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DESCRIPCION
Sistemas de PUFA policétido sintasa y usos de los mismos

Campo de la invencién

Esta invencién se refiere a sistemas de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS) para
microorganismos, incluyendo organismos eucariotas, tales como microorganismos traustoquitridios. Mas
particularmente, esta invencién se refiere a acido nucleicos que codifican sistemas PUFA PKS no bacterianos, a
sistemas PUFA PKS no bacterianos, a organismos genéticamente modificados que comprenden sistemas PUKA
PKS no bacterianos, y a métodos para preparar y usar los sistemas PUFA PKS no bacterianos descritos en este
documento.

Antecedentes de la invencién

Los sistemas de policétido sintasa (PKS) son generalmente conocidos en la técnica como complejos enzimaticos
derivados de sistemas de acido graso sintasa (FAS), pero que a menudo estan muy modificados para producir
productos especializados que tipicamente muestran poco parecido a acidos grasos. Los investigadores han
intentado explotar los sistemas de policétidos sintasa (PKS) que se han descrito en la bibliografia como dentro de
uno de tres tipos basicos, tipicamente mencionados como: Tipo Il, Tipo | y modular. El sistema Tipo |l se caracteriza
por proteinas separables, cada una de las cuales realiza una reaccién enzimatica distinta. Las enzimas trabajan en
concierto para producir el producto final y cada enzima individual del sistema tipicamente participa varias veces en la
produccion del producto final. Este tipo de sistema funciona de un modo andlogo a los sistemas de acido graso
sintasa (FAS) encontrados en plantas y bacterias. Los sistemas PKS Tipo | son similares al sistema Tipo Il porque
las enzimas se usan de un modo iterativo para producir el producto final. El Tipo | difiere del Tipo Il porque las
actividades enzimaticas, en lugar de estar asociadas con proteinas separables, existen como dominios de proteinas
mas grandes. Este sistema es analogo a los sistemas FAS Tipo | encontrados en animales y hongos.

En contraste con los sistemas Tipo | y I, en los sistemas PKS modulares, cada dominio enzimatico se usa
solamente una vez en la produccién del producto final. Los dominios se encuentran en proteinas muy grandes y el
producto de cada reaccién se pasa a otro dominio en la proteina PKS. Adicionalmente, en todos los sistemas PKS
descritos anteriormente, si se incorpora un doble enlace carbono-carbono en el producto final, siempre esta en
configuracion trans.

En los sistemas PKS Tipo | y Tipo Il descritos anteriormente, se realiza el mismo conjunto de reacciones en cada
ciclo hasta que se obtiene el producto final. No se permite la introduccién de reacciones Unicas durante el
procedimiento biosintético. Los sistemas PKS modulares requieren proteinas grandes que no utilizan la economia de
las reacciones iterativas (es decir, se requiere un dominio distinto para cada reaccion). Adicionalmente, como se ha
indicado anteriormente, se introducen en dobles enlaces carbono-carbono en la configuracién trans en todos los
sistemas PKS descritos previamente.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son componentes criticos de los lipidos de membrana en la mayoria de
los eucariotas (Lauritzen et al., Prog. Lipid Res. 40 1 (2001); McConn et al., Plant J. 15, 521 (1998)) y son
precursores de ciertas hormonas y moléculas de sefializacion (Heller et al., Drugs 55, 487 (1998); Creelman et al.,
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 355 (1997)). Las rutas conocidas de la sintesis de PUFA implican el
procesamiento de acidos grasos saturados 16:0 o 18:0 (la abreviatura X:Y indica un grupo acilo que contiene X
atomos de carbono e Y dobles enlaces cis; las posiciones de doble enlace de los PUFA se indican respecto al
carbono de metilo de la cadena de acido graso (w3 u w6) con interrupcion de metileno sistematica de los dobles
enlaces) derivados de acido graso sintasa (FAS) por reacciones de elongacion y desaturacion aerobica (Sprecher,
Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care 2,135 (1999); Parker-Barnes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 8284 (2000);
Shanklin et al., Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Nol. Biol. 49, 611 (1998)). Partiendo de acetil-CoA, la sintesis de
DHA requiere aproximadamente 30 actividades enzimaticas distintas y casi 70 reacciones incluyendo las cuatro
etapas repetitivas del ciclo de sintesis de acido graso. Las policétido sintasas (PKS) realizan algunas de las mismas
reacciones que FAS (Hopwood et al., Annu. Rev. Genet. 24, 37 (1990); Bentley et al., Annu. Rev. Microbiol. 53, 411
(1999)) y usa la misma proteina pequefia (0 dominio), proteina transportadora de acilo (ACP), como sitio de unién
covalente para el crecimiento de la cadena de carbono. Sin embargo, en estos sistemas enzimaticos, el ciclo
completo de reduccion, deshidratacién y reduccién observado en FAS a menudo se abrevia de modo que se
produce una cadena de carbono altamente derivatizada, que tipicamente contiene muchos grupos ceto e hidroxi asi
como dobles enlaces carbono-carbono en la configuracion trans. Los productos lineales de PKS a menudo se ciclan
para formar agentes bioquimicos complejos que incluyen antibidticos y otros muchos productos secundarios
(Hopwood et al., (1990) supra; Bentley et al., (1999), supra; Keating et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 3, 598 (1999)).

Se han presentado PUFA de cadena muy larga tales como acido docosahexaenoico (DHA; 22:6w3) y &acido
eicosapentaenoico (EPA; 20:5w3) de varias especies de bacterias marinas, incluyendo Shewanella sp (Nichols et
al., Curr. Op. Biotechnol. 10, 240 (1999); Yazawa, Lipids 31, S (1996); DeLong et al., Appl. Environ. Microbiol. 51,
730 (1986)). El analisis de un fragmento gendémico (clonado como plasmido pEPA) de Shewanella sp cepa
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SCRC2738 condujo a la identificacién de cinco fases de lectura abierta (Orf), que hace un total de 20 Kb, que son
necesarias y suficientes para la produccion de EPA en E. coli (Yazawa, (1996), supra). Varios de los dominios
proteicos predichos eran homélogos de enzimas FAS, mientras que otras regiones no mostraron homologia con
proteinas de funcién conocida. En base a estas observaciones y estudios bioquimicos, se sugirié que la sintesis de
PUFA en Shewanella implicaba la elongacion de acidos grasos de 16 o 18 carbonos producidos por FAS vy la
insercion de dobles enlaces por desaturasas aerobicas indefinidas (Watanabe et al., J. Biochem. 122, 467 (1997)).
El reconocimiento de que esta hipotesis era incorrecta comenz6 con un reexamen de las secuencias proteicas
codificadas por las cinco Orf de Shewanella. Fueron identificables al menos 11 regiones dentro de las cinco Orf
como dominios enzimaticos putativos (véase, Metz et al., Science 293:290-293 (2001)). Cuando se comparan con
secuencias en las bases de datos de genes, siete de estas estaban mas fuertemente relacionadas con proteinas
PKS que a proteinas FAS. Incluidos en este grupo estaban los dominios que putativamente codifican malonil-
CoA:ACP aciltransferasa (MAT), 3-cetoacil-ACP sintasa (KS), 3-cetoacil-ACP reductasa (KR), aciltransferasa (AT),
fosfopanteteina transferasa, factor de longitud de cadena (o inicio de cadena) (CLF) y un grupo muy inusual de seis
dominios ACP (es decir, la presencia de mas de dos dominios ACP agrupados no se ha presentado previamente en
secuencias PKS o FAS). Sin embargo, tres regiones fueron mucho mas homélogas a proteinas FAS bacterianas.
Una de estas fue similar a la enoil reductasa (ER) resistente a Triclosan recién descrita de Streptococcus
pneumoniae (Heath et al., Nature 406, 145 (2000)); una comparacion del péptido ORF8 con la enol reductasa de S.
pneumoniae usando el programa LALIGN (matriz, BLOSUMS50; penalizacion por abertura de hueca -10; penalizacion
por elongacion -1) indicod una similitud del 49 % sobre un solapamiento de 386aa). Dos regiones fueron homaélogas
de la proteinas FAS de E. coli codificada por fabA, que cataliza la sintesis de trans-2-decenoil-ACP y la
isomerizacion reversible de este producto en cis-3-decenoil-ACP (Heath et al., J. Biol. Chem., 271,27795 (1996)). En
esta base, pareci6 probable que al menos algunos de los dobles enlaces en EPA de Shewanella se introducian por
mecanismo de deshidrasa-isomerasa catalizado por dominios tipo FabA en Orf7.

Células de E. coli cultivadas de forma anaerdbica que albergaban el plasmido pEPA acumularon EPA a los mismos
niveles que cultivos aerébicos (Metz et al., 2001, supra), lo que indica que no estd implicada una desaturasa
dependiente de oxigeno en la sintesis de EPA. Cuando se introdujo pEPA en un mutante fabB™ de E. coli, que es
incapaz de sintetizar acidos grasos monosaturados y requiere acidos grasos insaturados para el crecimiento, las
células resultantes perdieron su auxotrofismo de acidos grasos. También se acumularon niveles mucho mayores de
EPA que otras cepas que contienen pEPA, lo que sugiere que EPA compite con acidos grasos monoinsaturados
producidos de forma enddgena para la transferencia a glicerolipidos. Cuando se cultivaron células de E. coli que
contenian pEPA en presencia de [*CJ-acetato, los datos del andlisis de **C-NMR de EPA purificado a partir de las
células confirmé la identidad de EPA y proporciond evidencias de que este acido graso se sintetizaba a partir de
acetil-CoA y malonil-CoA (véase Metz et al., 2001, supra). Un homogeneizado libre de células de células fabB™ que
contenian pEPA sintetizaba tanto EPA como acidos grasos saturados a partir de [14C]-maloniI-CoA. Cuando se
separd el homogeneizado en un sedimento de alta velocidad de 200.000 xg y una fraccién sobrenadante sin
membrana, la sintesis de acidos grasos saturados se confinaba al sobrenadante, lo que es coherente con la
naturaleza soluble de las enzimas FAS Tipo Il (Magnuson et al., Microbiol. Rev. 57, 522 (1993)). Se encontro
sintesis de EPA solamente en la fraccion sedimentada a alta velocidad, lo que indica que la sintesis de EPA puede
suceder sin dependencia de las enzimas de FAS de E. coli o de intermedios solubles (tales como 16:0-ACP) de la
fraccion citoplasmatica. Como las proteinas codificadas por los genes de EPA de Shewanella no son particularmente
hidréfobas, la restriccion de la actividad de sintesis de EPA a esta fraccion puede reflejar una necesidad de molécula
aceptora asociada a membrana. Adicionalmente, en contraste con FAS de E. coli, la sintesis de EPA es
especificamente dependiente de NADPH y no requiere NADH. Todos estos resultados son coherentes con los genes
de pEPA que codifican una PKS multifuncional que actia independientemente de FAS, elongasa, y actividades
desaturasa para sintetizar EPA directamente. Es probable que la ruta de PKS para la sintesis de PUFA que se ha
identificado en Shewanella esté propagada en bacterias marinas. Genes con alta homologia al grupo génico de
Shewanella se han identificado en Photobacterium profundum (Allen et al., Appli. Environ. Microbiol. 65:1710 (1999))
y en Moritella marina (Vibrio marinus) (Tanaka et al., Biotechnol. Lett. 21:939 (1999)).

Los analisis bioquimicos y genéticos moleculares realizados con Shewanella proporcionan evidencias convincentes
para policétidos sintasas que son capaces de sintetizar PUFA a partir de malonil-CoA. Se ha propuesto un esquema
completo para la sintesis de EPA por la PKS de Shewanella. La identificacion de dominios proteicos homoélogos a la
proteina FabA de E. coli, y la observacién de que la sintesis de EPA bacteriana sucede de forma anaerdbica,
proporciona evidencias para un mecanismo donde la insercion de dobles enlaces cis sucede a través de la accion de
una deshidratasa/2-trans, 3-cis isomerasa bifuncional (DH/2,3l). En E. coli, la condensacion del intermedio 3-cis acilo
con malonil-ACP requiere una cetoacil-ACP sintasa particular y esto puede proporcionar un fundamento la presencia
de dos KS en el grupo génico de Shewanella (en Orf 5y Orf 7). Sin embargo, el ciclo de PKS prolonga la cadena en
incrementos de dos carbonos mientras que los dobles enlaces en el producto EPA suceden cada tres carbonos.
Esta disyuntiva puede resolverse si los dobles enlaces en C-14 y C-8 de EPA se generan por isomerizacion 2-trans,
2-cis (DH/2,21) seguida por incorporacion del doble enlace cis en la cadena de acido graso en elongacion. Se sabe
que sucede la conversién enzimatica de un doble enlace trans en la configuracion cis sin migracion del enlace, por
ejemplo en la sintesis de 11-cis-retinal en el ciclo retinoide (Jang et al., J. Biol. Chem. 275, 28128 (2000)). Aunque
dicha funcién enzimatica no se ha identificado ain en la PKS de Shewanella, puede residir en uno de los dominios
proteicos no asignados.
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Las rutas de PKS para la sintesis de PUFA en Shewanella y otras bacterias marinas, Vibrio marinus, se describen
en detalle en la patente de Estados Unidos n.° 6.140.486 (expedida a partir de la solicitud de Estados Unidos n.° de
serie 09/090.793, presentada el 4 de junio, 1998, titulada "Production of Polyunsaturated Fatty Acids by Expression
of Polyketide-like Synthesis Genes in Plants".

Los é&cidos grasos poliinsaturados (PUFA) se consideran Utiles para propdésitos nutricionales, farmacéuticos,
industriales y otros propdsitos. Un suministro expansivo de PUFA a partir de fuentes naturales y de sintesis quimica
no es suficiente para las necesidades comerciales. Como se requieren varias enzimas desaturasa y elongasa
diferentes para la sintesis de acidos grasos a partir de acido linoleico (LA, 18:2 A 9, 12), comUn en la mayoria de las
especies vegetales, en los PUFA de cadena mas saturada y mas larga, la modificacion por ingenieria de células
hospedadoras vegetales para la expresion de PUFA tales como EPA y DHA puede requerir la expresion de cinco o
seis actividades enzimaticas diferentes para conseguir la expresion, al menos para EPA y DHA. Adicionalmente,
para la produccion de cantidades utilizables de dichos PUFA, pueden requerirse esfuerzos adicionales de ingenieria,
por ejemplo, la regulacion negativa de enzimas que compiten por el sustrato, la modificacion por ingenieria de
actividades enzimaticas superiores tales como por mutagénesis o direccionamiento de enzimas a organulos
plastidios. Por lo tanto, es de interés obtener material genético implicado en la biosintesis de PUFA a partir de
especies que producen de forma natural estos acidos grasos y expresan el material aislado solo o en combinacién
en un sistema heterdlogo que puede manipularse para permitir la produccion de cantidades comerciales de PUFA.

El descubrimiento de un sistema PUFA PKS en bacterias marinas tales como Shewanella y Vibrio marinus (véase la
patente de Estados Unidos n.° 6.140.486, ibid.) proporciona un recurso para nuevos métodos de produccion
comercial de PUFA. Sin embargo, estas bacterias marinas tienen limitaciones que finalmente restringiran su utilidad
a un nivel comercial. En primer lugar, aunque la patente de Estados Unidos n.° 6.140.486 describe que los sistema
PUFA PKS de bacterias marinas pueden usarse para modificar genéticamente plantas, las bacterias marinas viven y
crecen de forma natural en entornos marinos frios y los sistemas enzimaticos de estas bacterias no funcionan bien
por encima de 30 °C. En contraste, muchas plantas de cultivo, que son dianas atractivas para manipulacion genética
usando el sistema PUFA PKS, tienen condiciones de crecimiento normal a temperaturas por encima de 30 °C que
varian hasta mas de 40 °C. Por lo tanto, se predice que el sistema PUFA PKS de bacterias marinas no sera
facilmente adaptable a expresion en plantas en condiciones normales de crecimiento. Ademas, los genes de PUFA
PKS de bacterias marinas, que son de una fuente bacteriana, pueden no ser compatibles con los genomas de
células hospedadoras eucariotas, o al menos pueden requerir adaptacion significativa para funcionar en
hospedadores eucariotas. Adicionalmente, los sistemas PUFA PKS de bacterias marinas conocidos no producen
directamente triglicéridos, mientras que seria deseable la produccion directa de triglicéridos porque los triglicéridos
son un producto de almacenamiento de lipidos en microorganismos y como resultado pueden acumularse a niveles
muy altos (por ejemplo, hasta el 80-85 % del peso celular) en células microbianas/vegetales (en oposicién a un
producto lipidico "estructural" (por ejemplo, fosfolipidos) que generalmente pueden acumularse solamente a bajos
niveles (por ejemplo, menos del 10-15 % del peso celular como maximo)).

Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de otros sistemas PUFA PKS que tengan mayor flexibilidad para uso
comercial.

Sumario de la invencion

Una realizaciéon de la presente invencién se refiere a una molécula aislada de acido nucleico que comprende una
secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: (a) una secuencia de acido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2; (b) una secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEC ID N° 8, SEC ID N° 10, y fragmentos
biolbgicamente activos de las mismas, donde los fragmentos biolégicamente activos muestran una actividad
bioldgica seleccionada entre el grupo que consiste en actividad B-ceto acil-ACP sintasa (KS) y actividad malonil-
CoA:ACP aciltransferasa (MAT); (c) una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 60 % idéntica a dicha secuencia de aminoacidos de (b), donde dicha secuencia de aminoacidos
tiene una actividad bioldgica seleccionada entre el grupo que consiste en actividad p-ceto acil-ACP sintasa (KS) y
actividad malonil-CoA:ACP aciltransferasa (MAT); y (d) una secuencia de acido nucleico que es completamente
complementaria a la secuencia de acido nucleico de (a), (b), o (c).

En aspectos alternativos, la secuencia de acido nucleico codifica una secuencia de aminoacidos que es al menos un
70 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEC ID N° 8, SEC ID
N° 10. En una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico codifica una secuencia de aminoacidos elegida
entre: SEC ID N° 8, SEC ID N° 10, y/o fragmentos biolégicamente activos de las mismas. En un aspecto, la
secuencia de acido nucleico se elige entre: SEC ID N° 1.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico recombinante que comprende
la molécula de acido nucleico descrita anteriormente, unida de forma funcional a al menos una secuencia de control
de la transcripcion. En otra realizacion, la presente invencion se refiere a una célula recombinante transfectada con
la molécula de acido nucleico recombinante descrita justo anteriormente.
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Otra realizacion mas de la presente invencién se refiere a un microorganismo genéticamente modificado, donde el
microorganismo expresa un sistema PKS que comprende al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema
de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS). El al menos un dominio del sistema PUFA PKS esta
codificado por una secuencia de acido nucleico elegida entre las secuencias de acido nucleico de la invencion.

En esta realizacion, el microorganismo se modifica genéticamente para que afecte a la actividad del sistema PKS.

En un aspecto, el microorganismo genéticamente modificado es un traustoquitridio, que puede incluir, aunque sin
limitacion, un traustoquitridio de un género elegido entre Schizochytrium y Thraustochytrium. En otro aspecto, el
microorganismo se ha modificado genéticamente de forma adicional para que exprese de forma recombinante al
menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema PUFA
PKS bacteriano, de un sistema PKS Tipo I, de un sistema PKS Tipo Il, y/o de un sistema PKS modular.

En otro aspecto de esta realizacién, el microorganismo expresa de forma endégena un sistema PUFA PKS que
comprende el al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema PUFA PKS, y donde la modificacién
genética comprende la expresién de una molécula de acido nucleico recombinante seleccionada entre el grupo que
consiste en una molécula de acido nucleico recombinante que codifica al menos un dominio biolégicamente activo
de un segundo sistema PKS y una molécula de acido nucleico recombinante que codifica una proteina que afecta a
la actividad del sistema PUFA PKS. Preferiblemente, la molécula de acido nucleico recombinante comprende una
cualquiera de las secuencias de acido nucleico descritas anteriormente.

En un aspecto de esta realizacion, la molécula de acido nucleico recombinante codifica una fosfopanteteina
transferasa. En otro aspecto, la molécula de acido nucleico recombinante comprende una secuencia de &cido
nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema PUFA PKS bacteriano, de un
sistema PKS Tipo I, de un sistema PKS Tipo Il, y/o de un sistema PKS modular.

En otro aspecto de esta realizacién, el microorganismo se modifica genéticamente por transfeccién con una
molécula de acido nucleico recombinante que codifica el al menos un domino de un sistema de acido graso
poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS). Dicha molécula de acido nucleico recombinante puede incluir
cualquier molécula de acido nucleico recombinante que comprenda cualquiera de las secuencias de acido nucleico
descritas anteriormente. En un aspecto, el microorganismo se ha modificado genéticamente de forma adicional para
que exprese de forma recombinante al menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos un dominio
bioldgicamente activo de un sistema PUFA PKS bacteriano, de un sistema PKS Tipo I, de un sistema PKS Tipo Il, o
de un sistema PKS modular.

Otra realizacion mas de la presente invencion se refiere a una planta genéticamente modificada, donde la planta se
ha modificado genéticamente para que exprese de forma recombinante un sistema PKS que comprende al menos
un dominio biolégicamente activo de un sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS). El
dominio puede estar codificado por cualquiera de las secuencias de acido nucleico descritas anteriormente. En un
aspecto, la planta se ha modificado genéticamente de forma adicional para que exprese de forma recombinante al
menos una molécula de acido nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema PUFA
PKS bacteriano, de un sistema PKS Tipo |, de un sistema PKS Tipo Il, y de un sistema PKS modular.

Otra realizacién mas de la presente invencién se refiere a un método para producir una molécula bioactiva que se
produce por un sistema de policétido sintasa. EI método incluye la etapa de cultivar en condiciones eficaces para
producir la molécula bioactiva un organismo modificado genéticamente que expresa un sistema PKS que comprende
al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa
(PKS).

El dominio del sistema PUFA PKS esta codificado por cualquiera de las secuencias de acido nucleico descrita
anteriormente.

En un aspecto de esta realizacién, el organismo expresa de forma enddgena un sistema PKS que comprende el al
menos un dominio del sistema PUFA PKS, y la modificacién genética esta en una secuencia de acido nucleico que
codifica el al menos un dominio de sistema PUFA PKS. Por ejemplo, la modificacién genética puede cambiar al
menos un producto producido por el sistema PKS enddgeno, en comparacion con un organismo de tipo silvestre.

En otro aspecto de esta realizacion, el organismo expresa de forma enddgena un sistema PKS que comprende el al
menos un dominio biolégicamente activo del sistema PUFA PKS, y la modificacidon genética comprende transfeccion
del organismo con una molécula de acido nucleico recombinante seleccionada entre el grupo que consiste en: una
molécula de acido nucleico recombinante que codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un segundo
sistema PKS y una molécula de acido nucleico recombinante que codifica una proteina que afecta a la actividad del
sistema PUFA PKS. Por ejemplo, la modificacién genética puede cambiar al menos un producto producido por el
sistema PKS endbégeno, en comparacion con un organismo de tipo silvestre.

En otro aspecto mas de esta realizacion, el organismo se modifica genéticamente por transfeccién con una molécula
de &cido nucleico recombinante que codifica el al menos un dominio del sistema de acido graso poliinsaturado
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(PUFA) policétido sintasa (PKS). En otro aspecto, el organismo produce un perfil de acido graso poliinsaturado
(PUFA) que difiere del organismo de origen natural sin modificacion genética. En otro aspecto, el organismo expresa
de forma enddgena un sistema PUFA PKS no bacteriano, y donde la modificacion genética comprende sustitucién
de un dominio de un sistema PKS diferente en el lugar de una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un
dominio del sistema PUFA PKS no bacteriano.

En otro aspecto mas, el organismo expresa de forma enddgena un sistema PUFA PKS no bacteriano que se ha
modificado transfectando el organismo con una molécula de acido nucleico recombinante que codifica una proteina
que regula la longitud de cadena de acidos grasos producidos por el sistema PUFA PKS. Por ejemplo, la molécula
de acido nucleico recombinante que codifica una proteina que regula la longitud de cadena de acidos grasos puede
remplazar una secuencia de acido nucleico que codifica un factor de longitud de cadena en el sistema PUFA PKS no
bacteriano. En otro aspecto, la proteina que regula la longitud de cadena de los acidos grasos producidos por el
sistema PUFA PKS es un factor de longitud de cadena. En otro aspecto, la proteina que regula la longitud de cadena
de los acidos grasos producidos por el sistema PUFA PKS es un factor de longitud de cadena que dirige la sintesis
de unidades C20.

En un aspecto, el organismo expresa un sistema PUFA PKS no bacteriano que comprende una modificacion
genética en un dominio elegido entre: un dominio que codifica dominio B-hidroxi acil ACP deshidrasa (DH) tipo FabA
y un dominio que codifica B-ceto acil ACP sintasa (KS), donde la modificacion altera la relacion de acidos grasos de
cadena larga producidos por el sistema PUFA PKS en comparacion con la ausencia de la modificacion. En un
aspecto, la modificacion comprende sustituir un dominio DH que no posee actividad de isomerizacién por una B-
hidroxi acil ACP deshidrasa (DH) tipo FabA en el sistema PUFA PKS no bacteriano. En otro aspecto, la modificacion
se selecciona entre el grupo que consiste en una delecién de todo o parte del dominio, una sustitucién de un dominio
homélogo de un organismo diferente para el dominio, y una mutacién del dominio.

En otro aspecto, el organismo expresa un sistema PKS y la modificacion genética comprende sustituir un dominio de
B-hidroxi acil ACP deshidrasa (DH) tipo FabA de un sistema PUFA PKS para un dominio DH que no posee actividad
de isomerizacion.

En otro aspecto, el organismo expresa un sistema PUFA PKS no bacteriano que comprende una modificacion en un
dominio de enoil ACP reductasa (ER), donde la modificacién provoca la produccion de un compuesto diferente en
comparacion con la ausencia de la modificacién. Por ejemplo, la modificacion puede seleccionarse entre el grupo
que consiste en una delecion de todo o parte del dominio ER, una sustitucion de un dominio ER de un organismo
diferente por el dominio ER, y una mutacién del dominio ER.

En un aspecto, la molécula bioactiva producida por el presente método puede incluir, aunque sin limitacion, una
formulacién antiinflamatoria, un agente quimioterapéutico, un excipiente activo, un farmaco para osteoporosis, un
antidepresivo, un anticonvulsivo, un farmaco anti-Helicobacter pylori, un farmaco para el tratamiento de enfermedad
neurodegenerativa, un farmaco para el tratamiento de enfermedad hepatica degenerativa, un antibiético, y una
formulacion para disminuir el colesterol. En un aspecto, la molécula bioactiva es un acido graso poliinsaturado
(PUFA). En otro aspecto, la molécula bioactiva es una molécula que incluye dobles enlaces carbono-carbono en la
configuracion cis. En otro aspecto, la molécula bioactiva es una molécula que incluye un doble enlace cada tres
carbonos.

En un aspecto de esta realizacion, el organismo es un microorganismo, y en otro aspecto, el organismo es una
planta.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a un método para producir una planta que tiene un perfil de acido
graso poliinsaturado (PUFA) que difiere de la planta de origen natural, que comprende modificar genéticamente
células de la planta para que expresen un sistema PKS que comprende al menos una molécula de acido nucleico
recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente
activo de un sistema PUFA PKS. El dominio del sistema PUFA PKS esta codificado por cualquiera de las secuencias
de acido nucleico descritas anteriormente.

Otra realizacién mas de la presente invencién se refiere a un método para producir leche animal humanizada, que
comprende modificar genéticamente células productoras de leche de un animal no humano productor de leche con
al menos una molécula de acido nucleico recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema PUFA PKS. El dominio del sistema PUFA PKS
esta codificado por cualquiera de las secuencias de acido nucleico descritas anteriormente.

Otra realizacion mas de la presente invencion se refiere a un método para producir un microbio recombinante, que
comprende modificar genéticamente células microbianas para expresar al menos una molécula de acido nucleico
recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente
activo de un sistema PUFA PKS. El dominio del sistema PUFA PKS esta codificado por cualquiera de las secuencias
de &cido nucleico descritas anteriormente.
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Otra realizacion mas de la presente invencién se refiere a una célula hospedadora recombinante que se ha
modificado para que exprese un sistema de acido grado poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS), donde la
PKS cataliza reacciones enzimaticas tanto iterativas como no iterativas. El sistema PUFA PKS comprende: (a) al
menos dos dominios enoil ACP reductasa (ER); (b) al menos seis dominios de proteina de transporte de acilo (ACP);
(c) al menos dos dominios B-ceto acil ACP sintasa (KS); (d) al menos un dominio acil transferasa (AT); (e) al menos
un dominio cetorreductasa (KR); (f) al menos dos dominios B-hidroxi acil ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al
menos un dominio de factor de longitud de cadena (CLF); y (h) al menos un dominio malonil-CoA:ACP acil
transferasa (MAT). En un aspecto, el sistema PUFA PKS es un sistema PUFA PKS eucariota. En otro aspecto, el
sistema PUFA PKS es un sistema PUFA PKS de algas, y preferiblemente un sistema PUFA PKS de
Traustoquitriales, que puede incluir, aunque sin limitacion, un sistema PUFA PKS de Schizochytrium o un sistema
PUFA PKS de Thraustochytrium.

En esta realizacion, el sistema PUFA PKS puede expresarse en una célula hospedadora procariota o en una célula
hospedadora eucariota. En un aspecto, la célula hospedadora es una célula vegetal. Por consiguiente, una
realizacién de la invencion es un método para producir un producto que contiene al menos un PUFA, que
comprende cultivar una planta que comprende dicha célula vegetal en condiciones eficaces para producir el
producto. La célula hospedadora es una célula microbiana y en este caso, una realizacion de la presente invencion
es un método para producir un producto que contiene al menos un PUFA, que comprende cultivar un cultivo que
contiene dicha célula microbiana en condiciones eficaces para producir el producto. En un aspecto, el sistema PKS
cataliza la produccién directa de triglicéridos.

Otra realizacion mas de la presente invencion se refiere a un microorganismo modificado genéticamente que
comprende un sistema de &cido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS), donde la PKS cataliza
reacciones enzimaticas tanto iterativas como no iterativas. El sistema PUFA PKS comprende: (a) al menos dos
dominios enoil ACP reductasa (ER); (b) al menos seis dominios de proteina de transporte de acilo (ACP); (c) al
menos dos dominios -ceto acil ACP sintasa (KS); (d) al menos un dominio acil transferasa (AT); (e) al menos un
dominio cetorreductasa (KR); (f) al menos dos dominios B-hidroxi acil ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos
un dominio de factor de longitud de cadena (CLF); y (h) al menos un dominio malonil-CoA:ACP acil transferasa
(MAT). La modificacion genética afecta a la actividad del sistema PUFA PKS. En un aspecto de esta realizacion, el
microorganismo es un microorganismo eucariota.

Otra realizacion mas de la presente invencién se refiere a una célula hospedadora recombinante que se ha
modificado para que exprese un sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS) no
bacteriano, donde la PUFA PKS no bacteriana cataliza reacciones enzimaticas tanto iterativas como no iterativas. El
sistema PUFA PKS no bacteriano comprende: (a) al menos un dominio enoil ACP reductasa (ER); (b) mdltiples
dominios de proteina de transporte de acilo (ACP); (c) al menos dos dominios [-ceto acil ACP sintasa (KS); (d) al
menos un dominio acil transferasa (AT); (e) al menos un dominio cetorreductasa (KR); (f) al menos dos dominios 3-
hidroxi acil ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos un dominio de factor de longitud de cadena (CLF); y (h) al
menos un dominio malonil-CoA:ACP acil transferasa (MAT).

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 es una representacion gréafica de la estructura de dominios del sistema PUFA PKS de Schizochytrium.

La Fig. 2 muestra una comparacion de dominios PKS de Schizochytrium y Shewanella.

La Fig. 3 muestra una comparacion de dominios PKS de Schizochytrium y un sistema PKS relacionado de Nostoc
cuyo producto es un acido graso de cadena larga que no contiene ningin doble enlace.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidn se refiere en lineas generales a sistemas de acido grado poliinsaturado (PUFA) policétido
sintasa (PKS) derivados no bacterianos, a organismos modificados genéticamente que comprenden sistemas PUFA
PKS no bacterianos, a métodos para preparar y usar dichos sistemas para la produccion de productos de interés,
incluyendo moléculas bioactivas, y a nuevos métodos para identificar nuevos microorganismos eucariotas que
tengan dicho sistema PUFA PKS. Como se usa en este documento, un sistema PUFA PKS generalmente tiene las
siguientes caracteristicas de identificacion: (1) produce PUFA como producto natural del sistema; y (2) comprende
varias proteinas multifuncionales ensambladas en un complejo que realiza procesamiento tanto iterativo de la
cadena de acido graso asi como proceso no iterativo, incluyendo isomerizacién trans-cis y reacciones de reduccién
de enoilo en ciclos seleccionados (véase la Fig. 1, por ejemplo).

Mas especificamente, en primer lugar, un sistema PUFA PKS que forma la base de esta invencién produce acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) como productos (es decir, un organismo que contiene de forma endogena (de forma
natural) dicho sistema PKS produce PUFA usando este sistema). Los PUFA mencionados en este documento son
preferiblemente acidos grasos poliinsaturados con una longitud de cadena de carbono de al menos 16 carbonos, y
mas preferiblemente al menos 18 carbonos, y mas preferiblemente al menos 20 carbonos, y mas preferiblemente 22
0 mas carbonos, con al menos 3 0 mas dobles enlaces, y preferiblemente 4 0 mas, y mas preferiblemente 5 o mas, e
incluso mas preferiblemente 6 o0 mas dobles enlaces, donde todos los dobles enlaces estan en configuracién cis. Un
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objeto de la presente invencion es encontrar o crear mediante manipulacidon genética o0 manipulacion del producto
final, sistemas PKS que produzcan acidos grasos poliinsaturados de longitud de cadena deseada y con cantidades
deseadas de dobles enlaces. Ejemplos de PUFA incluyen, aunque sin limitacion, DHA (acido docosahexaenoico
(C22:6, w-3)), DPA (acido docosapentaenoico (C22:5, w-6)), y EPA (acido eicosapentaenoico (C20:5, w-3)).

En segundo lugar el sistema PUFA PKS descrito en este documento incorpora reacciones tanto iterativas como no
iterativas, que distinguen el sistema de los sistemas PKS descritos previamente (por ejemplo, tipo I, tipo Il o
modular). Mas particularmente, el sistema PUFA PKS descrito en este documento contiene dominios que parecen
funcionar durante cada ciclo asi como aquellos que parecen funcionar durante solamente algunos de los ciclos. Un
aspecto clave de esto puede estar relacionado con los dominios que muestran homologia con las enzimas FabA
bacterianas. Por ejemplo, la enzima FabA de E. coli ha demostrado poseer dos actividades enzimaticas. Posee una
actividad de deshidrataciéon en que se extrae una molécula de agua (H-O) de una cadena de carbono que contiene
un grupo hidroxi, dejando un doble enlace trans en esa cadena de carbono. Ademas, tiene una actividad isomerasa
en que el doble enlace trans se convierte en la configuracion cis. Esta isomerizacidon se consigue junto con una
migracion de la posicion del doble enlace a carbonos adyacentes. En sistemas PKS (y FAS), la cadena principal de
carbono se prolonga en incrementos de dos carbonos. Por lo tanto, se puede predecir la cantidad de reacciones de
extensién necesarias para producir los productos PUFA de estos sistemas PKS. Por ejemplo, para producir DHA
(C22:6, todo cis) se requieren 10 reacciones de extension. Como existen solamente 6 dobles enlaces en el producto
final, significa que durante algunos de los ciclos de reaccion, se retiene doble enlace (como isémero cis), y en otros,
el doble enlace se reduce antes de la siguiente extension.

Antes del descubrimiento de un sistema PUFA PKS en bacterias marinas (véase la patente de Estados Unidos n.°
6.140.486), no se sabia que los sistemas PKS poseian esta combinacion de reacciones enzimaticas iterativas y
selectivas, y no se creia que fueran capaces de producir dobles enlaces carbono-carbono en configuracién cis. Sin
embargo, el sistema PUFA PKS descrito por la presente invencién tiene la capacidad de introducir dobles enlaces
cis y la capacidad de variar la secuencia de reaccion en el ciclo.

Por lo tanto, los presentes inventores proponen usar estas caracteristicas del sistema PUFA PKS para producir un
intervalo de moléculas bioactivas que no podian producirse por los sistemas PKS descritos previamente (Tipo Il y
Tipo | y modular). Estas moléculas bioactivas incluyen, aunque sin limitacién, acidos grasos poliinsaturados (PUFA),
antibiéticos u otros compuestos bioactivos, muchos de los cuales se analizaran a continuacion. Por ejemplo, usando
el conocimiento de las estructuras génicas de PUFA PKS descritas en este documento, puede usarse cualquiera de
varios métodos para alterar los genes de PUFA PKS, o combinar partes de estos genes con otros sistemas de
sintesis, incluyendo otros sistemas PKS, de modo que se produzcan nuevos productos. La capacidad inherente de
este tipo particular de sistema para hacer reacciones tanto iterativas como selectivas posibilitara que este sistema
produzca productos que no se encontrarian si se aplicaran métodos similares a otros tipos de sistemas PKS.

En una realizacion, un sistema PUFA PKS de acuerdo con la presente invencion comprende al menos los siguientes
dominios biolégicamente activos: (a) al menos dos dominios enoil ACP reductasa (ER); (b) al menos seis dominios
de proteina de transporte de acilo (ACP); (c) al menos dos dominios B-ceto acil ACP sintasa (KS); (d) al menos un
dominio acil transferasa (AT); (e) al menos un dominio cetorreductasa (KR); (f) al menos dos dominios B-hidroxi acil
ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos un dominio de factor de longitud de cadena (CLF); y (h) al menos un
dominio malonil-CoA:ACP acil transferasa (MAT). Las funciones de estos dominios generalmente son conocidas de
forma individual en la técnica y se describiran en detalle a continuacion con respecto al sistema PUFA PKS de la
presente invencion.

En otra realizacion, el sistema PUFA PKS comprende al menos los siguientes dominios biolégicamente activos: (a)
al menos un dominio enoil ACP reductasa (ER); (b) multiples dominios de proteina de transporte de acilo (ACP) (al
menos cuatro, y preferiblemente al menos cinco, y mas preferiblemente al menos seis, incluso mas preferiblemente
siete, ocho, nueve o mas de nueve); (c) al menos dos dominios B-ceto acil ACP sintasa (KS); (d) al menos un
dominio acil transferasa (AT); (e) al menos un dominio cetorreductasa (KR); (f) al menos dos dominios B-hidroxi acil
ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos un dominio de factor de longitud de cadena (CLF); y (h) al menos un
dominio malonil-CoA:ACP acil transferasa (MAT). Preferiblemente, dicho sistema PUFA PKS es un sistema PUFA
PKS no bacteriano.

