Leu

tac
Tyr

tgg
Trp

tgg
Trp
345
ccc
Pro

cac
His
gag
Glu

cCg
Pro

gag
Glu
425

acy
Thr

aac
AsSn

cay
Gin

Q?C
250

aac
Asn

aaa
Lys

gcc
Ala

ctg
Leu

ttg
Leu
330
tcg
Ser

gt
va

cac
His

gcy
Ala

att
Ile
410
aag
Lys

gcg
Ala

CctcC
Leu

ctc
Leu
235

gcg
Ala

atc
Ile

Val

gcc
Ala

oty
315

cag
GIn

tac
Tyr

Tttt
Phe

gtt
val

ttg
Leu
395

tag
Trp

cgce
Arg

taa

aag
Lys
220
gtc
val

acg
Thr

aat
ASn

tac
TYyr

tgg
Trp
300
ccy
Pro

cac
H1s

atc
Ile

gac
ASp

gag
Glu
380
aag
Lys

gcg
Ala

3ty

205

gcd
Ala

acc
Thr

oy

acc
Thr

tac
Tyr
285
gtt
Va]

tat
Tyt

acc
Thr

aag
Lys

ttc
Phe
365
tyc
Cys

aco
Thr

gca
Ala

gaa
Glu

ES 2531391713

aag
Lys

cac
H15

o1y

ety
270

tcg
Ser

gce
Ala

ttg
Leu

gat
Asp

Q?C
350

tta
Leu

gcg
Ala

aag
Lys

atg
Mét

&1y
430

aag
Lys

ttg
Leu

age
ser
255
gct
Ala

gac
Asp

cag
GlIn

ttt
Phe

gt
va
335
gca
Ala

cac
H1s

att
Ile

tat
Tyr

atg
Met
415
aag
Lys

aac
Asn

gtt
val
240
gcg
Ala

ttg
Leu

att
Ile

tgc
Cys

gtc
val
320
gac
Asp

Lttc
Phe

cac
His

cCg
Pro

ccyg
Pro
400
(of+
Arg

&

ttg
Led
225
ttc
Phe

aga
Arg

gag
Glu

ggt
Gly

ety
305

aac
Asn

gtc
val

ttg
Leu

cgc
Arg

cac
His
385
gag
Glu

otc
val

acg
Ala

210
&y

oty

aty

ctg
Leu

gtt
val
290

tgg
Trp

£ttt
Phe

caa
Gln

acg
Thr

atc
Ile
370
tac
Tyr

tac
Tyr

acyg
Ala

atg
Met

gag
Glu
tgg
Trp

gte
val

ttc
Phe
278
ttc
Phe

gct
Ala

tag
Trp

cac
His

atc
Ile
355
gga
Gly

aag
Lys

tat
Tyr

tcc
ser

tag
Trp
435

&y

CCg
Pro

ace
Thr
260
ccy
Pro

gcg
Ala

ccy
Pro

ctc
Leu

ttg
Leu
340
gac
Asp

tcc
Ser

gcg
Ala

ttag
Leu

aag
LyS
420
act
Thr

ccg
Pro

gcg
Ala
245
aac
Asn

3y

tic
Phe

e
Phe

gtc
val
325
gce
Ala

cgc
Arg

act
Thr

gtc
val

tat
Tyr
405
tgc
Cys

ttc
Phe

ttc
Phe
230
tac
Tyr

cat
H1s

age
ser

gtc
val

gtc
val
310
{tg
Leu

dgcog
Ala

ccy
Pro

cac
His

gaa
Gly
390
gac
Asp

gtc
val

act
Thr

ttatgaatga ttattagtat ttagcagctc ttcgcgcaca

cgaaagacga gtacacactt gtacacacta acgaaacta

<210> 4

<211> 442
<212> PRT
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 4

41

215

gco
Ala

tto
Leu

ttc
Phe

tag
Trp

Q?C
293

gcc
Ala

tac
Tyr

gac
Asp

tac
Tyr
gt

375

aca
Ala

ccg
Pro

gct
Ala

gac
Asp

1264

1312

1360

1408

1456

1504

1552

1600

1648

1696

1744

1792

1840

1838

1940

2000

2039
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<210>5

Met
Thr
Ala
Arg
ser
65

Pro
Lys
Thr
Ala
Ala
145
sSer
Ala
His
val
Leu
225
Phe
Arg
Glu
Gly
Gly
305
Asn
val
Leu
Arg
His
385
Glu
val

Ata

<211> 1737
<212> ADN

<213> Ostreococcus lucimarinus

<220>

<223> Delta-4 desaturasa

<220>

Met
Thr
Arg
Arg
Gly

ser
Asp
val
Trp
130
Thr
Asp
Leu
ser
Lys
210
Gly
Gly
Gly
Leu
val
290
Trp
Phe
GlIn
Thr
Ile
370
Tyr
Tyr
Ala

Met

Thr
ser
Thr

35
Ala

Leu

Arg
Thr
Gly
115
Trp
Gly
AsSn
Leu
Arg
195
Gly
Glu
Trp
val
Phe
2758
Phe
Ala
Trp
His
Ile
355
Gly
Lys
Tyr
ser

Trp
435

Thr
Thr

20
Ala
Gly

Glu

Ala
Ala
100
Cys
Pro
Cys
Arg
val
180
Thr
Glu
Gly
Pro
Thr
260
Pro
Ala
Pro
Leu
Leu
340
Asp
Ser
Ala
Leu
LysS

420
Thr

Ala
Thr
Thr
Ala
Gly

Ala

85
Lys
Gly
Ala
Trp
Phe
165
Pro
Asn
Leu
Pro
Ala
245
Asn
Gly
Phe
Phe
val
325
Ala
Arg
Thr
val
Tyr
405
Cys

Phe

ES 2531391713

ASh
ser
Thr
Ile
Gln

70
val
Ser
Leu
Trp
val
150
Ile
Tyr
His
Lys
Phe
230
Tyr
His
Ser
val
val
310
Leu
Ala
Pro
His
Glu
390
Asp
val

Thr

val
Thr
Thr
Ala

55
Ala

Leu
Leuy
Ile
Leu
135
Ile
Gln
Phe
Le_u
Gly
215
Ala
Leu
Phe
Trp
Gly
295
Ala
Tyr
Asp
Tyr
val
375
Ala
Pro
Ala

Asp

Ser
Arg
Thr

40
Leu

Leu

ser
Met
Ala
120
Ala
Ala
Asp
ser
Thr
200
Asp
ITe
Leu
Leu
Lys
280
val
Leu
Thr
Glu
Gly
360
Ala
Thr
Thr
val

Gly
440

42

Arg
Arg
Thr
Gly
Thr

Asn
Tyr
105
Ala
Tyr
His
Ala
Trp
185
Glu
Leu
Leu
Thr
Pro
265
Lys
Leu
Tyr
Trp
Trp
345
Pro
His
Glu
Pro
Glu

425
Thr

val
val
Asp
Gly

Phe

Ile
Ala
Ala
Ala
G6lu
val
170
Gln
Gly
Asnh
Gin
Gly
250
ASh
Lys
Ala
Leu
Leu
330
ser
val
His
Ala
Ile
410
Lys

Ala

Ala
Met
Ala
Phe
Pro

75
Pro
Ala
Thr
Ala
Cys
155
Gly
Arg
Glu
Leu
Leu
235
Ala
Ile
val
Ala
Gly
315
Gln
Tyr
Phe
val
Leu
395
Trp

Arg

Ala
Ala
Arg
Glu

60
His

AsSp
val
Leu
val
140
Gly
Tyr
ser
Thr
Lys
220
val
Thr
Asn
Tyr
Trp
300
Pro
His
Ile
Asp
Glu
380
Lys
Ala

Gly

Thr
sSer
Gly

45
ASp

Lys

Glu
sSer
Pro
125
Asn
His
Ala
His
His
205
Ala
Thr
Gly
Thr
Tyr
285
val
Tyr
Thr
Lys
Phe
365
Cys
Thr
Ala

Glu

Arg
Lys

30
Arg
Leu

Lys

Cys
Thr
110
Leu
Gly
Asn
Leu
Ala
190
val
Lys
His
Gly
Gly
270
ser
Ala
Leu
Asp
Gly
350
Leu
Ala
Lys
Met

Gly
430

Ala
Tyr
Ala
Pro

Glu

Phe
Ala
GIn
Thr
Ala
His
175
val
Pro
Lys
Leu
ser
255
Ala
Asp
Gln
Phe
val
335
Ala
His
Ile
Tyr
Met

415
Lys

Met
Ile
His
Arg
Phe

80
LyS
Met
Ala
Ile
Phe
160
ser
His
Tyr
Asn
val
240
Ala
Leu
Ile
Cys
val
320
Asp
Phe
His
Pro
Pro
400
Arg

Gly
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<221> CDS

<222> (218)..(1618)

<400> 5
gcgcaccgtc gogegegegt tcgcgacgac gacgacgtcg agegcgaggt gtgattatcg 60
ccgtcgagey acgacgacge gcgcegacgac gagogegoty €gogeggaco cgcggcgcoc 120
gcgatcggyg aggtatgcga tcgttccgcg atcgatcgag ggcgaaggga acgecgeggt 180

43
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cgtcgaaaga agcgtcgagg gcgaggaggg ggagaag atg atg tcc ctg gag gcg 235
Meg Met Ser Leu G1g Ala
aga cgc gag 9cg ctg agg ttg €CO COC €CY gac gtc gcg gcy cco g?g 283
Arg Arg Glu Alg Leu Arg Leu Pro AE% Pro Asp val Ala A;S Pro Gly
atdg gag gat ccg tgg aac gat gag aag tgg caa aag ¢tg aag tgg acy 331
Met Glu Agg Pro Trp Asn Asp G;B Lys Trp GIn Lys Vgs Lys Trp Thr
gtg ttt cga gac gty gcg tac gac ctc g?a ccg ttc ttt gag aag cat 379
va ng Arg asp val ala ng ASp Leu Gly Pro P?S Phe Glu Lys His
ccg g?c g?g aac tgg ttg ttg aac ctc gec atc g%t cgc gac tgc acg 427
Pro Gly Gly Asn Trp Leu Leu Asn Leu Ala Ile aly Arg Asp Cys Thr
55 6o 65 70
gcg Cctc atg gaa tcc tat cac ttg cga cca gag gtg 9cg acyg gcg coc 475
Ala Leu Met Glu S;E TYr His Leu Arg ng Glu val Ala Thr A;% Arg
ttc agg atg tta ccc aag ctc gag g?g ttc ccg gtc gac gcc gtg gcg 523
Phe Arg Met Leu Pro Lys Leu Glu Gly Phe Pro val Asp Ala val Ala
90 95 100
aag tca ccg aga ccg aac gat tcg ccg ¢tg tac aac aac ate c¢gc aat 571
Lys Ser Pro Arg Pro Asn Asp Ser Pro Leu Tyr Asn Asn Ile Arg Asn
105 110 115
Cgc gtt cgc gag gaa ctt ttc ccg gaa gaa g?g aag aac aaa cac aga 619
Aarg val Arg Glu Glu Leu Phe Pro GTu Glu Gly Lys Asn Lys His Arg
120 125 130
atg g?t g?c gac cac gcg acg ata acg att ttg tct ttc 9cc gcg ttt 667
Met Gly Gly Asp His Ala Thr Ile Thr Ile Leu Ser Phe Ala Ala Phe
135 140 145 150
gcg tac g?t gtg tac gcc acc atc ccg g?c Tttt Cctc tcg g?t tgc ctc 715
Ala Tyr Gly val Tyr Ala Thr Ile Pro Gly Phe Leu Ser Gly Cys Leu
155 160 165
ctt g?c tta gct g%t gcg tgg atc g?g ctc acg att cag cat tgc gec 763
Leu Gly Leu Ala Gly Ala Trp Ile Gly Leu Thr Ile Gln His Cys Ala
170 175 180
aat cac g?g gcg atg tca ccg tcg ccc gec grc aac g?c gtc ctc g?t 311
Asn His Gly Ala Met Ser Pro Ser Pro Ala val Asn Gly val Leu Gly :
185 130 195
ttg acg aac gat ctc atc g?c g?c tcg tet ttg atg tgg cga tac cac 859
Leu Thr Asn Asp Leu Ile Gly Gly Ser Ser Leu Met Trp Arg Tyr His
200 205 210
CaC cag gtg agc cac cac att cac tgc aac gac aat gct atg gat caa 907
His GIn val Ser His Wis Ile His Cys Asn Asp Asn Ala Met Asp Gln
215 220 225 230
gac gty tac acc gcc¢ atg cct ctc ttg cgt ttc gac gct cgt cgt coc 955
Asp val Tyr Thr 3;2 Met Pro Leu Leu gs Phe Asp Ala Arg ér Pro
4
aag gcg tgg tac cac cgc ttc cag cac tgg tac atg tic ttg gecc ttt 1003
Lys Ala Trp Tyr His Arg Phe G1n His Trp Tyr Met Phe Leu Ala phe
250 255 260
ccg ttg ttg cag gtg gcg ttc caa gtc g?c gac atrc gtc g?t ttg ttc 1051
Pro Leu Leu 6In val Ala phe GIn val Gly Asp Ile val Gly Leu Phe
265 270 275
act Cgc gat acc gaa g?c gca aag ¢tc cac ggg gcg acc act tgg gaa 1099
Thr Arg Asp Thr Glu Gly Ala Lys Leu His Gly Ala Thr Thr Trp Glu
280 285 290
CLt gcc acc gta gtt atc g?c aag ttt gtg cac ttc g?t ttg ttg gct 1147
Lew Ala Thr val val Ile Gly Lys Phe val His Phe Gly Leu Leu Ala
295 300 303 310
gca cct ttg atg agc cac gcg get tec gec gte gtc gcc g?c atc gtc 1195
Ala Pro Leu Met Ser His Ala Ala ser Ala val val Ala Gly Ile val
315 320 3258
g?t ttc atg gcg tgc caa g?a gtc gtc ctc gcg tgt acg ttec gcg gt 1243
Gly Phe Met Ala Cys Gln Gly val val Leu Ala Cys Thr Phe Ala va
330 335 340
agt cac aac 9tg ccc gag gcc aaa ctc cct gaa gat acc g?t g?a gag 1291
ser His gig val Pro Glu Ala ggg Leu Pro Glu Asp ggg Gly Gly Glu

44



gcg
Ala

Top
375
gtc
val

atc
Ile

tcg
ser

gtc
val

aag
LyS
455

199
Trp
360

oy

gag
Glu

gcg
Ala

tca
ser

aga
Arg
440
tte
Phe

gaa
Glu

gga
G?y
cat
H1s
aaa
Lys
tac
Tvyr
425
gac
Asp

gcyg
Ala

aga
Arg

aag
Lys

cac
His

att
Ile
410
aga
Arg

atg
Met

aac
Asn

gat
Asp

att
Ile

ctg
Leu
395
gtec
val

aca
Thr

3ty

ccg
Pro

tgg
Trp

3l
380

ttc
Phe

gcd
Ala

cre
Leu

acqg
Thr

caa
Gln
460
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Ty
365

aac
Asn

ccg
Pro

gaa
Glu

CcCC
Pro

gcg
Ala
445
ctt
Leu

gt
va

Tttt
Phe

acg
Ala

gaa
Glu

oty
430

gag
Glu

tcg
Ser

cag
GIn

ttc
Phe

att
Ile

acd
Ala
41%
att
Ile

caa
GIn

cca
Pro

cag
GIn

acc
Thr

tac
Cys
400
gcg
Ala

tte
Phe

atc
Ile

gcc
Ala

ttg
Leu

aly
385

e
Phe

aag
Lys

gtc
val

gac
Asp

atc
Ile
465

taccttacgce gcttgttgac ttcaaacgag caaacgacag

acttacacct ccgcctcatc attgttttga tctaattcta

<210>6
<211> 466

<212> PRT

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 6

45

gt
va
370

2ty

gt
va

atg
Met

acg
Ala

gac
Asp
450
aat
Asnh

aaatacgatt attgtgatat

act
Thr

ctg
Leu

cac
H1s

oty

ttc
Phe
435
gtt
val

tag

agc
ser

aac
Asn

tac
Tyr

att
Ile
420

tgg
Trp

tta
Leu

gct
Ala

ttg
Leu

cce
Pro
405
cct
Pro

aaa
Lys

ctt
Leu

gac
Asp

caa
GIn
390
acg
Ala

tac
Tyr

ttc
Phe

ccg
Pro

aattataact

acttacaaa

1339

1387

1435

1483

1531

1579

1628

1688

1737



Met
Asp
Gln
Pro
Ile
Glu
Pro
Tyr
Gly
Leu
145
Phe
Thr
val
Leu
Asp
225
Phe
Tyr

Asp

Gly
His
305
vatl
Ala
Glu
Leu
Gly
385
Phe
Lys
val
Asp

Ile
465

<210>7
<211> 1604
<212> ADN

<213> Ostreococcus lucimarinus

Met
val
Lys
Phe

50
Gly
val
val
ASn
LysS
130
ser
Leu
Ile
Asn
Met
210
Asn
Asp
Met

Ile

Ala
290
Phe
val
Cys
Asp
val
370
Gly
val
Met
Ala
As

450
Asn

ser
Ala
val
Phe
Arg
Ala
Asp
Asn
115
Asn
Phe
ser
GIn
2
Trp
Ala
Ala
Phe

val

275
Thr

Gly
Ala
Thr
Thr
i
Leu
His
Gly
Phe

435.
p val

Leu
Ala

20
Lys
Glu
Asp
Thr
Ala
100
Ile
Lys
Ala
Gly
His
180
val
Arg
Met
Arg
Leu

260
Gly

Thr
Leu
Gly
Phe
340
Gly
ser
Asn
Tyr
Ile
420
Trp

Leu

Glu
Pro
Trp
Lys
Cys
Ala
val
Arg
His
Ala
165
Cys
Leu
Tyr
Asp
Ar

24

Ala

Leu

Trp
Leu
Ile
325
Ala
Gly
Ala
Leu
Pro
405
Pro
Lys

Leu
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Ala
Gly
Thr
His
Thr

70
Arg
Ala
Asn
Arg
Phe
150
Leu
Ala
Gly
His
Glin
230
Pro
Phe

Phe

Glu
Ala
310
val
val
Glu
Asp
Gln
390
ala
Tyr
Phe

Pro

Leu
295
Ala
Gly
Ser
Ala
Trp
375
vail
Ite
Ser
val

Lys
455

His
Thr
200
Gln
val
Ala
Ley

Arg

280
Ala

Pro
Phe
His
Trp
360
Gly
Glu
Ala
Ser
Arg

440
Phe

46

Glu
Asp

25
Arg
Gly
Met
Met
Pro
105
Arg
Gly
Gly
Leu
Gly
i85
Asn
val
Tyr
Trp
Leu

265
Asp

Thr
Leu
Met
Asn
345
Glu
Gly
His
Lys
Tyr
425
Asp

Ala

Ala

10
Pro
Asp
Asn
Glu
Leu

90
Arg
Glu
Asp
vatl
Ala
170
Ala
ASp
Sser
Thr
Tyr
250
Gin

Thr

val
Met
Ala
330
vai
Arg
Lys
His
Ile
410
Arg
Met

Asn

Leu
Trp
val
Trp
ser

75
Pro
Pro
Glu
His
TYr
155
Gly
Met
Leu
His
Ala
235
His
val
Glu

val
ser
315
Cys
Pro
Asp
Ile
Leu
395
val
Thr
Gly

Pro

Arg
AsSn
Ala
Leu

60
Tyr
Lys
Asn
Leu
Ala
140
Ala
Ala
ser
Ile
His
220
Met
Arg
Ala

Gly

Ile
300
His
Gln
Glu
Trp
Gly
380
Phe
Ala
Leu
Thr

Gln
460

Leu
Asp
Tyr

45
Leu
His
Leu
Asp
Phe
125
Thr
Thr
Trp
Pro
Gly
205
Ile
Pro
Phe
Phe

Ala

285
Gly

Ala
Gly
Ala
Gly
365
Asn
Pro
Glu
Pro
Ala

445
Leu

Pro
Glu

30
Asp
Asn
Leu
Glu
ser
110
Pro
Ile
Ile
Ile
ser
190
Gly
His
Ley
Gln
Gln

270
LysS

Lys
Ala
val
LyS
350
val
Phe
Ala
Glu
Gly
430
Glu

ser

Arg

15
Lys
Leu
Leu
Arg
Gly

95
Pro
Glu
Thr

Pro

Gl y

175
Pro

ser
Cys
Leu
His
255
val

Leu

Phe
ser
val
335
Leu
Gln
Phe
Ile
Ala
415
Ile
Gln

Pro

Pro
Trp
Gly
Ala
Pro
rhe
Leu
Glu
Ile
fo)
Leu
Ala
Ser
Asn
Arg
240
Trp
Gly

His

val
Ala
320
Leu
Pro
Gln
Thr
Cys
400
Ala
Phe
Ile

Ala
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<220>
<223> Delta-5 desaturasa
<220>
<221> CDS
<222> (156)..(1535)
<400> 7
tcactcagee gtecgegatc cgcgegegeg tcgegttcga ccgegtegeg cccagaacga 60
acgtagaacc gaatcgcccy tcccgegicg cgcggatgaa tgcaaaaaac aagatgactg 120
gatgacgtcc cgcgccacac gatcgcgcgc gogtc atg ccc tcc gec gcg cgc 173
Met Pro Ser Ala Ala Arg
1 5
tcc cga geg tCg aag cgc ¢gcg aac ¢gcg acg acyg gac gtc 9cg acg acc 221
Ser Arg Ala Sgg Lys Arg Ala Asn A}g Thr Thr Asp val A;g Thr Thr
gCct C€CC gag gcg acg Ct¢ gac CCcg acg €gc g9cg tac acg cgc tat cgc 269
Ala Pro G;g Ala Thr Leu Asp Pro Thr Arg Ala Tyr ng Arg Tyr Arg
30
g?c gtc gtc tac gac gtc acc gag ttt cag cat c¢gc cat ccc g?c g?c 317
Gly Vi& val Tyr Asp val ng Glu Phe Gln His Ag His Pro Gly Gly
gcg caa ttg ctc tcg ctc tge gre g?a COC gac gcg acg atc ctg atc 365
Ala GIn Leu Leu Ser Leu Cys val Gly Arg Asp Ala Thr Ile Leu Ile
55 60 65 70
gag agc cat cac ttg cga cct gag gtg gtg cgc aag tac atg aag acg 413
Glu Ser His His L;u Arg Pro Glu val val Arg Lys Tyr Met L§§ Thr
5 80
ctg ccc gtg gty gag g?c gcg 9¢g g?c gcg ttc g?g aag gag 9ag acg 461
Leu Pro Va VSO Glu Gly Ala Ala Gly Ala phe Gly Lys Glu Glu Thr
95 100
Tttt ccg aaa ccg ctc gat tcg gcg gtg tat cga gcg ata caa cgc cga 509

Phe Pro Lys Pro Leu Asp Ser Ala val Tyr Arg Ala Ile Gln Arg Arg

a7



ot
va

gca
Ala
135
acg
Thr

acg
Thr

caa
Gln

cag
Gln

gt
Va
215
gac
Asp

ctt
Leu

tac
Tyr

gac
Asp

aag
Lys
295
ctg
Leu

tcc
Ser

gtc
val:

cCg
Pro

atc
1le
375
ggt
Gly

cac
His
aag
Lys

ccC
Pro

cga
Arg
455

cga
Arg
120
cac
His

ttt
Phe

g499
&y
cac
His

ttt
Phe
200
gag
Glu

gce
Ala

gac
Asp

g¢d
Ala

gcg
Ala
280

&y

cac
His

aac
Asn

ctt
Leu

atg
Met
360
gaa
Glu

ggt
G’clly
aat
Ash

gct
Ala

ate
Ile
440
ccyg
Pro

105
gat
Asp

ety

gtc
val

togc
Cys

acyg
Thr
185
tgg
Trp

tgg
Trp

gat
Asp

cca
Pro

ccyg
Pro
265
caa
Gln

ttg
Leu

ttc
Phe

gtc
val

tgc
Cys
345
aac
ASD

acg
Thr

tty
Leu

ctg
Leu

&y
425

acg
Thr

aag
Lys

gaa
Glu

cgc
Arg

gcg
Ala

g9cy
Ala
170
gcq
Ala

afy

<gg
Arg

ctc
Leu

tcg
Ser
250
ctc
Leu

aac
Asn

atg
Met

agc
ey
atc
Ile
330

tgg
Trp

ttg
Leu

tcC
ser

aac
Asn

tac
Tyr
410
ctc
Leu

cyc
Arg

gcc
Ala

gtc
val

&

gcg
Ala
155
ttg
Leu

aat
Ash

tgg
Trp

tat
Tyr

gat
Asp
235
cag
Gln

aty
Met

att
Ile

aag
Lys

tta
Leu
315
at
va

ttc
Phe

agc
ser

gcg
Ala

ttg
Leu
395
ccg
Pro

gcg
Ala

gac
Asp

atg
Met

gt
va

&ty
140

atg
Met

aly

cac
HI1s

Ctc
Leu

cat
His
220
caa
Gln

gag
Glu

tgg
Trp

tta
Leu

aac
Asn
300
ctt
Leu

ccqg
Pro

ttc
Phe

aag
Lys

tcg
ser
380
caa
GlIn

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met

tag
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gaa
Glu
125
tgc
Cys

ot
va

cty
Leu

gga
Gly

oy
205

cac
His

gac
AsSp

ttg
Leu

ccg
Pro

ate
Ile
285
gaa
Glu

ctc
Leu

ttc
Phe

atc
Ile

age
ser
365
tgg
Trp

atc
ile

atg
Met

acc
Thr

ttt
Phe
445

110
ccg
Pro

gtc
val

gcg
Ala

gcg
Ala

5
190

aac
Asn

atg
Met

gt
va

aag
Lys

ttt
rhe
270
gat
ASpP

atc
Ile

agc
Sty
CEC
Leu

gtc
val
350
act
Thr

ggt
&y
gag
Glu

gt
val

Q%C
430

tcc
ser

atg
Met

gt
va

tat
Tyr

ggg
Gglly
175
Ttg
Leu

gac
Asp

gt
va

tac
Tyt

tgg
Trp
255
tta
Leu

cga
Arg

gacg
Ala

gtt
val

acg
Ala
335
agce
ser

aaqg
Lys

aac
Asn

cac
His

cce
Pro
415
tat
Tyr

tat
Tyr

aaa
Lys

gac
Asp

tgg
Trp
160
tac
Tyr

gcg
Ala

gt
va

agc
ser

acc
Thr
240
ttc
Phe

tgg
Trp

gcg
Ala

ctg
Leu

ccy
Pro
320
tac
Tyr

cac
His

aac
Asn

agc
5er

cac
His
400
atc
Ile

&

tta
Leu

gca
Ala

gcg
Ala
145
cgc
Arg

tgg
Trp

aag
Lys

gcg
Ala

cat
His
225
gcyg
Ala

cat
His
ctc
Leu

tct
sér

tac
Tyr
305
acy
Ala

&y

aac
ASn

gat
Asp

ttc
Phe
385
Ltg
Ley

atc
Ile

&ty

cac
His

aag
Lys
130

Sty

gcg
Ala

agc
ser

agt
ser

atc
Ile
210
cac
His

tta
Leuy

cgqg
Arg

gcc
Ala

ccC
Pro
290
ctg
Leu

tac
Tyr

acg
Ala

ttg
Leu

tgg
Trp
370
e le]
Trp

ttt
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

aag
Lys
450

115
tct
Ser

gt
va

ccc
Pro

&ty

oy
195
o

tcg
ser

cCcg
Pro

tac
Tyr

gcy
Ala
275

oty

ctcC
Leu

atc
Ile

Tttt
FPhe

gag
Glu
355

4N

age
S5er

ccg
Pro

gat
Asp

ttt
Phe
435
atg
Met

gga
Gly

gtc
val

tcg
Ser

act
Thr
180
ttt
Fhe

aag
Lys

tac
Tyr

ttg
Leu

caa
Gln
260
caa
GlIn

gtc
val

&y
cac
His
&y
340

gcg
Ala

gcg
Ala

tLe
Phe

oty
gag

Glu
420

&ty

oy

agg
Arg

gt
va

gcg
Ala
165

3ty

tgg
Trp

agt
ser

tgc
Cys

ttg
Leu
245
aca
Ala

gtc
val

gag
Glu

ada
Lys

31
325

tcg
ser

ttg
Leu

tag
Trp

Tttt
Phe

tgc
Cys
405
tgc
Cys

ttg
Leu

cat
His

daatccgaac aaaccgttgt acctctrott

tgatgaatac agtatttatt ttacaacgca actacgcat

<210>8
<211> 459
<212> PRT

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 8

48

gay
Glu

ttg
Leu
150
ctc
Leu

ttg
Leu

aat
Asn

teyg
Ser

aac
Asn
230
cga
Arg

trt
Phe

&

tac
TyYr

gtr
val
310
ttg
Leu

trc
Phe

acc
Thr

caa
Gln

tce
ser
390
acg
Ala

dada
Lys

ttg
Leu

caa
Gln

557

605

653

701

749

797

845

893

941

989

1037

1085

1133

1181

1229

1277

1325

1373

1421

1469

1517

1565

1604



10

Met
Thr
Ala
His
Asp
65

Arg
Phe
Arg
Ala
Ala
145
Arg
Trp
Lys
Ala
His
225
Ala
His
Leu
ser
Tyr
305
Ala
Gly
Asn
Asp
Phe
385
Leu
Ile
Gly
His

<210>9

<211> 2297
<212> ADN

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

Lys
450

S5er
val
Thr

35
His
Thr
Tyr
Lys
Ile
115
ser
val
Pro
Gly
Gly
195
Gly
Ser
Pro
Tyr
Ala
275
Gly
Leu
Ile
Phe
Glu
355
Gly
ser
Pro
Asp
Phe

435
Met

Ala
Ala

20
Arg
Pro
Ile
Met
Glu
100
Gln
Gly
val
ser
Thr
180
Phe
Lys
Tyr
Leu
GIn
260
Gln
val
Gly
His
Gly
340
Ala
Ala
Phe
Gly
Glu
420
Gly

Gly

Ala
Thr
Tyr
Gly
Leu
LysS
Glu
Arg
Arg
val
Ala
165
Gly
Trp
ser
Cys
Leu
245
Ala
val
Glu
LysS
Gly
325
ser
Leu
Trp
Phe
Cys
405
Cys
Leu

His

<213> Ostreococcus lucimarinus

<220>

<223> Delta-5 desaturasa
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Arg
Thr
Arg
Gly
Ile

70
Thr
Thr
Arg
Glu
Leu
150
Ley
Leu
Asn
ser
Asn
230
Arg
Phe
Gly
Tyr
val
310
Leu
Phe
Thr
Gln
Ser
390
Ala
Lys
Leu

Gln

ser
Ala
Gly
Ala
Glu
Leu
Phe
val
Ala
135
Thr
Thr
GlIn
GIn
val
215
Asp
Leu
Tyr
Asp
Lys
295
Leu
ser
val
Pro
Ile
375
Gly
His
LYS
Pro

Arg
455

Arg
Pro
val
Gin
Ser
Pro
Pro
120
His
Phe
G'l Y
His
s
Glu
Ala
Asp
Ala
i
Gly
His
Asn
Leu
Met
360
Glu
Gly
Asn
Ala
Ile

440
Pro

49

Ala
Glu
val
Leu
His
val
Lys
105
Asp
Gly
val
Cys
Thr
185
Trp
Trp
Asp
Pro
Pro
265
Gln
Leu
Phe
val
Cys
345
Asn
Thr
Leu
Leu
Gly
425
Thr

Lys

ser
Ala
Tyr
Ley
His
val

90
Pro
Glu
Arg
Ala
Ala
170
Ala
Gly
Arg
Leu
ser
250
Leu
Asn
Met
Gly
Ile
330
Trp
Leu
sSer
Asn
Tyr
410
Leu
Arg

Ala

Lys
Thr
Asp
ser
Leu
Glu
Leu
val
Gly
Ala
155
Leu
Asn
Trp
Tyr
Asp
235
GlIn
Met
Ile
LYS
Leu
315
val
Phe
Ser
Ala
Leu
395
Pro
Ala
Asp

Met

Arg
Leu
val
Leu

60
Arg
Gly
Asp
val
Gly
140
Met
Gly
His
Leu
His
220
GIn
Glu
Trp
Leu
Asn
300
Leu
Pro
Phe
Lys
s5er
380
Gln
Lys
Tyr

Met

Ala
Asp
Thr

45
Cys
Pro
Ala
ser
Glu
125
Cys
val
Leu
Gly
Gly
205
His
ASp
Leu
Pro
Ile
285
Glu
Leu
Phe
Ile
ser
365
Trp
Ite
Met
Thr

Phe
445

Ash
Pro
Glu
val
Glu
Ala
Ala
110
Pro
val
Ala
Ala
Gly
190
Asn
Met
val
LyS
Phe
270
ASp
Ile
Gly
Leu
val
350
Thr
Gly
Glu
val
Gly

430
Ser

Ala
15
Tht
Phe
Gly
val
Gly
val
Met
val
Tyr
Gl
17
Leu
Asp
val
Tyr
Trp
255
Leu
Arg
Ala
val
Ala
335
s5er
Lys
Ash
His
Pro
415
Tyr
Tyr

Thr
Arg
Gin
Arg
val

80
Ala
Tyr
Lys
Asp
Trp
160
Tyr
Ala
val
ser
Thr
240
Phe
Trp
Ala
Leu
Pro
320
Tyr
His
Asn
ser
His
400
Ile
Gly

Leu



<220>
<221> CDS
<222> (629)..(2104)

<400>9
cgcgcgcycy
tcgcgctcte
atcggcgtct
gcgegegteg
ctccectegeg
cgattcotec
cacacagtyt
cagaccccgt
gcgegegtcy
gcgcgecgtce

gcggcgaacy

tcgecgegac
gccgtetege
tccggegtee
atcgcgtcge
cgcgegtcga
gacaﬁgcgtc
acgaccaaca
cactgatcce
ccacacgacyg
gcgctcaccy

agggcgcgac
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ccccctcgaa

gcgcgegtcg

acgattcgceg

gtcgatcyey

0Ccgcgcyccoy

cgacacgcgt

ttaccgtact

catacgcgac

ccgegegete

cgcgeccgcyg

gtcgegtace

cgtcgcgatg

cgcgcgegtc

gtctctetcg

tcgrctgegy

gcgacacgcg

gtagaagaaa

cgaccgcecce

gcegegogeg

accgccggcg

gttcgeccge
cgtcttcgey
ctcctecgeg
cggttccteg
cgecgtegec
cgtttacata
tgatggtcac
gcccggtgac
ctcgactegce

tcogcgcgtcg

gcgacgcg atg acg acg gtc gcg gag

gtcgetogcg

cgtcgtegen

gcgctcgegce

cggttcgecgce

gtttccegey

ccacaaatac

tcgatgtata

gtcggcgegc

gcgecgogtce

acgacgccge

ate gtc
ITe val

gac
Asp

cgc
Arg

25
acg
Thr

atc
Ile

ccg
Pro

ctg
Leu

tat
Tyr
105
gac
Asp

9cg

gac
ASD

10
gcg
Ala

acg
Ala

at
va

Sty

tte
Phe
90

ag9
Arg

gt
va

gat

gac
Asp

acy
Thr

acg
Ala

cga
Arg

999
&1y

75
gac
Asp

atc
Ile

gt
va

tgt

gcg
Ala

acy
Thr

gag
Glu
ggc
G?y

60
aac
Asn

tco
Ser

3ty

gag
Glu

aag

<99
Arg

cgc
Arg

gt
va
45

3y

atg
Met

tat
Tyr

gcg
Ala

tac
Tyr
125
gcg

cgce
Arg

gtc
val

30
dacg
Ala

gt
va

ata
Ile

cat
His
ctg
Leu
110

ttg
Leu

9d¢g

gcg
Ala

15
gcg
Ala

agg
Arg

tac
Tyr

tac
Tyr

cce
Pro
95

cgg
Arg

aag
Lys

g<cyg

3ty

cgc
Arg

cac
H1s
gac
Asp

gtc
val

80
gag
Glu

agg
Arg

gac
ASp

9cg

aag
Lys

gat
ASp

gcg
Ala

gt
val
65
aag
Lys

cgc
Arg

gac
Asp

gat
Asp

aag

&ty

gac
Asp

cgce
Arg

50
acg
Thr

gcg
Ala

gcg
Ala

gcg
Ala

ctyg
Leu
130
tat

50

gcg
Ala

gcg
Ala
35

gcg
Ala

agqg
Arg

&ty

agg
Arg

31y
115

agg
Arg

tet

acg
Thr

20
cgc
Arg

gac
ASp

TtC
Phe

3ty

gcg
Ala
100
gaa
Glu

gag
Glu

aag

5
acg
Thr

gag
Glu

gac
Asp

gt
Va

gag
Gl

8s
acg
Thr

cgc
Arg

oy

gat

Me{ Thr Thr val Ala Glu

cga
Arg

gcg
Ala

tge
Cys

ccg
Pro

70
tgc
Cys

ctg
Leu

gag
Glu

gag
Glu

aat

cga
Arg

acg
Thr

tag
Trp

55
aga
Arg

acg
Thr

gag
Glu

gac
Asp

ttt
Phe
135
aag

cga
Arg

tac
Tyr
40
gt
va

cac
His

aco
Ala

aag
Lys

gag
Glu
120
tac
Tyr

ctc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

652

700

748

796

844

892

940

988

1036

1084



Ala

gat
Asp

acg
Thr

tcc
Sar
185
gcg
Ala

gga
Gly

gtc
val

cac
His

gaa
Glu
265
cac
His

ttc
Phe

atc
Ile

Tttt
Phe

gcc
Ala
345
gtc
val

gce
Ala

cag
Gln

ttc
Phe

tat
Tyr
425
CCcC
Pro
cac
His
fcc
Ser

acC
Thr

accccgacge gtogatcgct Cgocggoeget coccatcgeat ttattttaat ctocacgtot

tccgtccate cctegogect tegoctcgeg ctogcegeteg cotcgectey cecgggettc

ctccccacte cgccgcgege cgtcgcgege gog

Asp

ccyg
Pro

&l
170

ttC
Phe

gaa
Glu

aac
Asn

ggc
Gly

gcg
Ala
250
aag
LyS

aga
Arg

daa
Lys

ggt
Ay
tag
Trp
330
aag
Lys

acc
Thr

cac
His

ctc
Leu

gca
Ala
410
caa
Gln

acg
Ala

fat
Tyr

cac
His

gtc
val
490

Cys

cgc
Arg
155
gte
val

acc
Ala

gta
val

aat
Asnh

gcg
Ala
235
tac
Tyr

gac
Asp

gtt
val

tcg
ser

tgo
Tf"p
315
gga
&y

tac
Tyr

gag
Glu

gtc
val

aac
Asn
395
cac
His
gtc
val

cte
Leu

caa
Gln

crc
Leu
475

3ty

Lys
140
gt
va

gte
val

gcy
Ala

sty

cgc
Arg
220
tcy
Ser

acc
Thr

gt
va

caa
Gln

toc
Cys
300
gt
va

agc
ser

tce
Ser

TtC
Phe

gtc
val
380
aag
Lys

&ty

gtc
val

acg
Ala

atc
Ile
460
gee
Ala

tga

Ala

C?C
H1s

gtc
val

aca
Ala

gt
va
205
act
Thr

agc
Ser

dac
Ash

cga
Arg

cac
His
285
ttc
FPhe

aag
Lys

aag
Lys

cat
His
gtc

val
365

3ty
&ty

age
Ser

cac
His

ccg
Pro
445
tac
Tyr

cgc
Arg

Gly

tgg
Trp

3ty

ttg
Leu
190
tcg
ser

tag
Trp

ttc
Phe

gtc
val

cgg
Arg
270
gtc
val

gt
va

A

ctc
Leu

cgc
Arg
350
acc
Thr

gac
Asp

tgg
Trp

adg
Lys

cac
His
430
atc
Ile

cCcC
Pro

gtc
val

ES 2531391713

Ala

gag
Glu

cac
His
175
gcq
Ala

atc
Ile

ttg
Leu

atg
Met

gaa
Glu
255
gt
va

tac
Tyr

gac
Asp

atg
Met

9cg
Ala
335
tcg
Ser

M

gtc
val

&y

ttt
Phe
415
[l o o
Leu

atc
Ile

acg
Thr

&y

Ala

atg
Met
160
tac
Tyr

cte
Leu

cag
Gln

cac
His

tag
Trp
240

ety

aac
Asn

ttg
Leu

gac
Asp

aag
Lys
320
tag
Trp

atc
Ile

tgg
Trp

cac
H1s

gag
Glu
400
tag
Trp

ttc
Phe

aag
Lys

Tttt
Fhe

cac
His
480

Lys
145
tac
Tyr

&ty

9cq
ala

cac
His

gcqg
Ala
225
aag
Lys

atc
Ile

gag
Glu

gcyg
Ala

ttc
Phe
305
Tttt
phe

gcqg
Ala

&

ttg
Leu

ttc
Phe
385
gcg
Ala

acc
Thr

cCyg
Pro

gct
Ala

tgg
Trp
465
gag
Glu

TYr

g<g
Ala

tcg
ser

gt
va

gac
Asp
210
atg
Met

cag
Gln

gat
Asp

cat
H1s

ttg
Leu
290
adc
Asn

act
Thr

ttt
Phe

cag
Gln

ctg
Leu
370
ttc
Phe

caa
GglIn

cac
His

&ty

gcc
Ala
450
tce
ser

gcg
Ala

Phe

aag
Lys

Tttt
Phe

ctg
Leu
195
gcc
Ala

cag
Galn

cag
Gln

CCcC
Pro

cag
Gln
275
aty
Met

gcc
Ala

cgc
Arg

tac
TYr

ctc
Leu
355
acyg
Ala

cgc
ATg

ctc
Leu

tte
Phe

at
Va
435
acyd
Ala

acg
Ala

tac
Tyr

Lys

acg
Thr

ttc
Fhe
180
cac
His
aat
Asn

ttg
Leu

cac
His

gac
Asp
260
cct
Pro

tac
Tyr

ttc
Phe

agt
ety
tac
Tyl"
340
ttg
Leu

ttcC
Phe

ctc
Leu

atg
Met

tce
ser
420
tgt
Cys

gat
Asp

cty
Leu

ot
va

Asp

ttg
Leu
165
gcg
Ala

oty

cac
H1s

acc
Thr

gte
val
245
att
Ile

cac
H1s

3y

ttc
Phe

gaa
Glu
325
cte
Leu

gcg
Ala

atg
Met

aac
Asn

act
Thr
405

ggc
G?y
cac
His
aag
Lys

cgc
Arg

cct
Pro
485

Asn
150
gt
va

cco
Pro

acg
Thr

3ty

ttg
Leu
230
gee
ala

cga
Arg

gag
Glu

ttg
Leu

tce
ser
310
gce
Ala

tac
TYF

ctc
Leu

ttc
Phe

gaa
Glu
390
tcg
ser

&ty

gt
Va

cac
H1s

gcg
Ala
470
TCcC
ser

Lys

att
Ile

tcy
ser

tgc
Cys

gcy
Ala
215
gac
Asp

3ty

tgc
Cys

ccg
Pro

tty
Leu
295
aggc
Gly

gt
va

ttg
Leu

tgg
Trp

caa
Gln
375
aag
Lys

gct
Ala

tta
Leu

cac
His

&ty
455

cac
His

ctc
Leu

gcgcygcctey cgogoggoca tttattcata cotttaccte

51

Leu

tty
Leu

gcg
Ala

aag
LysS
200
tac
Tyr

gce
Ala

cat
H1s

tco
Ser

tac
Tyr
280
tcg
ser

cga
AFg

gcg
Ala

cccC
Pro

acc
Thr
360
gtc
val

aac
Asn

gat
Asp

dac
Asn

tac
Tyr'
440
tta
Leu

ttc
Phe

cga
AFg

1132

1180

1228

1276

1324

1372

1420

1468

1516

1564

1612

1660

1708

1756

1804

1852

1900

19438

1996

2044

2092

2144

2204

2264

2297



<210>10
<211> 491
<212> PRT

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 10

Met
1
Lys
Asp
Ala
val
65
Lys
Arg
Asp
Asp
Lys
145
Tyr
Gly
Ala
His
Ala
225
Lys
Ile
Glu
Ala
Phe
305
Phe
Ala
Gly
Leu
Phe
385
Ala

Thr

Thr
Gly
Asp
Arg
Thr
Ala
Ala
Ala
Leu
130
Tyr
Ala
ser
val
AS

210
Met
Gln
Asp
His
Leu
290
Asn
Thr
Phe
GIn
Leu
370
Phe
Gln

His

Thr
Ala
Ala
Ala
Arg
Gly
Arg
Gly
115
Arg
Phe
Lys
Phe

Leu
195

p Ala

Gln
GlIn
Pro
Gln
2758
Met
Ala
Arg
Tyr
Leu
355
Ala
Arg
Leu

Phe

val
Thr
20
Arg
Asp
Phe
Gly
Ala
100
Glu
Glu
Lys
Thr
Phe
180
His
Asn
Leu
His
As
260
Pro
Tyr
Phe
Gly
Tyr
340
Leu
Phe
Leu
Met

ser
420

Ala
Thr
Glu
Asp
val
Glu
The
Arg
Gly
Asp
Leu
Ala
Gly
His
Thr

val
245

p Ile

His
Gly
Phe
s
Leu
Ala
Met
Asn
Thr

405
Gly

ES 2531391713

Glu
Arg
Ala
Cys
Pro

70
Cys
Leu
Glu
Glu
Asn
150
val
Pro
Thr
Gly
Leu
230
Ala
Arg
Glu
Leu
ser
310
Ala
Tyr
Leu
Phe
Glu
390
ser

Gly

Arg
Thr
Trp

5%
Arg
Thr
Glu
Asp
Phe
135
Lys
Ile
Ser
Cys
Ala
215
Asp
Gly
Cys
Pro
Leu
295
Gly
val
Leu
Trp
Gin
375
Lys
Ala

Leu

val
Arg
Tyr
val
His
Ala
Lys
Glu
120
Tyr
Leu
Leu
Ala
Lys
200
Tyr
Ala
His
ser
Tyr
280
ser
Arg
Ala
Pro
Thr
360
val
Asn
Asp

Asnh

52

ASp Asp Asp
10

Arg
Thr
Ile
Pro
Leu
Tyr
105
Asp
Ala
AsSp
Thr
sSer
185
Ala
Gly
val
Hisg
Glu
265
His
Phe
Ile
Phe
Ala
345
val
Ala
GlIn
Phe

Tyr
425

Ala
Ala
val
Gly
Phe

90
Arg
val
AsSp
Pro
Gly
170
Phe
Glu
Ash
Gly
Ala
250
Lys
Arg
Lys
Gly
Trp
330
Lys
Thr
His
Leu
Ala

410
Gln

Thr
Ala
Arg
Gly

75
Asp
Ile
val
Cys
Arg
155
val
Ala
val
Asn
Ala
235
Tyr
ASD
val
ser
Trp
315
Gly
Tyr
Glu
val
Asn
395
His

val

Ala
Thr
Glu
Gly

60
Asn
ser
Gly
Glu
LyS
140
val
val
Ala
Gly
Arg
220
Ser
Thr
val
GlIn
Cys
300
val
ser
ser
Phe
val
380
Lys
Gly
val

Arg
Arg
val

45
Gly
Met
Tyr
Ala
Tyr
125
Ala
His
val
Ala
val
205
Thr
ser
Asn
Arg
His
285
Phe
Lys
Lys
His
val
365
Gly
Gly
Ser

His

Arg
val
Ala
val
Ile
His
Leu
110
Leu
Gly
Trp
Gly
Leu
190
Ser
Trp
Phe
val
Arg
270
val
val
val
Leu
Arg
350
Thr
Asp
Trp
Lys

His
430

ala
Ala
Arg
Tyr
Tyr
Pro

95
Arg
Lys
Ala
Glu
His
175
Ala
Ile
Leu
Met
Glu
255
val
Tyr
Asp
Met
Ala
3358
ser
Gly
val
Gly
Phe

415
Leu

Gly
Arg
His
Asp
val

80
Glu
Arg
AsSp
Ala
Met
160
Tyr
Leu
Gln
His
Trp
240
Gly
Ash
Leu
Asp
Lys
320
Trp
Ile
Trp
His
Glu
400
Trp

Phe



10

15
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Pro Gly val Cys His val
435

Ala ATa Ala Asp Lys His
450
Trp Ser Ala Leu Arg Ala
465 470
Glu Ala Tyr val Pro ser
485

<210>11

<211> 1412

<212> ADN

<213> Ostreococcus lucimarinus

<220>
<223> Delta-5 elongasa

<220>
<221> CDS
<222> (254)..(1150)

<400> 11

His Tyr Pro Ala Leu Ala Pro Ile Ile Lys
420 445

455

Gly Leu His Tyr Gln Ile Tyr Pro Thr phe
460

His Phe Ser His Leu Ala Arg val Gly His

47

5

Leu Arg Thr val Gly
490

cgcgegegea cttrttogec caccgegege cgtcgegcac tgcgocgtcg

cgcgaacgcc gacatgtcaa acgttacgtt cgocgecgte tcgegegegt

ctctcgcgcg cgtcgtgegt cgagecgecge gaaatgtcgc cgageotgco

gccaccgega catcgtcgeC actgacgcge gegtegeceg tcgetegtey

¢gracgcgga gac atg gcg cag Tttt ccg CIC gtt TCg Ctg tgt

1
gcg gtg tac g?c tac
Ala val Tyr Gly Tyr

15
gcg cgc acg ccc g?a
Ala arg Thr Pro Gly
30
g%t gat ctc tcg trc
G4§ Asp Leu Ser Phe

atg ttt tgc Ctc gtc
Met Phe Cys Leu Vg;
gat ccg aaa g?g cte
Asp Pro Lys ng Leu
aac gtg tgc gtg ctc
Asn Va c§§ val Leu
caa ccg acg tgg g?g
Gln Pro Thr Trp Gly
110
aac arc ttg ctc g?g
Asn Ile Leu Leu Gly
125
ttg ctg gac acg gcg
Leu Leu Asp Thr Ala
145
agc ttt ttg cac gt
Ser Phe Leu His va
160
ttc gtg tgt cat ctg
Phe val Cys His Leu

gcg
Ala

&y

gcg
Ala
50

21y

atg
Met

&ty

teg
ser

gt
va
130
Tttt
Phe

rat
Tyr

atg
Met

acg
Thr

ttg
Leu

35
CctC
Leu

ccy
Pro

ctg
Leu

atg
Met

aag
LyS
115
g9
Trp

atg
Met

cat
His

gcyg
Ala

tac
Tyr

20
99
Ala

ccyg
Pro

cgc
Arg

gcg
Ala

ttt
Phe
100
atg
Met

Tttt
Phe

att
Ile

cac
His

acg
Thr

acg
Ala

aac
Asn

gcyg
Ala

gt
va

tac
Tyr

85
att
Ile

cCyg
Pro

cat
His

acc
Ala

gca
Ala
165
aac
ASN

tac
Tyr

gtc
val

tac
Cys

atg
Met

70
aac
AsSn

cgyg
Arg

tga
Trp

tac
Tyr

cgc
Arg
150
ctg
Leu

gat
Asp

53

gcg
Ala

gac
Asp

gcg
Ala

55
gcg
Ala

gcy
Ala

gag
Glu

agc
ser

aac
Asn
135
aag
Lys

tto
Leu

tgc
Cys

tte
Phe

gcg
Ala

40
acg
Thr

aag
Lys

tat
Tyr

atc
Ile

gat
Asp
120
aac
Asn

aag
Lys

ate
Ile

gtc
val

gaa
Glu

25
cag
GlIn

acyg
Thr

cga
Arg

cag
GlIn

gt
va

105
aaa
Lys

aag
Lys

acg
Thr

tg9
Trp

gac
Asp

Met Ala GIn Phe Pro Leu val Ser Leu Cys
5 10

tgg
Trp

cga
Arg

gcg
Ala

gag
Glu

acg
Thr

90
acg
Thr

<gg
Arg

tat
Tyr

aat
Asn

gca
Ala
170
acg
Ala

tcgegegtey

cgctcegtct

ctatccgttc

crcgegegeg

gct ttc
Ala phe

tcg
ser

tag
Trp

tac
Tyr

aca
Ala

75
gcg
Ala

ctg
Leu

tcy
ser

ttg
Leu

caa
Gln
155

tg9
Trp

tac
TYr

cac
His

atc
1le

ttg
Leu

60
ttc
Phe

ttc
Phe

aaa
Lys

ttt
Phe

gaa
Glu
140
ctyg
Leu

tgg
Trp

ttt
Phe

480

60

120

180

240

289

337

385

433

481

529

577

625

673

721

769

817
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175 180 185

g?t gcg gcg tgt aac tcg tte att cac atc gtg atg tac tcg tac tat 865
Gly Ala Ala Cys Asn Ser Phe Ile His Ile val Met Tyr Ser Tyr Tyr
190 195 200
tta atg gcg gcg ctc g?c gtg cga tgc ccc tgg aag cgt tac atc acg 913-
teu Met Ala Ala Leu Gly val Arg Cys Pro Trp Lys Arg Tyr Ile Thr
205 210 215 220
cag ¢gcg caa atg tta caa ttt gtc atc gtt ttc gt¢ cac gcc gtg ttc 961
GIn Ala Gln Met Leu GIn Phe val Ile val Phe val His ala val pfhe
225 230 235
gtc tta cga gaa aag cac tgc cca gtc tca tta c¢ca tgg gcg caa atg 1009
val Leu Arg Glu Lys His Cys Pro val Ser Leu Pro Trp Ala Gin Met
240 245 250
ttc gtc atg gcg aac atg ctc gtg tta ttc g?t aac ttc tac ctc aag 1057
Phe val Met Ala Asn Met Leu val Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Leu Lys
255 260 265
gcg tac gcc gcc aaa ccg tcg g?c aaa tce t¢g acg cgc gtc tcc gcc 1105
Ala Tyr Ala Ala Lys Pro Ser Gly Lys Ser Ser Thr Arg val ser Ala
270 275 280
gcc aaa ccg gca acC agg cgc act cga agc ¢gt aag atc gat tga 1150
Ala Lys Pro Ala Thr Arg Arg Thr Arg Ser Arg Lys Ile Asp
285 290 29
tagtcgcgta gtgtggtcgt ttcactagtc ttcgtattgt ttcttcgcaa taatattgga 1210
atattggact tttcctgtac agatcgageg ctcgaccgcg ctgtttcgca acgaagcgcg 1270
cgcgegecca geccgaaget tcagcacqgca tcgcgacatc gtcectcacat tcgtacgcge 1330
gacgttcacg cctcgtcgta aacgcegctcg atcgatcgaa agactttaaa cacgccgaac 1390
gaaggcgcga acgagtccaa cg 1412
<210> 12
<221> 298
<212> PRT