En una realizacion, un sistema PUFA PKS de la presente invencion es un sistema PUFA PKS no bacteriano. En
otras palabras, en una realizacién, el sistema PUFA PKS de la presente invencion se aisla de un organismo que no
es una bacteria, 0 es un homélogo de o deriva de un sistema PUFA PKS de un organismo que no es una bacteria,
tal como un eucariota 0 una arqueobacteria. Los eucariotas se separan de los procariotas en base al grado de
diferenciacion de las células. El grupo superior con mas diferenciacion se llama eucariotico. El grupo inferior con
menos células diferenciadas se llama procariético. En general, los procariotas no poseen una membrana nuclear
como no muestran mitosis durante la divisién celular, tienen solamente un cromosoma, su citoplasma contiene
ribosomas 70S, no poseen ninguna mitocondria, reticulo endoplasmatico, cloroplastos, lisosomas o aparato de golgi,
sus flagelos (si estan presentes) consisten en una Gnica fibrilla. En contraste, los eucariotas tienen una membrana
nuclear, muestran mitosis durante la divisién celular, tienen muchos cromosomas, su citoplasma contiene ribosomas
80S, poseen mitocondrias, reticulo endoplasmatico, cloroplastos (en algas), lisosomas y aparato de golgi, y sus
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flagelos (si estan presentes) consisten en muchas fibrillas. En general, las bacterias son procariotas, mientras que
las algas, hongos, protistas, protozoos y plantas superiores son eucariotas. Los sistemas PUFA PKS de las
bacterias marinas (por ejemplo, Shewanella y Vibrio marinus) no son la base de la presente invencién, aunque la
presente invencion contempla el uso de dominios de estos sistemas PUFA PKS bacterianos junto con dominios de
los sistemas PUFA PKS no bacterianos de la presente invencion. Por ejemplo, de acuerdo con la presente
invencion, pueden producirse organismos modificados genéticamente que incorporan dominios funcionales de PUFA
PKS no bacterianos con dominios funcionales de PUFA PKS bacterianos, asi como dominios funcionales de PKS o
proteinas de otros sistemas PKS (tipo I, tipo Il, modular) o sistemas FAS.

Schizochytrium es un microorganismo marino traustoquitridio que acumula grandes cantidades de triacilgliceroles
ricos en DHA y acido docosapentaenoico (DPA; 22:5 w-6); por ejemplo, 30 % DHA + DPA en peso seco (Barclay et
al., J. Appl. Phycol. 6, 123 (1994)). En eucariotas que sintetizan PUFA de 20 y 22 carbonos mediante una ruta de
elongacién/desaturacion, las combinaciones de intermedios de 18, 20 y 22 carbonos son relativamente grandes de
modo que experimentos de marcaje in vivo usando [14C]-acetato revelan una clara cinética de precursor-producto
para los intermedios predichos (Gellerman et al., Biochim. Biophys. Acta 573:23 (1979)). Ademas, los intermedios
radiomarcados proporcionados de forma exdégena a dichos organismos se convierten en los productos PUFA finales.
Los presentes inventores han demostrado que [-14C]-acetat0 se captaba rapidamente por células de Schizochytrium
y se incorporaba en acidos grasos, pero en el tiempo de marcaje mas corto (1 min), DHA contenia un 31 % del
marcador recuperado en acidos grasos, y este porcentaje permanecia esencialmente inalterado durante los 10-15
min de incorporacion de [14C]-acetato y las posteriores 24 horas de crecimiento en cultivo (véase el Ejemplo 3).
Asimismo, DPA representaba el 10 % del marcador en todo el experimento. No existen evidencias de una relacion
precursor-producto entre acidos grasos de 16 o 18 carbonos y los acidos grasos poliinsaturados de 22 carbonos.
Estos resultados son coherentes con la rapida sintesis de DHA a partir de [ 4C]-acetato gue implica combinaciones
muy pequefias (posiblemente unidas a enzima) de intermedios. Un homogeneizado libre de células derivado de
cultivos de Schizochytrium incorporaba [1-14C]-maloniI-CoA en DHA, DPA, y acidos grasos saturados. Se retuvieron
las mismas actividades biosintéticas por una fraccion sobrenadante de 100.000 xg pero no estaban presentes en el
sedimento de membrana. Por tanto, la sintesis de DHA y DPA en Schizochytrium no implica desaturasas unidas a
membrana o enzimas de elongacién de acidos grasos como los descritos para otros eucariotas (Parker-Barnes et
al., 2000, supra; Shanklin et al., 1998, supra). Estos datos de fraccionamiento contrastan con los obtenidos de las
enzimas de Shewanella (véase Metz et al., 2001, supra) y pueden indicar el uso de una molécula aceptora de acilo
diferente (soluble), tal como CoA, por la enzima de Schizochytrium.

En la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 (patente de Estados Unidos n.° 6.566.583) en tramite junto
con la presente, se construye una biblioteca de ADNc a partir de Schizochytrium y se secuenciaron
aproximadamente 8.000 clones aleatorios (EST). Dentro de este conjunto de datos, solamente un gen expresado
moderadamente (0,3 % de todas las secuencias) se identific6 como acido graso desaturasa, aunque una segunda
desaturasa putativa estaba representada por un Unico clon (0,01 %). Por el contrario, secuencias que mostraban
homologia a 8 de los 11 dominios de los genes PKS de Shewanella mostrados en la Fig. 2 se identificaron todos a
frecuencias de 0,2-0,5 %. En la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899, se secuenciaron varios clones
de ADNc que mostraban homologia con los genes PKS de Shewanella, y se ensamblaron diversos clones en
secuencias de acido nucleico que representaban dos fases parciales de lectura abierta y una fase completa de
lectura abierta. Los nucleétidos 390-4443 de la secuencia de ADNc que contenia la primera fase parcial de lectura
abierta descrita en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 (indicada en la misma como SEC ID N° 69)
coincide con los nucleétidos 4677-8730 (mas el coddn de parada) de la secuencia indicada en este documento como
OrfA (SEC ID N° 1). Los nucledtidos 1-4876 de la secuencia de ADNc que contenia la segunda fase parcial de
lectura abierta descrita en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 (indicada en la misma como SEC
ID N° 71) coincide con los nucleétidos 1311-6177 (mas el codon de parada) de la secuencia indicada en este
documento como OrfB (SEC ID N° 3). Los nuclettidos 145-4653 de la secuencia de ADNc que contiene la fase
completa de lectura abierta descrita en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 (indicada en la misma
como SEC ID N° 76 y denominada incorrectamente como fase parcial de lectura abierta) coincide con la secuencia
completa (mas el codon de parada) de la secuencia indicada en este documento como OrfC (SEC ID N° 5).

La secuenciacion adicional de clones de ADNc y gendmicos por los presentes inventores permitié la identificacion de
la secuencia gendémica de longitud completa de cada uno de OrfA, OrfB y OrfC y la identificacion completa de los
dominios con homologia a aquellos en Shewanella (véase la Fig. 2). Se indica que en Schizochytrium, el ADN
gendémico y el ADNc son idénticos, debido a la ausencia de intrones en el genoma del organismo, segun el
conocimiento de los presentes inventores. Por lo tanto, una referencia a una secuencia de nucledtidos de
Schizochytrium puede referirse a ADN genémico o ADNc. En base a la comparacion de los dominios PKS de
Schizochytrium con Shewanella, claramente, el genoma de Schizochytrium codifica proteinas que son muy similares
a las proteinas en Shewanella que son capaces de catalizar la sintesis de EPA. Las proteinas en Schizochytrium
constituyen un sistema PUFA PKS que cataliza la sintesis de DHA y DPA. Como se analiza en detalle en este
documento, una modificacién simple del esquema de reaccion identificado para Shewanella permitira la sintesis de
DHA en Schizochytrium. La homologia entre los genes procariotas de Shewanella y eucariotas de Schizochytrium
sugiere que la PUFA PKS ha experimentado transferencia génica lateral.
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La Fig. 1 es una representacion grafica de las tres fases de lectura abierta del sistema PUFA PKS de
Schizochytrium, e incluye la estructura de dominios de este sistema PUFA PKS. Como se describe en el Ejemplo 1 a
continuacion, la estructura de dominios de cada fase de lectura abierta es la siguiente:

Fase de lectura abierta A (OrfA):

La secuencia completa de nucleétidos para OrfA esta representada en este documento como SEC ID N° 1. Los
nucleotidos 4677-8730 de la SEC ID N° 1 corresponden a los nucle6tidos 390-4443 de la secuencia indicada como
SEC ID N° 69 en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899. Por lo tanto, los nucledtidos 1-4676 de la
SEC ID N° 1 representan secuencia adicional que no se habia descrito en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie
09/231.899. Esta nueva region de la SEC ID N° 1 codifica los siguientes dominios en OrfA: (1) El domino OrfA-KS;
(2) el dominio OrfA-MAT; y (3) al menos una parte de la regién del dominio ACP (por ejemplo, al menos los dominios
ACP 1-4). Se indica que los nucledtidos 1-389 de la SEC ID N° 69 en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie
09/231.899 no coinciden con los 389 nucledtidos que estan cadena arriba de la posicion 4677 en la SEC ID N° 1
descrita en este documento. Por lo tanto, las posiciones 1-389 de la SEC ID N° 69 en la solicitud de Estados Unidos
n.° de serie 09/231.899 parecen estar colocados incorrectamente cerca de os nucleétidos 390-4443 de esa
secuencia. La mayoria de estos primeros 389 nucledtidos (aproximadamente las posiciones 60-389) son
coincidentes con una parte cadena arriba de OrfA (SEC ID N° 1) de la presente invencion y por lo tanto, se cree que
sucedid un error en el esfuerzo por preparar el contig de las construcciones de ADNc en la solicitud de Estados
Unidos n.° de serie 09/231.899. La region en la cual sucedi6 el error de alineacion en la solicitud de Estados Unidos
n.° de serie 09/231.899 esta dentro de la regién de secuencia altamente repetitiva (es decir, la region ACP, analizada
a continuacion), que probablemente cre6 alguna confusion en el ensamble de esa secuencia a partir de diversos
clones de ADNCc.

OrfA es una secuencia de 8730 nucleétidos (sin incluir el codon de parada) que codifica una secuencia de 2910
aminoacidos, representada en este documento como SEC ID N° 2. Dentro de la OrfA hay doce dominios: (a) un
dominio B-ceto acil ACP sintasa (KS); (b) un dominio malonil-CoA:ACP acil transferasa (MAT); (c) nueve dominios de
proteina de transporte de acilo (ACP); y (d) un dominio cetorreductasa (KR).

La secuencia de nucle6tidos para OrfA se ha depositado en GenBank como el n.° de acceso AF378327 (secuencia
de aminoacidos con n.° de acceso AAK728879). Se compard OrfA con secuencias conocidas en una busqueda
convencional BLAST (busqueda de homologia BLAST en BLAST 2.0 Basic usando blastp para busquedas de
aminoacidos, blastn para busqueda de acido nucleico, y BlastX para busquedas de acido nucleico y bisquedas de la
secuencia traducida de aminoacidos en las 6 fases de lectura abierta con parametros normales por defecto, donde la
secuencia de consulta se filtra para regiones de baja complejidad por defecto (descrito en Altschul, S.F., Madden,
T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. y Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs.” Nucleic Acids Res. 25:3389-3402).

A nivel de acido nucleico OrfA no tiene homologia significativa con ninguna secuencia conocida de nucleotidos. A
nivel de aminoacidos, las secuencias con el mayor grado de homologia a OrfA fueron: glucolipidos sintasa de
heterocistos de Nostoc sp. 7120 (n.° de acceso NC_003272), que era un 42 % idéntico a OrfA sobre 1001 restos de
aminoacido; y Orf8 de Moritella marinus (Vibrio marinus) (n.° de acceso AB025342), que era un 40 % idéntica a OrfA
sobre 993 restos de aminoécido.

El primer dominio en OrfA es un dominio KS, también mencionado en este documento como OrfA-KS. Este dominio
esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde el punto de inicio entre aproximadamente
las posiciones 1 y 40 de la SEC ID N° 1 (OrfA) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 1428 y
1500 de la SEC ID N° 1. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio OrfA-KS
esta representada en este documento como SEC ID N° 7 (posiciones 1-1500 de la SEC ID N° 1). La secuencia de
aminoéacidos que contiene el dominio KS abarca desde el punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 1y
14 de la SEC ID N° 2 (OrfA) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 476 y 500 de la SEC ID N°
2. La secuencia de aminoéacidos que contiene el dominio OrfA-KS esta representada en este documento como la
SEC ID N° 8 (posiciones 1-500 de la SEC ID N° 2). Se aprecia que el dominio OrfA-KS contiene un motivo de sitio
activo: DXAC* (*C215 del sitio de unién a acilo).

De acuerdo con la presente invencién, un dominio o proteina que tenga actividad biolégica (funcién) 3-ceto acil ACP
sintasa (KS) se caracteriza como la enzima que realiza la etapa inicial del ciclo de reaccién de elongacion de FAS (y
PKS). El grupo acilo destinado para elongacién se une a un resto de cisteina en el sitio activo de la enzima por un
enlace tio-éster. En la reaccion de multiples etapas, la acil-enzima experimenta condensacion con malonil ACP para
formar ceto acil ACP, CO; y enzima libre. La KS desempefia un papel clave en el ciclo de elongacion y en muchos
sistemas ha demostrado poseer mayor especificidad de sustrato que otras enzimas del ciclo de reaccién. Por
ejemplo, E. coli tiene tres enzimas KS distintas-cada una con su propio papel particular en la fisiologia del organismo
(Magnuson et al., Microbiol. Rev. 57, 522 (1993)). Los dos dominios KS del sistema PUFA PKS podrian tener
distintos papeles en la secuencia de reaccion biosintética de PUFA.
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Como una clase de enzimas, las KS se han caracterizado bien. Se conocen las secuencias de muchos genes KS
verificados, se han identificado los motivos de sitio activo y se han determinado las estructuras cristalinas de varios.
Las proteinas (o dominios de proteinas) pueden identificarse faciimente como pertenecientes a la familia KS de
enzimas por homologia a secuencias KS conocidas.

El segundo dominio en OrfA es un dominio MAT, también mencionado en este documento como OrfA-MAT. Este
dominio estad contenido dentro de la secuencia de nucledtidos que abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 1723 y 1798 de la SEC ID N° 1 (OrfA) hasta un punto final entre aproximadamente
las posiciones 2805 y 3000 de la SEC ID N° 1. La secuencia de nucle6tidos que contiene la secuencia que codifica
el dominio OrfA-MAT esta representada en este documento como SEC ID N° 9 (posiciones 1723-3000 de la SEC ID
N° 1). La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio MAT abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 575 y 600 de la SEC ID N° 2 (OrfA) hasta un punto final entre aproximadamente las
posiciones 935 y 1000 de la SEC ID N° 2. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio OrfA-MAT esta
representada en este documento como SEC ID N° 10 (posiciones 575-1000 de la SEC ID N° 2). Se aprecia que el
dominio OrfA-MAT contiene un motivo de sitio activo: GHS*XG (*Sros del sitio de union a acilo), representado en este
documento como SEC ID N° 11.

De acuerdo con la presente invencién, un dominio o proteina que tiene actividad biolégica (funcion) malonil-
CoA:ACP acil transferasa (MAT) se caracteriza como una que transfiere el resto malonilo desde malonil-CoA a ACP.
Ademas del motivo de sitio activo (GxSxG), estas enzimas poseen un motivo prolongado (aminoacidos Ry Q en
posiciones clave) que las identifica como enzimas MAT (en contraste con el dominio AT de OrfB de Schizochytrium).
En algunos sistemas PKS (pero no el dominio PUFA PKS) lo dominios MAT preferentemente cargaran metil o etil
malonato en el grupo ACP (a partir del éster de CoA correspondiente), introduciendo de ese modo ramificaciones en
la cadena lineal de carbono. Los dominios MAT pueden reconocerse por su homologia a secuencias MAT conocidas
y por su estructura de motivo prolongado.

Los dominios 3-11 de OrfA son nueve dominios ACP en tandem, también mencionados en este documento OrfA-
ACP (el primer dominio en la secuencia es OrfA-ACP 1, el segundo dominio es OrfA-ACP 2, el tercer dominio es
OrfA-ACP 3, etc.). El primer dominio ACP, OrfA-ACP 1, esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que
abarca desde aproximadamente la posicion 3343 a aproximadamente la posicion 3600 de la SEC ID N° 1 (OrfA). La
secuencia de nucle6tidos que contiene la secuencia que codifica el dominio OrfA-ACP 1 esta representada en este
documento como SEC ID N° 12 (posiciones 3343-3600 de la SEC ID N° 1). La secuencia de aminoacidos que
contiene el primer dominio ACP abarca desde aproximadamente la posicién 1115 a aproximadamente la posicién
1200 de la SEC ID N° 2. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio OrfA-ACP 1 esta representada en
este documento como SEC ID N° 13 (posiciones 1115-1200 de la SEC ID N° 2). Se aprecia que el dominio OrfA-
ACP 1 contiene un motivo de sitio activo: LGIDS* (*S1157 del motivo de unién a panteteina), representado en este
documento por la SEC ID N° 14.

Las secuencias de nucle6tidos y aminoacidos de los nueve dominios ACP estan altamente conservadas y por lo
tanto, la secuencia para cada dominio no esta representada no este documento por un identificador de secuencia
individual. Sin embargo, en base a la informacién descrita en este documento, un experto en la materia puede
determinar facilmente la secuencia que contiene cada uno de los otros ocho dominios ACP (véase el andlisis a
continuacion).

Los nueve dominios ACP juntos abarcan una region de OrfA desde aproximadamente la posicién 3283 hasta
aproximadamente la posicién 6388 de la SEC ID N° 1, que corresponde a las posiciones de aminoacido de
aproximadamente 1095 a aproximadamente 2096 de la SEC ID N° 2. La secuencia de nucleétidos para la regién
ACP completa que contiene los nueve dominios esta representada en este documento como SEC ID N° 16. La
regiéon representada por la SEC ID N° 16 incluye los segmentos enlazadores entre dominios ACP individuales. El
intervalo repetitivo para los nueve dominios esta aproximadamente cada 330 nucle6tidos de la SEC ID N° 16 (el
numero real de aminoacidos medido entre serinas de sitios activos adyacentes varia de 104 a 116 aminoacidos).
Cada uno de los nueve dominios ACP contiene un motivo de union a panteteina LGIDS* (representado en este
documento por la SEC ID N° 14), donde S* es la serina (S) del sitio de unién a panteteina. La serina (S) del sitio de
unién a panteteina esta localizada cerca del centro de cada secuencia de dominio ACP. En cada extremo de la
region de dominio ACP y entre cada dominio ACP hay region que esta muy enriquecida en prolina (P) y alanina (A),
gue se cree que es una region enlazadora. Por ejemplo, entre los dominios ACP 1 y 2 estd la secuencia:
APAPVKAAAPAAPVASAPAPA, representada en este documento como SEC ID N° 15. Las localizaciones de los
restos de serina del sitio activo (es decir, el sitio de unién a panteteina) para cada uno de los nueve dominios ACP,
con respecto a la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2, son las siguientes: ACP1 = Si1s57; ACP2 = Si266;
ACP3 = Si377; ACP4 = Si4g3; ACP5 = S1504; ACP6 = S1715; ACP7 = Sig19; ACP8 = S1g30; Yy ACP9 = Syp34. Dado que el
tamafio promedio de un dominio ACP es de aproximadamente de 85 aminoéacidos, excluyendo el enlazador, y de
aproximadamente 110 aminoacidos incluyendo el enlazador, estando la serina del sitio activo aproximadamente en
el centro del dominio, un experto en la materia puede determinar facilmente las posiciones de cada uno de los nueve
dominios ACP en OrfA.
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De acuerdo con la presente invencion, un dominio o proteina que tiene actividad biolégica (funcion) de proteina de
transporte de acilo (ACP) se caracteriza como polipéptidos pequefios (tipicamente, de 80 a 100 aminoacidos de
longitud), que funciona como transportadores para cadenas de acilo graso en crecimiento mediante un enlace tio-
éster a un co-factor unido covalentemente de la proteina. Existen como unidades separadas o como dominios dentro
de proteinas mas grandes. Las ACP se convierten desde apo-formas inactivas en holo-formas funcionales por
transferencia del resto fosfopanteteinilo de CoA a un resto de serina altamente conservado de la ACP. Los grupos
acilo se unen a ACP mediante un enlace tio-éster en el extremo libre del resto fosfopanteteinilo. Las ACP pueden
identificarse por marcaje con panteteina radiactiva y por homologia de secuencia con ACP conocidas. La presencia
de variaciones del motivo mencionado anterior (LGIDS*) también es un distintivo de una ACP.

El dominio 12 en OrfA es un dominio KR, también mencionado en este documento como OrfA-KR. Este dominio esta
contenido dentro de la secuencia de nucledtidos que abarca desde un punto de inicio de aproximadamente la
posicion 6598 de la SEC ID N° 1 hasta un punto final de aproximadamente la posiciéon 8730 de la SEC ID N° 1. La
secuencia de nucleétidos que contienen la secuencia que codifica el dominio OrfA-KR esta representada en este
documente como SEC ID N° 17 (posiciones 6598-8730 de la SEC ID N° 1). La secuencia de aminoacidos que
contiene el dominio KR abarca desde el punto de inicio de aproximadamente la posicién 2200 de la SEC ID N° 2
(OrfA) hasta un punto final de aproximadamente la posicién 2910 de la SEC ID N° 2. La secuencia de aminoacidos
que contiene el dominio OrfA-KR esta representada en este documento como SEC ID N° 18 (posiciones 2200-2910
de la SEC ID N° 2). Dentro del dominio KR hay una regién central con homologia aldehido de cadena corta-
deshidrogenasas. (KR es un miembro de esta familia). Esta region central abarca desde aproximadamente la
posicion 7198 hasta aproximadamente la posicion 7500 de la SEC ID N° 1, que corresponde con las posiciones de
aminoacido 2400-2500 de la SEC ID N° 2.

De acuerdo con la presente invencién, un dominio o proteina que tiene actividad cetorreductasa, también
mencionada como actividad biolégica (funcién) 3-ceto acil ACP reductasa (KR), se caracteriza como una que
cataliza la reduccion dependiente de nucleétido piridina de formas 3-ceto acilo de ACP. Es la primera etapa
reductora en el ciclo de elongacion de biosintesis de acidos grasos de novo y una reaccion a menudo realizada en
biosintesis de policétidos. Se observa similitud significativa de secuencia con una familia de enoil ACP reductasas
(ER), la otra reductasa de FAS (pero no la familia ER presente en el sistema PUFA PKS), y la familia de alcohol de
cadena corta deshidrogenasa. El andlisis Pfam de la region PUFA PKS indicada anteriormente revela la homologia
con la familia de alcohol de cadena corta deshidrogenasa en la regién central. El andlisis Blast de la misma regién
revela coincidencias en el area central con enzimas KR conocidas asi como una region prolongada de homologia a
dominios de los otros sistemas PUFA PKS caracterizados.

Fase de lectura abierta B (OrfB):

La secuencia completa de nucleétidos para OrfB estd representada en este documento como SEC ID N° 3. Los
nucleétidos 1311-6177 de la SEC ID N° 3 corresponden a los nucleétidos 1-4867 de la secuencia indicada como
SEC ID N° 71 en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 (La secuencia de ADNc en la solicitud de
Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 contiene aproximadamente 345 nucle6tidos adicionales mas alla del codon
de parada, incluyendo una cola poliA). Por lo tanto, los nucleétidos 1-1310 de la SEC ID N° 1 representan secuencia
adicional que no se describia en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899. Esta nueva region de la SEC
ID N° 3 contiene la mayor parte del dominio KS codificado por OrfB.

OrfB es una secuencia de 6177 nucle6tidos (sin incluir el codén de parada) que codifica una secuencia de 2059
aminoacidos, representada en este documento como SEC ID N° 4. Dentro de la OrfB hay cuatro dominios: (a) un
dominio B-ceto acil-ACP sintasa (KS); (b) un dominio de factor de longitud de cadena (CLF); (c) un dominio acil
transferasa (AT); y, (d) un dominio enoil ACP-reductasa (ER).

La secuencia de nucleétidos para OrfB se ha depositado en GenBank con el n.° de acceso AF378328 (secuencia de
aminoéacidos n.° de acceso AAK728880). Se compard OrfB con secuencias conocidas en una blsqueda BLAST
convencional como se ha descrito anteriormente. A nivel de acido nucleico, OrfB no tiene homologia significativa con
ninguna secuencia conocida de nucleétidos. A nivel de aminoécidos, las secuencias con el mayor grado de
homologia a OrfB fueron: proteina hipotética de Shewanella sp. (n.° de acceso U73935), que era un 53 % idéntica a
ORFB sobre 458 restos de aminoacido; ORF11 de Moritella marinus (Vibrio marinus) (n.° de acceso AB025342), que
era un 53 % idéntica a ORFB sobre 460 restos de aminodacido; acido graso omega-3 poliinsaturado sintasa PfaD de
Photobacterium profundum (n.° de acceso AF409100), que era un 52 % idéntica a ORFB sobre 457 restos de
aminoacido; y proteina hipotética de Nostoc sp. 7120 (n.° de acceso NC_003272), que era un 53 % idéntica a ORFB
sobre 430 restos de aminoacido.

El primer dominio en OrfB es un dominio KS, también mencionado en este documento como ORFB-KS. Este
dominio estd contenido dentro de la secuencia de nucledtidos que abarca desde el punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 1 y 43 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final entre aproximadamente las
posiciones 1332 y 1350 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el
dominio ORFB-KS esta representada en este documento como SEC ID N° 19 (posiciones 1-1350 de la SEC ID N°
3). La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio KS abarca desde el punto de inicio entre
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aproximadamente las posiciones 1 y 15 de la SEC ID N° 4 (OrfB) hasta un punto final entre aproximadamente las
posiciones 444 y 450 de la SEC ID N° 4. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-KS esta
representada en este documento como SEC ID N° 20 (posiciones 1-450 de la SEC ID N° 4). Se aprecia que el
dominio ORFB-KS contiene un motivo de sitio activo: DXAC* (*C1gs del sitio de unién a acilo). La actividad biolégica
de KS y métodos para identificar proteinas o dominios que tengan dicha actividad se ha descrito anteriormente.

El segundo dominio en OrfB es un dominio CLF, también mencionado en este documento como ORFB-CLF. Este
dominio esta contenido dentro de la secuencia de nucledtidos que abarca desde el punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 1378 y 1402 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final entre aproximadamente
las posiciones 2682 y 2700 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucle6tidos que contiene la secuencia que codifica
el dominio ORFB-CLF esta representada en este documento como SEC ID N° 21 (posiciones 1378-2700 de la SEC
ID N° 3). La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio CLF abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 460 y 468 de la SEC ID N° 4 (ORFB) hasta un punto final entre aproximadamente
las posiciones 894 y 900 de la SEC ID N° 4. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-CLF esta
representada en este documento como SEC ID N° 22 (posiciones 460-900 de la SEC ID N° 4). Se observa que el
dominio ORFB-CLF contiene un motivo de sitio activo de KS sin la cisteina de unién a acilo.

De acuerdo con la presente invencién, un dominio o proteina se menciona como factor de longitud de cadena (CLF)
en base al siguiente fundamento. El CLF se describié originalmente como caracteristico de sistemas PKS Tipo |l
(enzimas disociadas) y se planteo la hipétesis de que desempefiaba un papel en la determinacion de la cantidad de
ciclos de elongacion, y por tanto la longitud de cadena, del producto final. Las secuencias de aminoacidos de CLF
muestran homologia a dominios KS (y se cree que forman heterodimeros con una proteina KS), pero carecen de la
cisteina del sitio activo. El papel de CLF en los sistemas PKS es actualmente controvertido. Nuevas evidencias (C.
Bisang et al., Nature 401,502 (1999)) sugieren un papel en el cebado (que proporciona el grupo acilo inicial a
elongar) de los sistemas PKS. En este papel, se cree que el dominio CLF descarboxila malonato (como malonil-
ACP), formando por tanto un grupo acetato que puede transferirse al sitio activo KS. Este acetato por lo tanto actta
como la molécula de "cebado" que puede experimentar la reaccion inicial de elongacién (condensacion). Se han
identificado homologos del CLF Tipo Il como dominios "de carga” en algunos sistemas PKS modulares. Un dominio
con las caracteristicas de secuencia del CLF se encuentra en todos los sistemas PUFA PKS actualmente
identificados y en cada caso se encuentra como parte de una proteina de multiples dominios.

El tercer dominio en OrfB es un dominio AT, también mencionado en este documento como ORFB-AT. Este dominio
esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde el punto de inicio entre aproximadamente
las posiciones 2701 y 3598 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones
3975 y 4200 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio
ORFB-AT esta representada en este documento como SEC ID N° 23 (posiciones 2701-4200 de la SEC ID N° 3). La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio AT abarca desde el punto de inicio entre aproximadamente las
posiciones 901 y 1200 de la SEC ID N° 4 (ORFB) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 1325y
1400 de la SEC ID N° 4. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-AT esta representada en este
documento como SEC ID N° 24 (posiciones 901-1400 de la SEC ID N° 4). Se aprecia que el dominio ORFB-AT
contiene un motivo de sitio activo de GxS*xG (*S1140 del sitio de unién a acilo) que es caracteristico de proteinas
aciltransfersa (AT).

Una "aciltransferasa" o "AT" se refiere a una clase general de enzimas que puede realizar varias reacciones distintas
de transferencia de acilo. El dominio de Schizochytrium muestra buena homologia aun dominio presente en todos
los demas sistemas PUFA PKS actualmente examinados y homologia muy débil a algunas aciltransferasas cuyas
funciones especificas se han identificado (por ejemplo, a malonil-CoA:ACP aciltransferasa, MAT). A pesar de la débil
homologia a MAT, este dominio AT no se cree que funcione como MAT porgue no posee una estructura de motivo
prolongado caracteristico de dichas enzimas (véase la descripcion del dominio MAT, anteriormente). Para los
propositos de esta descripcion, las funciones del dominio AT en un sistema PUFA PKS incluyen, aunque sin
limitacion: transferencia del grupo acilo graso desde el dominio o dominios ORFA ACP a agua (es decir, una
tioesterasa - que libera el grupo acilo graso como un &cido graso libre), transferencia de un grupo acilo graso a un
aceptor tal como CoA, transferencia del grupo acilo entre los diversos dominios ACP, o transferencia del grupo acilo
graso a una molécula aceptora lipofila (por ejemplo, a acido lisofosfatidico).

El cuarto dominio en OrfB es un dominio ER, también mencionado en este documento como ORFB-ER. Este
dominio estd contenido dentro de la secuencia de nucledtidos que abarca desde el punto de inicio de
aproximadamente la posicion 4648 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final de aproximadamente la posicién
6177 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFB-ER
esta representada en este documento como SEC ID N° 25 (posiciones 4648-6177 de la SEC ID N° 3). La secuencia
de aminoacidos que contiene el dominio ER abarca desde un punto de inicio de aproximadamente la posicién 1550
de la SEC ID N° 4 (ORFB) hasta un punto final de aproximadamente la posicion 2059 de la SEC ID N° 4. La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-ER esta representada en este documento como SEC ID
N° 26 (posiciones 1550-2059 de la SEC ID N° 4).
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Describimos que este dominio tiene actividad bioldgica enoil reductasa (ER). La enzima ER reduce el doble enlace
trans (introducido por la actividad DH) en el acilo graso-ACP, provocando saturacion completa de esos carbonos. El
dominio ER en la PUFA PKS muestra homologia a una familia recién caracterizada de enzimas ER (Heath et al.,
Nature 406, 145 (2000)). Heath y Rock identificaron esta nueva clase de enzimas ER clonando un gen de interés de
Streptococcus pneumoniae, purificando una proteina expresada a partir de ese gen, y mostrando que tenia actividad
ER en un ensayo in vitro. La secuencia del dominio ER de Schizochytrium de OrfB muestra homologia a la proteina
ER de S. pneumoniae. Todos los sistemas PUFA PKS actualmente examinados contienen al menos un dominio con
homologia de secuencia muy elevada al dominio ER de Schizochytrium. El sistema PUFA PKS de Schizochytrium
contiene dos dominios ER (uno en OrfB y uno en OrfC).

Fase de lectura abierta C (OrfC):

La secuencia completa de nuclettidos para OrfC esta representada en este documento como SEC ID N° 5. Los
nucleétidos 1-4509 de la SEC ID N° 5 (es decir, la secuencia completa de fase de lectura abierta, sin incluir el codén
de parada) corresponden a los nucleétidos 145-4653 de la secuencia indicada como SEC ID N° 76 en la solicitud de
Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 (La secuencia de ADNc en la solicitud de Estados Unidos n.° 09/231.899
contiene aproximadamente 144 nucleétidos cadena arriba del codon de inicio para OrfC y aproximadamente 110
nucleétidos mas alla del codén de parada, incluyendo una cola poliA). OrfC es una secuencia de 4509 nucle6tidos
(sin incluir el codén de parada) que codifica una secuencia de 1503 aminoacidos, representada en este documento
como SEC ID N° 6. Dentro de la OrfC hay tres dominios: (a) dos dominios B-hidroxi acil-ACP deshidrasa (DH) tipo
FabA; y (b) un dominio enoil ACP-reductasa (ER).

La secuencia de nucleétidos para OrfC se ha depositado en GenBank con el n.° de acceso AF378329 (secuencia de
aminoacidos n.° de acceso AAK728881). Se compard OrfC con secuencias conocidas en una busqueda BLAST
convencional como se ha descrito anteriormente. A nivel de acido nucleico, OrfC no tiene homologia significativa con
ninguna secuencia conocida de nucleétidos. A nivel de aminoacidos (Blastp), las secuencias con el mayor grado de
homologia a ORFC fueron: ORF11 de Moritella marinus (Vibrio marinus) (n.° de acceso ABO25342), que es un 45%
idéntica a ORFC sobre 514 restos de aminoacido, proteina hipotética 8 de Shewanella sp. (n.° de acceso U73935),
que es un 49% idéntica a ORFC sobre 447 restos de aminoacido, proteina hipotética de Nostoc sp. (n.° de acceso
NC_003272), que es un 49% idéntica a ORFC sobre 430 restos de aminoacido, y proteina hipotética 7 de
Shewanella sp. (n.° de acceso U73935), que es un 37% idéntica a ORFC sobre 930 restos de aminoécido.

El primer dominio en OrfC es un dominio DH, también mencionado en este documento como ORFC-DH1. Este es
uno de los dos dominios DH en OrfC, y por lo tanto se denomina DH1. Este dominio esta contenido dentro de la
secuencia de nucle6tidos que abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 1y 778 de la
SEC ID N° 5 (OrfC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 1233 y 1350 de la SEC ID N° 5. La
secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFC-DH1 esta representada en este
documento como SEC ID N° 27 (posiciones 1-1350 de la SEC ID N° 5). La secuencia de aminoacidos que contiene
el dominio DH1 abarca desde el punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 1y 260 de la SEC ID N° 6
(ORFC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 411 y 450 de la SEC ID N° 6. La secuencia de
aminoacidos que contiene el dominio ORFC-DH1 esta representada en este documento como SEC ID N° 28
(posiciones 1-450 de la SEC ID N° 6).

Las caracteristicas de ambos dominios DH (véase a continuacion para DH 2) en los sistemas PUFA PKS se han
descrito en las secciones precedentes. Esta clase de enzima elimina HOH de un B-ceto acil-ACP y deja un doble
enlace trans en la cadena de carbono. Los dominios DH de los sistemas PUFA PKS muestran homologia a enzimas
DH bacterianas asociadas con sus sistemas FAS (en lugar de a los dominios DH de otros sistemas PKS). Un
subconjunto de DH bacterianas, las DH tipo FabA, poseen actividad cis-trans isomerasa (Heath et al., J. Biol. Chem.,
271, 27795 (1996)). Es la homologia a las DH tipo FabA lo que indica que uno o ambos dominios DH son
responsables de la insercion de los dobles enlaces cis en los productos de PUFA PKS.

El segundo dominio en OrfC es un dominio DH, también mencionado en este documento como ORFC-DH2. Este es
el segundo de los dos dominios DH en OrfC, y por lo tanto se denomina DH2. Este dominio esta contenido dentro de
la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 1351 y 2437
de la SEC ID N° 5 (OrfC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 2607 y 2850 de la SEC ID N° 5.
La secuencia de nucledtidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFC-DH2 esta representada en
este documento como SEC ID N° 29 (posiciones 1351-2850 de la SEC ID N° 5). La secuencia de aminoacidos que
contiene el dominio DH2 abarca desde el punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 451y 813 de la SEC
ID N° 6 (ORFC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 869 y 950 de la SEC ID N° 6. La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFC-DH2 estéa representada en este documento como SEC ID
N° 30 (posiciones 451-950 de la SEC ID N° 6). La actividad biolégica DH se ha descrito anteriormente.

El tercer dominio en OrfC es un dominio ER, también mencionado en este documento como ORFC-ER. Este
dominio esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio de
aproximadamente la posicién 2998 de la SEC ID N° 5 (OrfC) hasta un punto final de aproximadamente la posicién
4509 de la SEC ID N° 5. La secuencia de nucleotidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFC-ER

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 562766 T3

esta representada en este documento como SEC ID N° 31 (posiciones 2998-4509 de la SEC ID N° 5). La secuencia
de aminoacidos que contiene el dominio ER abarca desde el punto de inicio de aproximadamente la posicion 1000
de la SEC ID N° 6 (ORFC) hasta un punto final de aproximadamente la posicion 1502 de la SEC ID N° 6. La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFC-ER estéa representada en este documento como SEC ID
N° 32 (posiciones 1000-1502 de la SEC ID N° 6). La actividad bioldgica ER se ha descrito anteriormente.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a una molécula aislada de acido nucleico que comprende una
secuencia de acido nucleico de un sistema PUFA PKS no bacteriano, un homélogo de la misma, un fragmento de la
misma, y/o una secuencia de acido nucleico que es complementaria a cualquiera de dichas secuencias de acido
nucleico. En un aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula aislada de acido nucleico como se expone
en la reivindicacion 1.