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 12

54



10

15

Met
Tyr
Gly
Phe
val
65

Leu
Leu
Gly
Gly
Ala
145
val
Leu

AsSn

Leu
Leu
225
Lys
Asn
Lys

Thr

<210> 13
<211> 2077
<212> ADN

Ala
Ala
Gly
Ala
Gly
Met
Gly
Ser
val
Phe
Tyr
Met

Ser

Gly
210
GIn
His
Met
Pro

Arg
290

Gln
Thr
Leu

35
Leu
Pro
Leu
Met
LYyS
115
Trp
Met
His
Ala
Phe

195
val

Phe
Cys
Leu
Ser

275
Arg

Phe
Tyr

20
Ala
Pro
Arg
Ala
Phe
100
Metf
Phe
Ile
His
Thr

180
Ile

Arg
val
Pro
val
260
Gly

Thr

Pro
Ala
Asn
Ala
val
Tyr
Ile
Pro
His
Ala
Ala
165
ASh

His

Cys
Ile
val
245
Leu
Lys

Arg

<213> Ostreococcus lucimarinus

<220>

<223> Delta-6 desaturasa

<220>
<221> CDS

<222> (388)..(1836)

<400> 13

ES 2531391713

Leu
Tyr
val
Cys
Met

70
Asn
Arg
Trp
Tyr
Arg
150
Leu
Asp

Ile

Pro
val
230
Ser
Phe
Ser

Ser

val
Ala
Asp
Ala
Ala
Ala
Glu
ser
Asn
135
Lys
Leu
Cys
val

Trp
215
Phe
Leu
Gly
Ser

Arg
295

ser
Phe
Ala
Thr
Lys
Tyr
Ile
15
Asn
Lys
Ile
val

Met

200
Lys

val
Pro
Asn
Thr

280
Lys

55

Leu
Glu
Gln
Thr
Arg
Gln
1
Lys
Lys
Thr
Trp
ASp

185
Tvyr

Arg
His
Trp
Phe
265
Arg

Ile

Cys

10
Trp
Arg
Ala
Glu
Thr
Thr
Arg
Tyr
Asn
Ala
170
Ala

ser

Tyr
Ala
Ala
250
Tyr
val

AsSp

Ala
ser
Trp
Tyr
Ala
Ala
Leu
ser
Leu
GIn
155
Trp
Tyr

Tyr

Ile
val
235
Gln
Leu

Ser

Phe
His
1le
Leu
Phe
Phe
Lys
Phe
Glu
140
Leu
Trp
Phe

Tyr

Thr
220
Phe
Met
Lys

Ala

Ala
Ala
Gly

45
Met
Asp
Asn
Gln
Asn
125
Leu
Ser
Phe
Gly

Leu

205
GlIn

val
Phe
Ala

Ala
285

val
Arg

30
Asp
Phe
Pro
val
Pro
110
Ile
Leu
Phe
val
Ala

190
Met

Ala
Leu
val
Tyr

270
Lys

Tyr
Thr
Leu
Cys
Lys
Cys

95
Thr
Leu
Asp
Leu
Cys
175
Ala

Ala

Gln
Arg
Met
255
Ala

Pro

Gly
Pro
ser
Leu
Gly

80
val
Trp
Leu
Thr
His
160
His
Cys
Ala

Met
Glu
240
Ala
Ala

Ala



cgccgagcygg

agagacgatg

gacattaaaa

ctggeggcte

gcgcgeaccy

acgcgcgycy

ctttaaatcc

cgacgttcaa

attcgatcgc

cgcgegegct

gctttatcgt

cgaaacaaac

acgacgtcag

tgattaaaac

ES 2531391713

cgtagcgaat

gacgaccacc

cggcactcge

cacatcgcgt

acgcgegatce

acgcgttcaa

gcgagag atg tgc gtc gaa acg acc gaa
Met Cys val Glu Thg Thr Glu
1

tgaaacgaat

gcgtcgaceyg

gcgcgacgca

cgtcgegcgc

aaagtttcge

agcgacgaat

tagcatgtgc

cgcgcgeyggt

gggagcacaa

gcgcggegge

gcgcgecgea

tccacaaaac

gaataacgcg
cgcgegaggce
gatgatgaca
gtccgtgace
cgcctcgaag
tgatcgttcyg

ggc aca
G?y Thr

tcg
ser

10
gaa
Glu

gag
G?y
dag
Glu

gaa
Glu

gtt
val

90
ittt
Phe

cga
Arg

ggc
G?y
aag
Lys

ccy
Pro

&y
75

att
ITe

ada
Lys

acg
Thr

gga
&ty
aag
Lys

cac
His
60
gt
va
tat
Tyr

gag
Glu

atg
Met

acg
Thr

act
Thr

45
gcg
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr

Tttt
Phe

gcg
Ala

ccg
Pro

30
cga
Arg

atc
Ile

tac
Tyr

atg
Met

cat
His
110

aac
Asn

15
acg
Thr

aac
Asn

gcy
Ala

gat
Asp

ctyg
Leu

a5
tat
Tyr

gaa
Glu

gtg
val

gcg
Ala

aag
Lys

gt
va
80
tcy
Ser

€ag
Arg

cgc
Arg

acg
Thr

agc
ser

acg
Thr

65
acg
Thr

aac
Asn

tcg
Ser

acg
Thr

gtc
val

gtc
val

50
ttc
Phe

gat
ASD

acg
Thr

aaa
Lys

agc
ser

2ty
35

acg
Thr

gaa
Glu

ttt
Phe

Sty

aag
Lys
115

56

tcy
ser

20
atg
Met

acg
Ala

Cg9
Arg

aag
Lys

gcyg
Ala
100
aco
Ala

tcg
ser

3ty

tag
Trp

cgg
Arg

cat
His

85
gac
ASp

cgc
Arg

tcg
Ser

agc
ser

acy
Thr

tac
Tyr

70
ccce
Pro

9cg
Ala

aag
Lys

tcg
Ser

gaa
Glu

aaa
Lys
55
gt
va

oty

acg
Thr

acd
Ala

ctyg
Leu

gac
Asp

40
gag
Glu

acg
Thr

cty

gag
Glu

ttg
Leu
120

agc
ser

25
gcg
Ala

ttg
Leu

atc
Ile

tcg
Ser

gct
Ala
105
acg
Ala

60

120

180

240

300

360

414

462

510

558

606

654

702

750



gcg
Ala

gat
Asp

cgt
arg

gco
Ala
170
cgt
Arg

cga
Arg

aac
ASn

ttg
Leu

gcy

250
acg
Thr

ttc
Phe

acg
Thr

aac
Asn

gcg
Ala
330
tgg
Trp

Tgr
Cys

gt
va

acg
Thr

tac
Tyr
410
ttc
Phe

tag
Trp

acg
Thr

tct
ser

ttg
Leu

gag
Glu

gag
Glu
155
gag
Glu

tgg
Trp

tgc
Cys

att
Ile

gco
Ala
235
acg
Thr

gt
Va

agt
ser

tce
Ser

gco
Ala
315
cac
His

atc
Ile

tac
Tyr

ccg
Pro

atc
Ile
395
ttg
Leu

cgc
Arg

aac
Asn

ttc
Phe

cag
Gln
475

ccg
Pro

9cg
Ala
140

&ty

ctc
Leu

cac
H1s

%

tag
Trp
220
tcyg
sSer

CcCcC
Pro

gcg
ala

aag
Lys

gat

300
ctyg
Leu

gtc
val

gcc
Ala

ttg
Leu

agce
ser
380
gac
ASp

aac
ASn

caa
GlIn

Tta
Leu

3Ty
460

cgc
Arg

cat
His
125
aty
Met

ttt
Phe

qcg
Ala

gtc
val

tag
Trp
205
tog
Trp

agt
ser

caa
GlIn

4
Phe

ttg
Leu
285
atg
mMet

cga
Arg

att
Ile

tcg
ser

ttcC
rhe
365
gat
Asp

atc
Ile

tgc
Cys

ccc
Pro

aac
Asn
445
aac
Ash

gtc
val

aag
Lys

cty
Leu

Tttt
Phe

gcg
Ala

gct
Ala
190
gt
Va

gac
Asp

sty

aag
Lys

ttc
Phe
270

tagg
Trp

gtt
val

cgc
Arg

coc
Arg

tac
TYr
350
gcg
Ala

aad
Lys

aat
Asn

caa
Gln

gaa
Glu
430
tac
Tyr

ttg
Leu

daa
Lys

cca
Pro

aag
Lys

aag
Lys

atg
Met
175
tce
sSer

cag
Gln

aag
LyS

gac
Asp

gt
va
255
aac
Asn

ttg
Leu

ttg
Leu

aaa
Lys

acg
Thr
335

3y

cac
His

cac
His

ccg
Pro

gtc
val
415
gtc
val

aag
Lys

aac
Asn

tca
Ser

ES 2531391713

gt
Va

gat
Asp

cee
Pro
160
ttC
Phe

gt
va

cac
His

cga
Arg

aty
Met
240
cga
Arg

tcc
Ser

cac
Arg

TtC
Phe

age
ser
320
gcg
Ala

ttg
Leu

ttt
Phe

ctc
Leu

aac
Asnh
400
atc
Ile

tcc
Ser

gtc
val

gac
Asp

aag
Lys
480

gac
Asp

tte
Phe
145
tcg
ser

acqg
Ala

atc
Ile

gag
Glu

atc
Ile
225

Lgg
Trp

cac
His

gcg
Ala

ctt
Leu

trc
Phe
305
oy of
Phe

gtt
val

ttc
Phe

tcc
Ser

tca
sar
385
aac
Asn

th
His

cgc
Arg

1ty
Leu

gte
val
465
tco
Ser

gcg
Ala
130
gcg
Ala

ccg
Pro

ctc
Leu

gt
va

ggt
Gly
210
Cada
Glin

aac
AsSn

gat
Asp

att
val

caa
Gln
290

tag
Trp

gaa
Glu

atc
Ile

gcg
Ala

ac
Thr
370

tag
Trp

agc
Ser

cac
His
cga
Arg

acy
Thr
450

&ty

gcg
Ala

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

4
tac

TYr
1595

3ty

gcc
Ala

aac
A5N

atg
Met

gaa
Glu
275
gcd
Ala

atg
Met

gaa
Glu

aaa
Lys

aco
Ala
355
tct
ser

gt
va

gtc
val

ctyg
Leu

ttc
Phe
435
tat
Tyr

aag
Lys

toa

57

acg
Thr

tag
Trp

cac
His

acg
Thr
180
teg
Sar

cac
His

Ttc
Phe

atg
Met

gat
Asp
260
gaa
Glu

tgg
Trp

ttcC
Phe

gcg
Ala

gcc
Ala
340
acg
Thr

cac
His

cga
Arg

gtc
val

ttc
Phe
420
gtc
val

tat
Tyr

cac
His

cgag
Arg

cyc
Arg

gt
va
165
gcg
Ala

tgt
Cys

aat
Asn

gcce
Ala

cac
His
245
cte
Leu

aat
Asn

acc
Thr

ate
val

gct
Ala
325
gte
val

atg
Met

acg
Thr

tac
Tyr

aac
Asn
4058
ccy
Pro

ccg
Pro

oty

tat
Tyr

gaa
Glu

aag
LyS
150
acg
Ala

ttg
Leu

ttc
Phe

tcg
ser

gcyg
Ala
230
aac
Asn

gac
Asp

cgc
Arg

ttcC
Phe

ttg
Leu
310
tgg
Trp

acce
Thr

tag
Trp

cac
H1s

gce
Ala
390

tgg
Trp

gat
Asp

ttt
Phe

gce
Ala

tac
Tyr
470

ccg
Pro
135
gaa
Glu

tat
Tyr

atg
Met

ttc
Phe

ttg
Leu
215

&ty

aag
Lys

ace
Thr

ccy
Pro

gt
va
295
cac
His

atg
Met

oty

gcg
Ala

ttg
Leu
375
gte
val

ttg
Leu

atg
Met

acyg
Ala

%gg
e
455
gt
va

atc
Ile

ttg
Leu

cga
Arqg

cac
His

ety
200

act
Thr

ttc
Phe

cat
His

act
Thr

EQQ
rg
280
cce
Pro

ccg
Fro

Tttt
Phe

tac
Tyr

age
ser
360
gat
Asp

gat
Asp

atg
Met

cct
Pro

aag
Lys
440
aag
Lys

cac
H1s

gaa
Glu

gag
Glu

ttec
Phe

acg
Ala
185

gcg
Ala

oty

ggc
G?y
cac
His
ccc

Pro
265

3ty

gt
va

cgt
Arg

tce
Ser

tce
ser
345

&ty

gtc
val

cac
His

oty

cag
Gln
425
aag
Lys

gcg
Ala

&ty

gtttcgatga gctcttegec

798

846

894

942

990

1038

1086

1134

1182

1230

1278

1326

1374

1422

1470

1518

1566

1614

1662

1710

1758

1806

1856
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ctcgcgatgt cgoctcgegc gacgttctct catcttatce catcttgcat catctegege
ggcacttcac tagctcgccg cgcgttatct ccaagattta ccgctttgtg aacgtttatt
ctagcaacct ttagggtttt titcgcgaac gagacgtcaa cttgtctgcc geccatcgea
acgttccgec acaccacgge tcgecgacygce ccgetcgege g

<210> 14

<211> 482

<212> PRT

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 14

58

1916

1976

2036

2077



Met
Arg
Thr
ser
Thr
65

Thr
Asn
ser
ASp
Phe
145
ser
Ala
Ile
Glu
Iile
225
Trp
His
Ala
Leu
Phe
305
Phe
val
Phe
ser

Ser
385

Asn
His
Arg
Leu
val

465
ser

Cys
Thr
val
val

50
Phe
Asp
Thr
Lys
Ala
130
Ala
Pro
Leu
val
Gly
210
Gln
Asn
Asp
val
Gln
290
Trp
Glu
Ile
Ala
Thr

370
Trp

ser
His
Arg
Thr
450
Gly

Ala

val
Ser
Gly
Thr
Glu
Phe
Gly
Lys
115
Ala
GIn
Ata
Gly
Tyr
195
Gly
Ala
Asn
Met
Glu
275
Ala
Met
Glu
Lys
Ala
355
ser

val

val
Leu
Phe
435
Tyr

Lys

Glu
Ser

20
Met
Ala
Arg
Lys
Ala
100
Ala
Thr
Trp
His
Thr
180
ser
His
Phe
Met
Asp
260
Glu
Trp
Phe
Ala
Ala
340
Thr
His

Arg

val
Phe
420
val
Tyr

His

The
ser
Gly
Trp
Arg
His

85
Asp
Arg
Arg
Arg
val
165
Ala
Cys
Asn
Ala
His
245
Leu
Asn
Thr
val
Ala
325
val
Met
Thr

TYFP

Asn
405
Pro
Pro
Gly

Tyr
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Thr
ser
ser
Thr
Tyr

70
Pro
Ala
Lys
Glu
Lys
150
Ala
Leu
Phe
ser
Ala
230
Asn
Asp
Arg
Phe
Leu
310
Trp
Thr
Trp
His

Ala
390

Trp
Asp
Phe
Ala

Tyr
470

Glu
Ser
Glu
Lys
val
Gly
Thr
Ala
Pro
Gt
Tyr
Met
Phe
Leu
215
Gly
Lys
Thr
Pro
val
295
His
Met
Gly
Ala
Leu

375
val

Leu
Met
Ala
Trp
455
val

Gly
Leu
Asp
Glu
Thr
Gly
Glu
Leu
120
Ile
Leu
Arg
His
Gly
200
Thr
Phe
His
Thr
Arg
280
Pro
Pro
Phe
Tyr
ser
360
Asp

Asp

Met
Pro
Lys
440
Lys

His

59

Thr
Ser

25
Ala
Leu
Ile
Ser
Ala
105
Ala
Glu
Glu
Phe
Ala
185
Ala
Gly
Gly
His
Pro
265
Gly
val
Arg
ser
ser
345
Gly
val

His

Gly
Gln
425
Lys
Ala

Gly

Ser
Glu
Gly
Glu
Glu
val

90
Phe

Ala

Asp

Arg
Ala
170
Arg
Arg
Asn
Leu
Ala
250
Thr
Phe
Thr
Asn
Ala
330
Trp
Cys
val

Thr

TYr
410
Phe
Trp
Thr

ser

Arg
Gly
Lys
Pro
Gly
Ile
LysS
Leu
Glu
i
Glu
Trp
Cys
Ile
Ala
The
val
Ser
Ser
Ala
315
His
Ile
Tyr
Pro

Tle
395

Leu
Arg
Asn
Phe

GIn
475

Thr
Gly
Lys
His
val
Tyr
Glu
Pro
Ala
140
Gly

Leu

Gly
Trp
220
ser
Pro
Ala
Lys
Gly
300
Leu
val
Ala
Leu
Ser

380
Asp

Asn
Gln
Leu
Gly

460
Arg

Met
Thr
Thr

45
Ala
Glu
Tyr
Phe
His
125
Met
Phe
Ala
val
Trp
205
Trp
Ser
GlIn
Phe
Leu
285
Met
Arg
Ile
Ser
Phe
365
Asp

Ile

Cys
Pro
AsSn
445
Asn

val

Ala
Pro

30
Arg
Ile
Tyr
Met
Hi s
110
Lys
Leu
Phe
Ala
Ala
190
val
Asp
Gly
Lys
Phe
270
Trp
val
Arg
Arg
Tyr
350
Ala
Lys

Asn

GlIn
Glu
430
Tyr
Lew

Lys

Asn

15
Thr
Asn
Ala
Asp
Leu

95
Tyr
Pro
Lys
Lys
Met
175
Ser
GlIn
Lys
Asp
val
255
ASn
Leu
Leu
Lys
Thr
335
Gly
His
His

Pro

val
415
val
Lys
Ash

ser

Glu
val
Ala
Lys
val

80
Ser
Arg
val
Asp
Pro
160
Phe
val
His
Arg
Met
240
Arg
Ser
Arg
Phe
ser
320
Ala
Leu
Phe
Leu

Asn
400

Ile
Ser
val
Asp

LyS
480



10

15

<210> 15
<211> 864
<212> ADN
<213> Ostreococcus lucimarinus

<220>

<223> Delta-6 elongasa

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(864)

<400> 15

atg
Met

1
gtt
val

ccc
Pro

acc
Thr

tta
Leu

65
gca
Ala

aty
Met

tag
Trp

tac
Tyr

atg
Met
145
cat
His
cCcg
Pro

gt
va

aac
Asn

atg

Met
225
dgca
Ala

tac
Tyr

cac
His

ttg
Leu

ttc
Phe

acc
Thr

age
ser

50
tcc
Ser

tcg
sSer

toc
Cys

oty

ctc
Leu
130
cta
Leu

cac
His
ggt
G%y
tgc
Cys
gac
Asp

210
cag

Gln

tat
Tyr

atg
Met

atc
Ile

cga
Arg

tcc
ser

acc
Thr

35
ctt
Leu

gca
Ala

gt
va

atc
Ile

aat
Ash
115
ttt
Phe

ctg
Leu

agc
ser

3ty

atg
Met
195
aaa
Lys

atg

Met

ttt
Phe

att
Ile

gce
Ala
275

cac
His

tgc
Cys

20
tca
ser

ctc
Leu

aca
Thr

att
Ile

ggt

100
aag
Lys

tac
TYr

aag
Lys

act
Thr

gat
Asp
180
tac
Tyr

cgt
Arg

ctt

Leu

tca
Ser

agc
Ser
260
acc
Thr

tac
Tyr

5
gct
Ala

cat
His

gt
va

aca
Thr

tgc
Cys

a5
tgt
Cys

ttc
Phe

gt
Va

aga
Arg

art
Ile
165
gct
Ala

acg
Thr

gttt
val

caa

Gln

gaa
Glu
245
ctg
Leu

gcg
Ala

tgg
Trp

gac
Asp

tta
Leu

tac
Tyr

aac
ASnN

70
cac
His

ate
Ile

aac
Asn

agc
ser

aac
Asn
150
tcg
ser

tac
Tyr

tac
Tyr

aag
LyS

ttt

Phe
230
tac
Tyr

ctg
Leu

aag
Lys
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aag
Lys

tga
Trp

ccc
Pro

ttg
Leu

55
aca
Thr

aat
Asn

gte
val

gt
Va

aag
LYS
135
tta
Leu

Tttt
Phe

ttC
Phe

tat
Tyr

tac
Tyr
215
cta

Leu

ccg
Pro

gcg
Ala

ctc
Leu

gcg
Ala

tta
Leu

gce
Ala

40
gtc
val

aag
Lys

gca
Ala

gaa
Glu

aat
Asn
120
ata
Ile

coc
Arg

ata
Ile

agt
Ser

ctg
Ley
200
ctt
Leu

tgc

Cys

aag
Lys

ctg
Leu

agg
Arg
280

tag
Trp

ggc
G?y

25
ata
Ile

acyg
Thr

att
Ile

ttc
Phe

gca
Ala
105
gaa
Glu

tat
Tyr

caa

Gin

tgg
Trp

gca
Ala
185
cta
Leu

tgg
Trp

aat

Asn

ttc
Phe

Lttt
Phe
265
aaa
Lys

gac
Asp

tg9
Trp

acc
Thr

gtc
val

tgg
Trp

ctc
Leu

90
tac
Tyr

aag
Lys

gag
Glu

gta
val

tag
Trp
170
gca
Ala

tcg
ser

t99
Trp

ctg

Leu

ttg
Leu
250

3ty

adaa
Lys

60

tca
ser

dgag
Glu

tca
Sar

gtt
val

gat
Asp

75
ata
Ile

ada
Lys

cag
Gln

ttc
Phe

age
ser
155
atg
Met

ctg
Leu

agct
Ala

&
tta

Leu
235
tca
ser

cat
His

cac
His

atc
1le

ctc
Leu

cCa
Pro

gta
val

60
ccc
Fro

tta
Leu

agt
ser

ctt

Leu-

gtt
val
140
ttt
Phe

atc
Ile

aac
AsSn

ctg
Leu

cga
Ar
22
cag

GlIn

aag
LYyS

ttc
Phe

acc
Thr

att
Ile

gac
Asp

act
Thr

45
tcg
ser

aca
Thr

cta
Leu

&y
9cg

125
gat
AsSp

ttg
Leu

gca
Ala

tct
ser

atc
Ile
205
cat
His

gcc

Ala

ata
Ile

tat
TYr

aag
LysS
285

tcg
ser

cco
Pro

30
cct
Fro

tac
Tyr

tgg
Trp

agt
Ser
tat
Tyr
110
Tttt
Phe

aca
Thr

cat
H1s

cgt
Arg

tgg
Trp
120
ggq
ety

ttg
Leu

gtg

val

ctc
Leu

tac

2%

aag
Lys

aaa
Lys

15
ctyg
Leu

ctg
Leu

cyc
Arg

tta
Leu

ttg
Leu

95
aag
LyS

tac
Tyr

ttc
Phe

gtc
val

cga
Arg
175
gta
val

aaa
Lys

acg
Thr

tac

Tyr

ctt
Leu
255
tcc
sSer

gcg
Ala

gta
val

agce
Ser

atc
Ile

gtc
val

aaa
Lys

tat
Tyr

cta
Leu

atc
Ile

ata
Ile

tac
Tyr
160
gct
Ala

cac
His
aac
Asn

cag
Gln

tot

Cys
240
Tttt
FPhe

aag
Lys

tga

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864
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15

20

<210> 16
<211> 287
<212> PRT

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 16

Met
1

val
Pro

Thr

Leu

65
Ala

Met
Trp
Tyr
Met
145
His
Pro
val
Asn
Met
225
Ala
Tyr
His
<210> 17

<211> 903
<212> ADN

<213> Ostreococcus tauri

<220>
<221> CDS

Leu
Phe
Thr
Ser

50
Ser
Ser
Cys
Gly
Leu
130
Leu
His
Gly
Cys
Asp
210
GlIn
Tyr
Met

Ile

<222> (1)..(903)
<223> Delta-5-Elongasa

<400> 17

Arg
ser
Thr

35
Leu
Ala
val
Ile
Asn
115
Phe
Leu
ser
Gly
Met
195
Lys
Met
Phe
Ile

Ala
275

His
Cys

20
ser
Leu
Thr
Ile
Gly
100
Lys
Tyr
Lys
Thr
Asp
180
Tyr
Arg
Leu
ser
ser

260
Thr

Tyl"
Ala
His
val
Thr
Cys

85
Cys
Phe
val
Arg
Ile
165
Ala
Thr
val
GIn
Glu
245
Leu

Ala
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Tr'p
Asp
Leu
Tyr
ASN

70
His
Ile
Asn
ser
ASn
150
ser
Tyr
Tyr
Lys
Phe
230
Tyr
Leu

LysS

Lys
Trp
Pro
Leu
Thr
Asn
val
val
Lys
135
Leu
Phe
Phe
Tyr
it
Leu
Pro

Ala

Leu

Ala
Leu
Ala
val
Lys
Ala
Glu
Asn
120
Ile
Arg
Ile
ser
Leu
200
Leu
Cys
Lys

Leu

Arg
280

61

Trp
Gl
2

Ile
Thr
Ile
Phe
Ala
105
Glu
Tyr
GlIn
Trp
Ala
185
Leu
Trp
Asn
Phe
Phe

265
Lys

Asp

10
Trp
Thr
val
Trp
Leu

90
Tyr
Lys
Glu
val
Trp
170
Ala
ser
Trp
Leu
Leu
250
Gly

Lys

ser
Glu
Ser
val
Asp
Ile
Lys
GIn
Phe
ser
155
Met
Leu
Ala
Gly
Leu

235
Ser

His

Ile
Leu
Pro
val
60
Pro
Leu
ser
Leu
val
140
Phe
Ile
Asn
Leu
Ar
22
Gln
Lys
Phe

Thr

Ile
Asp
Thr

45
Ser
Thr
Leu
Gly
Ala
125
Asp
Leu
Ala
Ser
Ile
205
His
Ala
Ile
Tyr

LysS
285

ser
Pro

30
Pro
Tyr
Trp
Ser
Tyr
110
Phe
Thr
His
Arg
Trp
190
Gly
Leu
val
Leu
Tyr

270
LysS

Lys
15
Leu

‘Leu

Arg
Leu
Leu

95
Lys
Tyr
Phe
val
Arg
175
val
Lys
Thr
Tyr
Leu
255
ser

Ala

val
Ser
Ile
val
Lys

80
Tyr
Leu
Ile
Ile
Tyr
160
Ala
His
Asn
Gin
Cys
240
Phe

Lys



atg
Met

gcg
Ala

atc
Ile

ctc
Leu

ccg
Pro
65

ctg
Leu

atg
Met

acc
Thr

tgg
Trp

atg
Met
145

cat
His

gcc
Ala

TttC
Phe

att
Ile

ttc
Phe
225

age
ser

tac
Tyr

gac
Asp

ccg
Pro
50

agg
ArgQ

gcg
Ala

ttC
Phe

atg
Met

ttg
Ley
130

gtt
val

cac
His

acg
Thr

att
Ile

cga
Arg
210

gtc
val

gce
Ala

gcg
Ala

aac
Asn
35

gcg
Ala

ttg
Leu

tac
Tyr

gco
Ala

ccy
Pro
115

cac
H1S

Ala

gcc
Ala

aac
Asn

cac
His
195
tge
Cys

att
Ite

tcc
ser

acqg
Thr
20

gtc
val

atc
Ite

atg
Met

aat
Asn

cga
Al"g
100
tgg

Trp

tac
Tyr

cyc
Arg

cty
Leu

gat
Asp
180

atc
Ile

ccg
Pro

gtc
val

ggt

tac
Tyr

gac
Asp

gcyg
Ala

gcg
Ala

gcg
Ala
85

gag
Glu

age
ser

aac
AsSn

aag
Lys

tty
Leu
165

gt
Cys

gt
va

tgg
Trp

ttc
Phe

gcg
Ala

gcc
Ala

gcg
Ala

acg
Thr

aag
LysS
70

tat
Tyr

atc
Ile

gat
Asp

aac
Asn

aag
Lys
150

atc
Ile

atc
Ile

atg
Met

aag
Lys

gcg
Ala
230
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ctg
Leu

tac
Tyr

cgc
Arg

acy
Thr
55

cgc
Arg

cag
Gln

tcy
ser

aga
Arg

caa
Gin
135

acg
Thr

tag
Trp

gat
Asp

tac
Tyr

cga
Arg
215

cac
His

cty
Leu

gce
Ala

gag
Glu
40

atg
Met

gag
Glu

acyg
Thr

oty

aaa
Lys
120

tat
TYr

aag
Lys

acg
Ala

gee
Ala

tcg
ser
200

tac
TYr

gcc
Ala

[ofalw
Pro

ttt
Phe
25

i)
Trp

tac
Tyr

gcg
Ala

gcg
Ala

<ty
Leu
105

teg
ser

ttg
Leu

cag
Gln

tag
Trp

tac
Tyr
185

tat
Tyr

atc
Ile

gt
va

62

gcg
Ala
10

gag
Glu

atc
Ile

cty
Leu

ttc
Phe

ttc
Phe
90

oy

ttt
Phe

dag
Glu

tty
Leu

tgg

Trp

170

tte
Phe

tat
Tyr

acce
Thr

ttc
Phe

atc
Ile

tgg
Trp

&

tty
Leu

gac
Asp
75

aac
Asn

cag
Gln

aag
Lys

cta
Leu

agc
ser
155

ttg
Leu

ety

ctc
Leu

cag

GIn

gt
va
235

gcg
Ala

tcg
Ser

gcg
Ala

ttc
Phe
60

ccy
Pro

gtc
val

ccc
Pro

ate
Ile

ttg
Leu
140

ttc
Phe

gt
va

gcg
Ala

atg
Met

gct
Ala
220

ctg
Leu

ttc
Phe

cac
H1s

ctg
Leu
45

tac
Cys

aag
LysS

gtc
val

gt
va

ctc
Leu
125

gac
ASp

ttg
Leuw

tgt
Cys

gcg
Ala

tcg
Ser
205

caa
GIn

cgt
Arg

gce
Ala

gcg
Ala
30

tcg
Ser

cty
Leu

3

gt
va

tgg
Trp
110

ctc
Leu

act
Thr

cac
His

cac
His

tgc
Cys
190

gco
Ala

atg
Met

cag
Gln

dgcg
Ala
15

aat
Asn

Ttg
Leu

gtc
val

ttc
Phe

ctc
Leu
95

3ty
aly

gt

va

gtt
val

Ttg
Leu
175

aac
AsSh

ctc
Leu

ctc
Leu

aag
LyS

tac
Tyr

oty

agg
Arg

3ty

atg
Met
80

3ty

tca
ser

gt
va

ttc
Phe

tat
Tyr
160

atg
Met

tcy
ser

&y

caa
Gln

cac
His
240

48

%%

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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tgc ccg gtc acc ctt
Cys Pro val Thr Leu

ctc gt
Leu va

Arg o1

cce ag
Pro se

<210> 18
<211> 300
<212> PRT

<213> Ostreococcus tauri

<400> 18
Met
1
Ala

Ile

Leu
Pro
65

Leu
Met
Thr
Trp
Met
145
His
Ala

Phe

ctc ttc g?g
Leu Phe G

245

Y

260

gac ggc gcg
Gly

C
y Asp
275

Ala

¢ gtg cga cgc
r val Arg Arg
290

ser Ala

Tyr Ala

ASp Asn
35

Pro Ala
50

Arg Leu
Ala Tyr
Phe Ala
Met Pro

115

Leu His
130

val Ala
His Ala

Thr Asn

Ile His
195

Ser
Thr
20

val
Ile
Met
Asn
Arg
100
Trp
Tyr
Arg
Leu
ASp

180
Ile

cct
Pro

aac
Asn

agt
sSer

acg
Thr

Gly
5
Tyr

Asp

Ala
Ala
Ala
85

Glu
ser
Asn
Lys
Leu
165

Cys

val
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tgg
Trp

ttc
Phe

tcc
ser

cga
Arg
295

Ala

Ala

Ala

Thr
Lys
70

TYyr
Ile
Asp
Asn
LysS
150
Ile

Ile

Met

gcg

tac
TYr

gt
va
280

tct
Ser

Leu

Tyr

Arg

Thr
55

Arg
GlIn
ser
Arg
Gln
135
Thr
Trp

Asp

Tyr

caa
GlIn

ctc
Leu
265

dda
Lys

cga
Arg

Leu

Ala

Glu
40

Met
Glu
Thr
Gly
Lys
120
Tyr
Lys
Ala

Ala

Ser
200

atg
Met
250

aag
Lys

cca
Pro

daa
Lys

Pro
Phe
25

Trp
Tyr
Ala
Ala
Leu
105
Ser
Leu
GIn
Trp
Tyr

185
Tyr

63

ttc
Phe

9cg
Ala

gcc
Ala

att
Ile

Ala
10

Glu

Leu
Phe
Phe
90

Gly
Phe
Glu
Leu
Trp
170
Phe

Tyr

gtc
val

tac
Tyr

gag
Glu

gac
Asp
300

Ile
Trp

Gly

Leu
Asp
75

Asn
Gln
Lys

Leu

Ser

atg
Met

tcy
ser

acc
Thr
285

taa

60

Ala

ser

Ala

Phe

Pro

val

Pro

Ile

Leu

acg
Thr

aac
Asn
270

acg
Thr

Phe

His

Leu
45
Cys

Lys

val

val

Leu

aac
Asn
255

aag
LyS

cgc
Arg

atg
Met

tco
Ser

gcg
Ala

Ala ala

15

Ala Asn

30

Ser Leu

Leu val
Gly Phe

val Leu

95

Trp Gly

110

125

140

155

Leu
Gly

Leu

Phe

val

Ala

Met

Asp

Leu

Cys

Ala

Ser

Leu Gly

Thr val

His val

His Leu

175

Cys Asn

190

205

Ala Leu

768

816

864

203

Tyr
Gly

Arg

Gly
Met
80

Gly
ser
val
Phe
Tyr
160
Met

ser

Gly
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15

<210>1
<211>8

Ile
Phe
225
Cys
Leu

Arg

Pro

9
79

<212> ADN
<213> Ostreococcus tauri

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(879)
<223> Delta-6-Elongasa

<400> 1

atg
Met
1

tgg
Trp

cag
GlIn

att
Ile

aca
Thr
65

att
Ile

tte
Phe

9

agt
Ser

gac
Asp

tgg
Trp

gaa
Glu
50

gtt
val

aga
Arg

ttg
Leu

Arg
210

val
Pro
val
Gly

Ser
290

3ty

tac
TYyr

gac
Asp
35

tcc
Ser

ttcC
Phe

gag
Glu

ata
Ile

Cys

Ile

val

Leu

Asp
275

val

tta
Leu

gcd
Ala
20

atc
Ite

cct
Pro

ttg
Leu

cct
Pro

gtc
val
100

Pro
val
Thr

Phe
260

Gly

Arg

cgt
Arg

att
Ile

oty

acc
Thr

tgg
Trp

acg
Thr
85

ctc
Leu

Trp
Phe

Leu
245

Gly
Ala

Arg

gca
Ala

tcc
ser

cca
Pro

cca
Pro

tat
Tyr
70

tgg
Trp

agt
ser
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Lys

Ala
230

Pro
Asn
ser

Thr

CCC
Pro

aaa
Lys

gt
va

ctg
Leu
55

&

tta
Leu

ctt
Leu

Arg Tyr Ile

215

His

Trp

Phe

Ser

Arg
295

aac
Asn

gtc
val

agt
ser
40

gt
Va

cat
Arg

aga
Arg

tac
Tyr

Ala

Ala

Tyt

val
280

Ser

Tttt
Phe

agtc
val
25

tcg
Ser

act
Thr

tta
Leu

aga
Arg

atg
Met
105

64

val
Gln
Leu

265
Lys

Arg

tta
Leu
10

ttcC
Phe

agt
Ser

agc
ser

acc
Thr

ttc
Phe
90

tgc
Ccys

Thr

Phe

Met
250

Lys

Pro

Lys

cac
His

acg
Thr

acg
Thr

ctc
Leu

12
75

ata
Ile

ctt
Leu

GlIn

val
235

Phe
Ala
Ala

Ile

aga
Arg

tgt
Cys

acg
Ala

ttg
Leu
60

agt
Ser

ata
Ile

M

Ala

220

Leu

val

Tyr

Glu

Gln

Met Leu

Arg GIn Lys

Met

Ser

Thr

Thr Asn

255

Asn Lys

270

285

300

ttcC
Phe

gcc
Ala

cat
His
45

ttC
Phe

tca
ser

tgt
Cys

tgt
cys

tgg
Trp

gac
Asp
30

tta
Leu

tac
Tyr

gac
Asp

cat
His

gt
va
110

aca
Thr
15

agt
sSer

CCC
Pro

tta
Leu

aag
Lys

aat
Asn
95

gce
Ala

Thr Arg

aag
LysS

ttt
Phe

gcc
Ala

atc
val

aaa
Lys
80

gcg
Ala

caa
GIn

Glin
His
240
Met

ser

Ala

48

96

144

192

240

288

336
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acg
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr
145

caa
Gln

tgg
Trp

gcg
Ala

tta
Leu

tgg
Trp
225

aac
Asn

ttt
Phe

£ttt
Phe

aaa
Lys

tat
Tyr

act
Thr
130

gag
Glu

gta
val

tgg
Trp

gcc
Ala

tca
Ser
210

tgg
Trp

gta
val

tto
Leuy

aty

dad
Lys
290

<210> 20

<211> 292
<212> PRT
<213> Ostreococcus tauri

<400> 20

cag
GlIn
115

cag
Gn

et
Phe

agt
Ser

atc
Ile

ttg
Leu
195

acc
Thr

&

ctt
Leu

tcc
Ser

cat
His
275

cag
Gin

aat
AsSn

ctt
Leu

gta
val

tte
Phe

att
ITe
180

aac
Asn

Cctt
Leu

cgc
Arg

caa
Gin

aaa
Lys
260

ttc
Phe

cag
GIn

?et ser Gly

Trp Asp Tyr

Gln Trp Asp
35

&ty

gct
Ala

gat
ASp

cta
Leu
165

gct
ala

tca
sSer

att'

Ile

cac
His

gcg
Ala
245
att
Ile

tac
Tyr

tga

Leu

tat
Tyr

ctc
Leu

act
Thr
150

cac
His

cgg
Arg

tgg
Trp

Sy

cta
Leu
230

ttg
Leu

ctg
Leu

tat
Tyr
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act
Thr

tac
Tyr
135

tac
Tyr

att
Ile

agg
Arg

gta
val

aaa
Lys
215

acg
Thr

tac
Tyr

ctc
Leu

tcc
Ser

tta
Leu
120

att
Ile

artt
Ile

tat
TYr

gct
Ala

cac
His
200

gaa
Glu

caa
Gln

tgc
Cys

gtc
val

aag
Lys
280

tgg
Trp

tac
Tyr

atg
Met

cac
His

ccg
Pro
185

gt
Va

gat
ASp

atg
Met

gct
Ala

tat
TYr
265

cac
His

oty

att
Ile

Ctt
Leu

cac
His
170

&1y

tgc
Cys

cct
Pro

cag
Gln

tcg
sSer
250

atg
Met

ata
Ile

aat
ASn

ttt
Phe

ctc
Leu
155

agc
Ser

oty

atg
Met

aag
Lys

atg
Met
235

ttc
Phe

atg
Met

gca
Ala

gaa
Glu

tac
Tyr
140

aag
Lys

acg
Thr

gat
ASp

tac
Tyr

cgt
Arg
220

ctt
Leu

tct
Ser

agc
Ser

gca
Ala

ttc
Phe
125

gta
val

aat
ASN

att
Ile

gct
Ala

acc
Thr
205

tcc
Ser

cag
Gln

acg
Thr

ctt
Leu

gct
Ala
285

aag
Lys

age
ser

aac
Asn

tcc
Ser

tac
Tyr
190

tat
Tyr

daac
ASn

ttt
Phe

tat
Tyr

ctc
Leu
270

aag
Lys

gce
Ala

aaa
Lys

ttg
Leu

ttt
Phe
175

ttC
Phe

tat
Tyr

tac
Tyr

ttcC
Phe

cce
Pro
255

&y

ctc
Leu

acg
Thr

ata
Ile

cgg
Arg
160

att
Ile

agc
Ser

cta
Leu

Cctt
Leu

TtC
Phe
240

aag
Lys

ttg
Leu

cag
GlIn

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

879

Arg Ala Pro Asn Phe Leu His Arg Phe Trp Thr Lys
15

Ala ITe Ser Lys val val Phe Thr Cys Ala Asp Ser Phe
20 25 30

5

10

1le Gly Pro val 38r ser Ser Thr Ala H;S Leu Pro Ala
4

65
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Ile Glu
50

Thr val
65

Ile Arg
Phe Leu

Ala Tyr

Glu Thr
130

Tyr Glu
145

Gln val
Trp Trp
Ala Ala

Leu Ser
210

Trp Trp
225

Asn val
Phe Leu
Phe Gly

Lys Lys
290

<210> 21
<211> 879
<212> ADN

<213> Ostreococcus tauri

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(879)

Ser
Phe
Glu
Ile

GIn
115

GlIn
Phe
ser
Ile
Leu
195
Thr
Gly
Leu
ser
His
275
GlIn

<223> Delta-6-Elongasa

<400> 21

Pro
Leu
Pro
val
100
Asn
Leu
val
Phe
Ile
180
Asn
Leu
Arg
GIn
Lys
260

Phe

GlIn

Thr
Trp
Thr
85

Leu

Gly

Ala
Asp
Leu
165
Ala
ser
Ile
His
Ala
245

Ile

Tyr
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Pro
Tyr
70

Trp

Ser

TYr

Leu
Thr
150
His
Arg
Trp
Gly
Leu
230
Leu

Leu

TYyr

Leu
55

Gly
Leu

Leu

Thr

Tyr
135
Tyr
Ile
Arg
val
Lys
215
Thr
Tyr

Leu

ser

val

Arg

Arg

Tyr

Leu
120

Ile

I1le

TYr

Ala

His

200

Glu

Galn

Cys

val

66

Thr
Leu
Arg
Met
105
Trp
TYr
Met
His
Pro
185
val
Asp
Met
Ala
Tyr

265

His

ser
Thr
Phe
90

Cys

Gly

Ile
Leu
His
170
Gly
Ccys
Pro
Gin
Ser
250

Met

Ile

Leu
Arg
75

Ile

Leu

Asn

Phe
Leu
155
Ser
Gly
Met
Lys
Met
235
Phe

Met

Ala

Leu
60

Ser
Ile

Gly

Glu

Tyr
140
Lys
Thr
Asp
Tyr
Ar

22

Leu
Ser

ser

Ala

Phe

ser

Cys

Cys

Phe
125

val

AsSn

Ile

Ala

Thr

205

ser

GIn

Thr

Leu

Ala
285

Tyr
Asp
His
val
110
Lys
ser
Asn
ser
Tyr
120
Tyr
Asn
Phe
Tyr
Leu

270

Lys

Leu
Lys
Asn
95

Ala

Ala

LyS
Leu
Phe
175
Phe
Tyr
Tyr
Phe
Pro
255

Gly

Leu

val
LYS
80

Ala

GlIn

Thr

Ile
Arg
160
Ile
ser
Leu
Leu
Phe
240
LysS

Leu

Gin



atg
Met

tgg
Trp

cag
Gin

att
Ile

dca
Thr
65

ate
Ile

ttc
Phe

gcg

gaa
Glu

tac
Tyr
145

caa
Gln

tgg
Trp

gcqg
Ala

tta
Leu

tgg
Trp
225
aac
Asn

tft
Phe

agt
ser

gac
Asp

tg9
Trp

gaa
Glu
50

gtt
val

aga
Arg

tty
Leu

tat
Tyr

act
Thr
130

gag
Glu

gta
val

tgg
Trp

gcc
Ala

tca
ser
210

taqg
Trp

gta
val

ttg
Leu

cly

tac
Tyr

gac
Asp
35

tcc
ser

ttc
Phe

gag
Glu

ata
Ile

cag
Gln
115

cag
GlIn

ttt
Phe

aga
Arg

atrc
Ile

ttg
Leu
195

acc
Thr

&

ctt
Leu

tcc
sSer

tta
Leu

gcg
Ala
20

atc
Ile

cct
Pro

ttg
Leu

cct
Pro

gte
val
100

aat
Asn

ctt
Leu

gta
val

tte
Phe

att
Ile
180

aac
Asn

ctt
Leu

cgc
Arg

caa
Gln

aaa
Lys

cot
Arg

att
Ile

3ty

acc
Thr

tgg
Trp

acg
Thr
85

ctc
Leu

&ty

gct
Ala

gat
Asp

cta
Leu
165

gct
Ala

tca
ser

att
Ile

cac
His

gcg
Ala
245

att
Ile

gca
Ala

tcc
Ser

cca
Pro

cCa
Pro

tat
Tyr
70

togg
Trp

agt
ser

rat
TYr

ctc
Leu

act
Thr
150

cac
His

cgg
Arg

tag
Trp

2y

cta
Leu
230

ttg
Leu

ctg
Lew
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cCcC
Pro

aaa
Lys

gt
Va

ctg
Leu
55

o

tta
Leu

crt
Leu

act
Thr

tac
Tyr
135

tac
Tyr

act
Thr

agg
Arg

gta
val

aaa
Lys
215

acg
Thr

tac
Tyr

ctc
Leu

dac
Asn

atc
val

agt
Ser
40

gt
va

cot
Arg

aga
ATg

tac
Tyr

tta
Leu
120
att
ITe

att
Ile

tat
Tyr

gct
Ala

cac
His
200

gaa
Glu

caa
GIn

tgc
Cys

gtc
val

ttt
Phe

gte
val
25

tcg
Ser

act
Thr

tta
Leu

aga
Arg

atg
Met
105

t9g
Trp

tac
Tyr

atg
Met

cac
H1s

ccg
Pro
185

at
va

gat
Asp

atg
Met

gct
Ala

tat
Tyr

tta
Leu
10

ttc
Phe

agt
Ser

age
Ser

acc
Thr

ttc
Phe
90

tgc
Cys

&ty

att
Ile

ctt
Leu

cac
His
170

M

toc
Cys

cct
Pro

caq
Gln

tcg
ser
250

atg
Met

67

cac
His

acg
Thr

acg
Thr

ctc
Leu

agg
Arg
75

ata
Ile

ctt
Leu

aat
ASh

ttt
Phe

ctc
Leu
155

age
ser

&

aty
Met

aag
LYS

atg
Met
235

ttcC
Phe

atg
Met

aga
Arg

tgt
Cys

gcg
Ala

tty
Leu
60

agt
ser

ata
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

tac
TYr
140

aag
Lys

acqy
Thr

gat
Asp

tac
TYr

cyt
Arg
220

ctt
Leu

tct
ser

agc
Ser

ttc
Phe

gcc
Ala

cat
His
45

ttc
Phe

tca
ser

togt
Cys

tgt
Cys

ttc
Phe
125

gta
val

aat
Asn

att
Ile

gct
Ala

acc
Thr
205

tce
ser

cag
Gln

acg
Thr

ctt
Leu

tgg
Trp

gac
Asp
30

tta
Leu

tac
Tyr

gac
Asp

cat
His

gt
va
110

aag
LysS

agt
Ser

aac
Asn

tcc
Ser

tac
Tyr
190

tat
Tyr

aac
Asn

ttt
Phe

tat
Tyr

ctc
Leu

aca
Thr
15

agt
ser

cCC
Pro

tta
Leu

aag
Lys

aat
Asn
95

acc
Ala

acc
Ala

daa
Lys

ttg
Leu

ttt
Phe
175

ttc
Phe

tat
Tyr

tac
Tyr

ttc
Phe

ccc
Pro
255

oly

aag
Lys

Tttt
Phe

gcc
Ala

gtc
val

aaa
Lys
80

gcg
Ala

caa
Gin

acg
Thr

arta
Ile

<gg
Arg
160

att
Ile

agc
Ser

cta
Leu

ctt
Leu

ttc
Phe
240

aag
Lys

ttg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816
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ttt g
Phe G

it

260

aaa aaa cag cag tga
Lys Lys GIn GlIn
290

<210> 22
<211> 292
<212> PRT

<213> Ostreococcus tauri

<400> 22
Met
1
Trp

Gln

Ile

Thr
65

Ile

Phe

Ala

Glu

Tyr

145

Gln

Trp

Ala

Leu

Trp

Ser

Asp

Trp

Glu
50

val
Arg
Leu
Tyr
Thr
130
Glu
val
Trp
Ala
ser

210
Trp

Gly
Tyr

Asp
35

ser

Phe

Glu
Ile
GlIn
115
Gin
Phe
Arg
Ile
Leu
195

Thr

Gly

Leu
Ala
20

Ile

Pro

Leu

Pro
val
100
Asnh
Leu
val
Phe
Ile
180
Asn

Leu

Arg

Arg
5
Ile

Gly

Thr

Trp

Thr
85

Leu
Gly
Ala
Asp
Leu
165
Ala
Ser

Ile

His

ES 2531391713

Ala

Ser

Pro

Pro

Tyr
70

Trp

ser

Tyr

Pro
LyS

val

Leu
55

Gly
Leu
Leu

Thr

Leu Tyr

Thr
150
His

Arg

Trp

Y
135
Tyr
Thr

Arg

val

Gly Lys

Leu
230

Y
215
Thr

265

Asn

val

ser
40

val

Arg

Arg
Tyr
Leu
120
1le
Ile
Tyr
Ala
His
200

Glu

Gln

68

Phe
val
25

ser

Thr

Leu

Arg
Met
105
Trp
Tyr
Met
His
Pro
185
val

Asp

Met

Leu
10
Phe

Ser

Ser

Thr

Phe
90

Cys
Gly
Ile
Leu
His
170
Gly
Cys

Pro

Gln

270

285

His
Thr

Thr

Leu

Arg
75

Ile
Leu
Asn
Phe
Leu
155
Ser

Gly

Met

Lys Ar

Met
235

Arg
Cys

Ala

Leu
60

ser
Ile
Gly
Glu
Tyr
140
Lys
Thr
Asp
Tyr

220

Leu

Phe
Ala

His
45

Phe

Ser

cys
Cys
Phe
125
val
Asn
Ile

Ala

Thr
205

g Ser

GIn

Trp
Asp
30

Leu

Tyr

Asp

His
val
110
Lys
ser
Asn
ser
Tyr
190
Tyr'

Asn

Phe

g cat ttc tac tat tcc aag cac ata gca gca got aag ctc cag
H1s Phe Tyr Tyr Ser Lys His Ile Ala Ala Ala Lys Leu Gln
280

Thr
15
ser

Pro

Leu

Lys

Asn
95

Ala
Ala
Lys
Leu
Phe
175
Phe
Tyr

Tyr

Phe

364

879

Lys

Phe

Ala

val

Ala

GlIn

Thr

Ile

Arg

160

Ile

Ser

Leu

Leu

Phe
240



ES 2531391713

Asn val Leu GIn Ala Leu Tyr Cys Ala Ser Phe Ser Thr Tyr Pro Lys
245 250 255

Phe Leu Ser Lys ITe Leu Leu val Tyr Met Met Ser Leu Leu Gly Leu
- 260 265 270

Phe Gly His Phe Tyr Tyr Ser Lys His Ile Ala Ala Ala Lys Leu Gln
275 280 285

Lys LYS GIn GlIn
290

<210> 23

<211> 1611

<212> ADN

<213> Ostreococcus tauri

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1611)

<223> Delta-4-Desaturasa

<400> 23

atg tac Ctc gga cgc g?c Cgt CtC gag agc g?g acg acg cga g?g atg 43
Met Tyr Leu Gly Arg Gly Arg Leu Glu Ser Gly Thr Thr Arg Gly
1 S 10 15
atg cgg acg cac gcg cgg cga ccg tcg acg acg tcg aat ccg tgc gco -9
Met Arg Thr His Ala Arg Arg Pro Ser Thr Thr Ser Asn Pro Cys Ala

20 25 30

€gg tca cgc gtg cot aag acg acg gag cga tcg ctc gcg cga gtg cga 144
Arg Ser Arg Val Arg Lys Thr Thr Glu Arg Ser Leu Ala Arg val Arg
35 40 45

Cga tcg acg agt gag aag g?a agc gcg ctc gt? ctc gag cga gag agc 192
Arg Ser Thr ser Glu Lys Gly Ser Ala Leu val Leu Glu Arg Glu Ser

S0 55 60
gaa €gg gag aag gag gag g?a g?g aaa gcg cga gcg gag g?a ttg cga 240
Glu Arg Glu Lys Glu Glu Gly Gly Lys Ala Arg Ala Glu Gly Leu ggg
65 70 75

ttc caa ¢gc ccg gac gtc gcc gcg ccg g?g
Phe G1n Arg Pro Asp val Ala Ala pPro goy
85

g?a gcg gat cct tgg aac 288
Gly Ala Asp Pro Trp Asn
95

gac gag aag tgg aca aag acc aag tgg acg gra ttc aga gac gtc 9cg 336
Asp GlU Lys Trg Thr Lys Thr Lys Trp Thr val Phe Arg Asg val Ala
10 105 . 11

tac gat ctc gat c¢ct ttc ttc gct cga cac ccc g?a g?a gac tgg ctc 384
Tyr Asp Leu Asp Pro Phe Phe Ala Arg His Pro Gly gzg Asp Trp Leu
115 120