De acuerdo con la presente invencion, una secuencia de aminoacidos que tiene una actividad biolégica de al menos
un dominio de un sistema PUFA PKS es una secuencia de aminoacidos que tiene la actividad biolégica de al menos
un dominio del sistema PUFA PKS descrito en detalle en este documento, como se ejemplifica por el sistema PUFA
PKS Schizochytrium. Las actividades bioldgicas de los diversos dominios dentro del sistema PUFA PKS de
Schizochytrium se han descrito en detalle anteriormente. Por lo tanto, una molécula aislada de acido nucleico
descrita en este documento puede codificar el producto de traduccién de cualquier fase de lectura abierta de PUFA
PKS, dominio de PUFA PKS, fragmento bioldgicamente activo del mismo, o cualquier homdélogo de una fase de
lectura abierta o dominio de PUFA PKS de origen natural que tenga actividad biolégica. Un homdlogo de una
proteina o dominio dado es una proteina o polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la
secuencia de aminoacidos de referencia de origen natural (es decir, de la proteina o dominio de referencia) porque
al menos uno o unos pocos, aunque sin limitacion a uno o unos pocos, aminoacidos se han delecionado (por
ejemplo, una versién truncada de la proteina, tal como un péptido o fragmento), insertado, invertido, sustituido y/o
derivatizado (por ejemplo, por glucosilacién, fosforilacién, acetilacién, miristoilacion, prenilaciéon, palmitacion,
amidacién y/o adicion de glucosilfosfatidil inositol). Homdlogos preferidos de una proteina o dominio de PUFA PKS
se describen en detalle a continuacidon. Se aprecia que los homdlogos pueden incluir homologos producidos de
forma sintética, variantes alélicas de origen natural de una proteina o dominio dado, o secuencias homélogas de
organismos diferentes al organismo del cual se obtuvo la secuencia de referencia.

En general, la actividad biolégica o accion bioldgica de una proteina o dominio se refiere a cualquier funcion
mostrada o realizada por la proteina o dominio que esta atribuida a la forma de origen natural de la proteina o
dominio medida u observada in vivo (es decir, en el entorno fisioldgico natural de la proteina) o in vitro (es decir, en
condiciones de laboratorio). Las actividades biolégicas de los sistemas PUFA PKS vy las proteinas/dominios
individuales que componen un sistema PUFA PKS se han descrito en detalle en otra parte en este documento. Las
modificaciones de una proteina o dominio, tal como en un homélogo o mimético (analizado a continuacion), pueden
producir proteinas o dominios que tienen la misma actividad biolégica que la proteina o dominio de origen natural, o
proteinas o dominios que tienen actividad bioloégica disminuida o aumentada en comparaciéon con la proteina o
dominio de origen natural. Modificaciones que provocan una disminucion en la expresién o una disminucién en la
actividad de la proteina o dominio, pueden mencionarse como inactivacion (completa o parcial), regulacion negativa,
0 accion disminuida de una proteina o dominio. Asimismo, modificaciones que provocan un aumento en la expresién
0 un aumento en la actividad de la proteina o dominio, pueden mencionarse como amplificacién, sobreproduccién,
activacion, potenciacion, regulacion positiva o accién aumentada de una proteina o dominio. Un dominio funcional de
un sistema PUFA PKS es un dominio (es decir, un dominio puede ser una parte de una proteina) que es capaz de
realizar una funcion biolégica (es decir, tiene actividad biolégica).

De acuerdo con la presente invencién, una molécula aislada de acido nucleico es una molécula de acido nucleico
gue se ha retirado de su entorno natural (es decir, que se ha sometido a manipulacién humana), siendo su entorno
natural el genoma o cromosoma en que se encuentra la molécula de acido nucleico en la naturaleza. Por tanto,
"aislado" no refleja necesariamente el grado al cual se ha purificado la molécula de acido nucleico, sino que indica
que la molécula no incluye un genoma completo o un cromosoma completo en que se encuentra la molécula de
acido nucleico en la naturaleza. Una molécula aislada de acido nucleico puede incluir un gen. Una molécula aislada
de acido nucleico que incluye un gen no es un fragmento de un cromosoma que incluye dicho gen, sino que en su
lugar incluye la region codificante y regiones reguladoras asociadas con el gen, pero no genes adicionales
encontrados de forma natural en el mismo cromosoma. Una molécula aislada de acido nucleico también puede
incluir una secuencia especifica de acido nucleico flanqueada por (es decir, en el extremo 5' y/o 3' de la secuencia)
acido nucleicos adicionales que no flanquean de forma normal la secuencia especifica de acido nucleico en la
naturaleza (es decir, secuencias heterélogas). La molécula aislada de acido nucleico puede incluir ADN, ARN (por
ejemplo, ARNm), o derivados de ADN o ARN (por ejemplo, ADNc). Aunque la expresién "molécula de acido
nucleico" se refiere principalmente a la molécula fisica de acido nucleico y la expresion "secuencia de acido
nucleico" se refiere principalmente a la secuencia de nucleétidos en la molécula de éacido nucleico, las dos
expresiones pueden usarse de forma intercambiable, especialmente con respecto a una molécula de acido nucleico,
0 una secuencia de acido nucleico, que es capaz de codificar una proteina o dominio de una proteina.

Preferiblemente, una molécula aislada de acido nucleico de la presente invencién se produce usando tecnologia de
ADN recombinante (por ejemplo, amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), clonacion) o sintesis
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quimica. Las moléculas aisladas de acido nucleico incluyen moléculas naturales de acido nucleico y homologos de
las mismas incluyendo, aungue sin limitacion, variantes alélicas naturales y moléculas modificadas de acido nucleico
en que se han insertado delecionado, sustituido y/o invertido nucleétidos de tal modo que dichas modificaciones
proporcionen el efecto deseado sobre la actividad biolégica del sistema PUFA PKS como se describe en este
documento. Se han analizado homologos de proteina (por ejemplo, proteinas codificadas por homélogos de acidos
nucleico) en detalle anteriormente.

Una molécula de acido nucleico homologa puede producirse usando varios métodos conocidos para los expertos en
la materia (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs
Press, 1989). Por ejemplo, pueden modificarse moléculas de acido nucleico usando una diversidad de técnicas
incluyendo, aunque sin limitacién, técnicas clasicas de mutagénesis y técnicas de ADN recombinante, tales como
mutagénesis dirigida al sitio, tratamiento quimico de una molécula de &acido nucleico para inducir mutaciones,
escision con enzima de restriccion de un fragmento de acido nucleico, ligamiento de fragmento de acido nucleico,
amplificacion por PCR y/o mutagénesis de regiones seleccionadas de una secuencia de acido nucleico, sintesis de
mezclas de oligonucleétidos y ligamiento de grupos mezclados para "componer” una mezcla de moléculas de acido
nucleico y combinaciones de las mismas. Pueden seleccionarse moléculas de acido de nucleico homdélogas de una
mezcla de acidos nucleicos modificados seleccionando la funcion de la proteina codificada por el acido nucleico y/o
por hibridacién con un gen de tipo silvestre.

El tamafio minimo de una molécula de acido nucleico de la presente invencién es un tamafio suficiente para formar
una sonda o cebador oligonucleotidico que sea capaz de formar un hibrido estable (por ejemplo, en condiciones de
rigurosidad moderada, alta o muy alta) con la secuencia complementaria de una molécula de acido nucleico Gtil en la
presente invencion, o de un tamafio suficiente para codificar una secuencia de aminoacidos que tenga una actividad
biolégica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS de acuerdo con la presente invencion. Por tanto, el
tamafo de la molécula de acido nucleico que codifica dicha proteina puede depender de la composicién del acido
nucleico y el porcentaje de homologia o identidad entre la molécula de acido nucleico y la secuencia complementaria
asi como de las condiciones de hibridacion per se (por ejemplo, temperatura, concentracion salina, y concentracion
de formamida). El tamafio minimo de una molécula de acido nucleico que se usa como cebador oligonucleotidico o
como sonda es tipicamente de al menos aproximadamente 12 a aproximadamente 15 nucleétidos de longitud si las
moléculas de acido nucleico son ricas en GC y de al menos aproximadamente 15 a aproximadamente 18 bases de
longitud si son ricas en AT. No existe limite, salvo un limite practico, en el tamafio maximo de una molécula de acido
nucleico de la presente invencion, porque la molécula de &cido nucleico puede incluir una secuencia suficiente para
codificar un fragmente biolégicamente activo de un dominio de un sistema PUFA PKS, un dominio completo de un
sistema PUFA PKS, varios dominios dentro de una fase de lectura abierta (Orf) de un sistema PUFA PKS, una Orf
completa de un sistema PUFA PKS, o mas de un Orf de un sistema PUFA PKS.

En una realizacion de la presente invencion, una molécula aislada de acido nucleico comprende o consiste
esencialmente en una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en: SEC ID N° 2, SEC
ID N° 8, SEC ID N° 10, opcionalmente SEC ID N° 18, o fragmentos biolégicamente activos de las mismas. En un
aspecto, la secuencia de acido nucleico se selecciona entre el grupo de la SEC ID N° 1.

En una realizacién de la presente invencion, cualquiera de las secuencias de aminoacidos de PUFA PKS descritas
anteriormente, asi como homologos de dichas secuencias, puede producirse con de al menos uno, y hasta
aproximadamente 20, aminoacidos heter6logos adicionales flanqueando cada uno de los extremos C y/o N
terminales de la secuencia dada de aminoécidos. La proteina o polipéptido resultante puede mencionarse como "que
consiste esencialmente en" una secuencia dada de aminoacidos. De acuerdo con la presente invencion, los
aminoacidos heter6logos son una secuencia de aminoacidos que no se encuentran de forma natural (es decir, no se
encuentran en la naturaleza, in vivo) que flanquean la secuencia dada de aminoacidos o que podrian no estar
codificados por los nucleétidos que flanquean la secuencia de acido nucleico de origen natural que codifica la
secuencia dada de aminoacidos tal como existe en el gen, asi dichos nucle6tidos en la secuencia de origen natural
se traducen usando el uso convencional de codones para el organismo del cual se obtiene la secuencia dada de
aminoacidos. Asimismo, la expresién "que consiste esencialmente en”, cuando se usa con referencia a una
secuencia de acido nucleico en ese documento, se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia dada de aminoacidos que puede estar flanqueada por de al menos uno, y hasta como mucho
aproximadamente 60, nucleétidos heterélogos adicionales en cada uno de los extremos 5' y/o 3' de la secuencia de
acido nucleico que codifica la secuencia dada de aminoacidos. Los nucleétidos heter6logos no se encuentran de
forma natural (es decir, no se encuentran en la naturaleza, in vivo) flanqueando la secuencia de acido nucleico que
codifica la secuencia dada de aminoacidos tal como existe en el gen natural.

La presente invencién también incluye una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene una actividad biolégica de al menos un dominio
de un sistema PUFA PKS. En un aspecto, dicha secuencia de acido nucleico codifica un homélogo de cualquiera de
las Orf o dominios de PUFA PKS de Schizochytrium, incluyendo: SEC ID N° 2, SEC ID N° 8, o SEC ID N° 10,
opcionalmente SEC ID N° 18, donde el homdlogo tiene una actividad biolégica de al menos un dominio de un
sistema PUFA PKS como se ha descrito previamente en este documento.
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En un aspecto de la invencion, un homélogo de una proteina o dominio de PUFA PKS de Schizochytrium abarcado
por la presente invencion comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 60 % idéntica a al menos
500 aminoacidos consecutivos de una secuencia de aminoacidos elegida entre: SEC ID N° 2, donde dicha secuencia
de aminoacidos tiene una actividad biolégica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS. En un aspecto
adicional, la secuencia de aminoacidos del homologo es al menos un 60 % idéntica a al menos 600 aminoacidos
consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 700 aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos
800 aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 900 aminoacidos consecutivos, y mas
preferiblemente a al menos 1000 aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 1100 aminoéacidos
consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 1200 aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos
1300 aminoéacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 1400 aminodacidos consecutivos, y mas
preferiblemente a al menos 1500 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N° 2. En un aspecto adicional, la
secuencia de aminoacidos del homélogo es al menos un 60 % idéntica a al menos 1600 aminoacidos consecutivos,
y mas preferiblemente a al menos 1700 aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 1800
aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 1900 aminoacidos consecutivos, y mas
preferiblemente a al menos 2000 aminoacidos consecutivos, de cualquiera de la SEC ID N° 2. En un aspecto
adicional, la secuencia de aminoacidos del homologo es al menos un 60 % idéntica a al menos 2100 aminoacidos
consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 2200 aminoéacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos
2300 aminoéacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 2400 aminoacidos consecutivos, y mas
preferiblemente a al menos 2500 aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 2600 aminoacidos
consecutivos, y mas preferiblemente a al menos 2700 aminoacidos consecutivos, y mas preferiblemente a al menos
2800 aminoacidos consecutivos, e incluso mas preferiblemente, a la longitud completa de la SEC ID N° 2.

En otro aspecto, un homélogo de una proteina o dominio de PUFA PKS de Schizochytrium abarcado por la presente
invencién comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 65 % idéntica, y mas preferiblemente al
menos un 70 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 75 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 80 %
idéntica y mas preferiblemente al menos un 85 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 90 % idéntica, y mas
preferiblemente al menos un 95 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 96 % idéntica, y mas preferiblemente
al menos un 97 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 98 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 99
% idéntica a un secuencia de aminoacidos elegida entre: SEC ID N° 2, sobre cualquiera de las longitudes de
aminoacidos consecutivos descritos en el parrafo anterior, donde la secuencia de aminoacidos tiene una actividad
biologica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS.

En un aspecto de la invencion, un homélogo de una proteina o dominio de PUFA PKS de Schizochytrium abarcado
por la presente invencién comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 60 % idéntica a una
secuencia de aminoacidos elegida entre: SEC ID N° 8, 0 SEC ID N° 10, y opcionalmente SEC ID N° 18, donde dicha
secuencia de aminoacidos tiene una actividad biolégica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS. En un
aspecto adicional la secuencia de aminoacidos del homdlogo es al menos un 65 % idéntica, y mas preferiblemente
al menos un 70 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 75 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 80
% idéntica, y mas preferiblemente al menos un 85 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 90 % idéntica, y
mas preferiblemente al menos un 95 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 96% idéntica, y mas
preferiblemente al menos un 97 % idéntica, y mas preferiblemente al menos un 98 % idéntica, y mas preferiblemente
al menos un 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos elegida entre: SEC ID N° 8, o SEC ID N° 10, y
opcionalmente SEC ID N° 18, donde la secuencia de aminoacidos tiene una actividad biol6gica de al menos un
dominio de un sistema PUFA PKS.

De acuerdo con la presente invencion, el término "contiguo" o "consecutivo"”, con respecto a secuencias de acido
nucleico o aminoacidos descritas en este documento, significa conectados en una secuencia ininterrumpida. Por
ejemplo, para que una primera secuencia comprenda 30 aminoacidos contiguos "o consecutivos" de una segunda
secuencia, significa que la primera secuencia incluye una secuencia ininterrumpida de 30 restos de aminoacido que
es 100 % idéntica a una secuencia ininterrumpida de 30 restos de aminoacido en la segunda secuencia. Asimismo,
para que una primera secuencia tenga "identidad del 100 %" con una segunda secuencia significa que la primera
secuencia coincide exactamente con la segunda secuencia sin huecos entre nucleétidos o aminoacidos.

Como se usa en este documento, salvo que se especifique de otro modo, referencias a un porcentaje (%) de
identidad se refiere a un evaluacion de homologia que se realiza usando: (1) una busqueda de homologia en BLAST
2.0 Basic BLAST usando blastp para bisquedas de aminoéacidos, blastn para busquedas de acidos nucleicos, y
blastX para busqueda de &cido nucleico y busquedas de aminoacidos traducidos en las 6 fases de lectura abierta,
todas con parametros convencionales por defecto, donde la secuencia de consulta se filtra para regiones de baja
complejidad por defecto (descrito en Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. y
Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs."
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402); (2) una alineacion BLAST 2 (usando los parametros descritos a continuacion): (3)
y/o PSI-BLAST con los parametros convencionales por defecto (BLAST con iteracion especifica de posicion). Se
aprecia que debido a algunas diferencias en los parametros convencionales entre BLAST 2.0 Basic BLAST y BLAST
2, podrian reconocerse dos secuencias especificas como teniendo homologia significativa usando el programa
BLAST 2, mientras que una busqueda realizada en BLAST 2.0 Basic BLAST usando una de las secuencias como
secuencia de consulta puede no identificar la segunda secuencia en las maximas coincidencias. Ademas, PSI-
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BLAST proporciona una version automatizada, facil de usar de una busqueda "de perfil", que es un modo sensible
de buscar homologos de secuencia. El programa primero realiza una busqueda en base de datos BLAST con
huecos. El programa PSI-BLAST usa la informacién de cualquier alineacioén significativa devuelta para construir una
matriz de valores especifica de posicién, que remplaza la secuencia de consulta por la siguiente ronda de busqueda
en base de datos. Por lo tanto, debe entenderse que el porcentaje de identidad puede determinarse usando uno
cualquiera de estos programas.

Pueden alinearse dos secuencias especificas entre si usando la secuencia BLAST 2 como se describe en Tatusova
and Madden, (1999), "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences”, FEMS
Microbiol Lett. 174:247-250. La alineacién de secuencia BLAST 2 se realiza en blastp o blastn usando el algoritmo
BLAST 2.0 para realizar una busqueda BLAST con huecos (BLAST 2.0) entre las dos secuencias que permita la
introduccion de huecos (deleciones e inserciones) en la alineacion resultante. Para propésitos de claridad en este
documento, se realiza una alineacién de secuencia BLAST 2 usando los siguientes parametros convencionales por
defecto.

Para blastn, usando matriz 0 BLOSUMG62:

Recompensa por coincidencia = 1

Penalizacién por desapareamiento = -2

Penalizaciones por abertura de hueco (5) y extension de hueco (2)

Filtro (activo) de tamafio de palabra (11) esperado (10) con x_disminucién de hueco (50).

Para blastp, usando matriz 0 BLOSUM62:

Penalizaciones por abertura de hueco (11) y extension de hueco (1)
Filtro (activo) de tamafio de palabra (3) esperado (10) con x_disminucién de hueco (50).

En otra realizacion de la invencién, una secuencia de aminoacidos que tiene la actividad biolégica de al menos un
dominio de un sistema PUFA PKS de la presente invencion incluye una secuencia de aminoacidos que es
suficientemente similar a una proteina o polipéptido de PUFA PKS de origen natural, que es una secuencia de acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos capaz de hibridar en condiciones de rigurosidad moderada, alta o
muy alta (descritas a continuacién) a (es decir, con) una molécula de acido nucleico que codifica la proteina o
polipéptido de PUFA PKS de origen natural (es decir, al complemento de la hebra de acido nucleico que codifica la
proteina o polipéptido de PUFA PKS de origen natural). Una secuencia de aminoacidos que tiene la actividad
bioldgica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS de la presente invencién esta codificada por una
secuencia de acido nucleico que hibrida en condiciones de rigurosidad moderada, alta o muy alta con el
complemento de una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que comprende una secuencia de
amino acidos representada por la SEC ID N° 2.

Los métodos para deducir una secuencia complementaria son conocidos para los expertos en la materia. Debe
apreciarse que como las tecnologias de secuenciacion de aminoacidos y secuenciacion de acidos nucleicos no
estan completamente libres de errores, las secuencias presentadas en este documento, en el mejor de los casos,
representan secuencias evidentes de dominios y proteinas de PUFA PKS de la presente invencion.

Como se usa en este documento, las condiciones de hibridacién se refieren a condiciones convencionales de
hibridacién en las que se usan moléculas de acido nucleico para identificar moléculas similares de acido nucleico.
Dichas condiciones convencionales se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Labs Press, 1989. Sambrook et al., ibid., se incorpora por referencia en este documento
en su totalidad (véase especificamente, las paginas 9.31-9.62). Ademas, se describen férmulas para calcular las
condiciones apropiadas de hibridacién y lavado para conseguir hibridacién que permita grados variables de
desapareamiento de nucleoétidos se describen, por ejemplo, en Meinkoth et al., 1984, Anal. Biochem. 138, 267-284.

Mas particularmente, condiciones de hibridacion y lavado de rigurosidad moderada, como se menciona en este
documento, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acido nucleico que tengan al
menos aproximadamente un 70 % de identidad de secuencia de acido nucleico con la molécula de acido nucleico
gue se estaba usando para sondear en la reaccion de hibridacion (es decir, condiciones que permiten
aproximadamente un 30 % o menos de desapareamiento de nucleétidos. Condiciones de hibridacién y lavado de
rigurosidad alta, como se menciona en este documento, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de
moléculas de acido nucleico que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia de acido
nucleico con la molécula de acido nucleico que se esta usando para sondear en la reaccion de hibridacion (es decir,
condiciones que permiten aproximadamente un 20 % o menos de desapareamiento de nucleétidos). Condiciones de
hibridacién y lavado de rigurosidad muy alta, como se menciona en este documento, se refiere a condiciones que
permiten el aislamiento de moléculas de acido nucleico que tienen al menos aproximadamente un 90 % de identidad
de secuencia de acido nucleico con la molécula de acido nucleico que se esta usando para sondear en la reaccién
de hibridacion (es decir, condiciones que permiten aproximadamente un 10 % o menos de desapareamiento de
nucleétidos). Como se ha analizado anteriormente, un experto en la materia puede usar las férmulas en Meinkoth et
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al., ibid para calcular las condiciones apropiadas de hibridacion y lavado para conseguir estos niveles particulares de
desapareamiento de nucleétidos. Dichas condiciones variaran, dependiendo de si se estan formando hibridos
ADN:ARN o ADN:ADN. Las temperaturas de fusion calculadas para hibridos de ADN:ADN son 10 °C menores que
para hibridos de ADN:ARN. En realizaciones particulares, las condiciones de hibridacién rigurosas para hibridos de
ADN:ADN incluyen hibridacion a una fuerza ionica de SSC 6X (Na' 0,9 M) a una temperatura entre
aproximadamente 20 °C y aproximadamente 35 °C (rigurosidad mas baja), mas preferiblemente, entre
aproximadamente 28 °C y aproximadamente 40 °C (mas riguroso), e incluso mas preferiblemente, entre
aproximadamente 35 °C y aproximadamente 45 °C (incluso mas riguroso), con condiciones apropiadas de lavado.
En realizaciones particulares, las condiciones de hibridacion rigurosas para hibridos de ADN:ARN incluyen
hibridacion a una fuerza i6nica de SSC 6X (Na* 0,9 M) a una temperatura entre aproximadamente 30 °C centigrados
y aproximadamente 45 °C, mas preferiblemente, entre aproximadamente 38 °C y aproximadamente 50 °C, e incluso
mas preferiblemente, entre aproximadamente 45 °C y aproximadamente 55 °C, con condiciones de lavado
igualmente rigurosas. Estos valores se basan en calculos de una temperatura de fusién para moléculas mayores de
aproximadamente 100 nucledtidos, formamida al 0 % y un contenido de G + C de aproximadamente del 40 %. Como
alternativa, la Ty puede calcularse de forma empirica como se expone en Sambrook et al., supra, paginas 9.31 to
9.62. En general, las condiciones de lavado deben ser tan rigurosas como sea posible y deben ser apropiadas para
las condiciones elegidas de hibridacién. Por ejemplo, las condiciones de hibridacién pueden incluir una combinacion
de condiciones salinas y de temperatura que son aproximadamente 20-25 °C inferiores a la Tn calculada de un
hibrido particular, y las condiciones de lavado tipicamente incluyen una combinacién de condiciones salinas y de
temperatura que son aproximadamente 12-20 °C inferiores a la Tr calculada del hibrido particular. Un ejemplo de
condiciones de hibridacion adecuadas para su uso con hibridos de ADN:ADN incluyen una hibridacion de 2-24 horas
en SSC 6X (formamida al 50 %) a aproximadamente 42 °C, seguida por etapas de lavado que incluyen uno o mas
lavado a temperatura ambiente en SSC 2X, seguidos por lavados adicionales a temperaturas mayores o inferiores
fuerzas iénicas (por ejemplo, al menos un lavado como aproximadamente 37 °C en SSC aproximadamente 0,1X-
0,5X, seguido por al menos un lavado a aproximadamente 68 °C en SSC aproximadamente 0,1X-0,5X).

Otra realizacion de la presente invencion incluye una molécula de acido nucleico recombinante que comprende un
vector recombinante y una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacidos que tiene una actividad bioldgica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS
de acuerdo con la invencién. Dichas secuencias de acido nucleico se han descrito en detalle anteriormente. De
acuerdo con la presente invencion, un vector recombinante es una molécula de acido nucleico modificada por
ingenieria (es decir, producida de forma artificial) que se usa como herramienta para manipular una secuencia de
acido nucleico de eleccion y para introducir dicha secuencia de acido nucleico en una célula hospedadora. El vector
recombinante por lo tanto es adecuado para su uso en clonacién, secuenciacion, y/o manipulacién de otro modo de
la secuencia de acido nucleico de eleccién, tal como mediante la expresion y/o suministro de la secuencia de acido
nucleico de elecciéon en una célula hospedadora para formar una célula recombinante. Dicho vector tipicamente
contiene secuencias heter6logas de acido nucleico, es decir secuencias de acido nucleico que no se encuentran de
forma natural adyacentes a la secuencia de acido nucleico a clonar o suministrar, aunque el vector también puede
contener secuencias reguladoras de acido nucleico (por ejemplo, promotores, regiones no traducidas) que se
encuentran de forma natural adyacentes a moléculas de acido nucleico de la presente invencién o que son Utiles
para la expresion de las moléculas de acido nucleico de la presente invencién (analizadas en detalle a continuacion).
El vector puede ser ARN o ADN, procariota 0 eucariota, y tipicamente es un plasmido. El vector puede mantenerse
como un elemento extracromosomico (por ejemplo, un plasmido) o puede integrarse en el cromosoma de un
organismo recombinante (por ejemplo, un microbio o una planta). El vector completo puede permanecer en su sitio
dentro de una célula hospedadora, o en ciertas condiciones, el ADN plasmidico puede delecionarse, dejando detras
la molécula de acido nucleico de la presente invencion. La molécula de acido nucleico integrada puede estar bajo el
control del promotor cromosémico, bajo el control del promotor nativo o plasmidico, o bajo una combinacién de
varios controles de promotor. Pueden integrarse una o multiples copias de la molécula de &cido nucleico en el
cromosoma. Un vector recombinante de la presente invencién puede contener al menos un marcador de seleccion.

En una realizacion, un vector recombinante usado en una molécula de acido nucleico recombinante de la presente
invencion es un vector de expresion. Como se usa en este documento, la expresién "vector de expresion" se usa
para hacer referencia a un vector que es adecuado para la produccion de un producto codificado (por ejemplo, una
proteina de interés). En esta realizacién, una secuencia de acido nucleico que codifica el producto a producir (por
ejemplo, un dominio de PUFA PKS) se inserta en el vector recombinante para producir una molécula de acido
nucleico recombinante. La secuencia de acido nucleico que codifica la proteina a producir se inserta en el vector de
un modo que une de forma funcional la secuencia de acido nucleico a secuencias reguladoras en el vector, lo que
posibilita la transcripciéon y traduccién de la secuencia de &cido nucleico dentro de la célula hospedadora
recombinante.

En otra realizacién, un vector recombinante usado en una molécula de acido nucleico recombinante de la presente
invencion es un vector de direccionamiento. Como se usa en este documento, la expresiéon "vector de
direccionamiento” se usa para hacer referencia a un vector que se usa para suministrar una molécula de acido
nucleico particular en una célula hospedadora recombinante, donde la molécula de acido nucleico se usa para
delecionar o inactivar un gen endégeno dentro de la célula o microorganismo hospedador (es decir, se usa para
alteracion génica dirigida o tecnologia knock-out). Dicho vector también puede conocerse en la técnica como vector
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"knock-out". En un aspecto de esta realizacién, una parte del vector, pero mas tipicamente la molécula de acido
nucleico insertada en el vector (es decir, el inserto), tiene una secuencia de acido nucleico que es homoéloga a una
secuencia de acido nucleico de un gen diana en la célula hospedadora (es decir, un gen que es una diana para
delecionarse o inactivarse). La secuencia de acido nucleico del inserto del vector se disefia para unirse al gen diana
de modo que el gen diana y su inserto experimenten recombinaciéon homoéloga, mediante lo cual el gen diana
enddgeno se deleciona, se inactiva o atenta (es decir, por al menos una parte del gen diana endégeno que se esta
mutando o delecionando).

Tipicamente, una molécula de acido nucleico recombinante incluye al menos una molécula de acido nucleico de la
presente invencién unida de forma funcional a una o mas secuencias de control de la transcripcién. Como se usa en
este documento, la expresién "molécula recombinante” o "molécula de acido nucleico recombinante” se refiere
principalmente a una molécula de acido nucleico o secuencia de acido nucleico unida de forma funcional a una
secuencia de control de la transcripcién, pero puede usarse de forma intercambiable con la expresion "molécula de
acido nucleico", cuando dicha molécula de acido nucleico es una molécula recombinante como se analiza en este
documento. De acuerdo con la presente invencion, la expresién "unido de forma funcional" se refiere a unir una
molécula de acido nucleico a una secuencia de control de la transcripcion de un modo tal que la molécula sea capaz
de expresarse cuando se introduce por transfeccién (es decir, transformacién, transduccién, transfeccion,
conjugacion o conduccién) en una célula hospedadora. Las secuencias de control de la transcripcién son secuencias
que controlan el inicio, elongacion, o terminacién de la transcripcidn. Las secuencias de control de la transcripcion
particularmente importantes son aquellas que controlan el inicio de la transcripcion, tales como secuencias
promotoras, potenciadoras, operadoras y represoras. Las secuencias de control de la transcripcion adecuadas
incluyen cualquier secuencia de control de la transcripcion que pueda funcionar en una célula hospedadora u
organismo en que tiene que introducirse la molécula de acido nucleico recombinante.

Las moléculas de acido nucleico recombinantes de la presente invencién también pueden contener secuencias
reguladoras adicionales, tales como secuencias reguladoras de la traduccion, origines de replicacion, y otras
secuencias reguladoras que son compatibles con la célula recombinante. En una realizacién, una molécula
recombinante de la presente invencion, incluyendo aquellas que se integran en el cromosoma de la célula
hospedadora, también contiene sefiales de secrecion (es decir, se secuencias de acido nucleico del segmento
sefial) para posibilitar que una proteina expresada se secrete desde la célula que produce la proteina. Los
segmentos sefial adecuados incluyen un segmento sefial que esta asociado de forma natural con la proteina a
expresar o cualquier segmento sefial heterdlogo capaz de dirigir la secrecién de la proteina de acuerdo con la
presente invencion. En otra realizacidon, una molécula recombinante de la presente invencion comprende una
secuencia lider para posibilitar que una proteina expresada se suministre e inserte en la membrana de una célula
hospedadora. Las secuencias lider adecuadas incluyen una secuencia lider que esta asociada de forma natural con
la proteina, o cualquier secuencia lider heteréloga capaz de dirigir el suministro e insercion de la proteina a la
membrana de una célula.

Los presentes inventores han descubierto que las Orf A y B de PUFA PKS de Schizochytrium estan estrechamente
vinculadas en el genoma y se a secuenciado la region entre las Orf. Las Orf estan orientadas en direcciones
opuestas y 4244 pares de bases separan los codones de inicio (ATG) (es decir, estan dispuestas del siguiente
modo: 3'OrfA5' - 4244 pb - 5'0rfB3"). El examen de la regién intergénica de 4244 pb no revelé ninguna Orf obvia (no
se encontraron coincidencias significativas en una busqueda BlastX). Ambas Orf A y B se expresan altamente en
Schizochytrium, al menos durante el tiempo de produccion de aceite, lo que implica que los elementos promotores
activos estan incluidos en esta region intergénica. Se cree que estos elementos genéticos tienen utilidad como
secuencia promotora bidireccional para aplicaciones transgénicas. Por ejemplo, en una realizacién preferida, podria
clonarse esta region, colocar cualquier gen de interés en cada extremo e introducir la construccién en
Schizochytrium (o algun otro hospedador en que los promotores puedan mostrar que funcionan). Se predice que los
elementos reguladores, en las condiciones apropiadas, proporcionarian un alto nivel de expresion coordinado de los
dos genes introducidos. La secuencia completa de nucleotidos para la regién reguladora que contiene elementos
reguladores de PUFA PKS de Schizochytrium (por ejemplo, un promotor) estan representados en este documento
como SEC ID N° 36.

De un modo similar, la OrfC se expresa altamente en Schizochytrium durante el tiempo de produccion de aceite y se
espera que los elementos reguladores residan en la regidon cadena arriba de su codoén de inicio. Una region de ADN
gendmico cadena arriba de OrfC se ha clonado y secuenciado y esta representada en este documento como (SEC
ID N° 37). Esta secuencia contiene los 3886 nt inmediatamente cadena arriba del cod6n de inicio de OrfC. El
examen de esta region no revelé ninguna Orf obvia (es decir, no se encontraron coincidencias significativa en una
busqueda BlastX). Se cree que los elementos reguladores contenidos en esta regién, en las condiciones apropiadas,
proporcionaran expresion de alto nivel de un gen colocado detras de ellos. Adicionalmente, en las condiciones
apropiadas, el nivel de expresion puede coordinarse con genes bajo el control de la regién intergénica A-B (SEC ID
N° 36).

Por lo tanto, en una realizacién, una molécula de acido nucleico recombinante Util en la presente invencién, como se
describe en este documento, puede incluir una regién reguladora de PUFA PKS contenida en la SEC ID N° 36 y/o
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SEC ID N° 37. Dicha regién reguladora puede incluir cualquier parte (fragmento) de la SEC ID N° 36 y/o SEC ID N°
37 que tiene al menos actividad transcripcional basal de PUFA PKS.

Una o mas moléculas recombinantes de la presente invencion pueden usarse para producir un producto codificado
(por ejemplo, un dominio, proteina, o sistema PUFA PKS) de la presente invencion. En una realizacién, un producto
codificado se produce expresando una molécula de acido nucleico como se describe en este documento en
condiciones eficaces para producir la proteina. Un método preferido para producir una proteina codificada es
transfectar una célula hospedadora con una o mas moléculas recombinantes para formar una célula recombinante.
Las células hospedadoras adecuadas a transfectar incluyen, aunque sin limitacién, cualquier célula bacteriana,
fungica (por ejemplo, levadura), de insecto, vegetal o animal que pueda transfectarse. Las células hospedadoras
pueden ser células sin transfectar o células que ya se han transfectado con al menos otra molécula de acido
nucleico recombinante.

De acuerdo con la presente invencion, el término "transfeccion" se usa para hacer referencia a cualquier método por
el cual puede insertarse una molécula exdégena de acido nucleico "es decir, una molécula de acido nucleico
recombinante) en una célula. El término "transformacion" puede usarse de forma intercambiable con el término
"transfeccion" cuando dicho término se usa para hacer referencia a la introduccion de moléculas de acido nucleico
en células microbianas, tales como algas, bacterias y levaduras. En sistemas microbianos, el término
"transformacion” se usa para describir un cambio hereditario debido a la adquisicion de acidos nucleicos exdégenos
por el microorganismo y es esencialmente sinénimo al término "transfeccién”. Sin embargo, en células animales, la
transformacion ha adquirido un segundo significado que puede hacer referencia a cambios en las propiedades de
crecimiento de las células en cultivo después de que se conviertan en cancerosas, por ejemplo. Por lo tanto, para
evitar confusiones, el término "transfeccion" se usa preferiblemente con respecto a la introduccion de acidos
nucleicos exégenos en células animales, y el término "transfecciéon” se usara en este documento para abarcar en
lineas generales transfeccion de células animales, células vegetales y transformacién de células microbianas, en la
medida en que los términos pertenecen a la introduccién de acidos nucleicos exdgenos en una célula. Por lo tanto,
las técnicas de transfeccion incluyen, aunque sin limitacion, transformacién, bombardeo de particulas,
electroporacion, microinyeccion, lipofeccién, adsorcion, infeccién y fusiéon de protoplastos.

Los expertos en la materia apreciaran que el uso de tecnologias de ADN recombinante puede mejorar el control de
la expresion de moléculas de acido nucleico transfectadas manipulando, por ejemplo, la cantidad de copias de las
moléculas de acido nucleico dentro de la célula hospedadora, la eficacia con se transcriben esas moléculas de acido
nucleico, la eficacia con que se traducen los transcritos resultantes, y la eficacia de modificaciones post-
traduccionales. Adicionalmente, la secuencia promotora podria modificarse por ingenieria genética para mejorar el
nivel de expresién en comparaciéon con el promotor nativo. Las técnicas recombinantes (tiles para controlar la
expresion de moléculas de acido nucleico incluyen, aunque sin limitacién, integracion de las moléculas de acido
nucleico en uno o mas cromosomas de la célula hospedadora, la adicion de secuencias de estabilidad del vector a
los plasmidos, sustituciones o modificaciones de las sefiales de control de la transcripcién (por ejemplo, promotores,
operadores, potenciadores), sustituciones o modificaciones de las sefiales de control de la traduccion (por ejemplo,
sitios de unién al ribosoma, secuencias de Shine-Dalgarno), modificacién de moléculas de acido nucleico para que
correspondan al uso de codones de la célula hospedadora, y delecién de secuencias que desestabilizan los
transcritos.

El andlisis general anterior con respecto a moléculas de acido nucleico recombinantes y transfeccion de células
hospedadoras pretende tener aplicacion a cualquier molécula de acido nucleico recombinante analizada en este
documento, incluyendo aquellas que codifican cualquier secuencia de aminoacidos que tenga una actividad
biolégica de al menos un dominio de una PUFA PKS, aquellas que codifican secuencias de aminoacidos de otros
sistemas PKS, y aquellas que codifican otras proteinas o dominios.

Describimos el uso de un nuevo método para identificar un microorganismo que tenga un sistema PUFA PKS que
sea homdlogo en estructura, organizacién de dominios y/o funcién a un sistema PUFA PKS de Schizochytrium. El
microorganismo puede ser un microorganismo no bacteriano, y el microorganismo identificado por este método
puede ser un microorganismo eucariota. Ademas, describimos los microorganismos identificados por dicho método y
la invencion se refiere al uso de estos microorganismos y el sistema PUFA PKS de estos microorganismos en las
diversas aplicaciones para un sistema PUFA PKS (por ejemplo, organismos modificados genéticamente y métodos
para producir moléculas bioactivas). El método de seleccidon Unico descrito y demostrado en este documento
posibilita la rapida identificacion de nuevas cepas microbianas que contienen un sistema PUFA PKS homologo al
sistema PUFA PKS de Schizochytrium de la presente invencion. Los solicitantes han usado este método para
descubrir y describir en este documento que un microorganismo Thraustochytrium contiene un sistema PUFA PKS
gue es homologo al encontrado en Schizochytrium. Este descubrimiento se describe en detalle en el Ejemplo 2 a
continuacion.