Cty aac ttg gcc gt g?a cga gac tgc acc gcg Cctc atc gaa tcc tat 432
Gly

Leu Asn Leu Ala va Arg Asp Cys Thr Ala Leu Ile Glu Ser Tyr
130 135 140

69



cac
H1s
145

ctc
Leu

gat
Asp

ttc
Phe

gac
Asp
tat
Tyr‘
225

2ty

atg
Met

ctc
Leu

cac
H1s

gcg
Ala
305

cat
His

gtt
val

gaa
Glu

gtc
val

aac
Asn
385

tgc
Cys

ttg
Leu

gag
Glu

tcg
ser

cCa
Pro

ey
210

tcc
ser

cgt
Arg

tct
Ser

atc
Ile

cac
His
290
atg
Met

coc
Arg

acc
Ala

ety

cte
Leu
370

cac
His

caa
GlIn

cga
AFg

gat
AsSp

ccg
Pro

gag
Glu
195
gac
Asp

ctt
teu

3ty

cCct
Pro

ggc
oy

att
Ile

£ca
Pro

TtcC
Phe

ttc
Phe

gct
355

oty

gcy
Ala

&

CCa
Pro

Tttt
Phe

tta
Leu
180

gag
Glu

gat
Asp

cCcg
Pro

ttg
Leu

tcg
Ser
260

2ty

cat
His

tta
Leu

cag
Gln

caa
Gln
340

aag
Lys

aag
Lys

gt
va

ata
Ile

gag
Glu

ccc
Pro
165

tac
Tyr

3ty

tct
ser

&ty

gtc
val
245

ccy
Pro

tcyg
ser

tgc
Cys

ttg
Leu

cag
GIn
325

gtc
val

ctt
Leu

att
Ile

agt
Ser

gtt
val
405

gt
va
150

gtc
val

aac
Asn

aag
LyS

Sty

gtt
val
230

tca
Ser

gcc
Ala

tcc
ser

aac
Asn

cgt
Arg
310

tgg
Trp

oty

cac
His

gt
va

tct
ser
390

ctg
Leu

ES 2531391713

gcg
Ala

gag
Glu

dac
Asn

aat
Asn

ttt
Phe
215

cct
Pro

cga
Arg

gtt
val

ttg
Leu

gac
Asp
295

TtC
Phe

tac
Tyr

gac
Asp

aly

cac
His
375
gtt
val

gcyg
Ala

acg
Thr

gcce
Ala

att
Ile

atg
Met
200

cgc
Arg

ttc
Phe

ttc
Phe

aac
Asn

atg
Met
280

aac
Asn

gac
Asp

atg

att
Ile

gcg
Ala
360

ttc
Phe

tty
Leu

tac
Cys

gct
Ala

gt
vVa

cgc
Arg
185

cac
H1s

cgc
Arg

€99
Arg

agg
Arg

&ty
265

tgg
Trp

gcc
Ala

gct
Ala

Tttt
Phe

gcc
Ala
345

acy
Thr

sty

ctg
Leu

acg
Thr

cgt
Arg

ol
Pro
170

aac
Asn

aga
Arg

ctt
Leu

ctg
Leu

cac
His
250

gtc
val

aga
Arg

atg
Met

cac
AFg

tta
Leu
330

gca
Ala

acg
Thr

ctt
Leu

&y

ttt
Phe
410

70

ttc
Phe
155

aag
Lys

cga
Arg

cag
GlIn

ttg
Leu

cct
Pro
233

tgc
Cys

ctc
Leu

tat
TVYr

gat
Asp

cgg
Arg
315
gca
Ala

ctg
Leu

199
Trp

ttg
Leu

atc
Ile
395

oct
Ala

aga
Arg

tccC
Ser

gtc
val

3ty

ctt
Leu
220

cct
Pro

gcce
Ala

&

cac
His

caa
Gln
300

CCC
Pro

fttc
Phe

trc
Phe

gag
Glu

ttg
Leu
380

gtce
val

gt
va

atg
Met

ccg
Pro

cgc
Arg

ggc
iy
205
atg

Met

cag
Arg

aac
Asn

ttyg
Leu

cac
His
235

gac
Asp

aag
Lys

ccg
Pro

acg
Thr

ctt
Leu
365

a1y
i

agt
Ser

ctg
Leu

aga
Arg

gaa
Glu
120

gac
Asp

ccy
Pro

gtc
val

cac
His

acg
Thr
270

caa
GlIn

gt
va

tcc
Ser

ttg
Leu

cgt
ATg
350

acc
Thr

ccy
Pro

ttc
Phe

cac
H1s

ccc
Pro

ccg
Pro
175

gag
Glu

cac
His

tgt
Cys

tcg
ser

oty
253

aac
Asn

gtc
val

tac
Tyt

tag
Trp

ttg
Leu
335

gat
Asp

acg
Thr

ttg
Lel

atg
Met

aat
Asn
415

aaa
Lys
160
aac
Asn

ctc
Leu

aty

acc
Thr

g9
Arg
240

gcg
Ala

gat
Asp

agc
ser

acg
Thr

tac
Tyr
320

cag
GIn

acc
Thr

gtt
val

atg
Met

g<g
Ala
400

gtc
val

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1036

1104

1152

1200

1248
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gcd
Ala

gat
Asp

ata
Ile

tty
Leu
465

gt
va

act
Thr

ety

ccg
Pro

<210> 24
<211>536
<212> PRT

Glu

tag
Trp

&
450

ttt
Phe

aag
Lys

ctt
Leu

acg
Thr

cag
Gln
530

ccg
Pro

gaa
Glu

cct
Pro

gct
Ala
515

ctc
Lau

aag
Lys
420

gtc
val

ttc
Phe

gcg
Ala

gaa
Glu

&y
500

gag
Glu

gcg
Ala

<213> Ostreococcus tauri

<400> 24

Met

1

Met

Arg

Arg

Glu

Tyr

Arg

ser

Ser

Thr

Arg

35

50

65

Phe

Asp

Tyr

Arg

Gln

Glu

Asp

Thr

Glu

Arg

Lys

Leu

115

ata
Ile

cag
GlIn

ttc
Phe

att
Ile

gcg
Ala
485

att
Ile

caa
Gln

ccg
Pro

Leu Gly

His
20

val
Ser
Lys
Pro
Trp

100
ASp

cct
Pro

cag
Gln

aco
Thr

tac
Cys
470

gcc
Ala

ttc
Phe

att
Ile

aag
Lys

Arg
5
Ala
Arg
Glu
Glu
Asp
85

Thr

Pro

ES 2531391713

gag
Glu

ttg
Leu

agt
aly
455
ttc
Phe

aag
LysS

gtc
val

&

ctc
Leu
535

Gly
Arg
Lys
Lys
Glu
70

vail

Lys

Phe

gac
Asp

gt
va
440

aly

gtc
val

ctc
Leu

caa
Gln

gaa
Glu
520

gct
Ala

Arg
Arg
Thr
Gly
55

Gly
ATa

Thr

Phe

acc
Thr
425

act
Thr

ctc
Leu

cac
His

aac
Asn

ttc
Phe
505

gtt
va'l

tag

Leu

Pro

Thr

40

ser
Gly
Ala
Lys

Ala

&ty

agc
ser

aac
Asn

tac
Tyr

atc
Ile
490

tgg
Trp

cca
Pro

Trp
105

120

71

Ala

Lys

Pro

Arg

&ty

gcc
Ala

ttg
Leu

ccy
Pro
475

cct
Pro

aga
Arg

tty
Leu

Glu Se

10

Ser Th
25

Glu

90
Th

Arg
Leu
Ala

Gly

His

gaa
Glu

gac
ASD

caa
Gtn
460

gac
Asp

tac
Tyr

ttt
Phe

ccy
Pro

r Gly

r Thr

ser

val

Arg

gcc
Ala

tag
Trp
445

gtt
val

atce
Ile

qcg
Ala

atg
Met

aag
Lys
525

Thr

ser

Leu

Leu

tgg
Trp
430

ggt
Gly

gag
Glu

gcdg
Ala

ct
ser

aag
LyS
510

att
Ile

gag
Glu

&y

cac
His

aag
LyS

tac
Tyr
495

gac
Asp

cCcC
Pro

Thr

Asn

Ala

45

60

75

r val

Gly

Pro

Ala
Ala
Phe

Gly

Glu
Glu
Asp
Arg

Gly

aga
Arg

aag
Lys

cac
His

atce
Ile
480

ago
Arg

atg
Met

aac
Asn

Arg
Pro
30

Arg
Arg
Gly
Pro
Asp

110

AsSp

Gly
15

Cys

val:

Glu
Leu
Trp
95

val

Trp

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1611

Met
Ala
Arg
Ser
Arg
80

Asn

Ala

Leu



Leu
His
145
Leu
Asp
Phe
Asp
Tyr
225
Gly
Met
Leu
His
Ala
305
His
val
Glu
val
AsSn
385
Cys
Ala
Asp
Ile
Leu

465
val

Asn
130
Leu
Glu
Ser
Pro
Gly
210
ser
Arg
ser
Ile
His
290
Met
Arg
Ala
Gly
Leu
370
Gln
Glu
Trp
Gly
450

Phe

Lys

Leu
Arg
Asp
Pro
Glu
195
Asp
Leu
Gly
Pro
Gly
275
Ile
Pro
Phe
Phe
Ala
355
Gly
Ala
Gly
Ala
Gly
435
Asn

Pro

Glu

Ala
Pro
Phe
Leu
180
Glu
Asp
Pro
Leu
ser
260
Gly
His
Leu
GIn
GIn
340
Lys
LysS
val
Ile
Lys
420
val
Phe

Ala

Glu

val
Glu
Pro
165
Tyr
Gly
ser
Gly
val
245
Pro
ser
Cys
Leu
GIn
325
val
Leu
Ile
Ser
val
405
Ile
Gln
Phe

Ile

Ala
485

ES 2531391713

Gly
val
150
val
AsSn
Lys
Gly
val
230
ser
Ala
ser
Asn
Arg
310
Trp
Gly
His
val
ser
390
Leu
Pro
GlIn
Thr
Ccys

470

Ala

Arg
135
Ala
Glu
Asn
Asnh
Phe
215
Pro
Arg
val
Leu
As

29

Phe
Tyr
Asp
Gly
His
375
val
Ala
Glu
Leu
Galy
455

Phe

Lys

Asp
Thr
Ala
Ile
Met
200
Arg
Phe
Phe
Asn
Met
280
Asn
ASp
Met
Ile
Ala
360
Phe
Leu
Cys
Asp
val
440
Gly

val

Leu

72

Cys
Ala
val
Arg
185
His
Arg
Arg
Arg
Gl

26

Trp
Ala
Ala
Phe
Ala
345
Thr
Gly
Leu
Thr
Thr
425
Thr
Leu
His

Asn

Thr
Arg
Pro
170
Asn
Arg
Leu
Leu
His
250
val
Arg
Met
Arg
Leu
330
Ala
Thr
Leu
Gly
Phe
410
Gly
ser
Asn

Tyr

Ile
490

Ala
Phe
155
Lys
Arg
GIn
Leu
Pro
235
Cys
Leu
Tyr
Asp
Aryg
315
Ala
Leu
Trp
Leu
Ile
395
Ala
Gly
Ala
Leu
Pro

475

Pro

Leu
140
Arg
sSer
val
Gly
Leu
220
Pro
Ala
Gly
His
Gln
300
Pro
Phe
Phe
Glu
Leu
380
val
val
Glu
Asp
Gln
460

Asp

Tyr

Ile
Met
Pro
Arg
Gly
205
Met
Arg
Asn
Leu
His
285
Asp
Lys
Pro
Thr
Leu
365
Gly
Gly
Ser
Ala
Trp
445
val

Ile

Ala

Glu
Leu
Arg
Glu
190
Asp
Pro
val
His
Thr
270
Gln
val
ser
Leu
Arg
350
Thr
Pro
Phe
His
Trp
430
Gly
Glu

Ala

Ser

ser
Pro
Pro
175
Glu
His
Cys
ser
Gl

25

Asn
val
Tyr
Trp
Leu
335
AsSp
Thr
Leu
Met
Asn
415
Glu
Gly
His
Lys

Tyr
495

TYr
Lys
160
Asn
Leu
Gly
Thr
Arg
240
Ala
Asp
ser
Thr
Tyr
320
Gln
Thr
val
Met
Ala
400
val
Arg
Lys
His
Ile

480

Arg
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15

Thr Leu Pro

Gly Thr Ala

515

ES 2531391713

Gly Ile Phe val

500
Glu

Pro GIn Leu Ala

<210> 25
<211> 606
<212> ADN

530

<213> Ostreococcus tauri

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(606)
<223> Delta-5-Desaturasa

<400> 25

atg tac
Met Tyr
1

gcc tac
Ala Tyr

cac g?c
Arg Gly

tat tac
Tyr Tyr
50

ctc ctc

Leu Leu
65

gcg tic
Ala Phe

acc ctc
Thr Leu

ctc atg
Ley Met

ttc tec
Phe Ser
130

&

ttc
Phe

gag
Glu
35

Cctc
Leu

gca
Ala

atg
Met

gac
Asp

tcg
ser
115

aly

ttg
Leu

tce
ser
20

acyg
Ala

gco
Ala
ctc
Leu

tte
Phe

gcyg
Ala
100

agc
ser

oy

cta
Leu
5

sty

atc
Ile

ttg
Leu

tgg
Trp
caa
Gln
85

aag

Lys

gcg
Ala

tta
Leu

GIn Ile Gly

Pro Lys Leu

tcg
ser

cgc
Arg

gca
Ala

ccy
Pro
gcc

Ala
70

gtc
val

aac
Asn

gat
Asp

dac
Asn

ctc
Leu

atc
Ile

Tttt
Phe

Ccta
Leu
55

gtc
val

gcc
Ala

cgc
Arg

ttc
Phe

tac
Tyr
135

535

aag
Lys

8ty

tag
Trp
40

aag
Lys
acc
Thr

cac
H1s

gt
va

gcc
Ala
120

caa
Gln

GIn Phe Trp Arg Phe Met %ys Asp Met
10

520
Ala

tcg
ser

tgg
Trp
25

ggc
&ty
atg
Met
gag
Glu

gtc
val

aac
Asn
105

cac
His

gtc
val

73

505

tac
Cys
10

atc
val

acc
Thr

tcg
ser
ttc
FPhe
gtc
val
20

ttg
Leu

gga
Gly

gtc
val

tte
Phe

aag
Lys

aag
Lys

cat
His

gtc

val
75

oty
ety

tcc
Ser

cac
His

gte

gt
va

ctc
Leu

cqg
Arg
60

acc
Thr

9ag
Glu

tgg
Trp

aag
Lys

cat
His
140

gac
Asp

atg
Met

tto
Leu
45

ccy
Pro
gga
Gly

ogtt
val

3ty

Tttt
Phe
125

ctc
Leu

gat
Asp

aag
Lys
30

tgg
Trp

ctc
Leu

tgg
Trp

cac
His

gag
Glu
110

tgg
Trp

ttc
Phe

ttc
Phe
15

ttc
Phe

gec
Ala

3ty

ctg
Leu
ttc
Phe
a5

gca
Ala

acg
Thr

ccy
Pro

aac
Asn

acc
Thr

gcg
Ala

gaa
Glu
ttg

Leu
80

ttc
Phe

cag
Gln

cac
His

STy

Glu val Pro Leu Pro Egg ITe Pro Asn

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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gtc
val
145

gct
Ala

gce
Ala

tgc
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

cac
H1s

aag
Lys

gt
Va

cac
His

cac
His

tat
Tyr

ES 2531391713

CcCcC
Pro

150

oty
165

ctc
Leu

cgcC
Arg

gcdg
Ala
180

cac
His

ttc
Phe

tac

Tyr

gta
val

ccg

Pro
195

tcc

Ser

ctc

Leu

caa

Gln

<210> 26
<211> 201
<212> PRT

<213> Ostreococcus tauri

<400> 26

Met
1
Ala
Arg
TYr
Leu
65
Ala
Thr
Leu
Phe
val
145
Ala
Ala

Tyr

<210> 27
<211>714
<212> ADN

<213> Ostreococcus tauri

Tyr
Tyr
Gly
Tyr
50

Leu
Phe
Leu
Met
Ser
130
Cys
Glu

Leu

val

Gly
Phe
Glu
35

Leu
Ala
Met
Asp
ser
115
Gly
His
Lys

Arg

Pro
195

Leu
Ser
20

Ala
Ala
Leu
Phe
Ala
100
ser

Gly

val

Ala
180

Ser

Leu
5
Gly
Ile
Leu
Trp
Gln
85
Lys
Ala
Leu
His
Gly
165
His

Leu

cac
H1s

cag
Arg

acc

Thr

Ser
Arg
Ala
Pro
Ala
70

val
Asn
Asp
AsSh
Tyr
150
Leu

Phe

Gln

gcg
Ala

tac
Tyr

cac
His

gtc

val
200

Leu
Ile
Phe
Leu
55

val
Ala
Arg
Phe
Tyr
135
Pro
His
Arg

Thr

ctc
Leu

cag
GIn

ctc
Leu
185

gga
Gly

Lys
Gly
1"
Lys
Thr
His
val
Ala
120
GIn
Ala
TYr
His

val
200

74

att
Ile
170

gce
Ata

Tga

ser
Trp
25

Gly
Met
Glu
val
Asn
105
His
val
Leu
Gln
Leu

185
Gly

cca
Pro
155

tac
Tyr

aac
AsSn

Cys
10

val
Thr
ser
Phe
val
90

Leu
Gly
val
Ala
Ile

170
Ala

atg
Ile

CCC
Pro

att
Ile

acg
Thr

aag
Lys

ttt
Phe

gcg
Ala

gca
Ala

160

tag
Trp
175

gtc

cgc
val

Arg
190

3ty

gcc

Phe
Lys
Lys
His
val
75

Gly
Gly
Ser
His
Pro
155

Tyr

Asn

val
val
Leuw
Arg
60

Thr
Glu
Trp
Lys
His
140
Ile

Pro

val

Asp
Met
Leu
45

Pro
Gly
val
Gly
Phe
125
Leu
i'le
Thr

Gly

Asp
Lys
30

Trp
Leu
Trp
His
Glu
110
Trp
Phe

Lys

Phe

159

tcc
Ser

acg
Ala Al

a

Phe
15

Phe
Ala
Gly
Leu
Phe
95

Ala
Thr
Pro
Ala
Tr

175
Ala

480

528

576

606

Asn
Thr
Ala
Glu
Leu
80

Phe
GIn
His
Gly

Ala
160

p Ser

Ala
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<220>

<221> CDS

<222> (1)..(714)

<223> Delta-5-Desaturasa

<400> 27

atg
Met
1

gt
Va

aag
Lys

Tttt
Phe

0ac
Asp
65

gtc
val

ggce
Gly

ttg
Leu

gtc
val

acy
Thr
145

agc
G?y
gag
Glu

gt
va

ggt
Galy

tce
Ser
225

gt
va

tac
Tyr

tgo
Trp

ttg
Leu
50

cga
AFg

gca
Ala

gtt
val

9cg
Ala

agc
ser
130
aag
Lys

aac
Asn

cac
His

cCg
Pro
tac
Tyr
210

tac
Tyr

agc
Ser

acc
Thr

Tttt
Phe
35

tgg
Trp

gcy
Ala

ctg
Leu

cct
Pro

tac
Tyr
115
cat
His

aac
Asn

gcg
Ala

cac
His

atc
Ile
155

&

ctc
Leu

cat
His

gca
Ala
20

cat
His

ctc
Leu

tcg
ser

tac
Tyr

gcg
Ala
100

ety

aac
Asn

gac
Asp

ttc
Phe

ctc
Leu

180

atc
Ile

&ty

cat
His

cac
H1s

ctyg
Lel

cga
Arg

acg
Ala

ccg
Pro

gtt
val
85

tac
TYr

gca
Ala

ctc
Leu

tag
Trp

t9g

2
165
ttc

Phe

aag
LyS

tac
Tyr

aag
Lys

tco
Ser

ccg
Pro

tac
Tyr

gcg
Ala

9gc
G?y
70

ctc

Leu

ttg
Leu

ttc
Phe

Pro

gac
Asp

acc
Thr

tot
Cys
230

ES 2531391713

tac
Tyr

ctc
Leu

cag
GlIn

cag
GIn
55

gtc
val

&y

cac
His

oty

acg
Ala
135

gcy
Ala

ttc
Phe

ggc
Gly

gag
Glu

iy
215

3y

tgt
Cys

cty
Leu

gcg
Ala
40

Tttt
Phe

gcg
Ala

aag
LyS

a1y

tcg
ser
120

ctyg
Leu

tgg
Trp

ttc
Phe

atg
Met

tgt
Cys
200

ctg
Leu

cga
Arg

3AC gac gcg gat ttg gat cag gat
Asn Asp Ala Asp Leu Asp GIn Asp
10 15

cgc ctg gac ccg tct cag gag ttg
ggg Leu Asp Pro Ser §8n Glu Leu

ttt tac gcc ccg ctc atg tgg ccg
Phe Tyr Ala Pro Leu Met Trp Pro
45

g?c gac gcg cag aac atc ctg atc
Gly Asp Ala Gln Asn Ile Leu Ile

60
tac aag g?a ttg atg g9cg aac gag
Tyr Lys gsy Leu Met Ala Asn ggu

val Leu His Phe Leu Leu Leu
90 g5

ttg tcc aac gcg atc gtt cca ttc
Leu Ser Asn Ala Ile val Pro Phe
105 110

gtt tta cac ttt g?t ctt ctc ctc
Gly

ttc gtc ctg tgc tgg ttc ttc atc
Phe val Leu Cys Igg Phe Phe Ile

aca ccc gtt aac ctt aac aag tcc
Thr Pro val Asn Leu Asn Lys Ser
140

cag atc gag aca tcg gcg tct tgg
Gln Ile Glu Thr Ser Ala Ser Trp

155 160
tct g?a g?t ctg aac ctg caa atc
Ser Gly Gly Leu Asn Leu GIn Ile

170 175

gcg cac aac ctg tac c¢cg aag atg

Ala His Asn Leu Tyr Pro Lys Met
185 190

gcg aaa dcg g?c gtt <gc tac acc
Ala Lys Ala Gly gg} Arg Tyr Thr

CctC cCcg atc acc Cgc gac atg ttc
Leu Pro Ile Thr Arg Asp Met Phe
220

acg gcg aaa cta gcc taa
Thr Ala Egg Leu Ala

75

48

96

144

192

240

238

336

384

432

480

528

576

624

672

714
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15

20

<210> 28
<211> 237
<212> PRT

<213> Ostreococcus tauri

<400> 28
Met
1
val
Lys
Phe
Asp
65
val
Gly
Leu
val
Thr
145
Gly
Glu

val

Gly

<210> 29
<211> 1371
<212> ADN

<213> Ostreococcus tauri

<220>
<221> CDS

val
Tyr
Trp
Leu
S0

Arg
Ala
val
Ala
ser
130
Lys
Asn
His
Pro

Tyr
210

Ser
Thr
Phe
35

Trp
Ala
Leu
Pro
Tyr
115
His
ASn
Ala
His
Ile

195
Gly

225

<222> (1)..(1371)
<223> Delta-6-Desaturasa

<400> 29

His His

Ala Leu
20

His Arg
Leu Ala
ser Pro

Tyr val
85

Ala Tyr
100

Gly Ala
ASn Leu
Asp Trp
Phe Trp

165

Leu Phe
180

Ile Lys

Gly Tyr

ES 2531391713

Ser
Pro
Tyr
Ala
Gly
70

Leu
Leu
Phe
Glu
Gly
150
ser
Pro

Asp

Thr

Tyr
Leu
Gln
Gln
55

val
Gly
His
Gly
Ala
135
Ala
Phe
Gly

Glu

Gly
215

Cys
Leu
Ala
40

Phe
Ala
Lys
Gly
Ser
120
Leu
Trp
Phe
Met
Cys

200

Leu

76

Asn
Arg
25

Phe
Gly
TYyFr
val
Leu
105
Phe
Thr
Gin
ser
Ala
185

Ala

Leu

ASp
10

Leu
Tyr
Asp
Lys
Leu
90

ser
val
Pro
Ile
Gly
170
His
Lys

Pro

Ala
Asp
Ala
Ala
Gly
75

His
Asn
Leu
val
Glu
155
Gly

Asn

Ala

Asp
Pro
Pro
GlIn
60

Leu
Phe
Ala
Cys
Asn
140
Thr
Leu

Leu

Gly

Ile Thr

220

Leu
Ser
Leu
45

Asn
Met
Gly
Ile
175
Leu
Ser
Asn
Tyr
val

205
Arg

235

Asp
GTn
30

Met
Ile
Ala
Leu
val
110
Phe
Asn
Ala
Leu
Pro
190

Arg

Asp

Gin
15

GTu
Trp
Leu
Asn
Leu
95

Pro
Phe
Lys
S5er
Gin
175
Lys

Tyr

Met

Ser Tyr Leu His Lys ggg Gly Arg Thr Ala Lys Leu Ala

Asp
Leu
Pro
Ile
Glu
80

Leu
Phe
Ile
ser
Trp
160
Ile
Met

Thr

Phe



atg
Met

acg
Ala

gcy
Ala

tac
Tyr

ccg
Pro
65

gcg
Ala

ada
Lys

gac
Asp

gag
Glu

fttc
Phe
145

gct

tgc
Cys

tte
Phe

gag
Glu

gtc
val
50

o1y

acg
Thr

gce
Ala

gac
Asp

aga
Arg
130

gcc
Ala

cga

gtg gag acg

va

gac
Asp

aag
LysS
35

Val

oty

gaa
Glu

ttg
Leu

gcyg
Ala
115

gat
Asp

gag
Glu

tac

Glu

Q?t
20"

atg
Met

atc
Ile

acg
Thr

gcg
Ala

gcyg
Ala
100

gag
Glu

&ty

ctc
Leu

gtc

Thr
5

gag
Glu

gag
Giu

gag

gttt
val

ttc
Phe
85

gcg
Ala

atg
Met

ttc
Phe

acg
Ala

gtc

gaa
Glu

cgc
Arg

ccg
Pro

&ty

att
Ile
70

aag
Lys

ctc
Leu

ctc
Leu

ttc
Phe

gcg
Ala
150

tcc

ES 2531391713

aat
Asn

ccg
Pro

caa
Gln

aag
Lys
135
atg

Met

tcg

aac
Asn

cgg
Arg

gcg
Ala
40

gag
Glu

tat
Tyr

ttt
Phe

tct
Ser

gat
Asp
120

LCC
Pro

tac
Tyr

gtg

gat
Asp

acy
Ala
25

ctyg
Leu

tac
Tyr

gcy

cat
His

cga
Arg
105

ttc
Phe

tct
Ser

gct
Ala

ctc

4
10

gag
Glu

gcg
Ala

gat
Asp

ttg
Leu

cat
His
90

ccg
Pro

gcc
Ala

ccg
Pro

ctc
Leu

atg

77

atc
Ile

gca
Ala

aag
Lys

Jat

tca
ser
75

cag
Arg

gcc
Ala

aag
Lys

gcg
Ala

a1y
155

tac

CCC
Pro

aac
Asn

acg
Thr

acg
Thr
60

aac
Asn

tcy
ser

aag
Lys

tog
Trp

cac
His
140

acg
Thr

gct

acg
Thr

Val

ttc
Fhe
45

gat
Asp

acc
Thr

aga
Arg

acg
Thr

cgg
Arg
125

gt
va

tac
TYr

tgc

gt
va

aag
Lys
30

gcyg
Ala

ttt
Phe

2ty

aag
Lys

gcc
Ala
110

daa
Lys

gcg
Ala

cty
Leu

ttt

gag
Glu
15

ctg

Leu

agg
Arg

aag
Lys

gco
Ala

gcg
Ala
95

aag
Lys

gaa
Giu

tat
TYr

atyg
Met

ttc

atc
Ile

tce
Ser

<€gg
Arg

cac
His

gac
Asp
80

agg
Arg

at
va

ttg
Leu

cgc
Arg

tac
Tyr
160

gyc

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528



Ala

gcc
Ala

ggc
Gly

ggt
Gly

cac
His
225

cCccC
Pro

&ty

gt
va

tcc
Ser

ace
Ala
305

acc
Thr

ety

gt
va

cac
His

ety
385

cag
GlIn

daag
Lys

Arg

cga
Arg

aac
Asn

ctc
Leu
210

gco
Ala

ttt
Phe

acg
Thr

aag
Lys
290

gcg
Ala

gcg
Ala

tgc
cys

gt
va

acg
Thr
370

tac
Tyr

TtcC
Phe

tag
Trp

Tyr

tgc
Cys

att
Ile
145

gcc
Ala

acg
Thr

Jal

age
ser

tce
ser
275

gct
Ala

cac
His

atg
Met

tat
Tyr

cce
Pro
355

atc
Ile

ctc
Leu

cgc
Arg

aac
Asnh

val

&
180

tgg
Trp

&

cct
Pro

gcy
Ala

aag
Lys
260

oty

ttg
Leu

gtc
val

cag
GlIn

ctg
Leu
340

C
2

gac
Asp

aac
Asn

cag
Glin

Ccrc
Leu
420

val
165

tgq
Trp

tgg
Trp

agc
Ser

caa
GlIn

ttc
Phe
245

tac
Tyt

ttg
Leu

aag
Lys

atc
Ile

tce
Ser
325

It
Phe

gac
Asp

atc
Ile

tac
cys

cee
Pro
405

aac
Asn

Ser

gt
va

gac
Asp

&ty

aag
Lys
230

Ttc
Phe

tgg
Trp

gt
va

3y

cgc
Arg
310

tac
Tyr

gca
Ala

gag
Glu

gat
Asp

caa
Gln
390

gag
Glu

tac
Tyr

ES 2531391713

Ser

cag
Gln

aag
Lys

gac
Asp
215

gttt
val

aac
Asn

ttg
Leu

ctc
Lel

&1y
295

acg
Thr

cac
His

cag
H1s

ccy
Pro
375

gtc
val

gta
val

aag
Lys

val

cac
H1s

cgc
Arg
200

atg
Met

cgt
Arg

acc
Thr

cgc
Arg

ctt
Leu
280

aag
Lys

tag
Trp

tta
Leu

ttC
Phe

ctc
Leu
360

agt
Ser

atc
Ile

tct
Ser

gtc
val

Leu

gaq
185

atc
Ile

tag
Trp

cac
His

gco
Ala

ctt
Leu
265

ttc
Phe

tac
Tyr

acg
Thr

Tttt
Phe

tcc
ser
345

tcc
ser

caa
Gln

cac
His

cgc
Al"g

atyg
Met
425

val
170

oty

cag
Glin

aac
Asn

gac
Asp

gt
va
250

cag
Gln

tgg
Trp

gaa
Glu

ate
Ile

ttg
Leu
330

acy
Thr

tag
Trp

&y

cac
H1s

cgc
Arg
410

acc
Thr

78

Tyr

3ty

gcc
Ala

tcg
ser

atg
Met
235

gaa
Glu

gca
Ala

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys
315

gcyg
Ala

tcg
ser

agtt
val

tag
Trp

ctc
Leu
395

ttc
Phe

tac
Tyr

Ala

cac
His

ttc
Phe

atg
Met
220

gat
ASp

gac
Asp

tgg
Trp

ttt
Phe

ttg
Leuy
300
acg
Ala

acg
Thr

cac
His

cga
Arg

gt
va
380

Tt
Phe

gtc
val

gcc
Ala

Cys

agc
ser

aca
Thr
205

cac
His

ctg
Leu

aat
Asn

acc
Thr

ttc
Phe
285

gt
va

gt
va

agc
ser

acyg
Thr

tac
TYF
365

aac
Asn

cCyg
Pro

gcc
Ala

N

Phe

tcg
ser
190

gcc
Ala

aac
Asn

gac
ASp

cat
Arg

ttc
Phe
270

crc
Leu

tgg
Trp

acc
Thr

tgg

Trp

cac
His
350

gce
ala

tgg
Trp

agc
ser

ttt
Phe

acg
Ala
430

Phe
175

ctg
Leu

ety

aag
Lys

acce
Thr

cce
Pro
255

atc
Ile

cac
H1s

atg
Met

&y

gt
Va
335

ctyg

Leu

gtc
val

ttg
Leu

arg
Met

dcg
Ala
415

rag
Trp

Gly

acg
Thr

ttc
Phe

cat
H1s

ace
Thr
240

cgt
Arg

cCC
Pro

ccC
Pro

ctc
Leu

ttc
Phe
320

agc
Ser

gat
Asp

gat
ASp

atg
Met

ccg
Pro
400

daa
Lys

aag
Lys

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296
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gca acg
Ala Thr