Los organismos microbianos con un sistema PUFA PKS similar al encontrado en Schizochytrium, tal como el
microorganismo Thraustochytrium descubierto por los presentes inventores y descrito en el Ejemplo 2, puede
identificarse/aislarse/seleccionarse facilmente por los siguientes métodos usados por separado o en cualquier
combinacion de estos métodos.
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En general, el método para identificar un microorganismo no bacteriano que tiene un sistema de acido graso
poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS) incluye una primera etapa de (a) seleccionar un microorganismo que
produce al menos un PUFA; y una segunda etapa de (b) identificar un microorganismo de (a) que tiene una
capacidad de producir PUFA aumentados en condiciones de oxigenos disuelto de menos de aproximadamente el 5
% de saturacion en el medio de fermentacidon, en comparacion con la produccion de PUFA mediante dicho
organismo en condiciones de oxigeno disuelto de méas del 5 % de saturaciéon, mas preferiblemente 10 % de
saturacion, mas preferiblemente mas del 15 % de saturacion y mas preferiblemente mas del 20 % de saturacién en
el medio de fermentacién. Un microorganismo que produce al menos un PUFA y tiene una capacidad de producir
PUFA aumentados en condiciones de oxigeno disuelto de menos de aproximadamente el 5 % de saturacién se
identifica como candidato para contener un sistema PUFA PKS. Posterior a la identificacion de un microorganismo
qgue es un fuerte candidato para que contenga un sistema PUFA PKS, el método puede incluir una etapa adicional
(c) de detectar si el organismo identificado en la etapa (b) comprende un sistema PUFA PKS.

La etapa (b) puede realizarse cultivando el microorganismo seleccionado para el proceso de deteccion en
condiciones de bajo oxigeno/anéxicas y condiciones aerébicas y, ademas de medir el contenido de PUFA en el
organismo, se determina el perfil de acidos grasos, asi como el contenido de grasas. Comparando los resultados en
las condiciones de bajo oxigeno/andxicas con los resultados en condiciones aer6bicas, el método proporciona un
fuerte indicio de si el microorganismo de ensayo contiene un sistema PUFA PKS de la presente invencion. Esta
realizacion se describe en detalle a continuacion.

Inicialmente, las cepas microbianas a examinar para la presencia de un sistema PUFA PKS se cultivan en
condiciones aerobicas, para inducir la produccién de una gran cantidad de células (biomasa bacteriana). Como un
elemento del proceso de identificacion, estas células después se colocan en condiciones de cultivo de bajo oxigeno
0 anoxicas (por ejemplo, oxigeno disuelto de menos de aproximadamente el 5 % de saturacién, mas preferiblemente
menos de aproximadamente el 2 %, incluso mas preferiblemente menos de aproximadamente el 1 %, y mucho mas
preferiblemente oxigeno disuelto de aproximadamente el 0 % de saturacion en el medio de cultivo) y se dejaron
crecer durante aproximadamente otras 24-72 horas. En este proceso, los microorganismos deben cultivarse a una
temperatura mayor de aproximadamente 15 °C, y mas preferiblemente mayor de aproximadamente 20 °C, e incluso
mas preferiblemente mayor de aproximadamente 25 °C, e incluso mas preferiblemente mayor de 30 °C. El entorno
de cultivo bajo o anoxico puede mantenerse facilmente en camaras de cultivo capaces de inducir este tipo de
entorno atmosférico en la camara (y por tanto en los cultivos) o cultivando las células de un modo que induzca el
entorno de bajo oxigeno directamente en el propio matraz/recipiente de cultivo.

En un método de cultivo, los microbios pueden cultivarse en matraces de agitacion que, en lugar de contener
normalmente una pequefia cantidad de medio de cultivo - menos de aproximadamente el 50 % de la capacidad total
y habitualmente menos de aproximadamente el 25 % de la capacidad total - para mantener el medio aireado segun
se agita en una mesa oscilatoria, se llenan en su lugar hasta mas de aproximadamente el 50 % de su capacidad, y
mas preferiblemente mas del aproximadamente el 60 %, y mucho mas preferiblemente mas de aproximadamente el
75 % de su capacidad con medio de cultivo. La alta carga del matraz de agitacion con medio de cultivo evita que se
mezcle muy bien en el matraz cuando se coloca en una mesa oscilatoria, evitando la difusién de oxigeno en el
cultivo. Por lo tanto, segun crecen los microbios, usan el oxigeno existente en el medio y naturalmente crean un
entorno bajo o ausente en oxigeno en el matraz de agitacion.

Después del periodo de cultivo, las células se recogen y analizan para el contenido de compuestos bioactivos de
interés (por ejemplo, lipidos), pero mas particularmente, para compuestos que contengan dos o mas enlaces
insaturados, y mas preferiblemente tres o méas dobles enlaces, e incluso mas preferiblemente cuatro o mas dobles
enlaces. Para lipidos, estas cepas que poseen dichos compuestos de mas de aproximadamente el 5 %, y mas
preferiblemente mas de aproximadamente el 10 %, y mas preferiblemente mas de aproximadamente el 15 %, e
incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente el 20 % del peso seco del microorganismo se identifican
como que contienen de forma predecible un nuevo sistema PKS del tipo descrito anteriormente. Para otros
compuestos bioactivos, tales como antibidticos 0 compuestos que se sintetizan en cantidades mas pequefas, esas
cepas que poseen dichos compuestos a mas de aproximadamente el 0,5 %, y mas preferiblemente mas de
aproximadamente el 0,1 %, y mas preferiblemente méas de aproximadamente el 0,25 %, y mas preferiblemente mas
de aproximadamente el 0,5 %, y mas preferiblemente mas de aproximadamente el 0,75 %, y mas preferiblemente
mas de aproximadamente el 1 %, y mas preferiblemente mas de aproximadamente el 2,5 %, y mas preferiblemente
mas de aproximadamente el 5 % del peso seco del microorganismo se identifican como que contienen de forma
predecible un nuevo sistema PKS del tipo descrito anteriormente.

Como alternativa, o junto con este método, pueden identificarse cepas microbianas potenciales que contienen
nuevos sistemas PUFA PKS como se describe en este documento examinando el perfil de acidos grasos de la cepa
(obtenida por cultivo del organismo o a través de fuentes publicadas u otras fuentes facilmente disponibles). Si el
microbio contiene mas de aproximadamente el 30 %, y mas preferiblemente mas de aproximadamente el 40 %, y
mas preferiblemente mas de aproximadamente el 45 %, e incluso y mas preferiblemente méas de aproximadamente
el 50 %, de sus acidos grados totales como C14:0, C16:0 y/o C16:1, aunque produciendo también al menos un acido
graso de cadena larga con tres 0 mas enlaces insaturados, y mas preferiblemente 4 o mas dobles enlaces, y mas
preferiblemente 5 o méas dobles enlaces, e incluso mas preferiblemente 6 o0 mas dobles enlaces, entonces esta cepa

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 562766 T3

microbiana se identifica como un candidato probable a poseer un nuevo sistema PUFA PKS del tipo descrito en esta
invencion. La seleccion de este organismo en las condiciones de bajo oxigeno descritas anteriormente, y la
confirmacion de la produccion de moléculas bioactivas que contienen dos 0 méas enlaces insaturados sugeriria la
existencia de un nuevo sistema PUFA PKS en el organismo, que podria confirmase adicionalmente por analisis del
genoma de los microbios.

El éxito de este método también puede potenciarse seleccionando cepas eucariotas que se sabe que contienen
acidos grasos C17:0 y 0 C17:1 (junto con los grandes porcentajes de acidos grasos C14:0, C16:0 y C16:1 descritos
anteriormente) - porque los acidos grados C17:0 y C17:1 son marcadores potenciales para un sistema de
produccién de acidos grasos basado o influenciado por bacterias (procariotas). Otro marcador para identificar cepas
gue contienen nuevos sistemas PUFA PKS es la produccién de perfiles simples de acidos grasos por el organismo.
De acuerdo con la presente invencién, un "perfil simple de acidos grasos" se define como 8 o menos acidos grasos
gue se producen por la cepa a niveles mayores del 10 % de los acidos grasos totales.

El uso de cualquiera de estos métodos o marcadores (individualmente o preferiblemente en combinacién)
posibilitaria a un experto en la materia identificar facilmente cepas microbianas con alta prediccion de contener un
nuevo sistema PUFA PKS del tipo descrito en esta invencion.

Combinando muchos de los métodos y marcadores descritos anteriormente, se ha desarrollado un nuevo filtro
biorracional (usando cultivos en matraz de agitacion) para detectar microorganismos que contienen sistemas PKS
productores de PUFA. Este sistema de seleccion se realiza del siguiente modo:

Una parte de un cultivo de la cepa/microorganismo a ensayar se coloca en matraz de agitacion con separadores de
250 ml con 500 ml de medio de cultivo (tratamiento aerobico), y otra parte de cultivo de la misma cepa se coloca en
un matraz de agitacion sin separadores de 250 ml con 250 ml de medio de cultivo (tratamiento anéxico/de bajo
oxigeno). Pueden emplearse diversos medios de cultivo dependiente del tipo y cepa de microorganismo que se esta
evaluando. Ambos matraces se colocan en una mesa oscilatoria a 200 rpm. Después de 48-72 horas de tiempo de
cultivo, los cultivos se recogen por centrifugacion y las células se analizan para el contenido de éster metilico de
acido graso mediante cromatografia de gases para determinar los siguientes datos para cada cultivo: (1) perfil de
acidos grasos; (2) contenido de PUFA; y (3) contenido de grasas (aproximadamente como cantidad total de acidos
grasos/peso seco de la célula).

Estos datos después se analizan haciendo las siguientes cinco preguntas (Si/No):

Comparacion de los datos del matraz de bajo O,/andxico con los datos del matraz aerdbico:

(1) ¢El DHA (u otro contenido de PUFA) (como % FAME (ésteres metilicos de acido graso)) permanece
aproximadamente igual o preferiblemente aumentado en el cultivo de bajo oxigeno en comparacion con el cultivo
aerobico?

(2) ¢Es C14:0 + C16:0 + C16:1 mayor de aproximadamente el 40 % de TFA en el cultivo andxico?

(3) ¢Existen muy pocos (<1 % como FAME) o ningun precursor (C18:3n-3 + C18:2n-6+C18:3n-6) para la ruta
convencional de elongasa/desaturasa dependiente de oxigeno en el cultivo andxico?

(4) ¢ Aumento el contenido de grasas (como cantidad total de acidos grasos/peso seco de la célula) en el cultivo de
bajo oxigeno en comparacion con el cultivo aerébico?

(5) ¢Aumenté DHA (u otro contenido de PUFA) como % de peso seco de la célula en el cultivo de bajo oxigeno en
comparacion con el cultivo aerébico?

Si las tres primeras preguntas se responden si, esta es un buen indicio de que la cepa contiene un sistema genético
PKS para fabricar PUFA de cadena larga. Cuantas mas preguntas se contesten si (preferiblemente las tres primeras
peguntas deben contestarse si), mas fuerte es el indicio de que la cepa contiene dicho sistema genético PKS. Si las
cinco preguntas se contestan si, entonces hay un indicio muy fuerte de que la cepa contiene un sistema genético
PKS para fabricar PUFA de cadena larga. La ausencia de 18:3n-3/18:2n-6/18:3n-6 indicaria que las condiciones de
bajo oxigeno habrian inactivado o inhibido la ruta convencional para la sintesis de PUFA. Un acido graso alto
14:0/16:0/16:1 es un indicador preliminar de un perfil de sintesis de acidos grasos influenciado de forma bacteriana
(la presencia de C17:0 y 17:1 también es un indicador de esto) y de un perfil simple de acidos grasos. La sintesis
aumentada de PUFA y la sintesis de grasas que contienen PUFA en las condiciones de bajo oxigeno son
directamente indicativas de un sistema PUFA PKS, ya que este sistema no requiere oxigeno para fabricar acidos
grasos altamente insaturados.

Finalmente, en el método de identificacion, una vez identificado un fuerte candidato, el microbio se selecciona
preferiblemente para detectar si el microbio contiene o no un sistema PUFA PKS. Por ejemplo, puede seleccionarse
el genoma del microbio para detectar la presencia de una o mas secuencias de acido nucleico que codifiquen un
dominio de un sistema PUFA PKS como se describe en este documento. Preferiblemente, esta etapa de deteccién
incluye un método adecuado de deteccion de acido nucleico, tal como hibridacién, amplificacion y/o secuenciacion
de una o mas secuencias de &cido nucleico en el microbio de interés. Las sondas y/o cebadores usados en los
métodos de deteccion pueden derivarse de cualquier sistema PUFA PKS conocido, incluyendo los sistemas PUFA
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PKS de bacterias marinas descritos en la patente de Estados Unidos n.° 6.140.486 o los sistemas PUFA PKS de
traustoquitridio descritos en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899 y en este documento. Una vez se
han identificado nuevos sistemas PUFA PKS, también puede usarse el material genético de estos sistemas para
detectar nuevos sistemas PUFA PKS adicionales. Los métodos de hibridacion, amplificacién y secuenciacion de
acidos nucleicos con el fin de identificar y detectar una secuencia son bien conocidos en la técnica. Usando estos
métodos de deteccién, puede evaluarse la homologia de secuencia y estructura de dominios, (por ejemplo, la
presencia, cantidad y/o disposicion de diversos dominios funcional de PUFA PKS) y compararse con los sistemas
PUFA PKS conocidos descritos en este documento.

Puede identificarse un sistema PUFA PKS usando ensayos bioldgicos. Por ejemplo, en la solicitud de Estados
Unidos n.° de serie 09/231.899, Ejemplo 7, se describen los resultados de un experimento clave usando un inhibidor
bien conocido de algunos tipos de sistemas de sintesis de acidos grasos, es decir, tiolactomicina. Los inventores
demostraron que la sintesis de PUFA en células completas de Schizochytrium podria bloguearse especificamente
sin bloguear la sintesis de acidos grasos saturados de cadena corta. El significado de ese resultado es el siguiente:
los inventores conocian a partir del analisis de las secuencias de ADNc de Schizochytrium que esta presente un
sistema de acido grado sintasa Tipo | en Schizochytrium. Se sabia que la tiolactomicina no inhibe sistemas FAS Tipo
I, y esto es coherente con los datos de los inventores - es decir, la produccion de los acidos grasos saturados
(principalmente C 14:0 y C16:0 en Schizochytrium) no se inhibia por el tratamiento con tiolactomicina. No hay
indicaciones en la bibliografia o en los propios datos de los inventores de que la tiolactomicina tengan ningin
inhibidor sobre la elongacion de acidos grasos C14:0 o C16:0 o su desaturacion (es decir, la conversion de acidos
grasos saturados de cadena corta, en PUFA mediante la ruta clasica). Por lo tanto, el hecho de que la produccion de
PUFA en Schizochytrium se bloqueara por tiolactomicina indica fuertemente que la ruta clasica de sintesis de PUFA
no producen los PUFA en + Schizochytrium, sino que en su lugar esta implicada una ruta diferente de sintesis.
Ademas, se habia determinado previamente que el sistema PUFA PKS de Shewanella se inhibe por tiolactomicina
(obsérvese que el sistema PUFA PKS de la presente invencién tiene elementos de sistemas tanto Tipo | como Tipo
I), y se sabia que la tiolactomicina es un inhibidor de los sistemas FAS Tipo Il (tal como el encontrado en E. coli).
Por lo tanto, este experimento indicé que Schizochytrium producia PUFA como resultado de una ruta que no implica
FAST Tipo I. Podria usarse un fundamento y etapa de deteccion similares para detectar un sistema PUFA PKS en
un microbio identificado usando el nuevo método de seleccién descrito en este documento.

Ademas, el Ejemplo 3 muestra datos bioquimicos adicionales que proporcionan evidencias de que no se producen
PUFA en Schizochytrium mediante la ruta clasica (es decir, no se observa cinética de producto precursor entre
C16:0 y DHA en células completas y, puede separarse la sintesis de PUFA in vitro de la fraccion de membrana -
todas las acido graso desaturasas de la ruta clasica de sintesis de PUFA, con la excepcién de la delta 9 desaturasa
que inserta el primer doble enlace de la serie, estan asociadas con membranas celulares). Este tipo de datos
bioquimicos podria usarse para detectar actividad PUFA PKS en microbios identificados por el nuevo método de
seleccion descrito anteriormente.

Las cepas microbianas a seleccionar usando el método de seleccién/identificacion de la presente invencion se eligen
entre el grupo que consiste en: bacterias, algas, hongos, protozoos o protistas, pero muy preferiblemente entre los
microbios eucariotas que consisten en algas, hongos, protozoos y protistas. Estos microbios son preferiblemente
capaces de crecer y producir los compuestos bioactivos que contienen dos o mas enlaces insaturados a
temperaturas mayores de aproximadamente 15 °C, mas preferiblemente mayores de aproximadamente 20 °C e
incluso mas preferiblemente mayores de aproximadamente 25 °C y mucho mas preferiblemente mayores de
aproximadamente 30 °C.

Pueden identificarse nuevos sistemas PUFA PKS bacterianos en bacterias que producen PUFA a temperaturas que
exceden aproximadamente 20 °C, preferiblemente que exceden aproximadamente 25 °C e incluso mas
preferiblemente que exceden aproximadamente 30 °C. Como se ha descrito previamente en este documento, las
bacterias marinas Shewanella y Vibrio marinus, descritas en la patente de Estados Unidos n.° 6.140.486, no
producen PUFA a temperaturas mayores, lo que limita la utilidad de sistemas PUFA PKS derivados de estas
bacterias, particularmente en aplicaciones en plantas en condiciones de campo. Por lo tanto, el método de seleccion
puede usarse para identificar bacterias que tengas un sistema PUGA PKS que sea capaz de crecer y producir PUFA
a temperaturas mayores (por ejemplo, por encima de aproximadamente 20, 25 o 30 °C). Pueden afiadirse
inhibidores de crecimiento eucariota tales como nistatina (antifiingico) o cicloheximida (inhibidor de la sintesis de
proteinas eucariotas) a placas de agar usadas para cultivar/seleccionar cepas iniciales de muestras de
agua/muestras de suelo recogida de los tipos de habitats/nichos descritos a continuacién. Este proceso podria
ayudar a seleccionar el enriquecimiento de cepas bacterianas sin (0 minima) contaminacién de cepas eucariotas.
Este proceso de seleccién, en combinacion con el cultivo de las placas a elevadas temperaturas (por ejemplo 30 °C),
y después la seleccién de las cepas que producen al menos un PUFA identificaria inicialmente cepas bacterianas
candidatas con un sistema PUFA PKS que es funcional a elevadas temperaturas (en oposicién a esas cepas
bacterianas de la técnica anterior que solamente muestran produccion de PUFA a temperaturas menores de
aproximadamente 20 °C y mas preferiblemente por debajo de aproximadamente 5 °C).

Las localizaciones para la recogida de los tipos preferidos de microbios para la seleccién de un sistema PUFA PKS
de acuerdo con la presente invencion incluyen cualquiera de las siguientes: entornos de bajo oxigeno (o
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localizaciones cerca de estos tipos de entornos de bajo oxigeno incluyendo en los intestinos de animales incluyendo
invertebrados que consumen microbios o alimentos que contienen microbios (incluyendo tipos de organismos de
alimentacion por filtracion), habitats acuaticos que contienen bajo oxigeno o nada de oxigeno (incluyendo de agua
dulce, salinos y marinos), y especialmente en o cerca de entornos de bajo oxigeno (regiones) en los océanos. Las
cepas microbianas preferiblemente no serian anaerobios obligados sino que estarian adaptados a vivir en entornos
tanto aerébicos como bajos o anéxicos. Los entornos de suelo que contienen entornos tanto anaerdbicos como de
bajo oxigeno o andxicos también serian entornos excelentes para encontrar estos organismos y especialmente en
estos tipos de suelo en habitats acuaticos o habitats acuaticos temporales.

Una cepa microbiana particularmente preferida seria una cepa (seleccionada entre el grupo que consiste en algas,
hongos (incluyendo levaduras), protozoos o protistas) que, durante una parte de su ciclo vital, es capaz de consumir
células bacterianas completas (bacterivoro) por mecanismos tales como fagocitosis, capacidad fagocitica o
endocitica y/o tiene una fase de su ciclo vital en que existe como fase ameboide o protoplasto desnudo. Este método
de nutricibn aumentaria enormemente el potencial de transferencia de un sistema PKS bacteriano a una célula
eucariota si sucediera un error y la célula bacteriana (o su ADN) no se digiriera y en su lugar se incorporara de forma
funcional a la célula eucariota.

Las cepas de microbios (diferentes de los miembros de los traustoquitridios) con capacidad de bacterivoro
(especialmente por fagocitosis o endocitosis) pueden encontrarse en las siguientes clases microbianas (incluyendo
aunque sin limitacion los géneros ejemplares):

En las algas y microbios tipo algas (incluyendo estramendpilos): de la clase Euglenophyceae (por ejemplo, géneros
Euglena, y Peranema), la clase Chrysophyceae (por ejemplo, el género Ochromonas), la clase Dinobryaceae (por
ejemplo, los géneros Dinobryon, Platychrysis, y Chrysochromulina), la Dinophyceae (incluyendo los géneros
Crypthecodinium, Gymnodinium, Peridinium, Ceratium, Gyrodinium, y Oxyrrhis), la clase Cryptophyceae (por
ejemplo, los géneros Cryptomonas, y Rhodomonas), la clase Xanthophyceae (por ejemplo, el género Olisthodiscus)
(e incluyendo formas de algas en que existe una fase ameboide como en los flagelados Rhizochloridaceae, y
zoosporas/gametos de Aphanochaete pascheri, Bumilleria stigeoclonium y Vaucheria geminata), la clase
Eustigmatophyceae, y la clase Prymnesiopyceae (incluyendo los géneros Prymnesium y Diacronema).

En los estramendpilos incluyendo los: Proteromonas, Opalinas, Developayella, Diplopterys, Labirintdlidos,
Traustoquitridios, Bicosoecidas, Oomicetes, Hipoquitridiomicetes, Commation, Reticulosphaera, Pelagomonas,
Pelapococcus, Ollicola, Aureococcus, Parmales, Raphidiofitos, Synuridos, Rhizochromulinaales, Pedinellales,
Dictyochales, Chrysomeridales, Sarcinochrysidales, Hydrurales, Hibberdiales, y Chromulinales.

En los Hongos: clase Mixomicetes (forma mixameba) - moho mucilaginoso, clase Acrasieae incluyendo los 6rdenes
Acrasiceae (por ejemplo, el género Sappinia), clase Guttulinaceae (por ejemplo, los géneros Guttulinopsis, y
Guttulina), clase Dictysteliaceae (por ejemplo, los géneros Acrasis, Dictyostelium, Polysphondylium, y Coenonia), y
clase Phycomyceae incluyendo los ordenes Chytridiales, Ancylistales, Blastocladiales, Monoblepharidales,
Saprolegniales, Peronosporales, Mucorales, y Entomophthorales.

En los Protozoos: cepas de Protozoos con fases vitales con capacidad de bacterivoro (incluyendo por fagocitosis)
pueden seleccionarse entre los tipos clasificados como ciliados, flagelados o amebas. Protozoos ciliados incluyen
los grupos: Chonotriches, Colpodides, Cyrtophores, Haptorides, Karyorelictes, Oligohymenophora,
Polyhymenophora (espirotricos), Prostomes y Suctoria. Protozoos flagelados incluyen los Biosoecidas, Bodonidas,
Cercomonadas, Crisofitos (por ejemplo, los géneros Anthophysa, Chrysamoemba, Chrysosphaerella, Dendromonas,
Dinobryon, Mallomonas, Ochromonas, Paraphysomonas, Poterioochromonas, Spumella, Syncrypta, Synura, y
Uroglena), flagelados Collar, Criptéfitos (por ejemplo, los géneros Chilomonas, Cryptomonas, Cyanomonas, y
Goniomonas), Dinoflagelados, Diplomonados, Euglenoides, Heterolobosea, Pedinellidos, Pelobiontes,
Phalansteriidos, Pseudodendromonadas, Spongomonadas y Volvocales (y otros flagelados incluyendo los géneros
de flagelados no asignados de Artodiscus, Clautriavia, Helkesimastix, Kathablepharis y Multicilia). Protozoos
ameboides incluyen los grupos: Actinophryidos, Centrohelidos, Desmothoricidos, Diplophryidos, Eumamoebae,
Heterolobosea, Leptomyxidos, ameba filosa Nucleariid, Pelebiontes, amebas Testate y Vampyrellidos (e incluyendo
los géneros ameboides no asignados Gymnophrys, Biomyxa, Microcometes, Reticulomyxa, Belonocystios,
Elaeorhanis, Allelogromia, Gromia o Lieberkuhnia). Los ordenes de protozoos incluyen los siguientes:
Percolomonadeae, Heterolobosea, Lyromonadea, Pseudociliata, Trichomonadea, Hypermastigea, Heteromiteae,
Telonemea, Cyathobodonea, Ebridea, Pyytomyxea, Opalinea, Kinetomonadea, Hemimastigea, Protostelea,
Myxagastrea, Dictyostelea, Choanomonadea, Apicomonadea, Eogregarinea, Neogregarinea, Coelotrolphea,
Eucoccidea, Haemosporea, Piroplasmea, Spirotrichea, Prostomatea, Litostomatea, Phyllopharyngea, Nassophorea,
Oligohymenophorea, Colpodea, Karyorelicta, Nucleohelea, Centrohelea, Acantharea, Sticholonchea, Polycystinea,
Phaeodarea, Lobosea, Filosea, Athalamea, Monothalamea, Polythalamea, Xenophyophorea, Schizocladea, Holosea,
Entamoebea, Myxosporea, Actinomyxea, Halosporea, Paramyxea, Rhombozoa y Orthonectea.

Describimos cepas de los microorganismos enumerados anteriormente que se han recogido de uno de los habitats
preferidos enumerados anteriormente.
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Describimos microorganismos identificados usando el nuevo método de deteccion de PUFA PKS descrito
anteriormente, los genes PUFA PKS y proteinas codificados por el mismo, y el uso de dichos microorganismos y/o
de genes y proteinas de PUFA PKS (incluyendo homélogos y fragmentos de los mismos) en cualquiera de los
métodos descritos en este documento. En particular, se identificaron organismos por el método de seleccion de la
presente invencion que después se modificaron genéticamente para regular la produccion de moléculas bioactivas
por dicho sistema PUFA PKS.

La presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente activo o fragmento biolégicamente activo del mismo de un
sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS) de un microorganismo traustroquitridio. Como
se ha analizado anteriormente, los presentes inventores han usado de forma satisfactoria el método para identificar
un microorganismo no bacteriano que tenga un sistema PUFA PKS para identificar miembros adicionales del orden
Traustroquitriales que contengan un sistema PUFA PKS. La identificacion de tres de estos microorganismos se
describe en el Ejemplo 2. Especificamente, los presentes inventores han usado el método de seleccion de la
presente invencidn para identificar Thraustochytrium sp. 23B (ATCC 20892) como con alta prediccién de contener un
sistema PUFA PKS, seguido por deteccion de secuencias en el genoma de Thraustochytrium sp. 23B que hibrida
con los genes de PUFA PKS de Schizochytrium descritos en este documento. También se han identificado
Schizochytrium limacium (IFO 32693) y Ulkenia (BP-5601) como buenos candidatos para contener sistemas PUFA
PKS. En base a estos datos y a las similitudes entre miembros del orden Traustroquitriales, se cree que ahora
pueden identificarse facilmente muchos otros sistemas PUFA PKS de Traustroquitriales usando los métodos y
herramientas proporcionados por la presente invencion. Por lo tanto, los sistemas PUFA PKS de Traustroquitriales y
partes y/u homoélogos de los mismos (por ejemplo, proteinas, dominios y fragmentos de los mismos), organismos
modificados genéticamente que comprenden dichos sistemas y partes y/u homdlogos de los mismos y métodos para
usar dichos microorganismos y sistemas PUFA PKS, estan abarcados por la presente invencion.

Los avances han provocado la revision de la taxonomia de los traustroquitridios. Los tedricos taxonémicos colocan a
los traustroquitridios con las algas o protistas tipo algas. Sin embargo, a causa de la inexactitud taxonémica, seria
mejor para los propositos de la presente invencion considerar las cepas descritas en la presente invencion como
traustroquitridios  (Orden:  Traustroquitriales; Familia:  Thraustochytriaceae; Género:  Thraustochytrium,
Schizochytrium, Labyrinthuloides, o Japonochytrium). Para la presente invencion, los miembros de los labirintdlidos
se consideran incluidos en los traustroquitridios. Los cambios taxonémicos se resumen a continuacion. Las cepas de
ciertos microorganismos unicelulares descritos en este documento son miembros del orden Traustroquitriales. Los
traustroquitridios son eucariotas marinos con una historia taxondmica evolutiva. Los problemas con la colocacion
taxonomica de los traustroquitridios se han revisado por Moss (1986), Bahnweb y Jackle (1986) y Chamberlain y
Moss (1988). De acuerdo con la presente invencion, las expresiones "traustroquitridio”, "microorganismo de
Traustroquitriales" y "microorganismo del orden Traustroquitriales " pueden usarse de forma intercambiable.

Para propésitos de conveniencia, los taxbnomos colocaron en primer lugar los traustoquitridios con otros eucariotas
zoosporicos incoloros en los Ficomicetes (hongos tipo alga). El nombre Ficomicetes, sin embargo, se bajoé finalmente
de estatus taxonomico, y los traustoquitridios se retuvieron en los Oomicetes (los hongos zoospoéricos hiflagelados).
Inicialmente se asumié que los Oomicetes estaban relacionados con las algas Heterokonta, y finalmente un amplio
intervalo de estudios de ultra-estructura y bioquimicos, resumidos por Barr (Barr, 1981, Biosystems 14:359-370)
apoyaron esta suposicién. Los Oomicetes estaban de hecho aceptados por Leedale (Leedale, 1974, Taxon 23:261-
270) y otros ficélogos como parte de las algas Heterokonta. Sin embargo, por cuestién de conveniencia resultante de
su naturaleza heterotréfica, los Oomicetes y los traustoquitridios se han estudiado en gran medida por los micélogos
(cientificos que estudian los hongos) en lugar de los fic6logos (cientificos que estudian las algas).

Desde otra perspectiva taxondmica, los biélogos evolutivos han desarrollado dos escuelas de pensamiento
generales del modo en que evolucionan los eucariotas. Una teoria propone un origen exégeno de organulos unidos
a membrana a través de una serie de endosimbiosis (Margulis, 1970, Origin of Eukaryotic Cells. Yale University
Press, New Haven); por ejemplo, las mitocondrias se obtuvieron de endosimbiosis bacteriana, los cloroplastos de
cianofitos, y los flagelos de espiroquetas. La otra teoria sugiere una evolucién gradual de los organulos unidos a
membrana a partir de los sistemas no unidos a membrana del ancestro procariota mediante un proceso autégeno
(Cavalier-Smith, 1975, Nature (Lond.) 256:462-468). Sin embargo, ambos grupos de bidlogos evolutivos han retirado
los Oomicetes y los traustoquitridios de los hongos y los han colocados con las algas cromofitas en el reino
Chromophyta (Cavalier-Smith, 1981, BioSystems 14:461-481) (este reino se ha expandido mas recientemente para
incluir otros protistas y los miembros de este reino se llaman ahora estramendpilos) o con todas las algas en el reino
Protoctista (Margulis y Sagen, 1985, Biosystems 18:141-147).

Con el desarrollo de microscopia electronica, estudios sobre la ultra-estructura de las zoosporas de dos géneros de
traustoquitridios, Thraustochytrium y Schizochytrium, (Perkins, 1976, pag. 279-312 en "Recent Advances in Aquatic
Mycology" (ed. E.B.G. Jones), John Wiley y Sons, Nueva York; Kazama, 1980, Can. J. Bot. 58:2434-2446; Barr,
1981, Biosystems 14:359-370) han proporcionado buenas evidencias de que Thraustochytriaceae estan
relacionados solamente de forma distante con los Oomicetes. Adicionalmente, los datos genéticos que representan
una analisis de correspondencia (una forma de estadistica multivariada) de secuencias de ARN ribosémico 5 S
indican que los Traustoquitriales son claramente un grupo Unico de eucariotas, completamente separado de los
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hongos, y muy estrechamente relacionado con las algas rojas y pardas, y con miembros de los Oomicetes
(Mannella, et al., 1987, Mol. Evol. 24:228-235). La mayoria de los taxonomistas han acordado retirar los
traustoquitridios de los Oomicetes (Bartnicki-Garcia, 1987, pag. 389-403 en "Evolutionary Biology of the Fungi" (eds.
Rayner, A.D.M., Brasier, C.M. y Moore, D.), Cambridge University Press, Cambridge).

En resumen, empleando el sistema taxonémico de Cavalier-Smith (Cavalier-Smith, 1981, BioSystems 14:461-481,
1983; Cavalier-Smith, 1993, Microbiol Rev. 57:953-994), los traustoquitridios se clasifican con las algas cromofitas
en el reino Chromophyta (estramendpilos). Esta colocacién taxonémica se ha reafirmado mas recientemente por
Cavalier-Smith et al. usando las caracteristicas de ARNr 18s del Heterokonta para demostrar que los
traustoquitridios son cromistas no hongos (Cavalier-Smith et al., 1994, Phil. Tran. Roy. Soc. London Series
BioSciences 346:387-397). Esto los coloca en un reino completamente diferente de los hongos, que estan todos
colocados en el reino Eufungi. La colocacion taxondmica de los traustoquitridios por lo tanto se resume del siguiente
modo:

Reino: Chromophyta (estramendpilos)

Filo: Heterokonta

Orden: Traustoquitriales

Familia: Thraustochytriaceae

Género: Thraustochytrium, Schizochytrium, Labyrinthuloides, o Japonochytrium

Algunos de los primeros taxénomos separaron unos pocos miembros originales del género Thraustochytrium
(aquellos con una fase de vida ameboide) en un género diferente llamado Ulkenia. Sin embargo, ahora se sabe que
la mayoria, sino todos, los traustoquitridios (incluyendo Thraustochytrium y Schizochytrium), muestran fases
ameboides y, por tanto, Ulkenia no se considera por nadie como un género valido. Como se usa en este documento,
el género Thraustochytrium incluira Ulkenia.

A pesar de la inexactitud de la colocacién taxondmica con clasificaciones superiores de Filo y Reino, los
traustoquitridios siguen siendo una agrupacion distintiva y caracteristica cuyos miembros siguen siendo clasificables
dentro del orden Traustoquitriales.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son componentes esenciales de membrana en eucariotas superiores y los
precursores de muchas moléculas de sefializacion derivadas de lipidos. El sistema PUFA PKS de la presente
invencién usa rutas para la sintesis de PUFA que no requieren desaturacion y elongacién de acidos grasos
saturados. Las rutas catalizadas por PUFA PKS son distintas de las PKS previamente reconocidas tanto en
estructura como en mecanismo. Se sugiere que la generacion de dobles enlaces cis implica isomerasas especificas
de posicién; se cree que estas enzimas son (tiles en la produccion de nuevas familias de antibiéticos.

Para producir rendimientos significativamente elevados de diversas moléculas bioactivas usando el sistema PUFA
PKS de la presente invencion, un organismo, preferiblemente un microorganismo o una planta, puede modificarse
genéticamente para afectar a la actividad de un sistema PUFA PKS. En un aspecto, dicho organismo puede
contener de forma enddgena y expresar un sistema PUFA PKS, y la modificacion genética puede ser una
modificacién genética de uno o mas de los dominios funcionales del sistema PUFA PKS end6geno, mediante lo cual
la modificacion tiene algun efecto sobre la actividad del sistema PUFA PKS. En otro aspecto, dicho organismo puede
contener de forma enddgena y expresar un sistema PUFA PKS, y la modificacion genética puede ser una
introduccion de al menos una secuencia exégena de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de acido nucleico
recombinante), donde la secuencia exdgena de acido nucleico codifica al menos un dominio o proteina
biolbgicamente activa de un segundo sistema PKS y/o una proteina que afecta a la actividad de dicho sistema PUFA
PKS (por ejemplo, una fosfopanteteinil transferasa (PPTasa), analizada a continuacién). En otro aspecto mas, el
organismo no contiene necesariamente de forma endogena (de forma natural) un sistema PUFA PKS, pero se
modifica genéticamente para introducir al menos una molécula de acido nucleico recombinante que codifique una
secuencia de aminoacidos que tenga la actividad biolégica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS. En
este aspecto, la actividad de PUFA PKS se ve afectada por la introduccién o aumento de la actividad de PUFA PKS
en el organismo. Diversas realizaciones asociadas con cada uno de estos aspectos se analizaran en mayor detalle a
continuacion.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, una realizacién se refiere a un microorganismo modificado
genéticamente, donde el microorganismo expresa un sistema PKS que comprende al menos un dominio
biolégicamente activo de acuerdo con la presente invencién de un sistema de &cido graso poliinsaturado (PUFA)
policétido sintasa (PKS).

La modificacién genética afecta a la actividad del sistema PKS en el organismo. El proceso de seleccion
mencionado en la parte (b) se ha descrito en detalle anteriormente e incluye las etapas de: (a) seleccionar un
microorganismo que produce al menos un PUFA; y, (b) identificar un microorganismo de (a) que tenga capacidad de
producir PUFA aumentados en condiciones de oxigeno disuelto de menos de aproximadamente el 5 % de saturacion
en el medio de fermentacion, en comparacion con la produccion de PUFA por el microorganismo en condiciones de
oxigeno disuelto de mas de aproximadamente el 5 % de saturacion, y preferiblemente aproximadamente el 10 %, y
mas preferiblemente aproximadamente el 15 %, y mas preferiblemente aproximadamente el 20 % de saturacion en
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el medio de fermentacion. El microorganismo modificado genéticamente descrito en este documento puede incluir
una cualquiera o mas de las secuencias de acido nucleico identificadas anteriormente, y/o cualquiera de los otros
homélogos de cualquier ORF o dominio de PUFA PKS de Schizochytrium descrito en detalle anteriormente.