ggc caa
Gly GlIn
450

<210> 30
<211> 456
<212> PRT

<213> Ostreococcus tauri

<400> 30

435

His

Met Cys val Glu
1

Ala
Ala
Tyr
Pro
65

Ala
Lys
Asp
Glu
Phe
145
Ala
Ala

Gly

Gly

His
225

Pro

Phe
Glu
val
50

Gly
Thr
Ala
Asp
Arg
130
Ala
Arg
Arg

Asn

Leu
210
Ala

Ala

Asp
Lys
35

val
Gly
Glu
Ley
Ala
115
ASp
Glu
Tyr
Cys
Ile
195
Ala

Thr

val

Gly
20

Met
Ile
Thr
Ala
Ala
100
Glu
Gly
Leu
val
Gly
180

Trp

Gly

Pro

Ala

Thr
Glu
Glu
Glu
val
Phe
85

Ala
Met
Phe
Ala
val
165
Trp

Trp

sSer

Gln

Phe

ES 2531391713

Glu
Arg
Pro
Gly
Ite
70

Lys
Leu
Leu
Phe
Ala
150
ser
val

ASD

Gly

Lys
230

Phe

Asn
Glu
Ala
val
55

Phe
Glu
Pro
Gln
Lys
135
Met
ser
Gln

Lys

ASD
215

val

Asn

Ct¢ gga aac ctc gac aac gt
Leu Gly Asn Leu Asp Ash vVa
440

cac tcc gga aag acg gcg taa
ser Gly Lys Igg Ala

Asn
Arg
Ala
40

Glu
Tyr
Phe
ser
ASp
120
Pro
Tyr
val
His
Arg
200
Met

Arg

Thr

79

ggt aag cac tac tac gt
Gly Lys H1s Tyr Tyr va
445

Asp
Ala
25

Leu
Tyr
Ala
His
Arg
105
Phe
ser
Ala
Leu
Glu
185

Ile

Trp

Ala

Gly
10

Glu
Ala
Asp
Leu
His
90

Pro
Ala
Pro
Leu
val
170
Gly

Gln

Asn

Asp

val

Ile
Ala
Lys
val
ser

75
Arg

Lys
Ala
Gly
155
Tyr
Gly

Ala

ser

Met
235

Glu

Pro
Asn
Thr
Thr
60

Asn
ser
Lys
Trp
His
140
Thr
Ala
His
Phe

Met
220

Asp

Asp

Thr
val
Phe
45

Asp
Thr
Arg
Thr
Arg
125
val
Tyr
Cys
Ser
Thr
205
His
Leu

Asn

cac
H1s

val
Lys
30

Ala
Phe
Gly
LysS
Ala
110
LysS
Ala
Leu
Phe
ser
190

Ala

Asn

Asp

Arg

Glu
15

Leu
Arg
Lys
Ala
ala
95

Lys
Glu
Tyr
Met
Phe
175
Leu

Gly

Lys

Thr

Pro

1344

1371

Ile
ser
Arg
His
Asp
80

Arg
val
Leu
Arg
Tyr
160
Gly

Thr

Phe

Thr
240

Arg



10

15

Gly
val
ser
Ala
305
Thr
Gly
val
His
Gly
385
Gln
Lys

Ala

Gly

<210> 31
<211> 1086
<212> ADN

Phe
Thr
Lys
290
Ala
Ala
Cys
val
Thr
370
Tyr
Phe
Trp

Thr

Gln
450

Ser L

ser
275
Ala
His
MeT
Tyr
Pro
355
Ile
Leu
Arg
AsSh
Leu

435

His

y
260
Gly
Leu
val
GIn
Leu
340
Ala
Asp
Asn
GlIn
Leu
420

Gly

ser

<213> Ostreococcus tauri

<220>
<221> CDS

<222>(1)..(1086)
<223> Delta-12-Desaturasa

<400> 31

atg cag gag ggg gt
Tet Gln Glu Gly ga

cat ¢ttt gaa aga ccc tygg cogt tcc
His Leu Glu Arg Pro Trp Arg Ser

245

s Tyr

Leu
Lys
Ile
ser
325
Phe
Asp
Ile
Cys
Pro
405
Asn

Asn

Gly

ES 2531391713

Trp
val
Gly
Arg
310
Tyr
Ala
Glu
Asp
GIn
390
Glu
Tyr

Leu

Lys

Leu
Leu
Gly
295
Thr
Gly
His
His
Pro
375
val
val
Lys

Asp

Thr
455

Arg
Leu
280
Lys
Tr'p
Leu
Phe
Leu
360
ser
Ile
ser
val
Ash

440
Ala

cga aac att ccg
Arg Asn Ile Pro

aly

80

Leu
265

Phe
Tyr
Thr
Phe
Ser
345
Ser
Gln
His
Arg
Met

425
val

aac
Asn
10

€gg
Arg

250
Gln

Trp
Glu
Ile
Leu
330
Thr
Trp
Gly
His
Arg
410

Thr

Gly

gag tgc Tttt gag acg g
Glu Cys Phe Glu Thr G

tgt g?g Ccgc gat ccc g

Cys Gly Arg Asp Pro G

Ala
Met
Glu
Lys
315
Ala
ser
val
Trp
Leu
395
Phe

Tyr

Lys

Trp

Phe

Leu

300

Ala

Thr

His

Arg

val

380

Phe

val

Ala

His

Thr
Phe
285
val
val
5er
Thr
Tyr
365
Asn
Pro
Ala

Gly

TYI"
435

Phe
270
Leu
Trp
Thr
Trp
His
350
Ala
Trp
ser
Phe
Ala

430
Tyr

255
Ile

His
Met
Gly
val
335
l.ey
val
Leu
Met
Ala
415

Trp

val

Ty
i

Pro
Pro
Leu
Phe
320
ser
ASp
Asp
Met
Pro
400
Lys

Lys

His

48

96



tcg aat tgg

ser

Asn

Trp
35

tgg ccg gcy
Trp gao Ala

51y
65

aac
Asn

ttg
Leu

agg
Arg

&1y

gaa
Glu
145

tg9
Trp

daac
Asn

ctg
Leu

gttt
val

art
Ile
225

ttt
Phe

cCcg
Pro

acyg
Thr

atc

tgt
Cys

aag
LyS

gt
va

acg
Thr

acg
Thr
130

&ty

ccg
Pro

acg
Thr

ttc
Phe

gtt
val
210

gce
Ala

tgg
Trp

cac
His

atc
Ile

99c

tgg
Trp

acg
Thr

cCg
Pro

aat
Asn
115

gaa
Glu

<Cg
Pro

att
Ile

aac
Asn

ccy
Pro
195

qce
Ala

aca
Thr

ctc
Leu

ttc
Phe

gat
Asp
275

agc

20
2ty

tgg
Trp

gtc
val

ttg
Leu

tac
TYr
100

cac
His

gac
ASD

ttC
Phe

tac
Tyr

cac
His
180

3Ty

gtc
val

gt
va

gtc
val

gag
Glu
260

cgc
Arg

acg

gct
Ala

tag
Trp

gce
Ala

caa
Gln
85

Tttt
Phe

tt
$a1

gcc
Ala

acg
Thr

ttg
Leu
165

ttc
Phe

aag
Lys

ctg
Leu

atg
Met

ttg
lLeu
245

aly

cCcg
Pro

cac

&1y

gcg
Ala

gc¢g
Ala
70

gat
AsSp

tct
Ser

ctt
Leu

aac
Asn

ttt
Phe
150

ctc
Leu

tta
Leu

tgg
Trp

oty

gca
Ala
230

tac
Tyr

gac
Asp

tac
Tyr

gtc
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ttc
Phe

tac
TYyr
35

cac
H1s

gcg
ala

tag
Trp

gtc
val
135

ttc
Phe

acc
Thr

CcCcC
Pro

gcg
Ala

gcg
Ala
215

ctcC
Leu

acg
Thr

gat
Asp

oty

9cg

cgc
Arg
40

gcg
Ala

gag
Glu

gt
val

cag

.GIn

ggc
ety
120
gt
va

aac
Asn

3y

ttc
Phe

aag
Lys
200

ctc
Leu

tac
Tyr

tgg
Trp

tgg
Trp

cca
Pro
280

cac

25
ttt
Phe

ttc
Phe

tgc
Cys

sty

ttc
Phe

ctc
Leu

gcg
Ala

atg
Met
1385

aag
Lys

acg
Ala

gtc
val

tta
Leu

aac
Asn
265
gtt
val

cac

81

Tttt
Phe

ot
vVa

51y

tac
Tyr
20

tca
Ser

acg
Thr

aag
Lys

gtc
val

agc
sSer
170

&ty

gt
va

get
Ala

09c
G?y
cag
250
ttyg

Leu

ttt
Phe

atc

tca
Ser

acg
Thr

cac
His
75

gt
Va

cac
His

cac

His

ctt
Leu

oty
155

3ty

gag
Glu

tgg
Trp

tgg
Trp

ccg
Pro
235

cac
H15

gtc
val

gat
Asp

aac

ctc
Leu

Sy
60
¢y

tto
Leu

gca
Ala

gt
va

cgc
Arg
140

gtc
val

aty

daa
Lys

cag
GIn

gcag
Ala
220

tac
Tyr

accC
Thr

aag
Lys

tte
Phe

aca

aaqg
Lys
45

acg
Thr

acg
Ala

cac
His

gt
va

ceg
Pro
125

gaa
Glu

ttc
Phe

cCg
Pro

ggt
Gly

tct
Ser
205

gcg
Ala

atg
Met

gac
Asp

aly

ttg
Leu
285

cca

30
aty

gcg
Ala

ttc
Phe

tcg
ser

cat
His
110

gcag
Ala

ttg
Leu

gcg

gt
va

aag
Lys
130

gac
Asp

cac
His

gt
va

gtt
val

gca
Ala
270

cac
His

ttc

Tttt
Phe

gce
Ala

agc
ser

Tty
Leu
95

cac
His

cgc
Arg

atc
Ile

ctc
Leu

cygc
Arg
175

cac
His

atc
Ile

age
ser

acc
Thr

gac
Asp
255

tic
Phe

cac
His

ccg

tgg
Trp

act
Thr

gat
ASD
80

ctc
Leau

Tcg
sSer

ttg
Leu

ggt
Gly

3y
160

&

9cg
Ala

&y

&ty

aac
Asn
240

gt
va

atg
Met

cac
Arg

cat

144
192
240

288

336
384
43i
480
528
576
624
672
720
768
316
864

912
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Ile

tac
Tyr
305

ctc
Leu

oty

acg
Thr

Gly
290

aag
Lys

tac
Tyr

age
ser

gat
Asp

<210> 32

<211> 361
<212> PRT
<213> Ostreococcus tauri

<400> 32

Met
1
His
ser
Trp
Gly
65
Asn
Leu
Arg
Gly
Glu
145
Trp

Asn

Leu

Ser Thr His val

gct
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

aag
Lys
355

Gln
Leu
Asn
Pro
50

Cys
Lys
val
Thr
Thr
130
Gly
Pro

Thr

Phe

caa atg gcg

Gln

tac
TYr

tgc
Cys
340

caa
Gln

Glu
Glu
Trp
35

Ala

Trp

The

Pro
Asn
115
Glu
Pro
Ile

Asn

Pro

Met

gat
Asp
325

atc
Ile

ctc
Leu

Gly
Arg
20

Gly
Trp
val
Leu
Tyr
100
His
Asp
Phe
Tyr
His
180
Gly

Ala
310

cca
Pro

gcc
Ala

ccy
Pro

val
Pro
Ala
Trp
Ala
Gln
85

Phe
val
Ala
Thr
Leu
165

Phe

Lys
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Ala His
295

acg gat
Thr Asp

act ccg
Thr Pro

gtc gt
val va

gtc gcg
val ala
360

Arg Asn
Trp Arg
Gly Phe
Ala Tyr

55

Ala His
70

Asp Ala
Ser Trp
Leu Glu
Asn val

135
Phe Phe
150
Leu Thr

Leu Pro

Trp Ala

His

gcg
Ala

atc

aag aag
Lys

Lys
345

gcg
Ala

Ile
ser
Arg
40

Ala
Glu
val
GlIn
Gly
120
val
Asn
Gly

Phe

Lys

82

Ile

cta
Leu

acg
Ile Ala
330

Asn

aag
Lys

Thr

300

315

tga

Pro
Gly
25

Phe
Phe
Cys
Gly
Ar

105
Glu
Phe
Leu
Ala
Met

185
LyS

acc
Thr

oty

Asn
10

Arg
Phe
val

Gly

Tyr
90

g Ser

Thr
Lys
val
Ser
170

Gly

val

gag
Glu

gct
Ala

gac
Asp

Glu
Cys
ser
Thr
His
75

val
His
His
Leu
Gly
155
Gly

Glu

Trp

Fro

gcg
Ala

acg
Thr

gaa
Glu

Cys
Gly
Leu
Gly
60

Gly
Leu
Ala
val
Arg
140
val
Gly

Lys

Gln

Phe

tat
Tyr

tgg
Trp

tgg gt
Trp
350

Va

Phe
Arg
Lys
45

Thr
Ala
His
val
Pro
125
Glu
Phe
Pro

Gly

ser

Pro His

cce gac
Pro Asp

320

cgc gt
Arg Va
335

ttc
Phe

Glu Thr
15

Asp Pro
30

Gly Phe
Ala Ala
Phe Ser

Ser Leu
95

His His
110

Ala Arg
Leuy Ile
Ala Leu

val Arg
175

Lys His
190

Asp Ile

960

1008

1056

1086

Gly
Gly
Trp
Thr
AsSp
80

Leu
ser
Leu
Gly
Gly
160
Gly

Ala

Gly
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15

val
1le
225
Phe
Pro
Thr
Ile
Tyr
305
Leu

Gly

Thr
355

<210> 33

<211> 1077
<212> ADN
<213> Thalassiosira pseudonana

<220>

<221> CDS
<222>(1)..(1077)
<223> Delta-5-Elongasa

<400> 33

atg
Met
1

<99
Arg

cac
His

atg
Met

tgc
Cys

tac
Tyr

ttc
Phe

cac
H1s
50

val
210

Ala
Trp
His
Ile
%
Lys
Tyr

ser

ASp

tca
ser

acc
Thr

gcc
Ala
35

tcc
ser

195
Ala

Thr

Leu

Phe

ASp
275%

sSer

Ala

Leu

Lys

tca
Ser

acc
The
20

ttc
Phe

tac
TYyr

val

val

val

Glu
260

Arg
Thr
Gln
Tyr
Cys

340
Gln

ccy
Pro

gece
Ala

cca
Pro

aaa
Lys

Leu
Met
Leu
245
Gly
Pro
His
Met

Asp
325

Ile

Leu

ceg
Pro

gec
Ala

gcc
Ala

gtc
val
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Gly
Ala
230
Tyr
Asp
Tyr

val

Ala
310

Pro

Ala

Pro

tca
ser

ctc
Leu

acc
Ala

cca
Pro
55

Ala
215

Leu
Thr
Asp
Gly
Ala

295
Thr

Thr
val

val

caa
GIn

ctc
Leu

acc
Thr
40

ctc
Leu

200

Leu

Tyr

Trp

Trp

Pro

280

His

AsSp

Pro

val

Ala

tcc aaa
Lys
10

sSer

ctc ctc
Leu

Leu
25

gce

83

aca
Ala Thr

g?t ctc
Gly Leu

Ala
val
Leu
Asn
265
val
His
Ala
Ile
Lys

345
Ala

aca
Thr

acc
Thr

CCC
Pro

acc
Thr

Ala
Gly
GIn
250
Leu
phe
Ile
Leu
Ala

330

Lys

aca
Thr

ctc
Leu

gta
val

Trp
Pro
235
His
val
ASp
Ash
Lys
315

Thr

Gly

T Leu

tcc
Ser

aca
Thr

Ala
220
Tyr
Thr
Lys
Phe
Thr
300
Glu

Ala

Asp

ctc
Leu

aca
Thr

205
Ala

Met
Asp
Gly
Leu
285
Pro
Ala

Thr

Glu

30

45

&0

ttc
Phe

acc
Thr

tac
Tyr

cta
Leu
15

tgo
Trp

gcc
Ala

cty
Leu

His
val
val
Ala
270
His
Phe
Tyr

Trp

Trp

ser
Thr
ASp
255
Phe
His
Pro
Fro
Arg

335

val

gca
Ala

tgc
Cys

ctg
Leu

Gly
Asn
240
val
Met
Arg
His
Asp
320

val

Phe

48
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agt
ser
65

tat
Tyr

gcg
Ala

gt
Va

acg
Ala

gat
Asp
145

aaa
Lys

acg
Ala

tac
Tyr

tac
Tyr

ctg
Leu
225

ety

gag
Glu

gt
va

cga
Arg

aat
Asn
305

ata
Ile

cta
Leu

gat
Asp

caa
Gin

atg
Met

gcg
Ala
130

aag
Lys

atg
Met

tgg
Trp

ttc
Phe

tac
TYyr
210

act
Thr

Tyt
Cys

aca
Thr

trt
Phe

tcc
ser
290

gat
Asp

tcg
Ser

ccoQ
Pro

atg
Met

gt
Va

aat
ASN
115

ttg
Leu

tat
Tyr

gac
Asp

gca
Ala

ety
195

gcc
Ala

caa
Gin

acg
Thr

cag
Gln

gag
Glu
275

tat
Tyr

gat
AsSp

gag
Glu

tca
Ser

aag
Lys

Cctg
Leu
100

aga
Arg

cat
His

ttg
Leu

cag
Gln

3
180

gca
ala

ctr
Leu

gct
Ala

&y

cct
Pro
260

atg
Met

tcy
ser

999
Gly

&

cta
Leu

tca
Ser
85

ctc
Leu

gac
Asp

agt
sar

gag
Glu

gtc
val
165

tdg
Trp

ctc
Leu

gee
Ala

caa
Gln

tat
Tyr
245

agt
ser

gtt
val

aag
Lys

aat
Asn

gca
Ala
325

aag
Lys
70

ctc
Leu

aat
Asn

cat
H1sS

3ty

ttc
rhe
150

tcc
Ser

atc
Ile

CtC
Leu

cta
Leu

tta
Leu
230

act
Thr

tta
Leu

agt
Ser

aag
LyS

aat
Asn
310

aag
Lys
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tac
Tyr

cta
Leu

a1y

ccg
Pro

agc
Ser
135

Tttt
Phe

ttc
Phe

gce
Ala

aac
Asn

ctc
Leu
215

ttg
Leu

cat
H1s

oty

ttg
Leu

aac
Asn
295

gag
Glu

gag
Glu

gttt
val

acyg
Thr

tgg
Trp

ttt
Phe
120

tcg
ser

gat
Asp

ctc
Leu

ctc
Leu

tce
ser
200

aag
Lys

caa
Gln

tac
Tyr

acg
Thr

ttt
Phe
280

aag
Lys

gat
Asp

gtt
val

acg
Thr

gaa
Glu

acg
Thr
105

att
Ile

tat
Tyr

acg
Thr

cac
His

cgc
Arg
185

atc
Ile

gtc
val

ttc
Phe

tat
Tyr
tat
TYyr
265
gta
val

tca
ser

caa
Gln

gt
va

gac
Asp

tca
Ser
90

gt
va

3ty

gcg
Ala

tat
TYr

atc
Ile
170

ttc
Phe

atc
Ile

agt
ser

aca
Thr

cat
His
250
tat
Tyr

ctc
Leu

oty

tgt
Cys

2
330

84

aac
Asn
75

atg
Met

tat
Tyr

agt
ser

gt
va

ittt
Phe
155

tac
Tyr

tcc
Ser

cac
Hi1s

gt
Ccys

agr
Ser
235

acg
Thr

ttcC
Phe

ttt
Phe

sty

cac
His
315

catg

His

tac
Tyr

gt
va

gcg
Ala

aga
Arg

tgg
Trp
140

atg
Met

cac
H1s

CCC
Pro

gtc
val

cca
Pro
220

gt
Va

aaqg
Lys

tgt
Cys

tcc
Ser

aag
Lys
300

aag
Lys

gca
Ala

ctt
Leu

ttg
Leu

att
Ile

agt
sSer
125

gtt
val

gt
va

cac
H1s

agt
Gly

ctc
Leu
205

gy
Trp

gt
Va

cat
His

gt
Cys

atc
Ile
285

gat
ASp

act
Ala

gcg
Ala

gce
Ala

tac
Tyr

atg
val
110

ttg
Leu

cat
H1s

ttg
Leu

acg
Thr

gga
&y
190
atg

Met

aad
Lys

gtt
val

&y

gga
2y
270
ttt
Phe

agc
Ser

atg
Met

aag
Lys

aaa
Lys

aat
Asn
95

gat
Asp

gtt
val

tat
Tyr

adg
Arg

acc
Thr
175

gac
Asp

tat
Tyr

cga
Arg

tat
Tyr

acq
Ala
255

gt
va

tat
Tyr

aag
LysS

aag
Lys

gat
Asp
335

aag
Lys
80

gt
va

gcg
Ala

oty

tgt
Cys

&ty
160

ata
Ile

att
Ile

tce
ser

tac
Tyr

acg
Thr
240

gat
Asp

cag
GIn

daa
Lys

aag
Lys

gat
Asp
320

gct
Ala

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008
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dga aag ttg gt
Gly Lys Leu va
340
cgt gtt act ¢
Arg val Thr G?