Como se usa en este documento, un microorganismo modificado genéticamente puede incluir una bacteria, protista,
microalga, hongo, u otro microbio modificado genéticamente y, particularmente, cualquiera de los géneros del orden
Traustoquitriales (por ejemplo, un traustoquitridio) descrito en este documento (por ejemplo, Schizochytrium,
Thraustochytrium, Japonochytrium, Labyrinthuloides). Dicho microorganismo modificado genéticamente tiene un
genoma que esta modificado (es decir, mutado o cambiado) a partir de su forma normal (es decir, de tipo silvestre o
de origen natural) de modo que se consiga el resultado deseado (es decir, actividad PUFA PKS aumentada o
modificada y/o produccion de un producto deseado usando el sistema PKS). La modificacion genética de un
microorganismo puede conseguirse usando técnicas de desarrollo clasico de cepas y/o técnicas genéticas
moleculares. Dichas técnicas son conocidas en la técnica y se describen en lineas generales para microorganismos,
por ejemplo, en Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press. La
referencia Sambrook et al., ibid, se incorpora por referencia en este documento en su totalidad. Un microorganismo
modificado genéticamente puede incluir un microorganismo en que se han insertado, delecionado o modificado
moléculas de acido nucleico (es decir, mutado; por ejemplo, por insercion, delecién, sustitucion y/o inversion de
nucleétidos), de tal modo que dichas modificaciones proporcionan el efecto deseado dentro del microorganismo.

Las células hospedadoras del microorganismo preferido a modificar de acuerdo con la presente invencion incluyen,
aunque sin limitacion, cualquier bacteria, protista, microalga, hongo o protozoo. En un aspecto, los microorganismos
preferidos para modificar genéticamente incluyen, aunque sin limitacion, cualquier microorganismo del orden
Traustoquitriales. Células hospedadoras particularmente preferidas para su uso en la presente invencion podrian
incluir microorganismo de un género que incluye, aunque sin limitacion: Thraustochytrium, Labyrinthuloides,
Japonochytrium, y Schizochytrium. Especies preferidas dentro de estos géneros incluyen, aunque sin limitacion:
cualquier especie de Schizochytrium, incluyendo Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium limacinum,
Schizochytrium minutum; cualquier especie de Thraustochytrium (incluyendo las antiguas especies Ulkenia tales
como U. visurgensis, U. amoeboida, U. sarkariana, U. profunda, U. radiata, U. minuta y Ulkenia sp. BP-5601), e
incluyendo Thraustochytrium striatum, Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium roseum; y cualquier especie de
Japonochytrium. Cepas particularmente preferidas de Traustoquitriales incluyen, aunque sin limitacion:
Schizochytrium sp. (S31)(ATCC 20888); Schizochytrium sp. (S8)(ATCC 20889); Schizochytrium sp. (LC-RM)(ATCC
18915); Schizochytrium sp. (SR21); Schizochytrium aggregatum (Goldstein et Belsky)(ATCC 28209); Schizochytrium
limacinum (Honda et Yokochi)(IFO 32693); Thraustochytrium sp. (23B)(ATCC 20891); Thraustochytrium striatum
(Schneider)(ATCC 24473); Thraustochytrium aureum (Goldstein)(ATCC 34304); Thraustochytrium roseum
(Goldstein)(ATCC 28210); y Japonochytrium sp. (L1)(ATCC 28207). Otros ejemplos de microorganismos
hospedadores adecuados para modificacion genética incluyen, aunque sin limitacion, levaduras incluyendo
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, u otra levadura como Candida, Kluyveromyces, u otros
hongos, por ejemplo, hongos filamentosos tales como Aspergillus, Neurospora, Penicillium, etc. También pueden
usarse células bacterianas como hospedadores. Estas incluyen Escherichia coli, que puede ser Gtil en procesos de
fermentacién. Como alternativa, puede usarse un hospedador tal como una especie de Lactobacillus o una especie
de Bacillus como hospedador.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a una planta modificada genéticamente, donde la planta se ha
modificado genéticamente para que exprese de forma recombinante un sistema PKS que comprende al menos un
dominio biolégicamente activo de acuerdo con la invencién de un sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA)
policétido sintasa (PKS).

La planta modificada genéticamente puede incluir uno cualquiera o mas de las secuencias de &cido nucleico
identificadas anteriormente, y/o cualquiera de los otros homoélogos de cualquiera de las ORF o dominios de PUFA
PKS de Schizochytrium descritos en detalle anteriormente.

Como se usa en este documento, una planta modificada genéticamente puede incluir cualquier planta modificada
genéticamente incluyendo plantas superiores y particularmente, cualquier planta consumible u plantas Gtiles para
producir una molécula bioactiva deseada de la presente invencion. Dicha planta modificada genéticamente tiene un
genoma que esta modificado (es decir, mutado o cambiado) a partir de su forma normal (es decir, de tipo silvestre o
de origen natural) de modo que consiga el resultado deseado (es decir, actividad PUFA PKS aumentada o
modificada y/o produccién de un producto deseado usando el sistema PKS). La modificacién genética de una planta
puede conseguirse usando técnicas clasicas de desarrollo de cepas y/o técnicas de genética molecular. Los
métodos para producir una planta transgénica, donde se incorpora una molécula de &cido nucleico recombinante
que codifica una secuencia deseada de aminoacidos en el genoma de la planta, son conocidos en la técnica. Una
planta preferida para modificar genéticamente de acuerdo con la presente invencion es preferiblemente una planta
adecuada para consumo por animales, incluyendo seres humanos.

Las plantas preferidas para modificar genéticamente de acuerdo con la presente invencion (es decir, células

hospedadoras vegetales) incluyen, aunque sin limitacién, cualquier planta superior, y particularmente plantas
consumibles, incluyendo planta de cultivo y especialmente plantas usadas por sus aceites. Dichas plantas pueden
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incluir, por ejemplo: canola, soja, colza, linaza, maiz, cartamo, girasol y tabaco. Otras plantas preferidas incluyen
aquellas plantas que son conocidas por producir compuestos usados como agentes farmacéuticos, agentes
aromatizantes, agentes nutracéuticos, ingredientes alimenticios funcionales o agentes cosméticamente activos o
plantas que se modifican por ingenieria genética para producir estos compuestos/agentes.

De acuerdo con la presente invencion, un microorganismo o planta modificado genéticamente incluye un
microorganismo o planta que se ha modificado usando tecnologia recombinante. Como se usa en este documento,
las modificaciones genéticas que provocan una disminucion en la expresion génica, en la funcion del gen, o en la
funcion del producto génico (es decir, la proteina codificada por el gen) pueden mencionarse como inactivacion
(completa o parcial), delecidn, interrupcion, bloqueo o regulacién negativa de un gen. Por ejemplo, una modificacion
genética en un gen que provoca una disminucion en la funcién de la proteina codificada por dicho gen, puede ser el
resultado de una delecion completa del gen (es decir, el gen no existe, y por lo tanto la proteina no existe), una
mutacion en el gen que provoca traduccion incompleta o ausencia de traduccién de la proteina (por ejemplo, la
proteina no se expresa), 0 una mutacion en el gen que disminuye o suprime la funcién natural de la proteina (por
ejemplo, se expresa una proteina que tiene actividad o accion enzimatica disminuida o ausente. Las modificaciones
genéticas que provocan un aumento en la expresiéon génica o funcién pueden mencionarse como amplificacion,
sobreproduccion, sobreexpresion, activacion, potenciacion, adicién, o regulacién positiva de un gen.

La modificacién génica de un microorganismo o planta de acuerdo con la presente invencion preferiblemente afecta
a la actividad del sistema PKS expresado por la planta, sea el sistema PKS endégeno y modificado genéticamente,
enddgeno con la introduccién de moléculas de acido nucleico recombinante en el organismo, o proporcionado
completamente por tecnologia recombinante. De acuerdo con la presente invencion, "afectar a la actividad de un
sistema PKS" incluye cualquier modificacion genética que cause cualquier cambio o modificacion detectable o
medible en el sistema PKS expresado por el organismo en comparacién con la ausencia de la modificacion genética.
Un cambio o modificacion detectable en el sistema PKS puede incluir, aunque sin limitacién: la introduccién de
actividad del sistema PKS en un organismo de modo que el organismo ahora tenga actividad del sistema PKS
medible/detectable (es decir, el organismo no contenia un sistema PKS antes de la modificacion genética), la
introduccion en el organismo de un dominio funcional a partir de un sistema PKS diferente que un sistema PKS
expresado de forma endoégena por el organismo de modo que se modifique la actividad del sistema PKS (por
ejemplo, un dominio de PUFA PKS bacteriano o un dominio de PKS Tipo | se introduce en un organismo que
expresa de forma endégena un sistema PUFA PKS no bacteriano), un cambio en la cantidad de una molécula
bioactiva producida por el sistema PKS (por ejemplo, el sistema produce mas (cantidad aumentada) o menos
(cantidad disminuida) de un producto dado en comparacién con la ausencia de la modificaciéon genética), un cambio
en el tipo de una molécula bioactiva producida por el sistema PKS (por ejemplo, el sistema produce un producto
nuevo o diferente, o una variante de un producto que se produce de forma natural por el sistema ), y/o un cambio en
la proporciéon de multiples moléculas bioactivas producidas por el sistema PKS (por ejemplo, el sistema produce una
relacion diferente de un PUFA a otro PUFA, produce un perfil completamente diferente de lipidos en comparacion
con la ausencia de la modificacién genética, o sitia diversos PUFA en diferentes posiciones en un triacilglicerol en
comparaciéon con la configuracién natural). Dicha modificacién genética incluye cualquier tipo de modificacién
genética e incluye especificamente modificaciones hechas por tecnologia recombinante y por mutagénesis clasica.

Debe apreciarse que referencias a aumentar la actividad de un dominio funcional o proteina en un sistema PUFA
PKS se refiere a cualquier modificacion genética en el organismo que contiene el dominio o proteina (o en el que
tiene que introducirse el dominio o proteina) que provoca funcionalidad aumentada del dominio o sistema proteico y
puede incluir mayor actividad del dominio o proteina (por ejemplo, actividad especifica o actividad enzimatica in
vivo), inhibicién o degradacion reducida del dominio o sistema proteico, y sobreexpresion del dominio o proteina. Por
ejemplo, puede aumentarse la cantidad de copias del gen, pueden aumentarse los niveles de expresion mediante el
uso de un promotor que da mayores niveles de expresion que los del promotor nativo, o puede alterarse un gen por
ingenieria genética 0 mutagénesis clasica para aumentar la actividad del dominio o proteina codificada por el gen.

Asimismo, referencias a disminuir la actividad de un dominio funcional o proteina en un sistema PUFA PKS se
refiere a cualquier modificacion genética en el organismo que contiene dicho dominio o proteina (o en cual tiene que
introducirse el dominio o proteina) que provoca funcionalidad disminuida del dominio o proteina e incluye actividad
disminuida del dominio o proteina, inhibicion o degradacién aumentada del dominio o proteina y una reduccién o
eliminacion de la expresion del dominio o proteina. Por ejemplo, la accion del dominio o proteina de la presente
invencion puede disminuirse bloqueando o reduciendo la produccién del dominio o proteina, "eliminando” el gen o
parte del mismo que codifica el dominio o proteina, reduciendo la actividad del dominio o proteina, o inhibiendo la
actividad del dominio o proteina. El bloqueo o reduccion de la produccion de un dominio o proteina puede incluir
colocar el gen que codifica el dominio o proteina bajo el control de un promotor que requiere la presencia de un
compuesto inductor en el medio de cultivo. Estableciendo las condiciones de modo que el inductor llegue a
eliminarse del medio, podria inactivarse la expresioén del gen que codifica el dominio o proteina (y por lo tanto, de
sintesis proteica). El bloqueo o reduccién de la actividad del dominio o proteina también podria incluir el uso de un
enfoque de tecnologia de escision similar al descrito en la patente de Estados Unidos n.° 4.743.546.

Para usar este enfoque, el gen que codifica la proteina de interés se clona entre secuencias genéticas especificas
que permiten escision controlada especifica del gen a partir del genoma. La escision podria impulsarse por, por
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ejemplo, un desplazamiento en la temperatura de cultivo del cultivo, como en la patente de Estados Unidos n.°
4.743.546, o por alguna otra sefial fisica o nutricional.

En una realizacion de la presente invencion, una modificacion genética incluye una modificacién de una secuencia
de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene una actividad biolégica de al menos un
dominio de un sistema PUFA PKS no bacteriano como se describe en este documento. Dicha modificaciéon puede
ser a una secuencia de aminoacidos dentro un sistema PUFA PKS no bacteriano expresado de forma enddgena (de
forma natural), mediante lo cual un microorganismo que contiene de forma natural dicho sistema se modifica
genéticamente por, por ejemplo, mutagénesis clasica y técnicas de seleccion y/o técnicas de genética molecular,
incluyendo técnicas de ingenieria genética. Las técnicas de ingenieria genética pueden incluir, por ejemplo, el uso
de un vector recombinante de direccionamiento para delecionar una parte de un gen enddgeno, o para remplazar
una parte de un gen enddgeno con una secuencia heteréloga. Ejemplos de secuencias heterdlogas que podrian
introducirse en un genoma hospedador incluyen secuencias que codifican al menos un dominio funcional de otro
sistema PKS, tal como un sistema PUFA PKS no bacteriano diferente, un sistema PUFA PKS bacteriano, un sistema
PKS tipo I, un sistema PKS tipo Il, o un sistema PKS modular. Otras secuencias heterélogas a introducir en el
genoma de un hospedador incluyen una secuencia que codifica una proteina o dominio funcional que no es un
dominio de un sistema PKS, pero que afectara a la actividad del sistema PKS enddgeno. Por ejemplo, podria
introducirse en el genoma hospedador una molécula de acido nucleico que codifica una fosfopanteteinil transferasa
(analizada a continuacion). Se analizan modificaciones especificas que podrian hacerse a un sistema PUFA PKS
enddgeno en detalle a continuacion.

En otro aspecto de esta realizacion de la invencion, la modificacion genética puede incluir: (1) la introduccién de una
molécula de acido nucleico recombinante que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene una actividad
biolégica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS no bacteriano; y/o (2) la introduccién de una molécula
de acido nucleico recombinante que codifica una proteina o dominio funcional que afecta a la actividad de un
sistema PUFA PKS, en un hospedador. El hospedador puede incluir:(1) una célula hospedadora que no expresa
ningun sistema PKS donde todos los dominios funcionales de un sistema PKS se introducen en la célula
hospedadora, y donde al menos un dominio funcional es de un sistema PUFA PKS no bacteriano; (2) una célula
hospedadora que expresa un sistema PKS (enddgeno o recombinante) que tiene al menos un dominio funcional de
un sistema PUFA PKS no bacteriano, donde la molécula introducida de acido nucleico recombinante puede
modificar al menos una funcién adicional de dominio de PUFA PKS, no bacteriano u otra proteina o dominio que
afecte a la actividad del sistema PUFA PKS del hospedador; y (3) Una célula hospedadora que expresa un sistema
PKS (enddégeno o recombinante) que no incluye necesariamente una funcién de dominio de un PUFA PKS no
bacteriano, y donde la molécula introducida de acido nucleico recombinante incluye una secuencia de acido nucleico
que codifica al menos un dominio funcional de un sistema PUFA PKS no bacteriano. En otras palabras, la presente
invencion pretende abarcar cualquier organismo modificado genéticamente (por ejemplo, el microorganismo o
planta), donde el organismo comprende al menos una funcién de dominio de PUFA PKS no bacteriano (de forma
enddgena o por modificacién recombinante), y donde la modificacion genética tiene un efecto medible sobre la
funciéon del dominio de PUFA PKS no bacteriano o sobre el sistema PKS cuando el organismo comprende un
sistema PKS funcional.

Por lo tanto, usando los sistemas PUFA PKS no bacterianos de la presente invencién que, por ejemplo, hacen uso
de genes de sistemas PUFA PKS de traustroquitridios, puede usarse mezcla génica para ampliar el intervalo de
productos PUFA para que incluyan EPA, DHA, ARA, GLA, SDA y otros, asi como para producir una amplia
diversidad de moléculas bioactivas incluyendo antibiéticos, otros compuestos farmacéuticos, y otros productos
deseables. El método para obtener estas moléculas bioactivas incluye no solo la mezcla de genes de diversos
organismos sino también diversos métodos para modificar genéticamente los genes de PUFA PKS no bacteriana
descritos en este documento. El conocimiento de la base genética y la estructura de dominios del sistema PUFA
PKS no bacteriano de la presente invencion proporcionan una base para disefiar nuevos organismos modificados
genéticamente que produciran una diversidad de moléculas bioactivas. Aunque la mezcla y modificacion de
cualquier dominio de PKS y genes relacionados se contempla por los presentes inventores, a modo de ejemplo, a
continuacién se analizan diversas manipulaciones posibles del sistema PUFA PKS con respecto a modificaciéon
genética y produccién de moléculas bioactivas.

Por ejemplo, se alteran los productos del sistema PUFA PKS no bacteriano, tales como los producidos por
traustroquitridios, modificando el dominio CLF (factor de longitud de cadena). Este dominio es caracteristico de
sistemas PKS Tipo Il (enzimas disociadas). Su secuencia de aminoacidos muestra homologia a dominios KS (pares
ceto sintasa), pero carece de la cisteina del sitio activo. CLF puede funcionar determinando la cantidad de ciclos de
elongacién, y por tanto la longitud de cadena, del producto final. Usando el estado actual del conocimiento sobre la
sintesis de FAS y PKS se proporciona una estrategia racional para la produccion de ARA mediante modificacion
dirigida del sistema PUFA PKS no bacteriano. Hay controversia en la bibliografia respecto a la funcion de CLF en
sistema PKS (C. Bisang et al., Nature 401, 502 (1999)) y se pone de manifiesto que otros dominios pueden estar
implicados en la determinacién de la longitud de cadena del producto final. Sin embargo, es significativo que
Schizochytrium produce tanto DHA (C22:6, w-3) y DPA (C22:5, w-6). En el sistema PUFA-PKS los dobles enlaces
cis se introducen durante la sintesis de la cadena de carbono creciente. Como la colocacién de los dobles enlaces
w-3 y w-6 sucede de forma prematura en la sintesis de las moléculas, se esperaria que afectara a la posterior
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determinacién de la longitud de cadena del producto final. Por tanto, sin deseo de limitarse a teoria alguna, los
presentes inventores creen que la introduccion de un factor (por ejemplo, CLF) que dirija la sintesis de unidades C20
(el lugar de unidades C22) en el sistema PUFA PKS de Schizochytrium provocara la produccion de EPA (C20:5, w-
3) y ARA (C20:4, w-6). Por ejemplo, en sistemas heter6logos, podria explotarse el CLF sustituyendo directamente
un CLF de un sistema productor de EPA (tal como uno de Photobacterium) en el conjunto de genes de
Schizochytrium. Los acidos grasos de los transformantes resultantes pueden analizarse posteriormente para
alteraciones en los perfiles para identificar

los transformantes que producen EPA y/o ARA.

Ademas de la dependencia en el desarrollo de un sistema heterélogo (sistema recombinante, tal como podria
introducirse en plantas), el concepto de CLF puede explotarse en Schizochytrium (es decir, por modificacion de un
genoma de Schizochytrium). Se ha demostrado la transformacion y recombinacién homdéloga en Schizochytrium.
Puede explotarse esto construyendo un clon con el CLF de OrfB remplazado con un CLF de un sistema C20 PUFA
PKS. Se insertard un gen marcador cadena abajo de la region codificante. Después pueden transformarse las
células de tipo silvestre, seleccionar el fenotipo marcador y después detectar aquellos que hubieran incorporado el
nuevo CLF. De nuevo, se analizarian estos para cualquier efecto sobre los perfiles de acidos grasos para identificar
transformantes productores de EPA y/o ARA. Si se encuentra que algun factor diferente a los asociados con el CLF
influye en la longitud de cadena del producto final, podria emplearse una estrategia similar para alterar esos
factores.

Describimos la alteracion de los productos de PUFA PKS, que implica la modificaciéon o sustitucion de los pares $3-
hidroxi acil ACP deshidrasa/ceto sintasa. Durante la sintesis de acido cis-vaccénico (C8:1, Al11l) en E. coli, se cree
que la creacién del doble enlace cis depende de una enzima DH especifica B-hidroxi acil ACP deshidrasa, el
producto del gen FabA. Esta enzima retira HOH de un B-ceto acil ACP y deja un doble enlace trans en la cadena de
carbono. Un subconjunto de DH, tipo FabA, posee actividad cis-trans isomerasa (Heath et al., 1996, supra). Un
nuevo aspecto de sistemas PUFA PKS bacterianos y no bacterianos es la presencia de dos dominios DH tipo FabA.
Sin el deseo de limitarse a teoria alguna, los presentes inventores creen que uno de estos dos dominios DH o
ambos poseeran actividad cis-trans isomerasa (la manipulacion de los dominios DH se analiza en mayor detalle a
continuacion).

Otro aspecto de las sintesis de acidos grasos insaturados en E. coli es la necesidad de una enzima KS particular, -
ceto acil ACP sintasa, el producto del gen FabB. Esta es la enzima que realiza la condensacion de un acido graso,
unido a un resto de cisteina en el sitio activo (mediante un enlace tio-éster), con un malonil ACP. En la reaccion de
multiples etapas, se libera CO; y se prolonga la cadena lineal en dos carbonos. Se cree que solamente esta KS
puede prolongar una cadena de carbono que contenga un doble enlace. Esta prolongacion sucede solamente
cuando el doble enlace esta en configuracién cis; si esta en configuracion trans, el doble enlace se reduce por enoil
ACP reductasa (ER) antes de la elongacién (Heath et al., 1996, supra). Todos los sistemas PUFA PKS
caracterizados hasta ahora tienen dos dominios KS, uno de los cuales muestra mayor homologia a la KS tipo FabB
de E. coli que el otro. De nuevo, sin el deseo de limitarse a teoria alguna, los presentes inventores creen que en
sistema PUFA PKS, las especificidades e interacciones de los dominios enzimaticos DH (tipo FabA) y KS (tipo FabB)
determinan la cantidad y colocacion de dobles enlaces cis en los productos finales. Como la cantidad de reacciones
de elongacion de dos carbonos es mayor que la cantidad de dobles enlaces presentes en los productos finales de
PUFA PKS, puede determinarse que en algunos ciclos de extension sucede reduccién completa. Por tanto, pueden
usarse los dominios DH y KS como dianas para alteracion de la relacion DHA/DPA o relaciones de otros acidos
grasos de cadena larga. Estos pueden modificarse y/o evaluarse mediante la introduccion de dominios homoélogos
de otros sistemas o por mutagénesis de estos fragmentos génicos.

Los dominios ER (enoil-ACP reductasa - una enzima que reduce el doble enlace trans en el acilo graso-ACP
produciendo carbonos completamente saturados) pueden modificarse o sustituirse para cambiar el tipo de producto
fabricado por el sistema PKS. Por ejemplo, los presentes inventores saben que el sistema PUFA PKS de
Schizochytrium difiere de los sistemas bacterianos descritos previamente en que tiene dos dominios ER (en lugar de
uno). Sin el deseo de limitarse a teoria alguna, los presentes inventores creen que estos dominios ER pueden influir
fuertemente en el producto resultante de produccion de PKS. El producto de PKS resultante podria cambiarse
eliminando por separado los dominios individuales o modificando su secuencia de nucleétidos o por sustitucion de
los dominios ER de otros organismos.

En otra realizacién, pueden introducirse moléculas de acido nucleico que codifican proteinas o dominios que no son
parte de un sistema PKS, pero que afectan a un sistema PKS, en un organismo. Por ejemplo, todos los sistemas
PUFA PKS descritos anteriormente contienen multiples dominios ACP, en tandem. ACP (como proteina separada o
como un dominio de una proteina mas grande) requiere union de un co-factor de fosfopanteteina para producir la
holo-ACP activa. La union de fosfopanteteina a la apo-ACP se realiza por miembros de la superfamilia de enzimas -
las fosfopanteteinil transferasa (PPT asa) (Lambalot R.H., et al., Chemistry and Biology, 3, 923 (1996)).

Por analogia a otros sistemas PKS y FAS, los presentes inventores suponen que la activacion de los multiples

dominios ACP presentes en la proteina OrfA de Schizochytrium se realiza por una PPTasa enddgena especifica. El
gen que codifica esta supuesta PPTasa aun no se ha identificado en Schizochytrium. Si dicho gen esta presente en
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Schizochytrium, pueden idearse varios enfoques que podrian usarse en un intento por identificarlo y clonarlo. Estos
podrian incluir (aunque sin limitacién): generacion y secuenciacion parcial de una biblioteca de ADNc preparada a
partir de células de crecimiento activo de Schizochytrium (nota, se identificé una secuencia en la biblioteca de ADNc
de Schizochytrium actualmente disponible que mostré homologia a PPTasa; sin embargo, parece ser parte de una
proteina FAS de mdltiples dominios, y por tanto no puede codificar la PPTasa especifica de OrfA deseada); uso de
cebadores oligonucleotidicos degenerados disefiados usando motivos de aminoacidos presentes en muchas
PPTasa en reacciones de PCR (para obtener una molécula de sonda de &acido nucleico para seleccionar bibliotecas
gendmicas o de ADNCc); enfoques genéticos basados en interacciones, proteina-proteina (por ejemplo, un sistema
doble hibrido de levadura) en que se usarian los OrfA-dominios ACP como "cebo" para encontrar una "diana" (es
decir, la PPTasa); y purificacién y secuenciacion parcial de la propia enzima como medio para generar una sonda de
acido nucleico para seleccionar bibliotecas genémicas o de ADN.

También es concebible que una PPTasa heterdloga pueda ser capaz de activar los dominios ACP de OrfA de
Schizochytrium. Se ha demostrado que algunas PPTasas, por ejemplo la enzima sfp de Bacillus subtilis (Lambalot et
al., supra) y la enzima svp de Streptomyces verticillus (Sanchez et al., 2001, Chemistry & Biology 8:725-738) tienen
una amplia tolerancia de sustrato. Estas enzimas pueden ensayarse para observar si activaran los dominios ACP de
Schizochytrium. Ademas, una reciente publicacion describio la expresion de una proteina PKS fingica en tabaco
(Yalpani et al., 2001, The Plant Cell 13:1401-1409). Se detectaron productos del sistema PKS introducido (codificado
por el gen de la acido 6-metilsalicilico sintasa de Penicilllum patulum) en la planta transgénica, aunque la
correspondiente PPTasa fungica no estaba presente en esas plantas. Esto sugiri6 que una o mas PPTasas
vegetales enddgenas reconocian y activaban el dominio ACP de PKS flngica. De relevancia para esta observacion,
los presentes inventores han identificado dos secuencias (genes) en la base de datos de genoma completo de
Arabidopsis que probablemente codifican PPTasas. Estas secuencias (nimeros de acceso a GenBank; AAG51443 y
AACO05345) estan actualmente registradas como codificantes de "Proteinas Desconocidas". Pueden identificarse
como PPTasas putativas en base a la presencia en las secuencias proteicas traducidas de varios motivos
caracteristicos incluyendo; G(I/V)D y WxxKE(A/S)xxK (SEC ID N° 33), (enumerados en Lambalot et al., 1996 como
caracteristicos de todas las PPTasas). Ademas, estas dos proteinas putativas contienen dos motivos adicionales
tipicamente encontrados en PPTasas tipicamente asociadas con PKS y sistemas de sintesis no ribosémica de
péptidos; es decir, FN(I/L/V)SHS (SEC ID N° 34) y (I/VIL)G(I/L/V)D(I/L/V) (SEC ID N° 35). Ademas, estos motivos
existen en las posiciones relativas esperadas en las secuencias proteicas. Es probable que estén presentes
homélogos de los genes de Arabidopsis en otras plantas, tales como tabaco. De nuevo, estos genes pueden
clonarse y expresarse para observar si las enzimas que codifican pueden activar los dominios ACP de OrfA de
Schizochytrium, o como alternativa, podria expresarse OrfA directamente en la planta transgénica (dirigido al
plasmido o el citoplasma).

Otra PPTasa heterdloga que puede reconocer los dominios ACP de OrfA como sustratos es la proteina Het | de
Nostoc sp. PCC 7120 (antiguamente llamado Anabaena sp. PCC 7120). Como se aprecia en la patente de Estados
Unidos n.° 6.140.486, varios genes de PUFA PKS de Shewanella mostraron un alto grado de homologia a los
dominios proteicos presentes en un grupo PKS encontrado en Nostoc (Figura 2 de esa patente). Este sistema PKS
de Nostoc esta asociado con la sintesis de hidroxi acidos grasos de cadena larga (C26 o C28) que se esterifican en
restos de azlcar y forman una parte de la pared celular del heterocisto. Estos dominios de PKS de Nostoc también
son muy homoélogos a los dominios encontrados en las Orf B y C de las proteinas de PKS de Schizochytrium (es
decir, las mismas que corresponden a las encontradas en las proteinas de PKS de Shewanella).

Hasta muy recientemente, ninguno de los dominios de PKS de Nostoc presente en las bases de datos GenBank
mostré alta homologia a ninguna de los dominios de OrfA de Schizochytrium (o la proteina Orf 5 homologa de
Shewanella). Sin embargo, el genoma completo de Nostoc se ha secuenciado recientemente y como resultado
ahora esta disponible la secuencia de la region justo cadena arriba del grupo génico PKS. En esta region hay tres
Orf que muestran homologia a los dominios (KS, MAT, ACP y KR) de OrfA (véase la Fig. 3). Se incluyen en este
conjunto dos dominios ACP, ambos cuales muestran alta homologia a los dominios ACP de OrfA. Al final del grupo
PKS de Nostoc esta el gen que codifica la PPTasa Het I. Previamente, no era obvio cual podria ser el sustrato de la
enzima Het I, sin embargo, la presencia de dominios ACP en tandem en la Orf recién identificada (Hgl E) del grupo
sugiere fuertemente a los presentes inventores que es esos ACP. La homologia de los dominios ACP de
Schizochytrium y Nostoc, asi como la disposicién en tandem de los dominios en ambas proteinas, hace de Het | un
candidato probable para activacion heteréloga de las ACP de OrfA de Schizochytrium. Los presentes inventores
creen que son los primeros en reconocer y contemplar este uso para la PPTasa Het | de Nostoc.

Como se indica en Metz et al., 2001, supra, una nueva caracteristica de los sistemas PUFA PKS es la presencia de
dos dominios deshidratasa, ambos cuales muestran homologia a las proteinas FabA de E. coli. Con la disponibilidad
de las nuevas secuencias génicas de PKS de Nostoc mencionadas anteriormente, ahora pueden compararse los
dos sistemas y sus productos. La secuencia de los dominios en el grupo de Nostoc (de HgIE a Het I) como los han
definido los presentes inventores es (véase, la Fig. 3):

KS-MAT-2xACP, KR, KS, CLF-AT, ER (HetM, HetN) Hetl

En las Orf A, By C de PUFA PKS de Schizochytrium la secuencia (OrfA - B - C) es:
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KS-MAT-9xACP-KR KS-CLF-AT-ER DH-DH-ER

Puede observarse la correspondencia de la secuencia de los dominios (también existe una alta homologia de
secuencia de aminoacidos). El producto del sistema PKS de Nostoc es un hidroxi acido graso de cadena larga (C26
0 C28 con uno o dos grupos hidroxi) que no contienen dobles enlaces (cis o trans). El producto del sistema PKS de
Schizochytrium es un &cido graso poliinsaturado de cadena larga (C22, con 5 o 6 dobles enlaces - todos cis). Una
diferencia obvia entre los dos conjuntos de dominios es la presencia de los dos dominios DH en las proteinas de
Schizochytrium - justo los dominios implicados en la formaciéon de los dobles enlaces cis de DHA y de DPA
(presumiblemente HetM y HetN en el sistema de Nostoc estan implicadas en la inclusién de los grupos hidroxilo y
también contienen un dominio DH cuyo origen difiere del de los encontrados en el PUFA). Ademas, el papel del
dominio ER duplicado en las Orf B y C de Schizochytrium es desconocido (el segundo dominio ER no esta presente
en otros sistemas PUFA PKS caracterizados). La homologia de secuencia de aminoacidos entre los dos conjuntos
de dominios implica una relacion evolutiva. Se puede concebir que el conjunto génico de PUFA PKS deriva de (en
un sentido evolutivo) un conjunto génico de PKS tipo Nostoc ancestral por incorporaciéon de los dominios DH (tipo
FabA). La adicién de los dominios DH provocaria la introduccién de dobles enlaces cis en la nueva estructura del
producto final de PKS.

Las comparaciones de las estructuras de dominio de PKS de Schizochytrium y Nostoc asi como la comparacion de
la organizacion de dominios entre las proteinas de PUFA PKS de Schizochytrium y Shewanella demuestran la
capacidad natural de alterar el orden de los dominios asi como de incorporar nuevos dominios para crear nuevos
productos finales. Ademas, los genes ahora pueden manipularse en el laboratorio para crear nuevos productos, la
implicacion de estas observaciones es que debe ser posible continuar manipulando los sistemas de un modo dirigido
0 aleatorio para influir en los productos finales. Por ejemplo, en una realizacion preferida, podria idearse la
sustitucion de uno de los dominios DH (tipo FabA) del sistema PUFA PKS en el lugar de un dominio DH que no
poseia actividad de isomerizacién, creando potencialmente una molécula con una mezcla de dobles enlaces cis y
trans. Los productos actuales del sistema PUFA PKS de Schizochytrium son DHA y DPA (C22:5 w6). Si se manipula
el sistema para producir acidos grasos C20, se esperaria los productos EPA y ARA (C20:4 w6). Esto podria
proporcionar una nueva fuente para ARA. También se podria sustituir dominios de sistemas PUFA PKS relacionados
que produjeran una diferente relacion DHA a DPA - por ejemplo usando genes de Tharaustochytrium 23B (el
sistema PUFA PKS del cual se identifica por primera vez en este documento).

Adicionalmente, podria idearse la alteracion especifica de uno de los dominios ER (por ejemplo, por retirada, o
inactivacion) en el sistema PUFA PKS de Schizochytrium (otros sistemas PUFA PKS descritos hasta ahora no tienen
dos dominios ER) para determinar su efecto sobre el perfil de producto final. Podrian intentarse estrategias similares
de un modo dirigido para cada uno de los distintos dominios de las proteinas de PUFA PKS usando enfoques mas o
menos sofisticados. Por supuesto, no se estableceria limitacion a la manipulacion de dominios individuales.
Finalmente, podria ampliarse el enfoque mezclando dominios del sistema PUFA PKS y otros sistemas PKS o FAS
(por ejemplo, tipo |, tipo Il, modular) para crear un intervalo completo de nuevos productos finales. Por ejemplo,
podrian introducirse los dominios DH de PUFA PKS en sistemas que no incorporan normalmente dobles enlaces cis
en sus productos finales.

Por consiguiente, la presente invencion abarca métodos para modificar genéticamente células microbianas o
vegetales por: modificacién genética de al menos una secuencia de acido nucleico en el organismo que codifica una
secuencia de aminoacidos que tiene la actividad biolégica de al menos un dominio funcional de un sistema PUFA
PKS no bacteriano de acuerdo con la presente invencion, y/o expresién de al menos una molécula de acido nucleico
recombinante que comprende una secuencia de &acido nucleico que codifica dicha secuencia de aminoacidos. Se
han descrito en detalle anteriormente diversas realizaciones de dichas secuencias, métodos para modificar
genéticamente un organismo, y modificaciones especificas. Tipicamente, el método se usa para producir un
organismo modificado genéticamente particular que produce una molécula o moléculas bioactivas particulares.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a una célula hospedadora recombinante que se ha modificado
para que exprese un sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS), donde la PKS cataliza
reacciones enzimaticas tanto iterativas como no iterativas, y donde el sistema PUFA PKS comprende: (a) al menos
dos dominios enoil ACP-reductasa (ER); (b) al menos seis dominios de proteina de transporte de acilo (ACP); (c) al
menos dos dominios B-ceto acil-ACP sintasa (KS); (d) al menos un dominio acil transferasa (AT); (e) al menos un
dominio cetorreductasa (KR); (f) al menos dos dominios B-hidroxi acil-ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos
un dominio de factor de longitud de cadena (CLF); y (h) al menos un dominio malonil-CoA:ACP aciltransferasa
(MAT). En una realizacion, el sistema PUFA PKS es un sistema PUFA PKS eucariota. En una realizacion preferida,
el sistema PUFA PKS es un sistema PUFA PKS de algas. En una realizacion mas preferida, el sistema PUFA PKS
es un sistema PUFA PKS de Traustoquitriales. Dichos sistemas PUFA PKS pueden incluir, aunque sin limitacion, un
sistema PUFA PKS de Schizochytrium, y un sistema PUFA PKS de Thraustochytrium. En una realizacién, el sistema
PUFA PKS puede expresarse en una célula hospedadora procariota. En otra realizacion, el sistema PUFA PKS
puede expresarse en una célula hospedadora eucariota.
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Otra realizacion de la presente invencién se refiere a una célula hospedadora recombinante que se ha modificado
para que exprese un sistema PUFA PKS no bacteriano, donde el sistema PKS cataliza reacciones enzimaticas tanto
iterativas como no iterativas, y donde el sistema PUFA PKS no bacteriano comprende al menos los siguientes
dominios biolégicamente activos: (a) al menos un dominio enoil ACP-reductasa (ER); (b) mdultiples dominios de
proteina de transporte de acilo (ACP) (al menos cuatro); (c) al menos dos dominios B-aceto acil-ACP sintasa (KS);
(d) al menos un dominio aciltransferasa (AT); (e) al menos un dominio cetorreductasa (KR); (f) al menos dos
dominios B-hidroxi acil-ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos un dominio de factor de longitud de cadena
(CLF); y (h) al menos un dominio malonil-CoA:ACP aciltransferasa (MAT).

Un aspecto de esta realizaciéon de la invencion se refiere a un método para producir un producto que contiene al
menos un PUFA, que comprende cultivar una planta que comprende cualquiera de las células hospedadoras
recombinantes descritas anteriormente, donde la célula hospedadora recombinante es una célula vegetal, en
condiciones eficaces para producir el producto. Otro aspecto de esta realizaciéon de la invencién se refiere a un
método para producir un producto que contiene al menos un PUFA, que comprende cultivar un cultivo que contiene
cualquiera de las células hospedadoras recombinantes descritas anteriormente, donde la célula hospedadora es una
célula microbiana, en condiciones eficaces para producir el producto. En una realizacion preferida, el sistema PKS
en la célula hospedadora cataliza la produccion directa de triglicéridos.

Otra realizacién de la presente invencion se refiere a un microorganismo que comprende un sistema de acido graso
poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS) no bacteriano, donde la PKS cataliza reacciones enzimaticas tanto
iterativas como no iterativas, y donde el sistema PUFA PKS comprende: (a) al menos dos dominios enoil ACP-
reductasa (ER); (b) al menos seis dominios de proteina de transporte de acilo (ACP); (c) al menos dos dominios (-
ceto acil-ACP sintasa (KS); (d) al menos un dominio aciltransferasa (AT); (e) al menos un dominio cetorreductasa
(KR); (f) al menos dos dominios B-hidroxi acil-ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos un dominio de factor de
longitud de cadena (CLF); y (h) al menos un dominio malonil-CoA:ACP aciltransferasa (MAT). Preferiblemente, el
microorganismo es un microorganismo no bacteriano y mas preferiblemente, un microorganismo eucariota.

Otra realizacion mas de la presente invencion se refiere a un microorganismo que comprende un sistema de acido
graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS) no bacteriano, donde la PKS cataliza reacciones enzimaticas
tanto iterativas como no iterativas, y donde el sistema PUFA PKS comprende: (a) al menos un dominio enoil ACP-
reductasa (ER); (b) multiples dominios de proteina de transporte de acilo (ACP) (al menos cuatro); (c) al menos dos
dominios B-ceto acil-ACP sintasa (KS); (d) al menos un dominio aciltransferasa (AT); (e) al menos un dominio
cetorreductasa (KR); (f) al menos dos dominios B-hidroxi acil-ACP deshidrasa (DH) tipo FabA; (g) al menos un
dominio de factor de longitud de cadena (CLF); y (h) al menos un dominio malonil-CoA:ACP aciltransferasa (MAT).

En una realizacion de la presente invencion, se contempla que podria combinarse un programa de mutagénesis con
un proceso de seleccion selectiva para obtener moléculas bioactivas de interés. Esto incluiria métodos para buscar
un intervalo de compuestos bioactivos. Esta blsqueda no se restringiria a la produccion de aquellas moléculas con
dobles enlaces cis. Los métodos de mutagénesis podrian incluir, aunque sin limitacién: mutagénesis quimica,
combinacién de genes, cambio de regiones de los genes que codifican dominios enzimaticos especificos, o
mutagénesis restringida a regiones especificas de esos genes, asi como otros métodos.

Por ejemplo, podrian usarse métodos de mutagénesis de alto rendimiento para influir en u optimizar la produccién de
la molécula bioactiva deseada. Una vez se ha desarrollado un sistema modelo eficaz, podrian modificarse estos
genes de un modo de alto rendimiento. La utilizacion de estas tecnologias puede idearse a dos niveles. Primero, si
puede concebirse un filtro suficientemente selectivo para la produccién de un producto de interés (por ejemplo,
ARA), podria usarse para intentar alterar el sistema para producir este producto (por ejemplo, en lugar de, o en
concierto con, otras estrategias tales como las analizadas anteriormente). Adicionalmente, si las estrategias
resumidas anteriormente produjeran un conjunto de genes que produjeran el producto de interés, entonces podrian
usarse las tecnologias de alto rendimiento para optimizar el sistema. Por ejemplo, si el dominio introducido
solamente funcionara a temperaturas relativamente bajas, podrian concebirse métodos de seleccién para permitir la
eliminacion de esa limitacion. En una realizacién de la invencién, se usan métodos de seleccién para identificar
organismos no bacterianos adicionales que tienen nuevos sistemas PKS similares al sistema PUFA PKS de
Schizochytrium, como se describe en este documento (véase anteriormente). Pueden usarse sistemas PKS
homologos identificados en dichos organismos en métodos similares a los descritos en este documento para
Schizochytrium, asi como para una fuente adicional de material genético a partir de la cual crear, modificar
adicionalmente y/o mutar un sistema PKS para la expresion en ese organismo, en otro organismo, 0 en una planta
superior, para producir una diversidad de compuestos.

Esta reconocido que muchas alteraciones genéticas, ya sean aleatorias o dirigidas, que pueden introducirse en un
sistema PKS nativo (enddgeno, natural), provocaran una inactivacién de funciones enzimaticas. Describimos un
sistema para seleccionar solamente aquellas modificaciones que no bloquean la capacidad del sistema PKS de
producir un producto. Por ejemplo, la cepa FabB- de E. coli es incapaz de sintetizar acidos grasos insaturados y
requiere suplementacion del medio con acidos grasos que puedan sustituir sus acidos grasos insaturados normales
para crecer (véase, Metz et al.,, 2001, supra). Sin embargo, esta necesidad (suplementacion del medio) puede
eliminarse cuando la cepa se transforma con un sistema PUFA PKS funcional (es decir, uno que produce un
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producto PUFA en el hospedador de E. coli - véase (Metz et al.,, 2001, supra, Figura 2A). La cepa FabB-
transformada ahora requiere un sistema PUFA PKS funcional (para producir los acidos grasos insaturados) para
crecer sin suplementacion. El elemento clave en este ejemplo es que la produccién de un amplio intervalo de acidos
grasos insaturados bastara (incluso sustitutos de acidos grasos insaturados tales como acidos grasos de cadena
ramificada). Por lo tanto, podria crearse una gran cantidad de mutaciones en uno o mas de los genes de PUFA PKS
descritos en este documento, y después transformar la cepa FabB- apropiadamente modificada (por ejemplo, crear
mutaciones en una construccion de expresion que contiene un dominio ER y transformar una cepa FabB- que tiene
los otros dominios esenciales en un plasmido diferente - o integrado en el cromosoma) y seleccionar solamente
aquellos transformantes que crecen sin suplementacién del medio (es decir, que aun poseen una capacidad de
producir una molécula que podria complementar el defecto FabB-). Podrian desarrollarse filtros adicionales para
buscar compuestos particulares (por ejemplo, uso de GC para acidos grasos) que se producen en este subconjunto
selectivo de un sistema PKS activo. Podrian idearse varios filtros selectivos similares para moléculas bioactivas de
interés.

Como se ha descrito anteriormente, en una realizacion de la presente invencion, un microorganismo o planta
modificado genéticamente incluye un microorganismo o planta que tiene una capacidad potenciada de sintetizar
moléculas bioactivas deseadas (productos) o que tiene una capacidad recién introducida de sintetizar productos
especificos (por ejemplo, de sintetizar un antibiético especifico). De acuerdo con la presente invencion, "una
capacidad potenciada de sintetizar" un producto se refiere a cualquier potenciacion, o regulacién positiva, en una
ruta relacionada con la sintesis del producto de modo que el microorganismo o planta produzca una cantidad
aumentada del producto (incluyendo cualquier produccion de un producto donde antes no habia) en comparacion
con el microorganismo o planta de tipo silvestre, cultivado o desarrollado, en las mismas condiciones. Los métodos
para producir dichos organismos modificados genéticamente se han descrito en detalle anteriormente.

Una realizacion de la presente invencion es un método para producir moléculas bioactivas deseadas (también
mencionadas como productos o compuestos) haciendo crecer o cultivando un microorganismo o planta modificada
genéticamente de la presente invencion (descrita en detalle anteriormente). Dicho método incluye la etapa de
cultivar en un medio de fermentacién o hacer crecer en un entorno adecuado, tal como suelo, un microorganismo o
planta, respectivamente, que tenga una modificacién genética como se ha descrito previamente en este documento
y de acuerdo con la presente invencion. En una realizacién preferida, el método para producir moléculas bioactivas
de la presente invencion incluye la etapa de cultivar en condiciones eficaces para producir la molécula bioactiva un
organismo modificado genéticamente que expresa un sistema PKS que comprende al menos un dominio
biolégicamente activo de un sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS) de acuerdo con
la invencion. En este aspecto preferido del método, el organismo se modifica genéticamente para afectar a la
actividad del sistema PKS (descrito en detalle anteriormente). Las células hospedadoras preferidas para
modificacién genética respecto al sistema PUFA PKS de la invencién se han descrito anteriormente.

En el método de produccion de compuestos bioactivos deseados de la presente invencion, se cultiva o hace crecer
un microorganismo modificado genéticamente en un medio adecuado, en condiciones eficaces para producir el
compuesto bioactivo. Un medio apropiado, o eficaz se refiere a cualquier medio en que un microorganismo
modificado genéticamente de la presente invencion, cuando se cultiva, sea capaz de producir el producto deseado.
Dicho medio es tipicamente un medio acuoso que comprende fuentes asimilables de carbono, nitrégeno y fosfato.
Dicho medio también puede incluir sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados. Los microorganismos de
la presente invencidon pueden cultivarse en biorreactores convencionales de fermentacion. Los microorganismos
pueden cultivarse por cualquier proceso de fermentacion que incluya, aunque sin limitacion, fermentacion
discontinua, semicontinua, con reciclado celular, y continua. Las condiciones preferidas de cultivo para
microorganismos hospedadores potenciales de acuerdo con la presente invencién son bien conocidas en la técnica.
Las moléculas bioactivas deseadas producidas por el microorganismo modificado genéticamente pueden
recuperarse del medio de fermentacion usando técnicas convencionales de separacion y purificacion. Por ejemplo,
el medio de fermentacion puede filtrarse o centrifugarse para retirar los microorganismos, desechos celulares y otra
materia particulada, y el producto puede recuperarse del sobrenadante sin células por métodos convencionales,
tales como, por ejemplo, intercambio i6nico, cromatografia, extraccion, extraccion de disolvente, separacion en
membrana, electrodidlisis, 6smosis inversa, destilacion, derivatizacion quimica y cristalizacion. Como alternativa, los
microorganismos que producen el compuesto deseado, o extractos y diversas fracciones del mismo, pueden usarse
sin eliminar los componentes del microorganismo del producto.

En el método para la produccion de compuestos bioactivos deseados de la presente invencion, se cultiva una planta
modificada genéticamente en un medio de fermentacidn o se hace crecer en un medio adecuado tal como suelo. Un
medio apropiado o eficaz de fermentacién se ha analizado en detalle anteriormente. Un medio de cultivo adecuado
para plantas superiores incluye cualquier medio de cultivo para plantas, incluyendo, aunque sin limitacion, suelo,
arena, cualquier otro medio particulado que de soporte al crecimiento de las raices (por ejemplo, vermiculita, perlita,
etc.) o cultivo hidropénico, asi como luz adecuada, agua y suplementos nutricionales que optimizan el crecimiento de
la planta superior. Las plantas modificadas genéticamente de la presente invencién se modifican por ingenieria para
gue produzcan cantidades significativas del producto deseado a través de la actividad del sistema PKS que esta
modificado genéticamente de acuerdo con la presente invencion. Los compuestos pueden recuperarse a través de
procesos de purificacion que extraen los compuestos de la planta. En una realizacion preferida, el compuesto se
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recupera por recoleccion de la planta. En esta realizacién, la planta puede consumirse en su estado natural o
procesarse adicionalmente en productos consumibles.

Como se ha descrito anteriormente, un microorganismo modificado genéticamente Util en la presente invencién
puede, en un aspecto, contener de forma enddgena y expresar un sistema PUFA PKS, y la modificacion genética
puede ser una modificacion genética de uno o mas de los dominios funcionales del sistema PUFA PKS enddgeno,
mediante lo cual la modificacion tiene algun efecto sobre la actividad del sistema PUFA PKS. En otro aspecto, dicho
organismo puede contener de forma enddgena y expresar un sistema PUFA PKS, y la modificacion genética puede
ser una introduccién de al menos una secuencia exégena de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de acido
nucleico recombinante), donde la secuencia exdgena de acido nucleico codifica al menos un dominio o proteina
biol6gicamente activa de un segundo sistema PKS y/o una proteina que afecta a la actividad de dicho sistema PUFA
PKS (por ejemplo, una fosfopanteteinil transferasa (PPTasa), analizada a continuacién). En otro aspecto mas, el
organismo no contiene necesariamente de forma endégena (natural) un sistema PUFA PKS, pero se modifica
genéticamente para introducir al menos una molécula de acido nucleico recombinante que codifique una secuencia
de aminoécidos que tenga la actividad biolégica de al menos un dominio de un sistema PUFA PKS. En este aspecto,
la actividad PUFA PKS se ve afectada por la introduccion o aumento de la actividad PUFA PKS en el organismo. Se
han analizado en detalle anteriormente diversas realizaciones asociadas con cada uno de estos aspectos.

En una realizaciéon del método para producir compuestos bioactivos, la modificacion genética cambia al menos un
producto producido por el sistema PKS enddgeno, en comparacion con un organismo de tipo silvestre.

En otra realizacion, el organismo expresa de forma endégena un sistema PKS que comprende el al menos un
dominio biolégicamente activo del sistema PUFA PKS, y la modificacion genética comprende la transfeccion del
organismo con una molécula de acido nucleico recombinante seleccionada entre el grupo que consiste en: una
molécula de acido nucleico recombinante que codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un segundo
sistema PKS y una molécula de acido nucleico recombinante que codifica una proteina que afecta a la actividad del
sistema PUFA PKS. En esta realizacion, la modificacion genética preferiblemente cambia al menos un producto
producido por el sistema PKS endbgeno, en comparacion con un organismo de tipo silvestre. Un segundo sistema
PKS puede incluir otro sistema PUFA PKS (bacteriano 0 no bacteriano), un sistema PKS tipo |, un sistema PKS tipo
I, y/o un sistema PKS modular. Se han descrito anteriormente ejemplos de proteinas que afectan a la actividad de
un sistema PKS (por ejemplo, PPTasa).

En otra realizacion, el organismo se modifica genéticamente por transfeccion con una molécula de acido nucleico
recombinante que codifica el al menos un dominio del sistema de acido graso poliinsaturado (PUFA) policétido
sintasa (PKS). Dichas moléculas de acido nucleico recombinantes se ha descrito en detalle previamente en este
documento.

En otra realizacién, el organismo expresa de forma endégena un sistema PUFA PKS no bacteriano, y la
modificacién genética comprende la sustitucion de un dominio de un sistema PKS diferente en el lugar de una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos un dominio del sistema PUFA PKS no bacteriano. En otra
realizacién, el organismo expresa de forma enddgena un sistema PUFA PKS no bacteriano que se ha modificado
por transfeccién del organismo con una molécula de acido nucleico recombinante que codifica una proteina que
regula la longitud de cadena de los acidos grasos producidos por el sistema PUFA PKS. En un aspecto, la molécula
de acido nucleico recombinante que codifica una proteina que regula la longitud de cadena de los acidos grasos
remplaza una secuencia de acido nucleico que codifica un factor de longitud de cadena en el sistema PUFA PKS no
bacteriano. En otro aspecto, la proteina que regula la longitud de cadena de los &acidos grasos producidos por el
sistema PUFA PKS es un factor de longitud de cadena. En otro aspecto, la proteina que regula la longitud de cadena
de los acidos grasos producidos por el sistema PUFA PKS es un factor de longitud de cadena que dirige la sintesis
de unidades C20.

En otra realizacién, el organismo expresa un sistema PUFA PKS no bacteriano que comprende una modificacion
genética en un dominio que codifica B-cetoacil-ACP sintasa (KS), donde la modificacion altera la relacién de acidos
grasos de cadena larga producidos por el sistema PUFA PKS en comparacion con la ausencia de la modificacion.
En un aspecto de esta realizacion, la modificacion se selecciona entre el grupo que consiste en una delecién de todo
o parte del dominio, una sustitucién de un dominio homélogo de un organismo diferente en el lugar del dominio, y
una mutacién del dominio.

En una realizacién del método para producir una molécula bioactiva, el organismo produce un perfil de acido graso
poliinsaturado (PUFA) que difiere del organismo de origen natural sin una modificaciéon genética.

Muchas otras modificaciones genéticas Utiles para producir moléculas bioactivas seran evidentes para los expertos
en la materia, dada la presente descripcion, y se han analizado previamente en este documento otras diversas
modificaciones. La presente invencidon contempla cualquier modificacion genética relacionada con un sistema PUFA
PKS descrito en este documento que provoque la produccién de una molécula bioactiva deseada.
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Las moléculas bioactivas, de acuerdo con la presente invencion, incluyen cualquier molécula (compuestos,
productos, etc.) que tenga una actividad bioldgica, y que pueda producirse por un sistema PKS que comprende al
menos una secuencia de aminoacidos que tiene una actividad biolégica de al menos un dominio funcional de un
sistema PUFA PKS no bacteriano descrito en este documento. Dichas moléculas bioactivas pueden incluir, aunque
sin limitacion: un acido graso poliinsaturado (PUFA), una formulacién anti-inflamatoria, un agente quimioterapéutico,
un excipiente activo, un farmaco para la osteoporosis, un anti-depresivo, un anti-convulsivo, un farmaco anti-
Helicobacter pylori, un farmaco para el tratamiento de enfermedad neurodegenerativa, un farmaco para el
tratamiento de enfermedad hepatica degenerativa, un antibiético, y una formulacion para disminuir el nivel de
colesterol. Una ventaja del sistema PUFA PKS no bacteriano de la presente invencion es la capacidad de dicho
sistema de introducir dobles enlaces carbono-carbono en configuracion cis, y moléculas que incluyen un doble
enlace cada tres carbonos. Esta capacidad puede utilizarse para producir una diversidad de compuestos.

Preferiblemente, los compuestos bioactivos de interés se producen por el microorganismo modificado genéticamente
en una cantidad que es mayor de aproximadamente el 0,05 %, y preferiblemente mayor de aproximadamente el 0,1
%, y mas preferiblemente mayor de aproximadamente el 0,25 %, y mas preferiblemente mayor de aproximadamente
el 0,5 %, y mas preferiblemente mayor de aproximadamente el 0,75 %, y mas preferiblemente mayor de
aproximadamente el 1 %, y mas preferiblemente mayor de aproximadamente el 2,5 %, y mas preferiblemente mayor
de aproximadamente el 5 %, y mas preferiblemente mayor de aproximadamente el 10 %, y mas preferiblemente
mayor de aproximadamente el 15 %, e incluso mas preferiblemente mayor de aproximadamente el 20 % del peso
seco del microorganismo. Para compuestos lipidicos, preferiblemente, dichos compuestos se producen en una
cantidad que es mayor de aproximadamente el 5 % del peso seco del microorganismo. Para otros compuestos
bioactivos, dichos antibidticos o compuestos que se sintetizan en cantidades mas pequefas, aquellas cepas que
procesan dichos compuestos en peso seco del microorganismo, se identifican de forma predecible como que
contienen un nuevo sistema PKS del tipo descrito anteriormente. En algunas realizaciones, se secretan moléculas
bioactivas (compuestos) particulares por el microorganismo, en lugar de acumularse. Por lo tanto, dichas moléculas
bioactivas se recuperan generalmente del medio de cultivo y la concentracién de molécula producida variara
dependiendo del microorganismo y el tamafio del cultivo.

Otra realizacion mas de la presente invencion se refiere a un método para producir leche animal humanizada. Este
método incluye las etapas de modificar genéticamente células productoras de leche de un animal no humano
productor de leche con al menos una molécula de acido nucleico recombinante que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica al menos un dominio bhiolégicamente activo de un sistema PUFA PKS de acuerdo con la
invencion. El sistema PUFA PKS es un sistema PUFA PKS no bacteriano.

Los métodos para modificar genéticamente una célula hospedadora y para producir un produce un animal no
humano productor de leche, modificado genéticamente, son conocidos en la técnica. Ejemplos de animales
hospedadores a modificar incluyen ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras, yaks, etc., que son susceptibles a
manipulacion genética y clonacion para rapida expansion de una poblacion que expresa el transgén. Para animales,
pueden adaptarse transgenes tipo PKS para su expresion en organulos, tejidos y fluidos corporales diana a través
de modificacion de las regiones reguladoras génicas. Es de particular interés la produccion de PUFA en la leche
materna del animal hospedador.

Los siguientes ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

El siguiente ejemplo describe el andlisis adicional de secuencias relacionadas con PKS de Schizochytrium.

Los presentes inventores han secuenciado el ADN gendmico que incluye la longitud completa de las tres fases de
lectura abierta (Orf) en el sistema PUFA PKS de Schizochytrium usando los métodos generales resumidos en los
Ejemplos 8 y 9 de la publicacion PCT n.° WO 0042195 y la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/231.899. Los
dominios biol6gicamente activos en las proteinas PKS de Schizochytrium se representan graficamente en la Fig. 1.
La estructura de dominios del sistema PUFA PKS de Schizochytrium se describe mas particularmente del siguiente
modo.

Fase de lectura abierta A (OrfA):

La secuencia completa de nucleétidos para OrfA se representa en este documento como SEC ID N° 1. OrfA es una
secuencia de 8730 nucleétidos (sin incluir el codén de parada) que codifica una secuencia de 2910 aminoacidos,
representada en este documento como SEC ID N° 2. Dentro de OrfA hay doce dominios:

(a) un dominio B-ceto acil-ACP sintasa (KS);
(b) un dominio malonil-CoA:ACP aciltransferasa (MAT);
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(c) nueve dominios de proteina de transporte de acilo (ACP);
(d) un dominio cetorreductasa (KR).

Los dominios contenidos dentro de OrfA se han determinado en base a:

(1) resultados de un andlisis con el programa Pfam (Pfam es una base de datos de multiples alineaciones de
dominios proteicos o regiones proteicas conservadas. Las alineaciones representan alguna estructura
evolutivamente conservada que tiene implicaciones para la funcién de la proteina. El perfil de modelos ocultos de
Markov (perfii HMM) construido a partir de las alineaciones Pfam puede ser muy Util para reconocer de forma
automatica que una nueva proteina pertenece a una familia existente de proteinas, incluso si la homologia es débil.
A diferencia de los métodos convencionales de alineacion por pares (por ejemplo, BLAST, FASTA), los HMM de
Pfam dan sensibilidad con proteinas de miltiples dominios. La referencia proporcionada para la version Pfam usada
es: Bateman A, Birney E, Cerruti L, Durbin R, Etwiller L, Eddy SR, Griffiths-Jones S, Howe KL, Marshall M,
Sonnhammer EL (2002) Nucleic Acids Research 30(1):276-280); y/o

(2) comparacién de homologia a sistemas PUFA-PKS bacterianos (por ejemplo, Shewanella) usando una bdsqueda
de homologia BLAST 2.0 Basic BLAST usando blastp para blsquedas de aminoacidos con parametros
convencionales por defecto, donde la secuencia de consulta se filtra para regiones de baja complejidad por defecto
(descrito en Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. y Lipman, D.J. (1997)
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs.” Nucleic Acids Res.
25:3389-3402).

Se cree que las secuencias proporcionadas para dominios individuales contienen la longitud completa de la
secuencia que codifica un dominio funcional, y puede contener secuencia flanqueante adicional dentro de la Orf.

ORFA-KS

El primer dominio en OrfA es un dominio KS, también mencionado en este documento como ORFA-KS. Este
dominio esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 1 y 40 de la SEC ID N° 1 (OrfA) hasta un punto final entre aproximadamente las
posiciones 1428 y 1500 de la SEC ID N° 1. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el
dominio ORFA-KS esta representada en este documento como SEC ID N° 7 (posiciones 1-1500 de la SEC ID N° 1).
La secuencia de aminoéacidos que contiene el dominio KS abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente
las posiciones 1y 14 de la SEC ID N° 2 (ORFA) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 476 y
500 de la SEC ID N° 2. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFA-KS esta representada en este
documento como SEC ID N° 8 (posiciones 1-500 de la SEC ID N° 2). Se aprecia que el dominio ORFA-KS contiene
un motivo de sitio activo: DXAC* (*C215 del sitio de unién a acilo).

ORFA-MAT

El segundo dominio en OrfA es un dominio MAT, también mencionado en este documento como ORFA-MAT. Este
dominio estad contenido dentro de la secuencia de nucledtidos que abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 1723 y 1798 de la SEC ID N° 1 (OrfA) hasta un punto final entre aproximadamente
las posiciones 2805 y 3000 de la SEC ID N° 1. La secuencia de nucle6tidos que contiene la secuencia que codifica
el dominio ORFA-MAT estéa representada en este documento como SEC ID N° 9 (posiciones 1723-3000 de la SEC
ID N° 1). La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio MAT abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 575 y 600 de la SEC ID N° 2 (ORFA) hasta un punto final entre aproximadamente
las posiciones 935 y 1000 de la SEC ID N° 2. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFA-MAT
esta representada en este documento como SEC ID N° 10 (posiciones 575-1000 de la SEC ID N° 2). Se aprecia que
el dominio ORFA-MAT contiene un motivo de sitio activo: GHS*XG (*S+os del sitio de unién a acilo), representado en
este documento como SEC ID N° 11.

ORFA-ACP n.°1-9

Los dominios 3-11 de OrfA son nueve dominios ACP en tdndem, también mencionados en este documento como
ORFA-ACP (el primer dominio en la secuencia es ORFA-ACP1, el segundo dominio es ORFA-ACP2, el tercer
dominio es ORFA-ACP3, etc.). El primer dominio ACP, ORFA-ACP1, esta contenido dentro de la secuencia de
nucleétidos que abarca desde aproximadamente la posicién 3343 hasta aproximadamente la posicién 3600 de la
SEC ID N° 1 (OrfA). La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFA-ACP1
esta representada en este documento como SEC ID N° 12 (posiciones 3343-3600 de la SEC ID N° 1). La secuencia
de aminoacidos que contiene el primer dominio ACP abarca desde aproximadamente la posicién 1115 hasta
aproximadamente la posicion 1200 de la SEC ID N° 2. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFA-
ACP1 esta representada en este documento como SEC ID N° 13 (posiciones 1115-1200 de la SEC ID N° 2). Se
aprecia que el dominio ORFA-ACP1 contiene un motivo de sitio activo: LGIDS* (*Si1157 del motivo de unién a
panteteina), representado en este documento por la SEC ID N° 14. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de
los nueve dominios ACP estan muy conservados y, por lo tanto, la secuencia para cada dominio no esta
representada en este documento por un identificador de secuencia individual. Sin embargo, en base a esta
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informacién, un experto en la materia puede determinar facilmente la secuencia para cada uno de los otros ocho
dominios ACP. El intervalo repetido para los nueve dominios es de aproximadamente 110 a aproximadamente 330
nucleétidos de la SEC ID N° 1.

Los nueve dominios ACP juntos abarcan una region de OrfA desde aproximadamente la posicién 3283 hasta
aproximadamente la posicién 6288 de la SEC ID N° 1, que corresponde a las posiciones de aminoacido desde
aproximadamente 1095 hasta aproximadamente 2096 de la SEC ID N° 2. Esta region incluye los segmentos
enlazadores entre dominios ACP individuales. Cada uno de los nueve dominios ACP contiene un motivo de union a
panteteina LGIDS* (representado en este documento por la SEC ID N° 14), donde * es la S del sitio de unién a
panteteina S. En cada extremo de la region del dominio ACP y entre cada dominio ACP hay una regién que esta
muy enriquecida en prolina (P) y alanina (A), que se cree que es una region enlazadora. Por ejemplo, entre los
dominios ACP 1y 2 esta la secuencia: APAPVKAAAPAAPVASAPAPA, representada en este documento como SEC
ID N° 15.

ORFA-KR

El dominio 12 en OrfA es un dominio KR, también mencionado en este documento como ORFA-KR. Este dominio
esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio desde aproximadamente
la posicion 6598 de la SEC ID N° 1 hasta un punto final desde aproximadamente la posicion 8730 de la SEC ID N° 1.
La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFA-KR esta representada en este
documento como SEC ID N° 17 (posiciones 6598-8730 de la SEC ID N° 1). La secuencia de aminoacidos que
contiene el dominio KR abarca desde un punto de inicio de aproximadamente la posicion 2200 de la SEC ID N° 2
(ORFA) hasta un punto final de aproximadamente la posicién 2910 de la SEC ID N° 2. La secuencia de aminoacidos
que contiene el dominio ORFA-KR esta representada en este documento como SEC ID N° 18 (posiciones 2200-2910
de la SEC ID N° 2). Dentro del dominio KR hay una regién central con homologia a las aldehido de cadena corta-
deshidrogenasas (KR es un miembro de esta familia). Esta region central abarca desde aproximadamente la
posicion 7198 hasta aproximadamente la posicion 7500 de la SEC ID N° 1, que corresponde a las posiciones de
aminoacido 2400-2500 de la SEC ID N° 2.

Fase de lectura abierta B (OrfB):

La secuencia completa de nucleétidos para OrfB esta representada en este documento como SEC ID N° 3. OrfB es
una secuencia de 6177 nucledtidos (sin incluir el codon de parada) que codifica una secuencia de 2059
aminoacidos, representada en este documento como SEC ID N° 4. Dentro de la OrfB hay cuatro dominios:

(a) dominio 3-ceto acil-ACP sintasa (KS);

(b) un dominio de factor de longitud de cadena (CLF);
(c) un dominio acil transferasa (AT);

(d) un dominio enoil ACP-reductasa (ER).

Los dominios contenidos dentro de ORFB se han determinado en base a: (1) resultados de un analisis con el
programa Pfam, descrito anteriormente; y/o (2) comparacién de homologia a sistemas PUFA-PKS bacterianos (por
ejemplo, Shewanella) usando una bisqueda de homologia con BLAST 2.0 Basic BLAST, también descrito
anteriormente. Se cree que las secuencias proporcionadas para dominios individuales contienen la longitud
completa de la secuencia que codifica un dominio funcional, y puede contener secuencia flanqueante adicional
dentro de la Orf.

ORFB-KS

El primer dominio en OrfB es un dominio KS, también mencionado en este documento como ORFB-KS. Este
dominio estad contenido dentro de la secuencia de nucledtidos que abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 1 y 43 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final entre aproximadamente las
posiciones 1332 y 1350 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el
dominio ORFB-KS estéa representada en este documento como SEC ID N° 19 (posiciones 1-1350 de la SEC ID N°
3). La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio KS abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 1 y 15 de la SEC ID N° 4 (ORFB) hasta un punto final entre aproximadamente las
posiciones 444 y 450 de la SEC ID N° 4. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-KS esta
representada en este documento como SEC ID N° 20 (posiciones 1-450 de la SEC ID N° 4). Se aprecia que el
dominio ORFB-KS contiene un motivo de sitio activo: DXAC* (*C1gs del sitio de union a acilo).

ORFB-CLF
El segundo dominio en OrfB es un dominio CLF, también mencionado en este documento como ORFB-CLF. Este
dominio esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio entre

aproximadamente las posiciones 1378 y 1402 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final entre aproximadamente
las posiciones 2682 y 2700 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucle6tidos que contiene la secuencia que codifica
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el dominio ORFB-CLF estéa representada en este documento como SEC ID N° 21 (posiciones 1378-2700 de la SEC
ID N° 3). La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio CLF abarca desde un punto de inicio entre
aproximadamente las posiciones 460 y 468 de la SEC ID N° 4 (ORFB) hasta un punto final entre aproximadamente
las posiciones 894 y 900 de la SEC ID N° 4. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-CLF esta
representada en este documento como SEC ID N° 22 (posiciones 460-900 de la SEC ID N° 4). Se aprecia que el
dominio ORFB-CLF contiene un motivo de sitio activo de KS son la cisteina de unién a acilo.

ORFB-AT

El tercer dominio en OrfB es un dominio AT, también mencionado en este documento como ORFB-AT. Este dominio
esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente
las posiciones 2701 y 3598 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones
3975 y 4200 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucledtidos que contiene la secuencia que codifica el dominio
ORFB-AT esta representada en este documento como SEC ID N° 23 (posiciones 2701-4200 de la SEC ID N° 3). La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio AT abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente las
posiciones 901 y 1200 de la SEC ID N° 4 (ORFB) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 1325y
1400 de la SEC ID N° 4. La secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-AT esta representada en este
documento como SEC ID N° 24 (posiciones 901-1400 de la SEC ID N° 4). Se aprecia que el dominio ORFB-AT
contiene un motivo de sitio activo de AT de GxS*xG (*S1140 del sitio de unién a acilo).

ORFB-ER

El cuarto dominio en OrfB es un dominio ER, también mencionado en este documento como ORFB-ER. Este
dominio esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio de
aproximadamente la posicion 4648 de la SEC ID N° 3 (OrfB) hasta un punto final de aproximadamente la posicién
6177 de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFB-ER
esta representada en este documento como SEC ID N° 25 (posiciones 4648-6177 de la SEC ID N° 3). La secuencia
de aminoacidos que contiene el dominio ER abarca desde un punto de inicio de aproximadamente la posicién 1550
de la SEC ID N° 4 (ORFB) hasta un punto final de aproximadamente la posicion 2059 de la SEC ID N° 4. La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFB-ER esta representada en este documento como SEC ID
N° 26 (posiciones 1550-2059 de la SEC ID N° 4).

Fase de lectura abierta C (OrfC):

La secuencia completa de nucleétidos para OrfC esta representada en este documento como SEC ID N° 5. OrfC es
una secuencia de 4509 nucleétidos (sin incluir el codén de parada) que codifica una secuencia de 1503
aminoacidos, representada en este documento como SEC ID N° 6. Dentro de OrfC hay tres dominios:

(a) dos dominios B-hidroxi acil-ACP deshidrasa (DH) tipo FabA,
(b) un dominio enoil ACP-reductasa (ER).

Los dominios contenidos dentro de ORFC se han determinado en base a: (1) resultados de un analisis con el
programa Pfam, descrito anteriormente; y/o (2) comparacion de homologia a sistemas PUFA-PKS bacterianos (por
ejemplo, Shewanella) usando una busqueda de homologia con BLAST 2.0 Basic BLAST, también descrito
anteriormente. Se cree que las secuencias proporcionadas para dominios individuales contienen la longitud
completa de la secuencia que codifica un dominio funcional, y puede contener secuencia flanqueante adicional
dentro de la Orf.

ORFC-DH1

El primer dominio en OrfC es un dominio DH, también mencionado en este documento como ORFC-DH1. Este es
uno de los dos dominios DH en OrfC, y por lo tanto se denomina DH1. Este dominio esta contenido dentro de la
secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 1y 778 de la
SEC ID N° 5 (OrfC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 1233 y 1350 de la SEC ID N° 5. La
secuencia de nucledtidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFC-DH1 esta representada en este
documento como SEC ID N° 27 (posiciones 1-1350 de la SEC ID N° 5). La secuencia de aminoacidos que contiene
el dominio DH1 abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 1y 260 de la SEC ID N° 6
(ORFC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 411 y 450 de la SEC ID N° 6. La secuencia de
aminoacidos que contiene el dominio ORFC-DH1 esta representada en este documento como SEC ID N° 28
(posiciones 1-450 de la SEC ID N° 6).

ORFC-DH2

El segundo dominio en OrfC es un dominio DH, también mencionado en este documento como ORFC-DH2. Este es
el segundo de los dos dominios DH en OrfC, y por lo tanto se denomina DH2. Este dominio esta contenido dentro de
la secuencia de nucledtidos que abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 1351 y 2437
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de la SEC ID N° 5 (OrfC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 2607 y 2850 de la SEC ID N° 5.
La secuencia de nucledtidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFC-DH2 esta representada en
este documento como SEC ID N° 29 (posiciones 1351-2850 de la SEC ID N° 5). La secuencia de aminoacidos que
contiene el dominio DH2 abarca desde un punto de inicio entre aproximadamente las posiciones 451 y 813 de la
SEC ID N° 6 (ORFC) hasta un punto final entre aproximadamente las posiciones 869 y 950 de la SEC ID N° 6. La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFC-DH2 esta representada en este documento como SEC ID
N° 30 (posiciones 451-950 de la SEC ID N° 6).

ORFC-ER

El tercer dominio en OrfC es un dominio ER, también mencionado en este documento como ORFC-ER. Este
dominio esta contenido dentro de la secuencia de nucleétidos que abarca desde un punto de inicio de
aproximadamente la posicién 2998 de la SEC ID N° 5 (OrfC) hasta un punto final de aproximadamente la posicién
4509 de la SEC ID N° 5. La secuencia de nucleétidos que contiene la secuencia que codifica el dominio ORFC-ER
esta representada en este documento como SEC ID N° 31 (posiciones 2998-4509 de la SEC ID N° 5). La secuencia
de aminoacidos que contiene el dominio ER abarca desde un punto de inicio de aproximadamente la posicién 1000
de la SEC ID N° 6 (ORFC) hasta un punto final de aproximadamente la posicion 1502 de la SEC ID N° 6. La
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio ORFC-ER estéa representada en este documento como SEC ID
N° 32 (posiciones 1000-1502 de la SEC ID N° 6).

Ejemplo 2

El siguiente ejemplo describe el uso del proceso de seleccién de la presente invencion para identificar otros tres
organismos no bacterianos que comprenden un sistema PUFA PKS de acuerdo con la presente invencion.

Se cultivé Thraustochytrium sp. 23B (ATCC 20892) de acuerdo con el método de seleccion descrito en solicitud
provisional de Estados Unidos n.° de serie 60/298.796 y como se describe en detalle en este documento.

El filtro biorracional (usando cultivos en matraz de agitacion) desarrollado para detectar microorganismos que
contienen sistemas PKS que producen PUFA es el siguiente:

Se colocan dos ml de un cultivo de la cepa/microorganismo a ensayar en matraz de agitacion con separadores de
250 ml con 50 ml medio de cultivo (tratamiento aer6bico) y se colocan otros 2 ml de cultivo de la misma cepa en un
matraz de agitacién sin separadores de 250 ml con 200 ml de medio de cultivo (tratamiento andxico). Ambos
matraces se colocan en una mesa oscilatoria a 200 rpm. Después de 48-72 h de tiempo de cultivo, se recogen los
cultivos por centrifugaciéon y se analizan las células para ésteres metilicos de acidos graso mediante cromatografia
de gases para determinar los siguientes datos parta cada cultivo: (1) perfil de acidos grasos; (2) contenido de PUFA,;
(3) contenido de grasa (estimada como la cantidad total de acidos grasos (TFA)).

Estos datos se analizan después haciendo las siguientes cinco preguntas:

Criterios de seleccion: Matraz de bajo O,/anéxico frente al matraz aerdbico (si/no)

(1) ¢ElI DHA (u otro contenido de PUFA) (como % de FAME) permanecia aproximadamente igual o preferiblemente
aumentaba en el cultivo de bajo oxigeno en comparacion con el cultivo aeréhico?

(2) ¢Es C14:0 + C16:0 + C16:1 mayor de aproximadamente el 40 % de TFA en el cultivo andxico?

(3) ¢Hay muy poco (>1 % como FAME) o ningun precursor (C18:3n-3 +C18:2n-6+C18:3n-6) para la ruta
convencional de elongasa/desaturasa dependiente de oxigeno en el cultivo andxico?

(4) ¢ El contenido de grasa (como la cantidad total de acidos grasos/peso seco de la célula) aumentaba en el cultivo
de bajo oxigeno en comparacion con el cultivo aerébico?

(5) ¢ElI DHA (u otro contenido de PUFA) estaba aumentado como % en peso seco de la célula en el cultivo de bajo
oxigeno en comparacién con el cultivo aerébico?