<210> 34
<211> 358

<212> PRT

<213> Thalassiosira pseudonana

<400> 34

Tet Cys Ser 5er

Arg

His

Met

ser

65

Tyr

ala

val

Ata

ASp

Lys

Ala

Tyr

Phe

His

50

Leu

AsSp

GIn

Met

Ala

130

Lys

Met

Trp

Thr

Ala

35

sSer

Pro

Met

val

ASn

115

Leu

Tyr

Asp

Ala

Thr

20

Phe

Tyr

ser

Lys

Leu

100

Arg

His

Leu

GlIn

Trp

Pro
5
Ala
Pro
Lys
Leu
sSer
85
Leu
Asp
Ser
Glu
val

165

Trp
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Pro

Ala

Ala

val

Asn

His

Gly

Phe

150

ser

Ile

t gcc atg tag
y Ala Met

ser

Leuw

Ala

Pro

55

Tyr

Leu

Gly

Pro

Ser

135

Phe

Phe

Ala

345

Gln Ser
Leu Leu

25
Thr Ala
40
Leu Gly
val Thr
Thr Glu
Trp Thr

105
Phe Ile
120
ser Tyr
Asp Thr

Leu His

Leu Arg

85

Lys

Leu

Thr

Leu

Asp

Ser

90

val

Gly

Ala

Tvr

Ile

170

Phe

Thr

Thr

Pro

Thr

AsSnh

75

Mat

TYr

Ser

val

Phe

155

Tyr

Ser

Thr

Leu

Gly

val

60

Tyr

val

Ala

Arg

His

Pro

Ser

Thr

Leu

45

Phe

Leu

Leu

Ile

Ser

125

val

val

His

Gly

gct acg gcg agt aag gct gta aag agg aag gga act
Ala Thr Ala Ser Lys Ala val Lys Arg Lys Gly Thr
350

Leu

Thr

30

Thr

Tyr

Ala

Tyr

val

110

Leu

His

Leu

Thr

Gly

Leu

15

Trp

Ala

Leu

Lys

Asn

95

ASp

val

TYr

Arg

Thr

175

Asp

1056

1077

Ala

Cys

Glu

Leu

Ala

Gly

Cys

Gly

160

Ile

Ile
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15

Tyr

Tyr

Leu

225

Gly

Glu

val

Arg

Asn

305

Ile

Gly

Arg

<210> 35
<211> 819
<212> ADN

Phe

Tyr

210

Thr

Cys

Thr

Phe

Ser

290

AsSp

Ser

Lys

val

Gly

Ala

Glin

Thr

Gln

Glu

275

Tyr

Asp

Glu

Leu

Thr
355

Ala

Leu

Ala

Gly

Pro

260

Met

Ser

Gly

Gly

va'l

340

Gly

Leu

Ala

Gln

TVYr

245

S5er

val

Lys

Asn

Ala

325

Ala

Ala

<213> Thalassiosira pseudonana

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(819)
<223> Delta-5-Elongasa

<400> 35

atg gac gcc tac aac gct gca atg gat aag atc
Tet Asp Ala Tyr gsn Ala Ala Met Asp Lys Ile
10
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Leu

Leu

Leu

230

Thr

Leu

ser

Lys

Asn

310

Lys

Thr

Met

Asn

Leu

215

Leu

His

Gly

Leu

Asn

295

Glu

Glu

Ala

Ser

200

Lys

Gln

Tyr

The

Phe

280

Lys

Asp

val

Ser

86

ITle

val

Phe

Tyr

Tyr

265

val

Ser

GIn

val

Lys

Ile
Ser
Thr
His
250
Tyr
Leu
Gly
Cys

Gly

Ala

4

His
Cys
ser
235
Thr
Phe
Phe
Gly
His
315
His

val

val

Pro

220

val

Lys

Cys

Ser

LyS

Lys

Ala

Lys

Leu

205

Trp

val

His

Cys

Ile

285

Asp

Ala

Ala

Arg

Met

Lys

val

Gly

Gly

Phe

ser

Met

Lys

350

Tyr

Arg

Tyr

Ala

val

Tyr

Lys

Lys

Asp

Gly

t gcc gcc atc atc
y Ala Ala 1le Ile
15

Ser

Tyr

Thr

240

Asp

GIn

Lys

Lys

ASp

320

Ala

Thr

48



gat
Asp

tog
Trp

gce
Ala

gat
Asp
65

tgt
Cys

tat
Tyr

gcg
Ala

gat
Asp

ttg
Leu
145

gce
Ala

oty

acc
Thr

agt
ser

gct
Ala
225
acg
Thr

cag
GlIn

tag

<210> 36

tgg
Trp

ctc
Leu

ttc
Phe
50

cCC
Pro

gcc
Ala

ace
Thr

aat
Asn

acc
Thr
130

cat
H1s

aat
Asn

ttc
Phe

aaa
Lys

ttg
Leu
210

acce
Thr

att
Ile

ttc
Phe

<211> 272
<212> PRT
<213> Thalassiosira pseudonana

<400> 36

o
Ser

tgc
Cys
35

gtc
val

tac
Tyr

tac
TYyr

gtc
val

ctt
Leu
115

att
Ile

gta
val

gtc
val

atc
Ile

gat
Asp
195
acy
Thr

tac
Tyr

gt
va

ttt
Phe

gat
Asp
20

gac
Asp

atc
Ile

cCcC
Pro

atg
Met

atag
Met
100

ctt
Leu

ttc
Phe

tac
Tyr

ttyg
Leu

cac
His
180

tec
Ser

gcqg
Ala

ctt
Leu

tac
Tyr

gt
va
260

cCC
Pro

ttc
Phe

ctc
Leu

atc
Ile

act
Thr

8%

cct
Pro

tag
Trp

att
Ile

cat
His

tac
Tyr
165

acg
Thr

aag
Lys

Tttt
Phe

gtc
val

ttt
Phe
245

caa
Gln

gat

Asp

cgt
Arg

&

aaa
Lys
70

gtc
val

toc
Cys

ttg
Leu

cac
His
150

gat
Asp

gt
vVa

acg
Thr

cag
Gln

ttC
Phe
230

gt
va

tca
Ser

ES 2531391713

dga

agc
Ser

tce
ser
55

ttc
Phe

gag
Glu

aat
Asn

ttt
Phe

ttg
Leu
135

acc
Thr

&

atg
Met

tty
Leu
215

cac
His

tcc
ser

tac
Tyr

aag
Lys

gce
Ala
40

gce
Ala

ctc
Leu

acg
Ala

C@t
H1s

tat
Tyr
120

aty

ace
Thr

gac
Asp

tac
Tyr

aag
LyS
200

ttg
Leu

&1y

ctt
Leu

atg
Met

ttc
Phe
25

atc
Ile

gtc
val

tac
TYr

aly

ttc
Phe
105

att
Ile

aag
Lys

atc
ile

atc
Ile

acg
Thr
185

agt
sSer

caa
G1In

tgt
cys

ttg
Leu

gca
Ala
265

cgt
Arg

ace
Thr

atg

aac
Asn

trt
Phe
90

aat
Asn

tcc
ser

aag
Lys

Tttt
Phe

ttc
Phe
170

tat
Tyr

ctt
Leu

ttc
Phe

gat
Asp

agt
sS5er
250

CcCC
Pro

87

gcce
Ala

ate
Ile

caa
Gln

gtc
val
75

ttg
Leu

gt
va

aag
Lys

Lag
Trp

cta
Leu
155

ctt
Leu

tac
Tyr

cct
Pro

act
Thr

aag
LyS
235

ttg
Leu

aaa
Lys

gat
Asp

gcc
Ala

tce
ser
60

TcC
Ser

gcc
Ala

aat
Ash

gt
va

cgt
Arg
140

ttcC
Phe

acc
Thr

ttc
Phe

ata
Ile

ate
Ile
220

gt
va

ttc
Phe

aag
Lys

aga
Arg

ctc
Leu
45

ctc
Leu

caa
Gln

tac
Tyr

gat
Asp

tgg
Trp
125

caa
Gln

tat
Tyr

atc
Ile

atc
Ile

tgg
Trp
205

atg
Met

tcg
ser

ttc
Phe

aag
Lys

gad
Glu
30

atc
Ile

ccc
Pro

atc
Ile

cgc
Arg

cct
Pro
110

gac
Asp

tta
Leu

g9
Trp

ttg
Leu

tgt
Cys
130

tag
Trp

atg
Met

ctt
Leu

ctt
Leu

aag
Lys
270

gac
Asp

tac
Tyr

gca
Ala

ttc
Phe

aat
Asn
95

cCcC
Pro

ttt
Phe

tct
Ser

cty
Leu

ctc
Leu
175

atg
Met

aag
Lys

agt
Ser

cgt
Arg

ttt
Phe
255

agt
ser

tgg
Trp

atc
Ile

atg
Met

ctt
Leu
80

gga
Gly

gt
va

tgg
Trp

ttC
Phe

aat
Asn
160

aat
Asn

cat
H1s

tcg
ser

cag
Gln

atc
Ile
240

gct
Ala

gct
Ala

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

819



Met Asp

Asp Trp

Trp Leu

Ala Phe
50

Asp Pro
65

Cys Ala

Tyr Thr

Ala Asn

Asp Thr
130

Leu His
145

Ala Asn

Gly pPhe

Thr Lys

Ser Leuy

210

Ala Thr
225

Thr Ile

Glh Phe

Ala

ser

Cys

val

Tyr

Tyr

val

Leu

115

Ile

val

val

Ite

195

Thr

Tyr

val

Phe

Tyr Asn
Asp Pro
20

Asp Phe
ITe Leu
Pro Ile
Met Thr

85

Met Pro

100

Leu Trp

Phe Ile

Tyr His

Leu Tyr

His Thr

180

ser Lys

Ala Phe

Leu val

Tyr Phe
245

val GIn Ser

260

ES 2531391713

Ala

Asp

Arg

Gly

Cys

Leu

val

His

150

Asp

val

Thr

Gin

Phe
230

val

Ala Met
Gly Lys
ser Ala
40

ser Ala
55

Phe Leu
Glu Ala
Asn His
Phe Tyr

120
Leu Gly
135
Thr Thr
Gly Asp
Met Tyr
Gly Lys
Leu Leu
215

His Gly

Ser Leu

Tyr Met

88

Asp

Phe

25

Ile

val

TvYr

Gly

Phe

105

Ile

Lys

Ile

Ile

Thr

185

Ser

GIn

Cys

Leu

Ala
265

Lys

10

Arg

Thr

Met

Asn

Phe

920

Asn

sSer

Lys

Phe

Phe

170

Tyr

Leu

Phe

Asp

ser
250

Pro

Ile

Ala

Ile

Gln

vatl

75

Leu

val

Lys

Trp

Leu

155

Leu

Tyr

Pro

Thr

Lys
235

Leu Phe Phe

Gly

Asp

Ala

ser

60

Ser

ala

Asn

val

Ar

14

Phe

Thr

Phe

Ile

Ile

220

val

Lys Lys

Ala

Arg

Leu

45

Leu

GIn

Tyr

Asp

Trp

Gln

Tyr

Ile

Ile

Trp

Met

ser

Lys

Ala Ile
15

Glu Asp
30

Ile Tyr
Pro Ala
Ite Phe
Arg Asn

95
Pro Pro
110
Asp Phe
Leu Ser
Trp Leu
Leu Leu

175
Cys Met
Trp Lys

Met Ser

Leu Arg

Leu Phe
255

Lys ser
270

Ile

Trp

Met

Leu

80

Gly

val

Trp

Phe

Asn

160

AsSn

His

sSer

GIn

Ile
240

Ala

Ala
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<210> 37

<211> 1455
<212> ADN

<213> Thalassiosira pseudonana

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1455)
<223> Delta-6-Desaturasa

<400> 37

atg
Met
1

ttg
Leu

aag
Lys

tac
Tyr

acc
Thr
65

caa
Glin

ccg
Pro

3ty

tcg
Ser

tgg
Trp

&ty

ada
Lys

cac
His

gac
Asp
50

cac
H1s

&ty

gag
Glu

tat
Tyr

agt
ser
130

ttg
Leu

aaa
Lys

ttg
Leu

atc
Ile
35

gtc
val

gce
Ala

et
ser

agt
ser
cgt
Arg
115
aag
Lys

gt
Va

cly

gca
Ala
20

acc
Thr

tcC
Ser

oty

cag
Gln

gt
va
100

gat
Asp

atg
Met

gcg
Ala

&ty
5

gag
Glu

CcCcC
Pro

aac
Asn

gac
Asp

gce
Ala
35

gad
Glu

tta
Leu

tat
Tyr

gt
va

gac
Asp

aag
Lys

gac
Asp

tgg
Trp

gac
Asp
70

atg
Met

cat
H1s

<gg
Arg

tat
Tyr

ace
Ala

ES 2531391713

gca
Ala

ccg
Pro

gat
Asp

tac
Tyr
55

atg
Met

atg
Met

aag
Lys

gce
Ala

gca
Ala
135

atg
Met

gce
Ala

cag
GlIn

gcc
Ala
40

gac
Asp

acqg
Thr

aag
Lys

gat
Asp

aag
Lys
120

tac
Tyr

gt
va

gca
Ala

aag
Lys
25

tgg
Trp

cac
His

gac
Asp

aag
Lys

caa
GlIn
105

Cctt
Leu

aag
Lys

tac
Tyr

89

gct
Ala
10

tac
TYyr

gta
val

CCC
Pro

atc
Ile

tet
Phe
90

aga
Arg

gtc
val

tgc
Cys

tac
Tyr

acc
Thr

act
Thr

gtc
val

agt
Gly

ttc
Phe
75

tac
Tyr

cag
Gin

atg
Met

tcyg
ser

tcg
5er

aag
Lys

tgg
Trp

cac
His

oy
60

gce
Ala

att
Ile

ttyg
Leu

atg
Met

ttc
Phe
140

gac
Asp

cagt
Arg

cag
Gln

caa
Gln
45

gce
Ala

gcc
Al a

oy

gat
Asp

999
o1y
125
aat

Asn

agt
Ser

agt
Ser

gag
Glu
30

aac
AsSn

gt
va

ttc
Phe

gat
Asp

ttC
Phe
110

atg
Met

atg
Met

ttg
Leu

gga
g

gt
va

aaa
Lys

gt
va

cac
H1s

tty
Leu
95

gag
Glu

ttc
Phe
toc
Cys

gca
Ala

gca
Ala

aag
Lys

gt¢
val

ttc
Phe

gcc
Ala
80

att
Ile

aag
Lys

aag
LysS

Met

atg
Met

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



145

cac
His

tag
Trp

tac
Tyr

tcg
ser

aac
Asn
225

gat
ASp

aga
Arg

aaa
Lys

tct
Ser

tcg
ser
305

ctt
Leu

ctcC
Leu

tte
Phe

&y

gac
Asp
385

cac
His

tac
TYr

art
Ile

cty
Leu

&ty

atg
Met
210

ttg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

tt¢
Phe

tgg
Trp
290
gag
Glu

ttg
Leu

Tt
Ser

tte
Phe

ttg
Leu
370

ttc
Phe

oy

caa
Ggin

&ty

gcg
Ala

gat
Asp
195

cag
Gin

cac
His

atrg
Met

ate
Ile

cag
Gin
275

ttg
Leu

aat
Asn

tce
ser

act
Thr
355

oty

t9g
Trp

att
Ile

gt
va

tcg
Ser

cac
H1s
180

CctcC
Leu

tag
Trp

aac
Asn

cca
Pro

aat
Asn
260

gca
Ala

aat
Asn

gcc
Ala

aag
LysS

3
340

gcc
Ala

cac
His

caa
Gln

cce
Pro

gat
AsSp
420

gct
Ala
165

gac
Asp

gtt
val

tgg
Trp

tct
ser

ctc
Leu
245

aag
LysS

ttc
Phe

gaa
Gtu

aag
Lys

ctt
Leu
325

Tttt
Phe

aca
Thr

aac
Asn

ctc
Leu

caa
Gin
405

cac
H1s

150
cte
Leu

ttt
Phe

aty

aag
Lys

tcc
sSer
230

ctt
Leu

sty

acCa
Thr

TcC
ser

ttg
Leu
310

sty

&ty

tgc
Cys

&y

caa
Gln
390

TtcC
Phe

cac
His
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ttg
Leu

ctt
Leu

atc
Ile

aac
Asn
215

tty
Leu

gct
Ala

aag
LYyS

tac
Tyr

ttc
Phe
295

gag
Glu

atc
Ile

449
Arg

(ol
ser

atg
Met
375

gtc
val

Tttt
Phe

ctc
Leu

ttg
Leu

cac
His

ttt
Phe
200

aag
LyS

gac
Asp

tag
Trp

gac
Asp

ttc
Phe
280

ada
Lys

ttg
Leu

acc
Thr

tgg
Trp

tcg
ser
360

tca
ser

ace
Thr

gt
va

ttcC
Phe

3ty

cac
His
185

tgg
Trp

cac
His

agt
Ser

agt
ser

agt
ser
265

cce
Pro

act
Thr

gag
Glu

ctt
Leu

tct
Ser
345

gga
Gly

gt
Va

act
Thr

gat
Asp

ccc
Pro
425

90

ttg
Leu
170

caa
Gln

&y

aat
Asn

cag
Gin

cte
Leu
250

acc
Thr

atc
Ile

gca
Ala

aag
Lys

cat
H1s
330

ctt
Leu

ctt
Leu

tac
Tyr

aca
Thr

tgg
Trp
410

aty
Met

155

ttc
Phe

gtc
val

gat
Asp

oty

gat
Asp
235

aag
Lys

ttc
Phe

ctc
Leu

ttc
Phe

cgt
Arg
315

tac
Tyr

cca
Pro

tt¢
Phe

gat
Asp

cgt
Arg
395

ttc
Phe

atg
Met

tgog
Trp

ttt
Phe

ctcC
Leu

cac
Hi1s
220

M

cag
Gln

gte
val

ctc
Leu

N
300

&ty

act
Thr

tat
Tyr

ctc
Leu

gcc
Ala
380

aac
Asn

tgc
Cys

cct
Pro

caqg
Gln

aag
Lys

atg
Met
205

cat
His

gat
Asp

gct
Ala

aag
LyS

1ty
Leu
285

ctc
Leu

Cctt
Leu

tgg
Trp

tcc
ser

gca
Ala
365

acc
Thr

atc
Ile

agt
Gly

aga
Arg

cag
GlIn

caa
GlIn
190

cag
Glin

gct
Ala

cCcC
Pro

cag
Gln
tac
Tyr
270

gct
Ala

Sty

cag
Gln

atg
Met

atc
Ile
350

tty
Leu

acc
Thr

att
Ile

oty

aac
Asn
430

tgt
Cys
175
cga
Arg

oty

gtt
val

gat
Asp

agt
ser
255

gct
aAla

cac
Arg

get
Ala

tac
Tyr

tte
Phe
335

atg
Met

gtc
val

cga
Arg

&

ttg
Leu
415

aat
Asn

160
oy

aag
LyS

ttcC
Phe

ccC
Pro

att
Ile
240

ttc
Phe

atc
Ile

atc
Ile

gce
Ala

cca
Pro
320

gtc
val
tat
Tyr

ttt
Phe

cct
Pro

&ty
400

caa
Gln

atc
Ile

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296
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gcg aaa tgc
Ala Lys Cys

435

aag tac cat
Lys Tyr His
450

cat ctc tcc
His Leu Ser

405

ttc cct gcc
Phe Pro Ala

<210> 38
<211> 484
<212> PRT

cac aag ctt
His Lys Leu

929 gcc gat
Glu Ala Asp

aag gt
Lys va

tcg
ser
470

atg taa

Met

<213> Thalassiosira pseudonana

<400> 38

Met
1
Leu
Lys
Tyr
Thr
65
Gin
Pro

Gly

Ser

Gly Lys Gly g]y

Lys Leu Ala

20

His Ite Thr
35

Asp val Ser

50

His Ala Gly

Gly ser Gln

Glu ser val

100

Tyr Arg Asp
11

Ser Lys Met

130

Leu val Ala

Glu

Pro

AsSn

Asp

Ala

85

Glu

Leu

Tyr

val

ES 2531391713

gtg gag
val Glu
440

atg tgy
Met Trp
455

gat gat
AsSp Asp

Asp Ala
Lys Pro
AsSp Asp
Trp Tyr
3
ASp Met
70
Met Met
His Lys
Arg Ala
Tyr Ala

135

Ala Met
150

tca
ser

gat
Asp

ttc
Phe

Ala

Glin

Ala

40

Asp

Thr

LyS

Asp

Lys

Tyr

val

91

ttc
Phe

&ty

ctt
Leu

Ala
Lys
Trp
His
ASp
Lys
Gln
105
Leu

Lys

Tyr

tgt
Cys

acc
Thr

gt
va
475

Ala

10

Tyr

val

Pro

Ile

Phe

20

Arg

val

Cys

Tyr

aag gag tgg Q?t
Lys Glu Trp Gly
445

gt? gaa gtg ttg
val Glu val Leu
460

gag atg gtg aag
Glu Met val Lys

gt
va

caa
Gin

gat
Asp
480

Thr Lys Arg ser Gly

15

Thr Trp Gln Glu val
30

val His GIn Asn Lys

45

Gly Gly Ala val val

60

Phe Ala Ala Phe His

75

Tyr Ile Gly Asp Leu

95

Gln Leu Asp Phe Glu
110

Met Met Gly Met Phe

ser Phe Asn Met Cys

140

Ser Asp Ser Leu Ala

155

1344

1392

1440

1455

Ala

Lys

val

Phe

Ala

80

1le

LYsS

Lys

Met

Met
160



His
Trp
Tyr
ser
Asn
225
Asp
Arg
Lys
ser
ser
305
Leu
Leu
Phe
GI'Iy
Asp
His

Tyr

Ile

Leu

Gly

Met

210

Leu

Thr

Glu

Phe

Leu

Ser

Phe

Leu

370

Phe

Gly

Gln

Gly

Ala

195

Gln

His

Met

Ile

Gln

Leu

Asn

Glu

ser

Thr

355

Gly

Trp

Ile

val

ser

His

180

Leu

Trp

Asn

Pro

Asn

260

Ala

Asn

Ala

Lys

Gly

Ala

His

al

Pro

Ala

165

Asp

val

Trp

ser

Leu

245

Lys

Phe

Glu

Lys

Leu

325

Phe

Thr

Asn

Leu

Gin

405

His
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Leu

Phe

Gly

LysS

ser

230

Leu

Gly

Thr

ser

Leu

310

Gly

Gly

Cys

Gly

GIn

390

Phe

His

Leu

Leu

Ile

Asn

215

Leu

Ala

Lys

Tyr

Phe

295

Glu

Ile

Arg

sSer

Met

375

val

Phe

Leu

Leu

His

Phe

200

Lys

Asp

Trp

Asp

Phe

280

Lys

Leu

Thr

Trp

ser

360

ser

Thr

val

Phe

92

Gly

His

185

Trp

His

sSer

ser

Ser

265

Pro

Thr

Glu

Leu

Ser

345

Gly

val

Thr

AsSp

Pro
425

Leu

170

Gln

Gly

Asn

Gln

Leu

250

Thr

Ile

Ala

Lys

His

330

Leu

Leu

Tyr

Thr

Phe

val

Asp

Gly

Asp

235

Lys

Phe

Leu

Phe

Arg

Tyr.

Pro

Phe

AsSp

Arg

Phe

Met

Trp

Phe

Leu

His

220

Gly

Gln

val

Leu

Gly

Gly

Thr

TYyr

Leu

Ala

380

AsSn

Cys

Fro

Gln

Lys

Met

205

His

Asp

Ala

Lys

Leu

285

Leu

Leu

Trp

ser

Ala

365

Thr

Ile

Gly

Arg

GIn

Gln

190

Gln

ala

Pro

Gln

Tyr

270

Ala

Gly

Gln

Met

Ile

350

Leu

Thr

Ile

Gly

Asn
430

Cys

Arg

Gly

val

Asp

ser

255

Ala

Arg

Ala

Tyr

Phe

335

Met

val

Arg

Gly

Leu

415

Asn

Gly

Lys

Phe

Pro

Ile

240

Phe

Ile

Ile

Ala

Pro

320

val

Tyr

Phe

Pro

Ile
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15

Ala Lvys Cys
435

Lys Tyr His
450

His Leu Ser
465

Phe Pro Ala

<210> 39

<211> 1449
<212> ADN
<213> Thalassiosira pseudonana

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1449)

<223> Delta-5-Desaturasa

<400> 39

atg
Met
1

acg
Thr

ace
Thr

aac
Asn

cat
His
65

gta
val

aag
Lys

ttc
Phe

gte

cca
Pro

aag
Lys

caa
GIn

gaa
50

cct
Pro

cag
Gln

atg
Met

gac
Asp

cgt

CcCC
Piro

aag
Lys

tee
ser
35

ata
Ile

&ty

tac
Tyr

ao0a
ATQ

aca
Thr
115

cga

aac
Asn

tce
ser
20

acc
Thr

gct
Ala

3ty

adad
Lys

gcce
Ala
100

ccC
Pro

gga

Met

gcc
Ala

agt
Ser

tca
ser

att
Ile

gaag
Glu

atg
Met
85

gtt
val

Lt
Phe

cgt

tca
Ser

cct
Pro

gac
Asp

gtt
val
70

att
Ile

oty

gaa
Glu

gaa
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His Lys Leu

Glu Ala Asp

Lys val ser

470

gtc
val

tcg
ser

gt
Va

ggt
aly
55

att
Ile

cat
His

aag
Lys

cga
Arg

ttc

val

Met
455

Asp

aaa
Lys

tca
ser

aac
Asn
40

gtc
val

agc
Ser

ccg
Pro

att
Ile

gag
120

ggt

Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly val

440

]
44

5

Trp Asp Gly Thr ng Glu val Leu Gin

Asp Phe Leu val Glu Met val Lys Asp
475 480

aac
Asn

tcc
Ser
25

cga
Arg

atc
Ile

ttc
Phe

tat
Tyr

gca
Ala
105

atc
Ile

aca

ctc
Leu
10

acc
Thr

ace
Thr

tat
Tyr

ttt
Phe

cat
His
90

gac
Asp

aaa
Lys

daca

93

cot
Arg

gcg
Ala

ctc
Leu

gat
Asp

gga
G?y
75

aat

Asn

tac
Tyr

tcc
Ser

gga

tca
Ser

aac
Asn

aag
Lys

att
Ile
60

oly

agt
ser

tcc
ser

gaa
Glu

tat

cgt
Arg

gac
Asp

tct
ser
45

gat
AsSp

aac
Asn

aag
Lys

aca
Thr

gt
va
125

Tt

tcc
Ser

gat
Asp
30

Tty
Leu

ggc
Gly

gat
Asp

cat
His

gag
Glu
110

tt¢
Phe

ctc

atc
Ile
15

ccg
Pro

aat
Asn

Tttt
Phe

gt
Va

cte
Leu
95

tac
Tyr

aaa
Lys

cgt

cca
Pro

get
Ala

ety

gtc
val

act
Thr
80

gag
Glu

aag
LYS

atc
Ile

gcc

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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Ttc
Phe
145

tac
Cys

atc
Ile

caa
Gln

gat
ASp

tygg
Tl"p
225
daaa
Lys

rat
TVr

Cctc
Leu

aac
Asn

ttt
Phe
305
gca
Ala

aac
Asn

grt
val

Tttt
Phe

gag
385

3ty

Arg
130

ttc
Phe

act
Thr

gce
Ala

cat
His

ctc
Leu
210

ttg
Leu

gat
ASpP

cCcC
Pro

tac
TYr

cca
Pro
290

cag
GIn

ctt
Leu

aat
Asnh

age
ser

gaa
Glu
370

caa
Gln

a1y

Arg

tac
TYyr

acc
Thr

att
Ile

gat
Asp
195

ctt
Leu

gct
Ala

cct
Pro

att
Ile

ttc
Phe
275

caa
GIn

cat
Arg

3y

gaa
Glu
355

aart
Asn

gta
val

atc
Ile

Gly

att
Ile

TtC
Phe

at
va
180

gce
Ala

e

cag
Gln

gat
Asp

&y
260

cta
Leu

gtt
val

gag
Glu

gca
Ala

ttg
Leu
340

agc
ser

tcC
ser

tgt
Cys

gttt
val

Arg

gct
Ala

acc
Thr
165

ttt
Phe

aat
Asn

tct
ser

C@t
His

agc
ser
245

cac
His

atc
Ile

atc
Ile

aac
Asn

atyg
Met
325

act
Thr

ttce
Phe

gaa
Glu

tgg
Trp

act
Ala

Glu

ctc
Ley
150

acc
Thr

ggt
Gly

cac
His

&

tgg
Trp
230

ttt
Phe

cco
Pro

atg
Met

gac
Asp

gac
Asp
310

tac
Tyr

tgg
Trp

atg
Met

cat
Arg

ttc
Phe
390

&ty
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Phe
135

ttc
Phe

tac
Tyr

ate
Ile

aty

gct
Ala
215

act
Thr

agt
ser

aaa
Lys

ctg

Leu,

cte
Leu
295

ttt
Phe

1Ttc
Phe

tcg
Ser

crc
Leu

gat
Asp
375

aag
Lys

tgt
Cys

Gly

tLcC
Phe

ogat
Asp

tca
ser

gct
Ala
200

gat
Asp

cat
His

tcC
ser

aga
Arg

agt
ser
280

cgt
Arg

atc
Ile

tat
Tyr

aca
Thr

tcc
ser
360

cCt
Pro

tct
Ser

ctc
Leu

Thr

acc
Thr

cat
His

caa
GIn
185
gct
Ala

ctc
Leu

cat
His

gag
Glu

aag
Lys
265
ttc
Phe

C@t
His

gtc
val

ttC
Phe

gtt
345

&

ace
Thr

caa
Gln

act
Thr

94

Thr

Met

tgg
Trp
170

gct
Ala

agc
ser

atc
Ile

g9cg
Ala

ccg
Pro
250

tgg
Trp

tat
Tyr

gct
Ala

aaa
Lys

aac
Asn
330

3y

cta
Leu

tcx
Ser

gt
vVa

&

Gly

caa
Gin
155

tat
Tyr

ttc
Phe

aaa
Lys

&

fat
Tyr
235

gtc
val

tgg
Trp

tgg
Trp

&ty

<49
Arg
315

atc
Ile

atc
Ile

ttc
Phe

gag

gag
Glu
395

aly

Tyr
140

tac
Tyr

caa
Gln

att
Ile

cga
Arg

ety
220

acce
Thr

ttC
Phe

cat
His

gta
val

gct
Ala
300

aga
Arg

tat
Tyr

atc
Ile

gta
val

tat
Tyr
380

act
Thr

ctc
Leu

Phe

acc
Thr

agt
sSer

Sty

cct
Pro
205

tgc
Cys

aat
Asn

aac
AsSn

agg
Arg

tcg
Ser
285

gcce
Ala

aag
Lys

tat
Cys

Cctc
Leu

ctc
Leu
365

cgc
Arg

tct
Ser

aac
Asn

Leu

Lttc
Phe

&

ttg
Leu
190

t9g
Trp

daa
Lys

cac
His

Ttt
Phe

ttc
Phe
270

atg
Met

tac
TYr

tat
Tyr

cCcg
Pro

tta
Leu
350

tca
ser

aag
Lys

tct
Ser

ttt
Phe

Arg

gcc
Ala

gta
val
175

aat
Asn

gt
va

tgg
Trp

gct
Ala

aac
Asn
255

caa
Gln

gta
val

gtt
val

gca
Ala

att
Ile
335

atg
Met

cac
His

act
Thr

acc
Thr

caa
Glin

aca
Thr
160

ttc
Phe

gta
val

aat
Asnh

aac
Asn

gat
Asp
240

gat
Asp

oty

tte
Phe

oty

atg
Met
320

atc
val

&y

aac
ASn

&y

tac
Tyr
400

gt
Va

480

528

576

624

672

720

768

gle

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248
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405