Si las tres primeras preguntas se contestan si, existe un buen indicio de que la cepa contiene un sistema genético
PKS para fabricar PUFA de cadena larga. Cuantas mas preguntas se contesten si (preferiblemente las tres primeras
preguntas deben contestarse si), mas fuerte sera el indicio de que la cepa contiene dicho sistema genético PKS. Si
las cinco preguntas se contestan si, entonces existe un indicio muy fuerte de que la cepa contiene un sistema
genético PKS para fabricar PUFA de cadena larga.

Siguiente el método resumido anteriormente, se usé un vial congelado de Thraustochytrium sp. 23B (ATCC 20892)
para inocular un matraz de agitacién de 250 ml que contenia 50 ml de medio RCA. El cultivo se agit6 en una mesa
oscilatoria (200 rpm) durante 72 h a 25 °C. El medio RCA contiene lo siguiente:

Medio RCA
Agua 1000 ml
Sales marinas Reef Crystals® 40 g/l
Glucosa 20 g/l
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Glutamato monosaédico (MSG) 20 g/l
Extracto de levadura 14/
Metales PII* 5 mi/l
Mezcla de vitaminas* 1 mll
pH 7,0

*La mezcla de metales PIl y la mezcla de vitaminas son iguales a las resumidas en la patente de Estados

Unidos n.° 5.130.742.
Entonces se usaron 25 ml del cultivo de 72 h de antigliedad para inocular otro matraz de agitacion de 250 ml que
contenia 50 ml de medio RCA bajo en nitrégeno (10 g/l de MSG en lugar de 20 g/l) y los otros 25 ml de cultivo se
usaron para inocular un matraz de agitacion de 250 ml que contenia 175 ml de medio RCA bajo en nitrégeno. Los
dos matraces después se colocaron en una mesa oscilatoria (200 rpm) durante 72 h a 25 °C. Las células después se
recogieron mediante centrifugacion y se secaron por liofilizacion. Las células secadas se analizaron para el
contenido de grasa y el perfil y contenido de acidos grasos usando procedimientos convencionales de cromatografia
de gases (tales como los resumidos en el documento US 5.130.742).

Los resultados de la seleccién para Thraustochytrium 23B fueron los siguientes:

¢Aumentaba DHA como % de FAME? Si (38->44 %)

¢C14:0 + C16:0 + C16:1 mayor que aproximadamente el 40 % de TFA? Si (44 %)

¢Nada de C18:3(n-3) o C18:3(n-6)? Si (0 %)

¢Aumentaba el contenido de grasa? Si (aumento de 2 veces)
¢Aumentaba DHA (u otro contenido de PUFA)? Si (aumento de 2,3 veces)

Los resultados, especialmente el aumento significativo en el contenido de DHA (como % de FAME) en condiciones
de bajo oxigeno, indican fuertemente la presencia de un sistema PKS que produce PUFA en la cepa de
Thraustochytrium.

Para proporcionar datos adicionales que confirmen la presencia de un sistema PUFA PKS, se realiz6 transferencia
de Southern de Thraustochytrium 23B usando sondas de PKS de Schizochytrium cepa 20888, una cepa que ya se
ha determinado que contiene un sistema PKS que produce PUFA (es decir, SEC ID N° 1-32 descritas
anteriormente). Se detectaron fragmentos de ADN gendémico de Thraustochytrium 23B que son homdlogos a sondas
de hibridacién de genes de sintesis de PUFA por PKS usando la técnica de transferencia de Southern. Se digiri6 el
ADN genémico de Thraustochytrium 23B con endonucleasas de restriccion Clal o Kpnl, se separé por electroforesis
en gel de agarosa (0,7 % de agarosa, en tampdén convencional Tris-Acetato-EDTA), y se transfiri6 a una membrana
Nytran Supercharge de Schleicher & Schuell por transferencia capilar. Se usaron dos sondas de hibridacion
marcadas con digoxigenina - una especifica para la region enoil reductasa (ER) de Orf B de PKS de Schizochytrium
(nucleodtidos 5012-5511 de Orf B; SEC ID N° 3), y la otra especifica para una region conservada en el inicio de la Orf
C de PKS de Schizochytrium (nucledtidos 76-549 de OrfC; SEC ID N° 5).

La sonda de OrfB-ER detect6 un fragmento Clal de aproximadamente 13 kb y un fragmento Kpnl de
aproximadamente 3,6 kb en el ADN gendémico de Thraustochytrium 23B. La sonda de OrfC detectdé un fragmento
Clal de aproximadamente 7,5 kb y un fragmento Kpnl de aproximadamente 4,6 kb en el ADN gendémico de
Thraustochytrium 23B.

Finalmente, se seleccioné una biblioteca genémica recombinante, que consistia en fragmentos de ADN del ADN
gendmico de Thraustochytrium 23B insertado en vector lambda FIX Il (Stratagene), usando sondas marcadas con
digoxigenina correspondientes a los siguientes segmentos de genes de PUFA-PKS de Schizochytrium 20888:
nucleétidos 7385-7879 de Orf A (SEC ID N° 1), nucleétidos 5012-5511 de Orf B (SEC ID N° 3), y nucleétidos 76-549
de Orf C (SEC ID N° 5). Cada una de estas sondas detect6 placas positivas de la biblioteca de Thraustochytrium
23B, lo que indica homologia extensiva entre los genes de PUFA-PKS de Schizochytrium y los genes de
Thraustochytrium 23B.

En resumen, estos resultados demuestran que el ADN gendémico de Thraustochytrium 23B contiene secuencias que
son homoélogas a genes de PKS de Schizochytrium 20888.

Este microorganismo traustoquitridio esta incluido en este documento como una fuente adicional de estos genes
para uso en las realizaciones anteriores.

Thraustochytrium 23B (ATCC 20892) es significativamente diferente de Schizochytrium sp. (ATCC 20888) en su
perfil de acidos grasos. Thraustochytrium 23B puede tener relaciones DHA:DPA(n-6) tan elevadas como de 14:1 en
comparacion con solamente 2-3:1 en Schizochytrium (ATCC 20888). Thraustochytrium 23B también puede tener
niveles mayores de C20:5(n-3). El analisis de los dominios en el sistema PUFA PKS de Thraustochytrium 23B en
comparacion con el sistema PUFA PKS conocido de Schizochytrium debe proporcionarnos informacion clave sobre
el modo de modificar estos dominios para influir en la relacion y tipos de PUFA producidos usando estos sistemas.
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El método de seleccién descrito anteriormente se ha utilizado para identificar otras cepas candidatas potenciales que
contengan un sistema PUFA PKS. Dos cepas adicionales que los presentes inventores han identificado que tienen
sistemas PUFA PKS son Schizochytrium limacium (SR21) Honda y Yokochi (IF032693) y Ulkenia (BP-5601). Ambas
se seleccionaron como anteriormente, pero en medio N2 (glucosa: 60 g/l; KH,PO4: 4,0 g/l; extracto de levadura: 1,0
g/l; agua de remojo de maiz: 1 ml/l; NH4sNOs: 1,0 g/l; sales marinas artificiales (Reef Crystals): 20 g/l; todas las
concentraciones anteriores mezcladas en agua desionizada). Para ambas cepas de Schizochytrium y Ulkenia, las
respuestas a las primeras tres preguntas de filtro analizadas anteriormente para Thraustochytrium 23B fueron si
(Schizochytrium - DHA % FAME 32->41 % aerobico frente a anoxico, 58 % 14:0/16:0/16:1, 0 % precursores) y
(Ulkenia - DHA % FAME 28->44 % aerobico frente a andxico, 63 % 14:0/16:0/16:1, 0 % precursores), lo que indica
que estas cepas son buenos candidatos para que contengan un sistema PUFA PKS. Se obtuvieron respuestas
negativas para las dos preguntas finales para cada cepa: grasa disminuida del 61 % en peso seco al 22 % en peso
seco, y DHA del 21-9 % en peso seco en S. limacium y grasa disminuida del 59 al 21 % en peso seco en Ulkenia y
DHA del 16 % al 9 % en peso seco. Estos microorganismos traustoquitridios también se reivindican en este
documento como fuentes adicionales de los genes para uso en las realizaciones anteriores.

Ejemplo 3

El siguiente ejemplo demuestras que la sintesis de DHA y DPA en Schizochytrium no implica desaturasas unidas a
membrana o enzimas de elongacion de acidos grasos como las descritas para otros eucariotas (Parker-Barnes et
al., 2000, supra; Shanklin et al., 1998, supra).

Schizochytrium cumula grandes cantidades de triacilgliceroles ricos en DHA y acido docosapentaenoico (DPA;
22:5w6); por ejemplo, 30 % de DHA + DPA en peso seco. En eucariotas que sintetizan PUFA de 20 y 22 carbonos
mediante una ruta de elongacion/desaturacion, las combinaciones de |ntermed|os de 18, 20 y 22 carbonos son
relativamente grandes de modo que experimentos de marcaje in vivo usando [ C] -acetato revelan una clara cinética
precursor-producto para los intermedios predichos. Ademas, los intermedios radiomarcados proporcionados de
forma exdgena a dichos organismos se convierten en los productos PUFA finales.

Se suministré [1- 14C]acetato a un cultivo de 2 dias de antigiiedad como un Unico pulso a tiempo cero. Después se
recogleron muestras de células por centrifugacion y se extrajeron los lipidos. Ademas, se estimé la captacion de [1-

C]acetato por las células midiendo la radiactividad de la muestra antes y después de la centrifugacion. Se
separaron los ésteres metilicos del acido graso derivados de los lipidos celulares totales por AQNO3-TLC (disolvente,
hexano:éter dietilico:acido acético, 70:30:2 en volumen). La identidad de las bandas de acido graso se verificd por
cromatografia de gases, y se midio la radiactividad en ellas por recuento de centelleo. Los resultados mostraron que
se captaba rapidamente [l C] -acetato por células de Schizochytrium y se incorporaba en los acidos grasos, pero
en el tiempo mas corto de marcaje (2 min) DHA contenia un 31 % del marcador recuperado en Ios acidos grasos y
este porcentaje permanecié esencialmente inalterado durante los 10-15 min de incorporacion de [ C] -acetato y las
posteriores 24 horas de crecimiento del cultivo (datos no mostrados). Asimismo, DPA representaba el 10 % del
marcador en todo el experimento. No existen evidencias de una relacion precursor-producto entre acidos grasos de
16 o 18 carbonos y los aC|dos grasos poliinsaturados de 22 carbonos. Estos resultados son coherentes con la rapida
sintesis de DHA a partir de [ C] -acetato que implica combinaciones muy pequefias (posiblemente unidas a enzimas)
de intermedios.

A continuacion, las células se alteraron en tampdn fosfato 100 mM (pH 7,2), que contenia DTT 2 mM, EDTA 2 mM, y
glicerol al 10 %, agitando con voértice con perlas de vidrio. EI homogeneizado sin células se centrifugé a 100.000 g
durante 1 hora. Se incubaron alicuotas equivalentes de las fracciones de homogeneizado total, sedimento
(sedlmento H -S), y sobrenadante (sobrenadante H-S) en tamp6n de homogenizacion suplementado con acetil-CoA
20 pM, [1 C]malonll -CoA 100 pM (0,9 Gbg/mol), NADH 2 mM, y NADPH 2 mM durante 60 min a 25 °C. Se
extrajeron los ensayos y se prepararon y separaron los ésteres metilicos de acido graso como se ha descrito
anteriormente antes de la deteccion de la radiactividad con un Instantimager (Packard Instruments, Meriden, CT).
Los resultados mostraron que un homogenizado sin células derivado de cultivos de Schizochytrium incorporaba [1-

C] -malonil-CoA en DHA, DPA, y &cidos grasos saturados (datos no mostrados). Se retuvieron las mismas
actividades biosintéticas por una fraccion de sobrenadante a 100.000 xg pero no estuvieron presentes en el
sedimento de membrana. Estos datos contrastan con los obtenidos durante los ensayos de las enzimas bacterianas
(véase Metz et al., 2001, supra) y pueden indicar el uso de una molécula aceptora de acilo diferente (soluble). Por
tanto, la sintesis de DHA y DPA en Schizochytrium no implica desaturasas unidas a membrana o enzimas de
elongacién de acidos grasos como las descritas para otros eucariotas.

Aungue se han descrito en detalle diversas realizaciones de la presente invencion definida en las reivindicaciones,
es evidente para los expertos en la materia que encontraran modificaciones y adaptaciones de esas realizaciones.
Debe entenderse expresamente, sin embargo, que dichas modificaciones y adaptaciones estan dentro del alcance
de las siguientes reivindicaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS
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Ala

gag
Glu

ccc
Pro

tecg
Ser
680

ggc
Gly

gce
Ala

gtc
Val

cce
Pro

aag
Lys
760
cag
Gln

cgc
Arg

gce
Ala

gtc
Val

ttc

Leu
505
gag
Glu

cag
Gln

ttc
Phe

tgce
Cys

cgce
Arg
585
gtc
val

agce
Ser

atg
Met

cgc
Arg

gag
Glu
665
acc
Thr

tte
Phe

cte
Leu

tgc
Cys

aag
Lys
745
gtc
Val

acc
Thr

ctc
Leu

ttc
Phe

atc
Ile
825
agc

46

Cys

acc
Thr

ttc
Phe

cte
Leu

gece
Ala
570
gag
Glu

gcc
Ala

gag
Glu

gac
Asp

gtc
Val
650
cag
Gln

ctg
Leu

acc
Thx

tac
Tyr

cgc
Arg
730
gga
Gly

cag
Gln

gtc
Val

cag
Gln

cac
His
810
tcc
Ser

aac

Glu

gtc
val

aaa
Lys

gtc
Val
555
caa
Gln

ggce
Gly

gcg
Ala

gtg
val

gcc
Ala
635
tce
Ser

aac
Asn

gce
Ala

ccg
Pro

gce
Ala
715
cge
Arg

tgc
Cys

gcc
Ala

atc
Ile

aag
Lys
795
tcg
Ser

aag
Lys

gtc

Ala

aag
Lys

ttc
Phe
540
aag
Lys

ttc
Phe

gtc
Val

ctc
Leu

gcc
Ala
620
gcec
Ala

cag
Gln

cce
Pro

tgc
Cys

gac
Asp
700
gcg
Ala

gcc
Ala

atg
Met

gcc
Ala

acc
Thr
780
gag
Glu

ccc
Pro

gtc
Val

tct

Gln

aac
Asn
525
cct
Pro

gat
Asp

gcc
Ala

agc
Ser

ttc
Phe
605
atg
Met

cag
Gln

gtc
Val

aag
Lys

gct
Ala
685
ttt
Phe

ggc
Gly

cgce
Arg

gcc
Ala

aac
Asn
765

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

tce
Ser

ggce

Leu
510
acc
Thr

ggc
Gly

gct
Ala

aag
Lys

ttc
Phe
590
tcc
Ser

aac
Asn

tcc
Ser

ctc
Leu

aag
Lys
670
ctc
Leu

gce
Ala

tgc
Cys

atc
Ile

gcc
Ala
750
gtc
Val

tce
Ser

ttc
Phe

atg
Met

ttc
Phe
830

gag

Lys

gcc
Ala

tcec
Ser

gag
Glu

gat
Asp
575
cgc
Arg

gge
Gly

tgg
Trp

aag
Lys

tac
Tyr
655
atc
Ile

ggt
Gly

gce
Ala

gtec
Val

atg
Met
735
gtc
Val

tgg
Trp

gtc
Val

cge
Arg

gag
Glu
815
cgce
Arg

acc

Glu

tac
Tyr

atc
Ile

gat
Asp
560
gtc
Val

gce
Ala

cag
Gln

cce
Pro

gtc
Val
640
ccg
Pro

tcc
Ser

gce
Ala

ggc
Gly

gac
Asp
720
ggc
Gly

att
Ile

ctc
Leu

gaa
Glu

gte
Val
800
aac
Asn

acc
Thr

tac

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544



Pro

ccc
Pro

aag
Lys
865
ttt
Phe

acc
Thr

tcg
Ser

gtt
Val

gat
Asp
945
ctt
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

gag
Glu

cte
Leu

gcc
Ala

cce
Pro

aag
Lys

tct
Ser

gtc
Val

ccg
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag

Lys Ala Glu Thr Lys Leu Phe Ser Asn Val Ser Gly Glu Thr Tyr
835 840 845

acg gac gcc cgc gag atg ctt acg cag cac atg acc agc age gtc

Thr Asp Ala Arg Glu Met Leu Thr Gln His Met Thr Ser Ser Val

850 855 860

tte ctc acc cag gtc cgc aac atg cac cag gcec ggt gcg cgc atc

Phe Leu Thr Gln Val Arg Asn Met His Gln Ala Gly Ala Arg Ile

870 875 880
gtc gag ttc gga ccc aag cag gtg ctc tce aag ctt gtec tec gag
Val Glu Phe Gly Pro Lys Gln Val Leu Ser Lys Leu Val Ser Glu
885 890 895
ctc aag gat gac ccc tcg gtt gtc acc gte tet gte aac ccg gee
Leu Lys Asp Asp Pro Ser Val Val Thr Val Ser Val Asn Pro Ala
900 905 910

ggc acg gat tcg gac atc cag ctc cge gac gcg gce gtc cag ctc

Gly Thr Asp Ser Asp Ile Gln Leu Arg Asp Ala Ala Val Gln Leu
915 920 925

gtc gct ggc gtc aac ctt cag ggc ttt gac aag tgg gac gcc ccc

Val Ala Gly Val Asn Leu Gln Gly Phe Asp Lys Trp Asp Ala Pro

930 935 940

gcc acc cgc atg cag gec atc aag aag aag cgc act acc ctc cge

Ala Thr Arg Met Gln Ala Ile Lys Lys Lys Arg Thr Thr Leu Arg

950 955 960
tcg gee gec acc tac gtc teg gac aag acc aag aag gtc cgc gac
Ser Ala Ala Thr Tyr Val Ser Asp Lys Thr Lys Lys Val Arg Asp
965 970 975
gcc atg aac gat ggc cgc tgc gtc acc tac ctc aag gge gcc gea
Ala Met Asn Asp Gly Arg Cys Val Thr Tyr Leu Lys Gly Ala Ala
980 985 990

ctc atc aag gcc ccg gag ccc gttt gtc gac gag gecc gec aag cge

Leu Ile Lys Ala Pro Glu Pro Val Val Asp Glu Ala Ala Lys Arg
995 1000 1005

gcc gag cgt ctc cag aag gag ctt cag gat gcc cag cgce cag

Ala Glu Arg Leu Gln Lys Glu Leu Gln Asp Ala Gln Arg Gln

1010 1015 1020

gac gac gcc aag cgc gcc gec gec gag gec aac  tcec aag cte

Asp Asp Ala Lys Arg Ala Ala Ala Glu Ala Asn Ser Lys Leu

1025 1030 1035

gct gecc aag gag gag gcc aag acc gcc gct get  teg gec aag

Ala Ala Lys Glu Glu Ala Lys Thr Ala Ala Ala Ser Ala Lys

1040 1045 1050

gca gtt gac act gct gtt gtc gaa aag cat cgt gcc atc ctc

Ala Val Asp Thr Ala Val Val Glu Lys His Arg Ala Ile Leu

1055 1060 1065

tce atg ctc gecg gag ctc gat gge tac gga tcg gtc gac get

Ser Met Leu Ala Glu Leu Asp Gly Tyr Gly Ser Val Asp Ala

1070 1075 1080

tcc ctc cag cag cag cag cag cag cag acg gcc ccc gcec ccg

Ser Leu Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Thr Ala Pro Ala Pro

1085 1090 1095

aag gct get gecg cct gec gee cece gtt gec tcg gee cct gee

Lys Ala Ala Ala Pro Ala Ala Pro Val Ala Ser Ala Pro Ala

1100 1105 1110

gct gtc teg aac gag ctt ctt gag aag gcc gag act gtc gtc

Ala Val Ser Asn Glu Leu Leu Glu Lys Ala Glu Thr Val Val

1115 1120 1125

gag gtc ctc gcc gec aag acc ggc tac gag acc gac atg atc

Glu Val Leu Ala Ala Lys Thr Gly Tyr Glu Thr Asp Met Ile

1130 1135 1140

gct gac atg gag ctc gag acc gag ctc ggc att gac tcc atc

Ala Asp Met Glu Leu Glu Thr Glu Leu Gly Ile Asp Ser Ile

1145 1150 1155

cgt gtc gag atc ctec tcec gag gtc cag gcc atg ctc aat gtc

ES 2 562766 T3
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2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3384

3429

3474

3519



Lys

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro

gcc
Ala

gag
Glu

act
Thr

att
Ile

atg
Met

cgc
Arg

ggt
Gly

gct
Ala

gag
Glu

gcc
Ala

ctc
Leu

ctc
Leu

gac
Asp

atg
Met

gct
Ala

gcg
Ala

gtc
Val

atc

Arg
1160
gcc
Ala
1175
gtt
Val
1190
gcg
Ala
1205
gcc
Ala
1220
acc
Thr
1235
gac
Asp
1250
gac
Asp
1265
ctc
Leu
1280
act
Thr
1295
ggc
Gly
1310
gce
Ala
1325
ctt
Leu
1340
aag
Lys
1355
gag
Glu
1370
tcc
Ser
1385
gct
Ala
1400
aag
Lys
1415
gct
Ala
1430
cct
Pro
1445
atg
Met
1460

gag

Val

aag
Lys

gtc
Val

cct
Pro

gct
Ala

gtc
Val

atg
Met

tce
Ser

aac
Asn

gtg
Val

tct
Ser

gcc
Ala

ctt
Leu

act
Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctec
Leu

gcce
Ala

cct
Pro

gct
Ala

gag
Glu

tcc

Glu

gat
Asp

aac
Asn

gct
Ala

gcg
Ala

gtc
Val

atc
Ile

atc
Ile

gtc
Val

ggt
Gly

gce
Ala

cct
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

gtc
Val

agc
Ser

gag
Glu

gct
Ala

gte
Val

gte
Val

gac

Ile

gtc
Val

gcc
Ala

gce
Ala

cct
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro

gcg
Ala

aag
Lys

tac
Tyr

ctc
Leu

cag
Gln

cgce
Arg

atc
Ile

ccg
Pro

tcg
Ser

ctc
Leu

atg
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Leu

gat
Asp

atg
Met

gct
Ala

gct
Ala

gag
Glu

tce
Ser

cgt
Arg

gcc
Ala

gtc
Val

gcg
Ala

cct
Pro

gcc
Ala

gag
Glu

gge
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

gct
Ala

gct
Ala

agc
Ser

gcc
Ala

gag

Ser
1165
gcc
Ala
1180
aag
Lys
1195
gct
Ala
1210
gtc
Val
1225
gtc
Val
1240
gac
Asp
1255
gtc
Val
1270
aag
Lys
1285
gtc
Val
1300
cct
Pro
1315
gcc
Ala
1330
gag
Glu
1345
act
Thr
1360
att
Ile
1375
atg
Met
1390
cgc
Arg
1405
ggt
Gly
1420
gct
Ala
1435
gag
Glu
1450
gce
Ala
1465
ctc

Glu

ctc
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

tcg
Ser

ctc
Leu

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

aac
Asn

gce
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

gac
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

act
Thr

ggc
Gly

gcc
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

gag

Val

agce
Ser

gag
Glu

gct
Ala

aac
Asn

gce
Ala

gag
Glu

atc
Ile

gtc
Val

gcc
Ala

gce
Ala

gcc
Ala

gtc
Val

atg
Met

tce
Ser

aac
Asn

gtt
Val

tct
Ser

gce
Ala

cte
Leu

act
Thr

accec

48

Gln

cgc
Arg

atc
Ile

ccg
Pro

gag
Glu

gcc
Ala

ctc
Leu

ctc
Leu

gac
Asp

atg
Met

get
Ala

gcc
Ala

gtc
Val

atc
Ile

atc
Ile

gtc
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

cct
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

gag

Ala

act
Thr

gct
Ala

gcc
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

tcc
Ser

gct
Ala

aag
Lys

gce
Ala

cct
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro

gcg
Ala

aag
Lys

tac
Tyr

ctc

Met
1170
cgc
Arg
1185
ggc
Gly
1200
aag
Lys
1215
cte
Leu
1230
act
Thr
1245
act
Thr
1260
gag
Glu
1275
ctc
Leu
1290
gct
Ala
1305
cca
Pro
1320
gct
Ala
1335
gag
Glu
1350
tec
Ser
1365
cgt
Arg
1380
gce
Ala
1395
gtc
Val
1410
gcg
Ala
1425
cct
Pro
1440
gcc
Ala
1455
gag
Glu
1470

ggc

Leu

act
Thr

agc
Ser

gct
Ala

gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

gtt
Val

agc
Ser

gag
Glu

ggt
Gly

gtc
Val

gtc
Val

gac
Asp

gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

cct
Pro

gcc
Ala

gag
Glu

act
Thr

att

Asn

gtt
Val

tct
Ser

gcc
Ala

aag
Lys

tac
Tyr

ctc
Leu

cag
Gln

cgc
Arg

atc
Ile

ccg
Pro

tcg
Ser

ctc
Leu

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

gat
Asp

gcc
Ala

gcc
Ala

act
Thr

gac
Asp

gac

Val

ggt
Gly

gcc
Ala

cct
Pro

gcce
Ala

gag
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala

act
Thr

gct
Ala

gct
Ala

aac
Asn

gcc
Ala

gag
Glu

att
Ile

gtc
Val

gcc
Ala

gce
Ala

cct
Pro

gtc
Val

atg
Met

tce

3564

3609

3654

3699

3744

3789

3834

3879

3924

3969

4014

4059

4104

4149

4194

4239

4284

4329

4374

4419

4464



Ile

atc
Ile

gtc
Val

ggce
Gly

gce
Ala

cct
Pro

tcg
Ser

ctc
Leu

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

gat
Asp

gce
Ala

gcc
Ala

act
Thr

gac
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

act
Thr

ggc
Gly

gce
Ala

gtc

Glu
1475
aag
Lys
1490
gag
Glu
1505
gag
Glu
1520
ccg
Pro
1535
gcg
Ala
1550
agce
Ser
1565
gcc
Ala
1580
gag
Glu
1595
att
Ile
1610
gtc
Val
1625
gcc
Ala
1640
gcc
Ala
1655
gcc
Ala
1670
gtc
Val
1685
atg
Met
1700
tcc
Ser
1715
aac
Asn
1730
gtt
Val
1745
tect
Ser
1760
gcec
Ala
1775
gtc

Ser

cgt
Arg

gcc
Ala

gtc
Val

gcg
Ala

cct
Pro

gag
Glu

gcc
Ala

ctc
Leu

ctc
Leu

gac
Asp

atg
Met

gct
Ala

gcc
Ala

gtc
val

atc
Ile

atc
Ile

gtc
vVal

gge
Gly

gce
Ala

cct
Pro

atg

Asp

gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

cct
Pro

gcc
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

tcc
Ser

gct
Ala

aag
Lys

gct
Ala

cct
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro

gct
Ala

gag

Met

gag
Glu

gac
Asp

gat
Asp

gcc
Ala

gce
Ala

ctc
Leu

act
Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctc
Leu

gct
Ala

cct
Pro

gct
Ala

gag
Glu

tcc
Ser

cgt
Arg

gcc
Ala

gtt
Val

gcg
Ala

gtc
val

gtc
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Glu

att
Ile

gtc
Val

gcc
Ala

gce
Ala

cct
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

gtt
Val

agc
Ser

gag
Glu

gct
Ala

gtc
Val

gtc
Val

gac
Asp

gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

cct
Pro

tcg
Ser

cte

Leu
1480
ctec
Leu
1495
gac
Asp
1510
atg
Met
1525
gct
Ala
1540
gcg
Ala
1555
aag
Lys
1570
tac
Tyr
1585
ctc
Leu
1600
cag
Gln
1615
cgce
Arg
1630
atc
Ile
1645
ccg
Pro
1660
tcg
Ser
1675
ctc
Leu
1690
atg
Met
1705
gag
Glu
1720
gac
Asp
1735
gat
Asp
1750
gce
Ala
1765
aac
Asn
1780
gce

Glu

tece
Ser

gct
Ala

aag
Lys

gct
Ala

cct
Pro

gce
Ala

gag
Glu

ggc
Gly

gce
Ala

act
Thr

gct
Ala

gct
Ala

aac
Asn

gce
Ala

gag
Glu

atc
Ile

gtc
Val

gce
Ala

gce
Ala

gag
Glu

gcec

Thr

gag
Glu

ctc
Leu

gce
Ala

cct
Pro

gce
Ala

gag
Glu

act
Thr

att
Ile

atg
Met

cgc
Arg

ggce
Gly

gct
Ala

gag
Glu

gcc
Ala

cte
Leu

cte
Leu

gat
Asp

atg
Met

gct
Ala

ctt
Leu

aag

49

Glu

gtc
Val

agc
Ser

gag
Glu

gct
Ala

gcc
Ala

act
Thr

gac
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

act
Thr

agc
Ser

gce
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

tcc
Ser

gcc
Ala

aag
Lys

gcc
Ala

cte
Leu

act

Leu

cag
Gln

cge
Arg

atc
Ile

ccg
Pro

cct
Pro

gtc
Val

atg
Met

tcc
Ser

aac
Asn

gtt
Val

tce
Ser

gct
Ala

ctc
Leu

act
Thr

act
Thr

gag
Glu

ctc
Leu

gce
Ala

cct
Pro

gag
Glu

ggc

Gly
1485
gcc
Ala
1500
acc
Thr
1515
gct
Ala
1530
gct
Ala
1545

gcg

1560
gtc
Val
1575
att
Ile
1590
atc
Ile
1605
gtc
Val
1620
ggt
Gly
1635
gcc
Ala
1650
cct
Pro
1665
gag
Glu
1680
ggc
Gly
1695
gag

1710
gtt
Val
1725
agc
Ser
1740
gag
Glu
1755
gct
Ala
1770
aag
Lys
1785
tac

Ile

atg
Met

cgc
Arg

ggt
Gly

gct
Ala

cct
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

tcg
Ser

gcg
Ala

aaa
Lys

tac
Tyr

cte
Leu

cag
Gln

cgc
Arg

atc
Ile

ccg
Pro

gcc
Ala

gag

Asp

ctc
Leu

act
Thr

ggce
Gly

gce
Ala

gct
Ala

gag
Glu

tcc
Ser

cgt
Arg

gcec
Ala

gtc
Val

gcg
Ala

cecc
Pro

gcc
Ala

gag
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

gct
Ala

gct
Ala

gag
Glu

acc

Ser

aac
Asn

gtt
Val

tct
Ser

gce
Ala

gtc
Val

gtc
Val

gac
Asp

gtc
Val

aag
gte
Val

cct
Pro

gct
Ala

gag
Glu

act
Thr

att
Ile

atg
Met

cgc
Arg

ggt
Gly

gce
Ala

act
Thr

gac

4509

4554

4599

4644

4689

4734

4779

4824

4869

4914

4959

5004

5049

5094

5139

5184

5229

5274

5319

5364

5409



Val

atg
Met

tcc
Ser

aac
Asn

gtt
Val

tcc
Ser

gct
Ala

ctc
Leu

act
Thr

act
Thx

gag
Glu

ctc
Leu

gce
Ala

cct
Pro

gag
Glu

gge
Gly

gag
Glu

gtt
Val

agc
Ser

gag
Glu

gcc
Ala

ggc

Val
1790
atc
Ile
1805
atc
Ile
1820
gtc
Val
1835
ggc
Gly
1850
gcc
Ala
1865
cct
Pro
1880
gag
Glu
1895
ggc
Gly
1910
gag

1925
gtt
Val
1940
agc
Ser
1955
gag
Glu
1970
gct
Ala
1985
aag
Lys
2000
tac
Tyr
2015
cte
Leu
2030
cag
Gln
2045
cgc
Arg
2060
atc
Ile
2075
tcg
Ser
2090
gct

Met

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro

gcg
Ala

aag
Lys

tac
Tyr

ctc
Leu

cag
Gln

cgce
Arg

atc
Ile

ccg
Pro

gcc
Ala

gag
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala

act
Thr

gct
Ala

gct
Ala

gac

Glu

tcec
Ser

cgt
Arg

gce
Ala

gtc
Val

gcg
Ala

cce
Pro

gcc
Ala

gag
Glu

gge
Gly

gce
Ala

acc
Thr

gct
Ala

gct
Ala

gag
Glu

acc
Thr

att
Ile

atg
Met

cge
Arg

ggt
Gly

ggc
Gly

tgt

val

gac
Asp

gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

cct
Pro

gct
Ala

gag
Glu

act
Thr

att
Ile

atg
Met

cgce
Arg

ggt
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

gac
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

act
Thr

ggce
Gly

gcc
Ala

gat
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Leu

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

gat
Asp

gcc
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

gac
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

act
Thr

ggc
Gly

gce
Ala

gtc
Val

atg
Met

tcc
Ser

aac
Asn

gtt
Val

tect
Ser

gcg
Ala

gat

Ala
1795
gag
Glu
1810
att
Ile
1825
gtc
Val
1840
gcc
Ala
1855
gcc
Ala
1870
gct
Ala
1885
gtc
Val
1900
atg
Met
1915
tecc
Ser
1930
aac
Asn
1945
gtt
Val
1960
tect
Ser
1975
gcc
Ala
1990
gtc
Val
2005
atc
Ile
2020
atc
Ile
2035
gtc
Val
2050
gge
Gly
2065
gce
Ala
2080
cct
Pro
2095
ctt

Ala

ctc
Leu

ctc
Leu

gat
Asp

atg
Met

gct
Ala

gce
Ala

gtc
Val

att
Ile

atc
Ile

gtc
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

cct
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro

gcg
Ala

tcc

Lys

gag
Glu

tce
Ser

gct
Ala

aag
Lys

gct
Ala

cct
Pro

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

ccg
Pro

gct
Ala

gag
Glu

tcc
Ser

cgt
Arg

gcc
Ala

gtc
val

dgcg
Ala

gtc
val

ctg

50

Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctc
Leu

gct
Ala

cct
Pro

gct
Ala

gag
Glu

tce
Ser

cgt
Arg

gce
Ala

gtt
Val

gcg
Ala

gtc
Val

gtc
Val

gac
Asp

gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

cct
Pro

aag
Lys

atg

Gly

gag
Glu

gtt
Val

agc
Ser

gag
Glu

gct
Ala

gtc
Val

gtc
Val

gac
Asp

gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

cct
Pro

tcg
Ser

ctc
Leu

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

gat
Asp

gcc
Ala

att
Ile

cac

Tyr
1800
cte
Leu
1815
cag
Gln
1830
cge
Arg
1845
atc
Ile
1860
ccg
Pro
1875
tcg
Ser
1890
ctc
Leu
1905
atg
Met
1920

gag

1935
gac
Asp
1950
gat
Asp
1965
gcc
Ala
1980
aac
Asn
1995
gce
Ala
2010
gag
Glu
2025
att
Ile
2040
gtc
Val
2055
gce
Ala
2070
gcce
Ala
2085
gac
Asp
2100
gce

Glu

ggce
Gly

gcc
Ala

act
Thr

gce
Ala

gct
Ala

agce
Ser

gcc
Ala

gag
Glu

atc
Ile

gtc
Val

gce
Ala

gcc
Ala

gag
Glu

gce
Ala

ctc
Leu

ctc
Leu

gac
Asp

atg
Met

gct
Ala

tcg
Ser

aag

Thr

att
Ile

atg
Met

cgc
Arg

ggc
Gly

gct
Ala

gag
Glu

gcc
Ala

ctc
Leu

ctc
Leu

gat
Asp

atg
Met

gct
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

tcc
Ser

gct
Ala

aag
Lys

gct
Ala

gtc
Val

gtg

Asp

gac
Asp

ctc
Leu

act
Thr

agc
Ser

gcc
Ala

ctt
Leu

aag
Lys

gag
Glu

tcce
Ser

gcc
Ala

aag
Lys

gcc
Ala

ctt
Leu

act
Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctc
Leu

gct
Ala

cct
Pro

cac
His

gtt

5454
5499
5544
5589
5634
5679
5724
5769
5814
5859
5904
?949
5994
6039
6084
6129
6174
6219
6264
6309

6354



Gly

gac
Asp

cgc
Arg

ctg
Leu

ggt
Gly

gtg
vVal

aag
Lys

cag
Gln

ctec
Leu

gct
Ala

cgc
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

cag
Gln

atg
Met

aac
Asn

aac
Asn

ggc
Gly

cgc
Arg

gtc
Val

aag
Lys

agc

Ala
2105
atc
Ile
2120
cce
Pro
2135
gtc
Val
2150
ctc
Leu
2165
ctec
Leu
2180
gag
Glu
2195
cag

2210
atg
Met
2225
ggc
Gly
2240
ctc
Leu
2255
cag
Gln
2270

tgg

2285
ggce
Gly
2300
gcg
Ala
2315
cag
Gln
2330
ccg
Pro
2345
ggc
Gly
2360
cag
Gln
2375
tct
Ser
2390
gct
Ala
2405
gct

Asp Cys

cgc cgc
Arg Arg

gtt ctc
Val Leu

cgc gtc
Arg Val

cag ctc
Gln Leu

gcc aag
Ala Lys

gcc gag
Ala Glu

gcg gag
Ala Glu

tge gcc
Cys Ala

ggc cgc
Gly Arg

gga ttc
Gly Phe

cgt ggt
Arg Gly

tcec gag
Ser Glu

atg cac
Met His

tgc gect
Cys Ala

cag cgc
Gln Arg

cag cgc
Gln Arg

gct cgc
Ala Arg

atc gcg
Ile Ala

gcg agc
Ala Ser

gtg caa
Val Gln

ggc gag

Asp

ccg
Pro

gtt
Val

cte
Leu

gct
Ala

gat
Asp

cag
Gln

cgce
Arg

aag
Lys

ccg
Pro

act
Thr

gcc
Ala

tct
Ser

cce
Pro

gac
Asp

tge
Cys

cag
Gln

ggc
Gly

ggc
Gly

gaa
Glu

aag
Lys

ggc

ES 2 562766 T3

Asp

gac
Asp

gtc
Val

ggc
Gly

cag
Gln

ctt
Leu

cgce
Arg

tte
Phe

ttc
Phe

gcc
Ala

tcg
Ser

atc
Ile

gac
Asp

gag
Glu

att
Ile

acg
Thr

atc
Ile

atc
Ile

gge
Gly

ceg
Pro

gct
Ala

ccce

Leu
2110
gag
Glu
2125
gat
Asp
2140
gce
Ala
2155
cgce
Arg
2170
tcc
Ser
2185
ttt
Phe
2200
gag
Glu
2215
gce
Ala
2230
ttt
Phe
2245
cag
Gln
2260
ttt
Phe
2275
gtc
Val
2290
gat
Asp
2305
cgc
Arg
2320
ate
Ile
2335
gce
Ala
2350
acg
Thr
2365
aag
Lys
2380
gca
Ala
2395
gct
Ala
2410
aag