gag cat cat ttg ttc ccg
Glu His His hgg Phe Pro

9gcg ccg aag gtt aga gag
Ala Pro Lys val Arg Glu
435

tac tat ccg tac atc tgg
Tyr Tyr Pro Tyr Ile Trp
450

cat ggg acg gga acg gga
His G?y Thr G?y Thr G?y
465 470

agg gcg tag
Arg Ala

<210> 40

<211> 482

<212> PRT

<213> Thalassiosira pseudonana

<400> 40

?et Pro Pro asn Ala
5

Thr Lys Lys Ser Ser
20

Thr GIn ser Thr Ser
35

Asn Glu Ile Ala Ile
50

His Pro Gly Gly Glu
65

val Gln Tyr Lys Met
85

Lys Met Arg Ala val
100

Phe Asp Thr Pro Phe
115

val Arg Arg Gly Arg

ES 2531391713

agog
Arg

att
Ile

cag
GIn
455

gct
Ala

Glu

Ser

Pro

Asp

val

70

Ile

Gly

Glu

Glu

atg
Met

tgt
Cys
440

aac
Asn

aga
Arg

val

Ser

val

Gly

55

Ile

His

Lys

Arg

Phe
135

agc
ser
425

aag
Lys

ttyg
Leu

tgg
Trp

Lys

ser

Asn

40

val

ser

Pro

Ile

Glu

120

Gly

410

agt
Ser

aag
Lys

cat

His

Glu

Asn

Ser

25

Arg

Ile

Phe

Tyr

Ala

105

Ile

Thr

95

gct
Ala

cat
His

tct
Ser

ctt
Leu
475

Leu

10

Thr

Thr

Tyr

Phe

His

90

Asp

Lys

Thr

tgg
Trp

&y

acc
Thr
460

cag
Gln

Arg

Ala

Leu

Asp

Gly

75

AsSh

Tyr

Ser

Gly

tat
Tyr

gtt
val
445

gt
va

ccy
Pro

60

415

cct ttc atc
fro Phe Ile

430

aga tac gct
Arg Tyr Ala

agt tac atg
Ser Tyr Met

ttg tct g?a
Leu ser Gly

5er Arg

Asn Asp

Lys Ser

45

ITe Asp

Gly Asn

Ser Lys

Ser Thr

Glu val

125

Tyr Phe

140

480

ser Ile
15

ASp Pro
30

Leu Ashn

Gly Phe

Asp val

His Leu

95

Glu Tyr
110

Phe Lys

Leu Arg

1296

1344

1392

1440

1449

Pro

Ala

Gly

val

Thr

80

Glu

Lys

Ile

Ala



Phe
145
Cys
Ile

Gln

ASp

Lys

Tyr

Leu

Asn

Phe

305

Ala

Asn

val

Phe

Glu

385

Gly

Phe

Thr

Ala

His

Leu

210

Leu

Asp

Pro

Tyr

Pro

290

GIn

Leu

Asn

ser

Glu

370

Gin

Gly

Tyr

Thr

Ile

AsSp

Leu

Ala

Pro

Ile

Phe

275

GIn

Met

Arg

Gly

Glu

355

Asn

val

Ile

Ile

Phe

val

180

Ala

Gly

Gln

Asp

Gly

Leu

val

Glu

Ala

Leu

340

sSer

Ser

Cys

val

Ala

Thr

165

Phe

Asn

Ser

His

Ser

245

His

Ile

Ile

ASn

Met

325

Thr

Phe

Glu

Trp

Ala
405
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Leu

150

Thr

Gly

His

Gly

Trp

Phe

Pro

Met

Asp

Asp

310

TvYr

Trp

Met

Arg

Phe

390

Gly

Phe

Tyr

Ile

Gly

Ala

215

Thr

ser

Lys

Leu

Leu

295

Phe

Phe

ser

Leu

Asp

375

Lys

Cys

Phe

Asp

ser

Ala

200

Asp

His

Ser

Arg

Ser

280

Arg

Ile

Tyr

Thr

ser

360

Pro

sSer

Leu

96

Thr

His

GIn

185

Ala

Let

His

Glu

Lys

Phe

His

val

Phe

val

345

Gly

Tht

GlIn

Thr

Met

Trp

Ala

Ser

Ile

Ala

Pro

250

Trp

Tyr

Ala

Lys

Asn

330

Gly

Leu

ser

val

Gin

155

Tyr

Phe

Lys

Gly

Tyr

val

Trp

Trp

Gly

Arg

315

Ile

Ile

Phe

Glu

Glu

395

Gly

Tyr

GIn

Ile

Arg

Phe

His

val

Ala

300

Arg

Tyr

ITe

val

Tyr

380

Thr

Leu

Thr

ser

Gly

Pro

205

cys

Asn

Asnh

Arg

ser

285

Ala

LyS

Cys

Leu

Leu

365

Arg

ser

Asn

Phe

Gly

Leu

190

Trp

Lys

His

Phe

Phe

270

Met

Tyr

Tyr

Pro

Leu

350

Ser

Lys

Ser

Phe

Ala

val

175

Asn

val

Trp

Ala

Asn

255

GlIn

val

val

Ala

Ile

335

Met

His

Thr

Thr

GlIn
415

Thr

160

Phe

val

AsSn

Asn

Asp

240

Asp

Gly

Phe

Gly

Met

320

val

Gly

Asn

Gly

Tyr

400

val
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15

Glu His

Ala Pro

TYr Tyr
450

His

465

Arg

<210> 41

<211> 1512
<212> ADN
<213> Thalassiosira pseudonana

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1512)
<223> Delta-4-Desaturasa

<400> 41

atg
Met
1

tcg
ser

ctc
Leu

act
Thr

cta
Leu
65

ctc
Leu

tac
Tyr

tgc
cys

aag
Lys

gce
Ala

cce
Pro
50

grc
val

cat
His

Gly

aac
Asn

cCC
Pro

caa
GIn
33

gce
Ala

ctc
Leu

Cctc
Leu

cca
Pro

His Leu Phe

420

Lys val Arg

435

Pro Tyr Ile

Thr Gly Thr

&ty

cag
Gln
20

cac
His

acc
Thr

gac
Asp

ctc
Leu

cgt
Arg
100

aac
AsSn

cag
GlIn

aac
Asn

gac
ASD

att
Ile

gct
Ala
85

3ty

ctc
Leu

caa
Gln

acg
Thr

cca
Pro

acce
Thr
70

tce
Ser

gtt
val
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Pro
Glu

Trp

cca
Pro

cat
His

CCC
Pro

tce
ser
55

gac
Asp

3ty

ccg
Pro

Arg

Ile

Gln
455

ala

gca
Ala

gag
Glu

daa
Lys
40

cac
His

ttt
Phe

aaa
Lys

acg
Thr

Met Sgg ser Ala Trp Tyr Pro Phe Ile
4

Cys Lys Lys His Gly va
430

430

445

1 Arg Tyr Ala

Asn Leu His Ser Thr val ser Tyr Met
460

Arg Trp Glu Leu GIn Pro Leu
475

tcc acc
ser Thr
10

cat cgc
His Arg
25

tca gca
ser Ala

tCC aacg
Ser Asn

gcg tece
Ala ser

gac gcc
Asp Ala
90

tct CctcC

Ser Leu
105

97

gca
Ala

acc
Thr

tag
Trp

dac
Asn

cgc
Arg
75

teg
ser

att
Ile

cag
Gln

atc
Ile

tgt
Cys

aaa
Lys
60

cat
His

gt
va

caa
Gln

ctc
Leu

tcc
ser

gcc
Ala
45

caa
GlIn

cca
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

aag
LyS

aag
Lys
30

gtc
val

cac
His

&ty

ttt
Phe

ctg
Leu
110

tce
ser
15

tcce
ser

cac
His

gca
Ala

&y

gaa
95

caqg
Gln

ser Gly
480

acc 48
Thr
gag 96
Glu
tcc 144
Ser
cac 192
His
gac 240
Asp
80
aca 288
Thr
att 336
Ile



&ty

gat
ASp

gag
Glu
145
gct
Ala

act
Thr

oty
oty

ag9
ety
225
cag
Gln

gag
Glu

gat
AsSD

gce
Ala

atg
Met
305

cat
His

tgt
Cys

gt
Gly

gat
Asp

atg

gt

atg

g9ag

val Met Glu

tct
Ser
130

gag
Glu

ttg
Ley

acy
Thr

atg
Met

aat
Asn
210

tgg
Trp

cac
His

gag
Glu

cag
GlIn

aat
Asn
2%0
aag
LyS

gga
Gly

gga
Gly

gt
va
gag
370
gta

115

gac
Asp

agg
Arg

tte
Phe

tCg
Ser

&
195

cac
His

acg
Thr

atg
Met

gat
Asp
275

ta
331

gte
val

gta
val

gag
Glu

agt
ser
355

aag
LyS

aag

ttt
Phe

oty

ttg
Leu

gat
Asp
1580

acc
Thr

&

ttg
Leu

ctg
Leu

ag9
Arg

260

ttt
Phe

cgt
Arg

att
Ile

ctg
Leu

ttg
Leu
340

tat

Tyr

aag
Lys

act

gag
Glu

tat
Tyr

ttg
Leu

ttg
Leu
165
atc
Ile

ttt
Phe

gca
Ala

gat
Asp

gag
G?y
245
aag
Lys

gaa
Glu

tat
Tyr

acg
Thr

aag
Arg
325

ttg
Leu

oty

att
Ile

cgc

gag
Glu

act
Thr

gac
Asp
150

gtt
val

gat
Asp

gcd
Ala

AN o
Phe

atg
Met
230
cat
His

Glu

gtt
val

ggt
Gly

atg
Met
310

&ty

dgcg
Ala

acg
Thr

gtc
val

gag
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9cg

at
va
135

agg
Arg

3ty

cag
Gn

gca
Ala

gct
Ala
215

att
Ile

cat
His

agg
Arg

gce
Ala

tcg
Ser
295

oty

gttt
val

acg
Thr

aag
Lys

aag
Lys
375

gag

Tttt
Phe
120

ttg
Leu

agg
Arg

ttt
Phe

tac
Tyr

ttc
Phe
200

cag
GIn

ggt
Gly

cca
Pro

ety

aca
Thr
280

gta
val

tat
Tyr

oty

atg
Met

gat
Asp
360

cca
Pro

gca

cgg
Arg

aag
Lys

sty

tgg
Trp

agt
G?y
185
at¢
Ile

aac
Asn

gco
Ala

rat
Tyr

gag
Glu
265

tce
ser

tgg
Trp

atqg
Met

ttg
Leu

Tttt
Phe
345

tto
Leu

acg
Thr

ttg

98

gat
Asp

agg
Arg

tcg
ser

tac
TYr
170

att
Ile

oly

aag
LysS

agt
Ser

acg
Thr
250

gat
Asp

&ty

aat
Asn

atg
Met

Tttt
Phe
330

att
Ile

gty
val

act
Thr

daaa

tcy
Ser

agy
Arg

aaa
Lys
155

tgt
Cys

gce
Ala

acyg
Thr

tta
Leu

aco
Ala
235
aat
Asn

gtt
val

cga
Arg

gte
val

¢ty
315

gtt
val

gt
va

&y

gta
val

agc

ttt
Phe

gtt
val
140

gag
Glu

ttg
Leu

att
Ile

tgt
Cys

ctc
Leu
220

ttt
Phe

gt
Va

gct
Ala

tta
Leuy

atg
Met
300

tta
Leu

att
Ile

aat
Asn

&

ttg
Leuy
380

aac

#ac
135

gt
Va

att
Ile

tac
Tyr

gcc
Ala

att
Ile
205
aac
Asn

acg
Thr

ttg
Leu

tty
Leu

tat
Tyr
285

agg
Arg

cca
Pro

ety

cac
H1s

gcg
365

oty

agce

agt
ser

gag
Glu

tgg
Trp

aag
Lys

tat
TYr
150

caa
Gln

aag
Lys

tgo
Trp

gat
Asp
gaa
270
cat

His

ttt
Phe

atc
Ile

cat
H1s

gt¢
val
350

agt
ser

gat
Asp

aat

tgg
Trp

<99
Arg

atc
Ile

atg
Met
175

tct
ser

cac
Hi1s

ttg
Leu

gag
Glu

g?g
Gly
255
gaa
Glu

att
Ile

g9
Trp

tac
Tyr

ttg
Leu
335

att
Ile

cat
His

aca
Thr

daac

act
Thr

ttg
Leu

aag
Lys
160

tat
Tyr

att
Ile

gat
Asp

gct
Ala

ctt
Leu
240

gt
Va

aag
LysS

gat
Asp

gct
Ala

ttt
Phe
320

aco
Ala

gag
Glu

gta
val

cCa
Pro

dac

384

432

480

528

576

024

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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Met val Lys Thr Arg Glu Glu
385 390

aag aag aag g?a gag aag aac
Lys Lys Lys Gly ggg Lys Asn

tgg gca gca gtc caa tgc cag
Trp Ala Ala val Gln Cys GIn
420

tgg ttc tgg aat cac ttt tct
Trp Phe Trp Asn His Phe Ser
435

cac ttg ttc ccc age att togt
His Leu Phe Pro Ser Ile Cys
450 455

gtt gtg gag agt acg tgt gct
val val Glu ser Thr Cys Ala
465 470

agt aat ttg ttt gtt gct tat
Ser Asn Leu Phe vVal Ala Tyr
485

ttg g?t aaa gcc aag tgt gag
Leu Gly Lys ggg Lys Cys Glu

<210> 42

<211> 503

<212> PRT

<213> Thalassiosira pseudonana

<400> 42

Met Cys Ash Gly Asn Leu
1 5

ser Lys Pro SAn GIn GlIn

Leu Ala ggn His Asn Thr

Thr EEO Ala Thr Asp Pro

Leu val Leu Asp Ile Thr
65 70

Leu Ile Leu Leu g;a Ser

Tyr His Pro Arg Gly val

Ala

tcg
Ser

acc
Thr

&y
440

cat
His

gag
Glu

oty

tag

Pro
His
Pro
Ser
55

Asp

Gly

Pro

Leu

gta
val

tcc
ser
425

3ty

aca
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

Ala
Glu
Lys
40

His
Phe

Lys

Thr

99

Lys

cca
Pro
410

gt
Va

ctc
Leu

aac
Asn

3ty

atg
Met
490

Ser
His
25

ser
ser
Ala

Asp

ser

ser
395

tcc
Ser

aat
ASN

tct
Ser

tac
Tyr

gtt
val
475

att
Ile

Thr

10

Arg

Ala

Asn

Ser

Ala

90

Leu

ASn

gtt
val

tag
Trp

cat
His

tgt
Cys
450

ccg
Pro

agt
Ser

Ala

Thr

Trp

Asn

Arg

75

Ser

Ile

Ser

cca
Pro

tct
ser

cag
Glin
445

cat
H1s

tat
TYr

cat
H1s

Gln

Ile

Cys

His

val

Asn

ttc
Phe

cca
Pro
430

att
Ile

atc
e

cag
Gln

ttg
Leu

45

Leu

ser

Ala

Gln

Pro

Leu

Lys

Asn

aac
Asn
415

3ty

gag
Glu

cag
Gln

agt
ser

aag
LysS
495

Asn
400

gac
Asp

tca
Ser

cat
H1s

gat
AsSp

gag
Glu
480

Lttt
Phe

Lys ser

15

Lys Ser

val His

His Ala

Gly Gly

Phe Glu

95

Leu Gln

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1512

Thr

Glu

Ser

His

ASpP

80

Thr

Ile



Gly

Asp

Glu

145

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

225

Gln

Glu

AsSp

Ala

Met

305

His

Cys
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REIVINDICACIONES
1. Polinucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico que esta seleccionada del grupo compuesto de:

(a) secuencia de &cido nucleico como se muestra en la SEC ID N°: 9;

(b) secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos como se
muestra en la SEC ID N°: 10;

(c) secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una identidad a lo largo de toda la longitud
de al menos el 85 % con un polipéptido que es codificado por las secuencias de acido nucleico de (a) o (b),
presentando el polipéptido actividad desaturasa; y

(d) secuencia de acido nucleico para un fragmento con al menos 500 nucledtidos sucesivos de un acido nucleico
de (a), (b) o (c), codificando el fragmento un polipéptido con una actividad desaturasa.

2. Polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1, estando compuesto el polinucleétido de ARN o ADN.
3. Vector que comprende el polinucleotido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2.
4. Vector de acuerdo con la reivindicacion 3, siendo el vector un vector de expresion.

5. Vector de acuerdo con las reivindicaciones 3 o 4, comprendiendo el vector al menos otro polinucleétido que
codifica otra enzima que esté incluida en la biosintesis de lipidos o &cidos grasos.

6. Célula huésped que comprende el polinucleétido heterélogo de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 o el vector
de acuerdo con una de las reivindicaciones 3 a 5.

7. Célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 6, comprendiendo la célula huésped adicionalmente al menos
otra enzima que esta incluida en la biosintesis de lipidos o acidos grasos.

8. Vector de acuerdo con la reivindicacion 5 o célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 7, estando
seleccionada la enzima del grupo compuesto por: acil-CoA-deshidrogenasa(s), acil-ACP[= acyl carrier protein]-
desaturasa(s), acil-ACP-tioesterasa(s), acido graso-acil-transferasa(s), acil-CoA:lisofosfolipido-aciltransferasa(s),
acido graso-sintasa(s), acido graso-hidroxilasa(s), acetil-coenzima A-carboxilasa(s), acil-coenzima A-oxidasa(s),
acido graso-desaturasa(s), acido graso-acetilenasa(s), lipoxigenasa(s), triacilglicerol-lipasa(s), 6xido de aleno-
sintasa(s), hidroperdxido-liasa(s), acido graso-elongasa(s), A4-desaturasa(s), A5-desaturasa(s), A6-desaturasa(s),
A8-desaturasa(s), A9-desaturasa(s), Al12-desaturasa(s), A5-elongasa(s), A6-elongasa(s) y A9-elongasa(s).

9. Procedimiento para la preparacion de un polipéptido con actividad desaturasa que comprende las etapas:

(a) expresion de un polinucledtido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en una célula huésped; y
(b) obtencidn del polipéptido, que es codificado por el polinucledtido, de la célula huésped.

10. Polipéptido que es codificado por el polinucledtido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 o que se puede
obtener mediante el procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Anticuerpo que reconoce especificamente el polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. Organismo transgénico no humano que comprende el polinucleétido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 2, el
vector de acuerdo con una de las reivindicaciones 3 a 5 o la célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 8.

13. Organismo transgénico no humano de acuerdo con la reivindicacion 12, siendo el organismos un animal, una
planta o un microorganismo pluricelular.

14. Procedimiento para la preparacion de una sustancia que presenta la estructura que se muestra en la siguiente
férmula general |

o)
» CH, _CH, CH, 0
I~CH=CcH CH,
m P

siendo las variables y los sustituyentes los siguientes

R'= hidroxilo, coenzima A (tioéster), lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilglicerol,
lisodifosfatidilglicerol, lisofosfatidilserina, lisofosfatidilinositol, esfingobase o un radical de formula Il
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HC—O—R® (1),

R’= hidrégeno, lisofosfatidilcolina,  lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilglicerol,  lisodifosfatidilglicerol,
lisofosfatidilserina, lisofosfatidilinositol o alquil-C,-C24-carbonilo saturado o insaturado,

R’= hidrégeno, alquil-C>-Cas-carbonilo saturado o insaturado o R? y R® son independientemente entre si un
radical de Férmula la:

0
CH, _CH, CH, (1)
CH=CH CH,
n m o

n=2,3,4506,709,m=2,3,4506yp=003;

y

comprendiendo el procedimiento el cultivo de (i) una célula huésped de acuerdo con una de las reivindicaciones 3 a
5 o (ii) de un organismo transgénico no humano de acuerdo con las reivindicaciones 12 o 13 en condiciones que
permiten la biosintesis de la sustancia.

15. Procedimiento para la preparacion de una composicién de aceites, lipidos o acidos grasos que comprende las
etapas del procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14 y la etapa adicional de la formulacién de la sustancia
como composicién de aceites, lipidos o acidos grasos.

16. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15, formulandose adicionalmente la composicién de aceites,
lipidos o &cidos grasos hasta dar un farmaco, hasta dar un producto cosmético, hasta dar un alimento, hasta dar un
pienso, preferentemente pienso para peces o hasta dar un complemento alimenticio.

17. Uso del polinucleétido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, del vector de acuerdo con una de las
reivindicaciones 3 a 5, de la célula huésped de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, del vector o de la célula
huésped de acuerdo con la reivindicacion 8, del polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 10 o del organismo
transgénico no humano de acuerdo con las reivindicaciones 12 o 13 para la preparacién de una composicion de
aceites, lipidos o acidos grasos.

18. Uso de acuerdo con la reivindicacion 17, habiéndose de emplear la composicion de aceites, lipidos o acidos
grasos como farmaco, producto cosmético, alimento, pienso, preferentemente pienso para peces o complemento
alimenticio.
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db-des-01u
d6-des-0Ota
dé-des-Tps

db6-des—-01lu
do-des—-0ta
d6-des-Tps

db6-des-01lu
dé6-des-0Ota
d6-des-Tps

d6-des-01u
dé6-des-0Ota
d6-des-Tps

d6-des-0lu
d6-des-0Dta
d6~des-Tps

d6-des-0lu
dé-des-0Ota
db-des~Tps

dé-des-0lu
db6-des-0ta
db6-des-Tps

dé-des-01lu
dé-des—-0ta
d6-des-Tps

db-des-01lu
dé-des—-0ta
db~des-Tps

e wx wr TEETET TR TEIEET e ke as e e we

ES 2531391713

* 20 * 40 *
MCVETTEGTSRTMANERTSSSSSLSEGET PTVTVGMGSEDAGKKTRNASY
MCVETEN=~-———==————m—— N-DfeI PTVEIAFDGE-—-RERAEANV
———————————————————————— MGKEGDAAAATKR §G- -~~~ ALKLAE

* 100
“SVIYYMLSNTG

VIFYALSNTG :
x— — AVVF THAGD
* 120 * 140 *
ADATEAFKEFHYREKKAR PHEESVDAATRE PTIEDEAMLKDF AQWR
ADATEAFKEFHHRERKAR LPSRBAKTAK--VDDAEMLODF AKRRK
DMTDTFAAFHAQGEIQAMMKFY I GDLIEHE SVEHKDQRQLDFEKGYRDLRA :
160 * 180 * 200
KELEREGEFKPS PAHVAYRFAE LAAMFALGT HARWHVASHIVYSCFEF :
ELERDGFIKPSPAHVAYRFAELAAMYALGTY LY ARYVVSES ACFFG

RKLVMMGM

KSSKMYYAYKCSFNMCMWLVAVANM

* 220 * 240

Hide SHIT GNIWIDKE| GF GLASECDMANNME

QEIE GGIS ST GNIWEUDKR AGFGLAGEGDMEN SMIEBIK
(DF LiEHOHF KQREMGDLNGTEWGDLMOGF BMONEKNEERG

* 340 *
MEPVLHPRNAE-———————————
MEFLHDSRAI-~—————————~

LNE SFKTAF Gl§GAASENAKLELEMRGLQY

360 * 380
EAAWMF S AHKT RIAVI KAV -BwIABy cLidaATMEASECH]
ELVWMLAAHMT RINHT T KAVE - GLJZILAT 8 ¥
PLLEKLGI THHYWWMF VL SE WELPYRTMY|gF TAT CSEELD
* 420

PSDKHLS Y
L, PADEHLS ¥
WSEY DATTRPDIEWOL

112

SDSLAMHMGSALLLG :

e

50
29
21

93
78
69

149
126
119

199
176
169

247
223
219

2b4
=
269

322
298
319

368
345
369

415
391
419



d6-des-0lu
db6-des-0ta
db6-des-Tps

d6-des~0lu
d6~des-0Ota
d6-des-Tps

e v es

TR TITY

GKH|
GKH|
SDD

ES 2531391713

*

HGSQRVESKSA

HGOHSGKTA-—
LFEMVYKDF PAM~-~

.

.

4B2
456
48B4

113

480




Fig. &

dl2-des-0l
dl2-des—-01
dlZ2-des-0t
dl2-des-Tp

dl2-des-01
dl2-des-01
dlzZ-des-0t
dlZ2-des-Tp

d1lZ2-des-01
d12-des-01
dlZ-des-0t
dlZ-des-Tp

dlZ2-des-01
dlZ-de=-01
dlZ-des-0t
dlZ-des-Tp

dl2-des-01
dl2-des-01
dl2-des-0t
dl2-des-Tp

dlZ-des-01
dl2-des-01
dlZ2-des-0t
dlZ2-des-Tp

dlZ-des-01
dlZ-des-01
dlZ2-des-0t
dlZ-des-Tp

LTINTY

A er ae ws s ws we P T I TR T

s aa w

ES 2531391713

* 20 = 40
MMTTANVSRVAATRAMTTSTTSTRRVMASKYIARTATTTTTDARGRAHRR

LG

T, 1

26D *

PVRGNTNHF LPFMGE--~-RKGRHA
PVRGNTNHF LPFMGE—-——-KGKHA

* 32D

HEE HVAQC
WAAHS
WAAHS
FAAQEY

114

SARGVTNHFLENIN----TGALER

*

“e ws

e

e 4s ww

XL

.

TR TEETINY

10D
1B
18
63

140
58
58

113

18D
108
108
163

233
151
151
213

279
198
158
263

329
248
248
313



dlZ2-des-01
dlZ-des-01
dl2-des—-0t
dl12-des-Tp

dl2-des-01
dl2-des-01
diZ-des-0t
dl2-des-Tp

dl2-des-01
dl2-des-01
dl2-des-0t
dl2-des-Tp

v

360
T DIOHT.
4T)8V DR PHF E
PHFE
PSWPQYGS

ECAT|EHNEEVERE:

NHT TJSHE

ES 2531391713

w5 O O &

GEGKGAMWTF TG A~~~ ——~—=
G----DEWVFTBKQLDPVAA-—~-
G--——-DEWVF TJKQLPVAA————

DG-VQYYKSLE[

PLEKKDAKKSD

115

380

442
362
361
434

400

379
298
298
362

427
346
346
412



ES 2531391713

Fig. 6

6-ulL:gl
0:81
2-ulL:9L
0:9L
<23 $ & 3838 3 9 %

116




Fig. 6 continuacion
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Fig. 6 continuacion
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Fig. 7
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Fig. 7 continuacién
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Fig. 7 continuacion
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Fig. 8 continuacion
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