Ser

cte
Leu

gac
Asp

tgc
Cys

gct
Ala

gcg
Ala

ggc
Gly

ccc
Pro

aag
Lys

atc
Ile

ggc
Gly

ggc
Gly

ttt
Phe

gcc
Ala

att
Ile

cgt
Arg

aag
Lys

cct
Pro

tac
Tyr

tgg
Trp

acc
Thr

CCc

Leu

atc
Ile

gge
Gly

gce
Ala

ggt
Gly

gag
Glu

gct
Ala

gcc
Ala

gct
Ala

ggt
Gly

act
Thr

ctc
Leu

tcc
Ser

gcc
Ala

cgc
Arg

gcc
Ala

gac
Asp

ctt
Leu

att
Ile

tgc
Cys

cag
Gln

acg

51

Met

ctg
Leu

agce
Ser

gtt
Val

gcc
Ala

agc
Ser

ctc
Leu

gaa
Glu

tece
Ser

gtg
Val

tct
Ser

tgc
Cys

cgce
Arg

gtg
Val

gag
Glu

gece
Ala

gac
Asp

tgce
Cys

ctg
Leu

gct
Ala

gag
Glu

cccC

gag
Glu

gag
Glu

gtc
Val

gct
Ala

gcc
Ala

gge
Gly

atc
Ile

ctc
Leu

gcg
Ala

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly

gcg
Ala

gtc
Val

aag
Lys

gtg
Val

atc
Ile

ctt
Leu

ggc
Gly

ctec
Leu

cgc

Ala
2115
cgc
Arg
2130
ctc
Leu
2145
ctg
Leu
2160
gcc
Ala
2175
gag
Glu
2190
gge
Gly
2205
ctc
Leu
2220
tge
Cys
2235
cgce
Arg
2250
gcg
Ala
2265
acc
Thr
2280
gtg
Val
2295
att
Ile
2310
ggc
Gly
2325
ctc
Leu
2340
ctg
Leu
2355
cgg
Arg
2370
ggce
Gly
2385
atc
Ile
2400
aag
Lys
2415
gct

Lys

ccce
Pro

acc
Thr

acc
Thr

atc
Ile

aag
Lys

ttc
Phe

ggc
Gly

acg
Thr

ctt
Leu

ctc
Leu

atc
Ile

gac
Asp

gtg
Val

att
Ile

gag
Glu

cte
Leu

gag
Glu

cgce
Arg

act
Thr

cgce
Arg

gtc

Val

gag
Glu

ctc
Leu

ttt
Phe

cgc
Arg

gcc
Ala

atc
Ile

ttc
Phe

gct
Ala

gac
Asp

aag
Lys

ggc
Gly

att
Ile

cge
Arg

ggc
Gly

acc
Thr

gtt
Val

atc
Ile

agc
Ser

gac
Asp

gcc
Ala

act

Val

aac
Asn

gcc
Ala

gag
Glu

cac
His

atc
Ile

tcg
Ser

acg
Thr

gtg
Val

ggc
Gly

cgt
Arg

ctc
Leu

gct
Ala

gag
Glu

gca
Ala

ggc
Gly

tct
Ser

acg
Thr

aag
Lys

gag
Glu

ttt
Phe

aag

6399

6444

6489

6534

6579

6624

6669

6714

6759

6804

6849

6894

6939

6984

7029

7074

7118

7164

7209

7254

7299
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Ser Ala Gly Glu Gly Pro Lys Pro Thr Pro Arg Ala Val Thr Lys

2420 2425 2430
ctt gtg ggc tct gtt ctt gge get cge gag gtg cge  agc tct att 7344
Leu Val Gly Ser Val Leu Gly Ala Arg Glu Val Arg Ser Ser Ile

2435 2440 2445
gct gcg att gaa gcg ctc gge ggc aag gece atc tac teg teg tge 7389
Ala Ala Ile Glu Ala Leu Gly Gly Lys Ala Ile Tyr Ser Ser Cys

2450 2455 2460
gac gtg aac tct gce geec gac gtg gec aag gece gtg  cge gat gec 7434
Asp Val Asn Ser Ala Ala Asp Val Ala Lys Ala Val Arg Asp Ala

2465 2470 2475
gag tcc cag ctc ggt gcc cge gtc tecg gge atc gtt  cat gee teg 7479
Glu Ser Gln Leu Gly Ala Arg Val Ser Gly Ile Val His Ala Ser

2480 2485 2490
ggc gtg ctc cgc gac cgt ctc atc gag aag aag ctc ccc gac gag 7524
Gly Val Leu Arg Asp Arg Leu Ile Glu Lys Lys Leu Pro Asp Glu

2495 2500 2505
ttc gac gcc gte ttt gge acce aag gtc acc ggt ctc gag aac cte 7569
Phe Asp Ala Val Phe Gly Thr ©Lys Val Thr Gly Leu Glu Asn Leu

2510 2515 2520
ctc gecc gecc gtc gac cgc gecc aac ctc aag cac atg gtc ctc tte 7614
Leu Ala Ala Val Asp Arg Ala Asn Leu Lys His Met Val Leu Phe

2525 2530 2535
agc tcg ctec gec gge tte cac gge aac gtc ggc cag tct gac tac 7659
Ser Ser Leu Ala Gly Phe His Gly Asn Val Gly Gln Ser Asp Tyr

2540 2545 2550
gcc atg gcc aac gag gcc ctt aac aag atg ggc ctc gag ctc gec 7704
Ala Met Ala Asn Glu Ala Leu Asn Lys Met Gly Leu Glu Leu Ala

2555 2560 2565
aag gac gtc tcg gtc aag tcg atc tge ttc ggt ccc tgg gac ggt 7749
Lys Asp Val Ser Val Lys Ser 1Ile Cys Phe Gly Pro Trp Asp Gly

2570 2575 2580
ggc atg gtg acg ccg cag ctc aag aag cag ttc cag gag atg ggc 7794
Gly Met Val Thr Pro Gln Leu Lys Lys Gln Phe Gln Glu Met Gly

2585 2590 2595
gtg cag atc atc ccc cgc gag ggc gge gct gat ace gtg gcg cgce 7839
Val Gln 1Ile Ile Pro Arg Glu Gly Gly Ala Asp Thr Val Ala Arg

2600 2605 2610
atc gtg ctc ggc tce teg cecg get gag atc ctt gte gge aac tgg 7884
Ile Val Leu Gly Ser Ser Pro Ala Glu Ile Leu Val Gly Asn Trp

2615 2620 2625
cgc acc ccg tcc aag aag gtc ggc tcg gac acc atc acc ctg cac 7929
Arg Thr Pro Ser Lys Lys Val Gly Ser Asp Thr Ile Thr Leu His

2630 2635 2640
cgc aag att tcc gcc aag tecc aac ccc ttc ctc gag gac cac gtc 7974
Arg Lys Ile Sex Ala Lys Ser Asn Pro Phe Leu Glu Asp His Val

2645 2650 2655
atc cag ggc cgc cgc gtg ctg ccc atg acg ctg gecc  att gge tcg 8019
Ile Gln Gly Arg Arg Val Leu Pro Met Thr Leu Ala TIle Gly Ser

2660 2665 2670
ctc gcg gag acc tgc cte gge cte tte cce gge tac tcg ctc tgg 8064
Leu Ala Glu Thr Cys Leu Gly Leu Phe Pro Gly Tyr Ser Leu Trp

2675 2680 2685
gcc att gac gac gcc cag cte tte aag ggt gtc act gtc gac ggc 8109
Ala Ile Asp Asp Ala Gln Leu Phe Lys Gly Val Thr Val Asp Gly

2690 2695 2700
gac gtc aac tgc gag gtg acc ctc acc ccg tcg acg geg cce teg 8154
Asp Val Asn Cys Glu Val Thr Leu Thr Pro Ser Thr Ala Pro Ser

2705 2710 2715
ggc cgc gtc aac gtc cag gcc acg ctc aag acc ttt tcc age gge 8199
Gly Arg Val Asn Val Gln Ala Thr Leu Lys Thr Phe Ser Ser Gly

2720 2725 2730
aag ctg gtc ccg gecc tac cge gec gtc atc gtg ctc tce aac cag 8244

52
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<210> 2

Lys

ggc
Gly

gce
Ala

ttc
Phe

acc
Thr

gac
Asp

ccc
Pro

cge
Arg

atc
Ile

acc
Thr

gcc
Ala

cag
Gln

<211> 2910
<212> PRT
<213> Schizochytrium sp.

<400> 2

Leu Val
2735
gcg ccc
Ala Pro
2750
gat ccg
Asp Pro
2765
cac ggc
His Gly
2780
aag agc
Lys Ser
2795
gcc gct
Ala Ala
2810
tte gtg
Phe Val
2825
cgc acg
Arg Thr
2840
gtc cag
val Gln
2855
ctc cgc
Leu Arg
2870
ctt cag
Leu Gln
2885
gct tcg
Ala Ser
2900

Met Ala

Ile Ala

Arg Glu

Leu Pro

50

Thr Thr
65

Tyr Asp

Asp Ser

Pro

ccg
Pro

gcg
Ala

ccg
Pro

cag
Gln

cgc
Arg

aac
Asn

ctc
Leu

cac
His

tcc
Ser

tte
Phe

gtc
Val

Ala

Ile

Ser

Glu

Lys

Phe

Asp

Ala

gcc
Ala

ctc
Leu

gcc
Ala

ctt
Leu

ggce
Gly

gac
Asp

ggc
Gly

cgc
Arg

aac
Asn

cac
His

atc
Ile

Arg

Ile

20

Trp

Asp

Asp

Asp

Ala
100
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Tyr

aac
Asn

cag
Gln

ttc
Phe

gtg
Val

gag
Glu

ctg
Leu

cag
Gln

ccg
Pro

cag
Gln

aac
Asn

gce
Ala

Leu

Gly

Glu

Arg

Lys

Ala

Asn

Arg
2740
gcc
Ala
2755
ggce
Gly
2770
cgce
Arg
2785
gce
Ala
2800
ttt
Phe
2815
gcc
Ala
2830
gct
Ala
2845
gtc
Val
2860
tcg
Ser
2875
gag
Glu
2890
acg
Thr
2905

Ala Vval

acc. atg
Thr Met

tce gte
Ser Val

ggc atc
Gly Ile

aag tgc
Lys Cys

gcc acg
Ala Thr

ttt cag
Phe Gln

gcg ctc
Ala Leu

ccg cag
Pro Gln

gge ggt
Gly Gly

cag ggc
Gln Gly

gac agc
Asp Ser

Gln Glu Gln

Met Ser Ala

Thr Ile Arg

Val Asp Val

Ile Tyr Cys

70

Arg Glu Phe

Gln Thr Ile

53

Lys
Ile
25

Ala
Thr
Lys

Gly

Ser
105

Ile

cag
Gln

tac
Tyxr

gat
Asp

agc
Ser

gac
Asp

gce
Ala

ccc
Pro

gac
Asp

cac
His
gat
Asp

ctt
Leu

Gly

10

Leu

Gly

Ala

Arg

Leu

Leu

val

ccg
Pro

gac
Asp

gac
Asp

gct
Ala

act
Thr

atg
Met

aac
Asn

aag
Lys

tcc
Ser

cte
Leu

gcc
Ala

Leu

2745

cce
Pro

2760

ggc
Gly

2775

gtg
Val

2790

gtc
Val

2805

gac
Asp

2820

ctc
Leu

2835

tcg
Ser

2850

ccc
Pro

2865

cag
Gln

2880

ttc
Phe

2895

ttc
Phe

2910

Gly
Pro
Ile
Tyr
Gly
75

Asn

Leu

Glu

Cys

Asp

Phe

Gly

Met

Lys

Ser

tcg
Ser

aag
Lys

ctc
Leu

ccc
Pro

gce
Ala

gtc
Val

atc
Ile

ttc
Phe

cac
His

att
Ile

Met

Gly

Cys

45

Asp

Phe

Phe

Val

Asn Gln

ctc gat
Leu Asp

acc ctce
Thr Leu

tcg tge
Ser Cys

ggce tcc
Gly Ser

cat gac
His Asp

tgg gtg
Trp Val

cag cgc
Gln Arg

tac att
Tyr Ile

aag cac
Lys His

gat gtc
Asp Val

Asp Thr
15

Thr Thr
30

Leu Ser
Pro Val
Ile Pro
Gln Met

95

Lys Glu
110

Arg

Val

Asp

Lys

Glu

80

Glu

Ala

8289

8334

8379

8424

8469

8514

8559

8604

8649

8694

8730



Leu
Gly
Tyr
145
Gly
Asn
Val
Cys
Ala
225
Ala
Thr
Thr
Arg
Arg
305
Pro
Ala
Gly
Phe
‘Ser
385
Gly

Thr

Asn

Gln

Cys

130

Ser

Met

Phe

Thr

vVal

210

Ile

Thr

Pro

Lys

Tyr

290

Gly

Thr

Cys

Thr

Asp

370

Ile

Met

Ile

Glu

Asp
115
Val
Arg
Pro
Pro
Ala
195
Val
Asp
Cys
Val
Gly
275
Ala
Cys
Ile
Val
Pro
355
Lys
Lys
Ile

Asn

Ser
435

Ala

Leu

Leu

Glu

Glu

180

Gly

Asp

Glu

Thr

Phe

260

Met

Asp

Ala

Ser

Asp

340

Val

Ala

Ser

Lys

Val

420

Ser
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Gly

Gly

Asn

Glu

165

Trp

Arg

Ala

Leu

Asp

245

Ser

Leu

Ala

Ser

Gly

325

Pro

Gly

Tyr

Ser

val

405

Asp

Leu

Ile
Ile
Tyr
150
Asp
Arg
Cys
Ala
Leu
230
Asn
Thx
Ile
Val
Ser
310
Gln
Ala
Asp
Gly
Ile
390
Ile

Asn

Tyr

Asp

Gly

135

Val

Val

Leu

Thr

Cys

215

Tyr

Ser

Asp

Gly

Arg

295

Ser

Glu

Thr

Arg

Glu

375

Gly

Met

Pro

Ile

Ala
120
Gly
Val
Lys
Asp
Asn
200
Ala
Gly
Ile
Pro
Glu
280
Asp
Asp
Glu
Val
Ile
360
Gly
His
Ala

Pro

Asn
440

54

Leu

Gly

Val

Val

Ser

185

Thr

Ser

Asp

Gly

Ser

265

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

345

Glu

Asn

Leu

Leu

Asn

425

Thr

Gly

Gln

Glu

Ala

170

Phe

Phe

Ser

Cys

Met

250

Val

Ser

Asp

Lys

Leu

330

Leu

Leu

Thr

Lys

Lys

410

Leu

Met

Lys

Lys

Lys

155

Val

Pro

Asn

Leu

Asp

235

Tyr

Arg

Ala

Glu

Ala

315

Arg

Val

Thrx

Glu

Ala

395

His

Tyr

Asn

Glu
Ser
140
vVal
Glu
Gly
Leu
Ile
220
Met
Met
Ala
Met
Ile
300
Ala
Arg
Glu
Ala
Lys
380
Val
Lys

Asp

Arg

Lys

125

Ser

Leu

Lys

Phe

Asp

205

Ala

Met

Ala

Tyr

Leu

285

His

Gly

Ala

Gly

Leu

365

Val

Ala

Thr

Asn

Pro
445

Lys

His

Arg

Tyr

Leu

190

Gly

Val

Val

Phe

Asp

270

Val

Ala

Ile

Tyr

His

350

Arg

Ala

Gly

Leu

Thr

430

Trp

Asn Ile
Glu Phe
Lys Met

160

Lys Ala
175

Gly Asn

Met Asn

Lys Val

Thr Gly
240

Ser Lys
255

Glu Lys

Leu Lys

vVal Ile

Tyr Thr
320

Asn Arg
335

Gly Thr

Asn Leu

Val Gly

Leu Ala

400

Pro Gly
415

Pro Ile

Phe Pro



Pro

Gly

465

Thr

Ala

Phe

Ile

Pro

545

Ala

Thr

Lys

Gly

Gln

625

Ala

Arg

Leu

Phe

His

705

Arg

Gly

Gly

Gly

Pro

450

Ala

Ala

Thr

Glu

Lys

530

Ala

Cys

Lys

Gly

Ala

610

Phe

Gly

Lys

Thr

Glu

690

Ser

Asp

Lys

Pro

Asn
770

Gly

Asn

Tyr

Pro

Ala

515

Cys

Thr

Ser

Glu

Ile

585

Gln

Arg

Ser

Pro

Ala

675

Ile

Leu

Glu

Asp

Asn

755

Ser

Val

Tyr

Arg

Ala

500

Ala

Val

Asn

Thr

Ala

580

Ala

Tyr

Gln

Asp

Tyr

660

Tyr

Phe

Gly

Leu

Ala

740

Ala

Asn
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Pro Arg

His Ala
470

Leu Asn
485

Ala Leu

Ile Lys

Lys Phe

Ala Arg
550

Leu Arg
565

Trp Arg
Thr Asn
Thr His
Ser Ile

630

Lys Asp
645

Glu Arg
Ser Gln
Lys Glu
Glu Phe

710
Phe Glu
725
Pro Ala

Glu Asn

Ser Pro

Arg

455

Val

Lys

Gln

Glu

Gly

535

Leu

Ala

Leu

Gly

Met

615

Ala

Phe

Glu

Pro

Ala

695

Ala

Leu

Thr

Ile

Ser
775

Ala
Leu
Arg
Ser
Asn
520
Glu
Gly
Ile
Pro
Ala
600
Phe
Ala
Glu
Pro
Ser
680
Gly
Ala
Val
Pro
Lys

760

Gln

55

Gly

Glu

Pro

Leu

505

Glu

Gln

Phe

Cys

Arg

585

Val

Ser

Met

Arg

Glu

665

Thr

Phe

Leu

Cys

Lys

745

Val

Thr

Ile

Glu

Gln

490

Cys

Thr

Phe

Leu

Ala

570

Glu

Ala

Glu

Asp

Val

650

Gln

Leu

Thr

Tyr

Arg

730

Gly

Gln

Val

Ser

Ala

475

Pro

Glu

Val

Lys

Val

555

Gln

Gly

Ala

val

Ala

635

Ser

Asn

Ala

Pro

Ala

715

Arg

Cys

Ala

Ile

Ser

460

Glu

Val

Ala

Lys

Phe

540

Lys

Phe

Val

Leu

Ala

620

Ala

Gln

Pro

Cys

Asp

700

Ala

Ala

Met

Ala

Thr
780

Phe

Pro

Leu

Gln

Asn

525

Pro

Asp

Ala

Ser

Phe

605

Met

Gln

Val

Lys

Ala

685

Phe

Gly

Arg

Ala

Asn

765

Gly

Gly

Glu

Met

Leu

510

Thr

Gly

Ala

Lys

Phe

590

Ser

Asn

Ser

Leu

Lys

670

Leu

Ala

Cys

Ile

Ala

750

val

Ser

Phe

His

Met

495

Lys

Ala

Ser

Glu

Asp

575

Arg

Gly

Trp

Lys

Tyr

655

Tle

Gly

Ala

Val

Met

735

Val

Trp

vVal

Gly
Thr
480
Ala
Glu
Tyr
Ile
Asp
560
Val
Ala
Gln
Pro
Val
640
Pro
Ser
Ala
Gly
Asp
720
Gly
Ile

Leu

Glu
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Gly Ile Gln Ala Glu Ser Ala Arg Leu Gln Lys Glu Gly Phe Arg Vval
785 790 795 800

Val Pro Leu Ala Cys Glu Ser Ala Phe His Ser Pro Gln Met Glu Asn
805 810 815

Ala Ser Ser Ala Phe Lys Asp Val Ile Ser Lys Val Ser Phe Arg Thr
820 825 830

Pro Lys Ala Glu Thr Lys Leu Phe Ser Asn Val Ser Gly Glu Thr Tyr
835 840 845

Pro Thr Asp Ala Arg Glu Met Leu Thr Gln His Met Thr Ser Ser Val
850 855 860

Lys Phe Leu Thr Gln Val Arg Asn Met His Gln Ala Gly Ala Arg Ile
865 870 875 880

Phe Val Glu Phe Gly Pro Lys Gln Val Leu Ser Lys Leu Val Ser Glu
885 890 895

Thr Leu Lys Asp Asp Pro Ser Val Val Thr Val Ser Val Asn Pro Ala
900 905 910

Ser Gly Thr Asp Ser Asp Ile Gln Leu Arg Asp Ala Ala Val Gln Leu
915 920 925

Val Val Ala Gly Val Asn Leu Gln Gly Phe Asp Lys Trp Asp Ala Pro
930 935 940

Asp Ala Thr Arg Met Gln Ala Ile Lys Lys Lys Arg Thr Thr Leu Arg
945 950 955 960

Leu Ser Ala Ala Thr Tyr Val Ser Asp Lys Thr Lys Lys Val Arg Asp
965 970 975

Ala Ala Met Asn Asp Gly Arg Cys Val Thr Tyr Leu Lys Gly Ala Ala
980 ) 985 990

Pro Leu Ile Lys Ala Pro Glu Pro Val Val Asp Glu Ala Ala Lys Arg
995 1000 1005

Glu Ala Glu Arg Leu Gln Lys Glu Leu Gln Asp Ala Gln Arg Gln
1010 1015 . 1020

Leu Asp Asp Ala Lys Arg Ala Ala Ala Glu Ala Asn Ser Lys Leu
1025 1030 1035

Ala Ala Ala Lys Glu Glu Ala Lys Thr Ala Ala Ala Ser Ala Lys
1040 1045 1050

Pro Ala Val Asp Thr Ala val Val Glu Lys His Arg Ala Ile Leu
1055 1060 1065

Lys Ser Met Leu Ala Glu Leu Asp Gly Tyr Gly Ser Val Asp Ala
1070 1075 1080

Ser Ser Leu Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Thr Ala Pro Ala Pro
1085 1090 1095

Val Lys Ala Ala Ala Pro Ala Ala Pro Val Ala Ser Ala Pro Ala
1100 1105 1110

56



Pro Ala
1115

Met Glu
1130

Glu Ala
1145

Lys Arg
1160

Glu Ala
1175

Glu Vval
1190

Pro Ala
1205

Ala Ala
1220

Glu Thr
1235

Thr Asp
1250

Ile Asp
1265

Met Leu
1280

Arg Thr
1295

Gly Gly
1310

Ala Ala
1325

Glu Leu
1340

Ala Lys
1355

Leu Glu
1370

Leu Ser
1385

Asp Ala
1400

Met Lys
1415

Val

Val

Asp

Val

Lys

Val

Pro

Ala

Val

Met

Ser

Asn

Val

Ser

Ala

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

Ser

Leu

Met

Glu

Asp

Asn

Ala

Ala

Val

Ile

Ile

Val

Gly

Ala

Pro

Glu

Gly

Glu

Val

Sexr

Glu

ES 2 562766 T3

Asn

Ala

Glu

Ile

Val

Ala

Ala

Pro

Met

Glu

Lys

Glu

Glu

Pro

Ala

Lys

Tyxr

Leu

Gln

Arg

Ile

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp

Met

Ala

Ala

Glu

Ser

Arg

Ala

Val

Ala

Pro

Ala

Glu

Gly

Ala

Thxr

Ala

Leu
1120

Lys
1135

Glu
1150

Ser
1165

Ala
1180

Lys
1195

Ala
1210

Val
1225

Val
1240

Asp
1255

Val
1270

Lys
1285

Val
1300

Pro
1315

Ala
1330

Glu
1345

Thr
1360

Ile
1375

Met
1390

Arg
1405

Gly
1420

57

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

Pro

Ser

Leu

Met

Glu

Asp

Asn

Ala

Ala

Thr

Asp

Asp

Leu

Thr

Gly

Glu

Gly

Glu

Val

Ser

Glu

Ala

Asn

Ala

Glu

Ile

Val

Ala

Ala

Ala

val

Met

Ser

Asn

Val

Ser

Lys

Tyr

Leu

Gln

Arg

Ile

Pro

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp

Met

Ala

Ala

Val

Ile

Ile

val

Gly

Ala

Ala

Glu

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Leu

Lys

Glu

Ser

Ala

Lys

Ala

Pro

Met

Glu

Lys

Glu

Glu

Pro

Glu
1125

Thr
1140

Ile
1155

Met
1170

Arg
1185

Gly
1200

Lys
1215

Leu
1230

Thr
1245

Thr
1260

Glu
1275

Leu
1290

Ala
1305

Pro
1320

Ala
1335

Glu
1350

Ser
1365

Arg
1380

Ala
1395

Val
1410

Ala
1425

Thr

Asp

Asp

Leu

Thr

Ser

Ala

Glu

Gly

Glu

Val

Ser

Glu

Gly

Val

Val

Asp

Val

Lys

Val

Pro

Val

Met

Ser

Asn

Val

Ser

Ala

Lys

Tyr

Leu

Gln

Arg

Ile

Pro

Ser

Leu

Met

Glu

Asp

Asp

Ala

Val

Ile

Ile

Val

Gly

Ala

Pro

Ala

Glu

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Asn

Ala

Glu

Ile

Val

Ala

Ala



Ala

Ala

Val

Ile

Ile

Val

Gly

Ala

Pro

Ser

Leu

Met

Glu

Asp

Asp

Ala

Ala

Thr

Asp

Asp

Leu

Ala
1430

Pro
1445

Met
1460

Glu
1475

Lys
1490

Glu
1505

Glu
1520

Pro
1535

Ala
1550

Ser
1565

Ala
1580

Glu
1595

Ile
1610

val
1625

Ala
1640

Ala
1655

Ala
1670

Val
1685

Met
1700

Sexr
1715

Asn
1730

Pro

Ala

Glu

Ser

Arg

Ala

Val

Ala

Pro

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp

Met

Ala

Ala

Val

Ile

Ile

Val

Ala

Val

Val

Asp

Val

Lys

Val

Pro

Ala

Leu

Lys

Glu

Ser

Ala

Lys

Ala

Pro

Met

Glu

Lys

Glu

ES 2 562766 T3

Pro

Ser

Leu

Met

Glu

Asp

Asp

Ala

Ala

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

Pro

Ala

Glu

Ser

Arg

Ala

Ala

Ser

Ala

Glu

Ile

Val

Ala

Ala

Pro

Glu

Gly

Glu

Val

Ser

Glu

Ala

val

Val

Asp

Val

Lys

Ala
1435

Glu
1450

Ala
1465

Leu
1480

Leu
1495

Asp
1510

Met
1525

Ala
1540

Ala
1555

Lys
1570

Tyr
1585

Leu
1600

Gln
1615

Arg
1630

Ile
1645

Pro
1660

Ser
1675

Leu
1690

Met
1705

Glu
1720

Asp
1735

58

Ala

Leu

Lys

Glu

Ser

Ala

Lys

Ala

Pro

Ala

Glu

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Asn

Ala

Glu

Ile

Val

Ala

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

Pro

Ala

Glu

Thr

Ile

Met

Arg

Gly

Ala

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp

Pro

Glu

Gly

Glu

Val

Ser

Glu

Ala

Ala

Thr

Asp

Asp

Leu

Thr

Ser

Ala

Leu

Lys

Glu

Ser

Ala

Ala

Lys

Tyr

Leu

Gln

Arg

Ile

Pro

Pro

Val

Met

Ser

Asn

Val

Ser

Ala

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

Pro
1440

Ala
1455

Glu
1470

Gly
1485

Ala
1500

Thr
1515

Ala
1530

Ala
1545

Ala
1560

Val
1575

Ile
1590

Ile
1605

Val
1620

Gly
1635

Ala
1650

Pro
1665

Glu
1680

Gly
1695

Glu
1710

Val
1725

Ser
1740

Ala

Glu

Thr

Ile

Met

Arg

Gly

Ala

Pro

Met

Glu

Lys

Glu

Glu

Ser

Ala

Lys

Tyxr

Leu

Gln

Arg

Ala
Thr
Asp
Asp
Leu
Thr
Gly
Ala
Ala
Glu
Ser
Arg
Ala
Val
Ala
Pro
Ala
G;u
Gly
Ala

Thr

Pro

Val

Met

Ser

Asn

Val

Ser

Ala

Val

Val

Asp

Val

Lys

Val

Pro

Ala

Glu

Thr

Ile

Met

Arg



Thr

Gly

Ala

Val

Met

Ser

Asn

vVal

Ser

Ala

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

Pro

Glu

Gly

Glu

Val

Val
1745

Ser
1760

Ala
1775

val
1790

Ile
1805

Ile
1820

Val
1835

Gly
1850

Ala
1865

Pro
1880

Glu
1895

Gly
1910

Glu
1925

Val
1940

Ser
1955

Glu
1970

Ala
1985

Lys
2000

Tyr
2015

Leu
2030

Gln
2045

Gly

Ala

Pro

Met

Glu

Lys

Glu

Glu

Pro

Ala

Lys

Tyr

Leu

Gln

Arg

Ile

Pro

Ala

Glu

Gly

Ala

Glu

Pro

Ala

Glu

Ser

Arg

Ala

val

Ala

Pro

Ala

Glu

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Glu

Thr

Ile

Met

ES 2 562766 T3

Val

Ala

Val

Val

Asp

Val

Lys

val

Pro

Ala

Glu

Thr

Ile

Met

Arg

Gly

Ala

Thr

Asp

Asp

Leu

Val

Pro

Ser

Leu

Met

Glu

Asp

Asp

Ala

Ala

Thr

Asp

Asp

Leu

Thr

Gly

Ala

Val

Met

Ser

Asn

Asp
1750

Ala
1765

Asn
1780

Ala
1795

Glu
1810

Ile
1825

Val
1840

Ala
1855

Ala
1870

Ala
1885

val
1900

Met
1915

Ser
1930

Asn
1945

Val
1960

Ser
1975

Ala
1990

vVal
2005

Ile
2020

Ile
2035

Val
2050

59

Ala

Ala

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp

Met

Ala

Ala

Val

Ile

Ile

Val

Gly

Ala

Pro

Met

Glu

Lys

Glu

Met

Ala

Leu

Lys

Glu

Ser

Ala

Lys

Ala

Pro

Met

Glu

Lys

Glu

Glu

Pro

Ala

Glu

Ser

Arg

Ala

Lys

Ala

Leu

Thx

Thr

Glu

Leu

Ala

Pro

Ala

Glu

Ser

Arg

Ala

Val

Ala

Val

val

Asp

Val

Lys

Ala

Pro

Glu

Gly

Glu

Val

Ser

Glu

Ala

Val

Val

Asp

Val

Lys

Val

Pro

Ser

Leu

Met

Glu

Asp

Glu
1755

Ala
1770

Lys
1785

Tyr
1800

Leu
1815

Gln
1830

Arg
1845

Ile
1860

Pro
1875

Ser
1890

Leu
1905

Met
1920

Glu
1935

Asp
1950

Asp
1965

Ala
1980

Asn
1995

Ala
2010

Glu
2025

Ile
2040

Val
2055

Ile

Pro

Ala

Glu

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Ser

Ala

Glu

Ile

Val

Ala

Ala

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp

Ala

Ala

Glu

Thr

Ile

Met

Arg

Gly

Ala

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp

Met

Ala

Leu

Lys

Glu

Ser

Ala

Gly

Ala

Thx

Asp

Asp

Leu

Thr

Ser

Ala

Leu

Lys

Glu

Ser

Ala

Lys

Ala

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu



Ser

Glu

Ala

Gly

Asp

Arg

Leu

Gly

Val

Lys

Gln

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

Gln

Met

Asn

Asn

Gly

Arg
2060

Ile
2075

Ser
2090

Ala
2105

Ile
2120

Pro
2135

Val
2150

Leu
2165

Leu
2180

Glu
2195

Gln
2210

Met
2225

Gly
2240

Leu
2255

Gln
2270

Trp
2285

Gly
2300

Ala
2315

Gln
2330

Pro
2345

Gly
2360

Thr

Ala

Ala

Asp

Arg

Val

Arg

Gln

Ala

Ala

Ala

Cys

Gly

Gly

Arg

Ser

Met

Cys

Gln

Gln

Ala

Arg

Gly

Gly

Cys

Arg

Leu

Val

Leu

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg

Phe

Gly

Glu

His

Ala

Arg

Arg

Arg

ES 2 562766 T3

Thr Val

Gly Ser

Ala Ala

Asp Asp

Pro Asp

Val Val

Leu Gly

Ala Gln

Asp Leu

Gln Arg

Arg Phe

Lys Phe

Pro Ala

Thr Ser

Ala Ile

Ser Asp

Pro Glu

Asp Ile

Cys Thr

Gln Ile

Gly Ile

Gly
2065

Ala
2080

Pro
2095

Leu
2110

Glu
2125

Asp
2140

Ala
2155

Arg
2170

Ser
2185

Phe
2200

Glu
2215

Ala
2230

Phe
2245

Gln
2260

Phe
2275

Val
2290

Asp
2305

Arg
2320

Ile
2335

Ala
2350

Thr
2365

60

Glu

Pro

Ala

Ser

Leu

Asp

Cys

Ala

Ala

Gly

Pro

Lys

Ile

Gly

Gly

Phe

Ala

Ile

Arg

Lys

Pro

Val

Ala

Val

Leu

Ile

Gly

Ala

Gly

Glu

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

Leu

Ser

Ala

Arg

Ala

Asp

Leu

Val

Pro

Lys

Met

Leu

Ser

Val

Ala

Ser

Leu

Glu

Ser

Val

Ser

Cys

Arg

Val

Glu

Ala

Asp

Cys

Asp

Ala

Ile

His

Glu

Glu

Val

Ala

Ala

Gly

Ile

Leu

Ala

Asp

Lys

Gly

Ala

Val

Lys

Val

Ile

Ala
2070

Ala
2085

Asp
2100

Ala
2115

Arg
2130

Leu
2145

Leu
2160

Ala
2175

Glu
2190

Gly
2205

Leu
2220

Cys
2235

Arg
2250

Ala
2265

Thr
2280

Val
2295

Ile
2310

Gly
2325

Leu
2340

Leu
2355

Arg
2370

Met

Ala

Ser

Lys

Pro

Thr

Thr

Ile

Lys

Phe

Gly

Thr

Leu

Leu

Ile

Asp

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

Lys

Ala

Val

Val

Glu

Leu

Phe

Arg

Ala

Ile

Phe

Ala

Asp

Lys

Gly

Ile

Arg

Gly

Thr

Val

Ile

Ala
Pro
His
Val
Asn
Ala
Glu
His
Ile
Ser
Thr
Val
Gly
Arg
Leu
Ala
Glu
Ala
Gly
Sef

Thr



Arg

Val

Lys

Ser

Leu

Ala

Asp

Glu

Gly

Phe

Leu

Ser

Ala

Lys

Gly

Val

Ile

Arg

Arg

Ile

Leu

Gln
2375

Ser
2390

Ala
2405

Ala
2420

Val
2435

Ala
2450

Val
2465

Ser
2480

Val
2495

Asp
2510

Ala
2525

Ser
2540

Met
2555

Asp
2570

Met
2585

Gln
2600

Val
2615

Thr
2630

Lys
2645

Gln
2660

Ala
2675

Ile

Ala

val

Gly

Gly

Ile

Asn

Gln

Leu

Ala

Ala

Leu

Ala

Val

val

Ile

Leu

Pro

Ile

Gly

Glu

Ala

Ser

Gln

Glu

Ser

Glu

Ser

Leu

Arg

Val

Val

Ala

Asn

Ser

Thr

Ile

Gly

Ser

Ser

Arg

Thr
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Gly

Glu

Lys

Gly

Val

Ala

Ala

Gly

Asp

Phe

Asp

Gly

Glu

Val

Pro

Pro

Ser

Lys

Ala

Arg

Cys

Gly

Pro

Ala

Pro

Leu

Leu

Ala

Ala

Arg

Gly

Arg

Phe

Ala

Lys

Gln

Arg

Ser

Lys

Lys

Val

Leu

Lys
2380

Ala
2395

Ala
2410

Lys
2425

Gly
2440

Gly
2455

Asp
2470

Arg
2485

Leu
2500

Thr
2515

Ala
2530

His
2545

Leu
2560

Ser
2575

Leu
2590

Glu
2605

Pro
2620

Val
2635

Ser
2650

Leu
2665

Gly
2680

61

Tyr

Trp

Thr

Pro

Ala

Gly

Val

Val

Ile

Lys

Asn

Gly

Asn

Ile

Lys

Gly

Ala

Gly

Asn

Pro

Leu

Ile

Cys

Gln

Thr

Arg

Lys

Ala

Ser

Glu

Val

Leu

Asn

Lys

Cys

Lys

Gly

Glu

Ser

Pro

Met

Phe

Leu

Ala

Glu

Pro

Glu

Ala

Lys

Gly

Lys

Thr

Lys

Val

Met

Phe

Gln

Ala

Ile

Asp

Phe

Thr

Pro

Leu

Gly

Leu

Arg

Val

Ile

Ala

Ile

Lys

Gly

His

Gly

Gly

Gly

Phe

Asp

Leu

Thr

Leu

Leu

Gly

Gly
2385

Ile
2400

Lys
2415

Ala
2430

Arg
2445

Tyr
2460

Val
2475

Val
2490

Leu
2505

Leu
2520

Met
2535

Gln
2550

Leu
2565

Pro
2580

Gln
2595

Thr
2610

Val
2625

Ile
2640

Glu
2655

Ala
2670

Tyr
2685

Arg

Thr

Arg

Val

Ser

Ser

Arg

His

Pro

Glu

Val

Ser

Glu

Trp

Glu

vVal

Gly

Thr

Asp

Ile

Ser

Ser

Asp

Ala

Thr

Ser

Ser

Asp

Ala

Asp

Asn

Leu

Asp

Leu

Asp

Met

Ala

Asn

Leu

His

Gly

Leu

Lys

Glu

Phe

Lys

Ile

Cys

Ala

Ser

Glu

Leu

Phe

Tyr

Ala

Gly

Gly

Arg

Trp

His

Val

Ser

Trp
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Ala Ile Asp Asp Ala Gln Leu Phe
2690 2695
Asp Val BAsn Cys Glu Val Thr Leu
2705 2710
Gly Arg Val Asn Val Gln Ala Thr
2720 2725
Lys Leu Val Pro Ala Tyr Arg Ala
2735 2740
Gly Ala Pro Pro Ala Asn Ala Thr
2750 2755
Ala Asp Pro Ala Leu Gln Gly Ser
2765 2770
Phe His Gly Pro Ala Phe Arg Gly
2780 2785
Thr Lys Ser Gln Leu Val Ala Lys
2795 2800
Asp Ala Ala Arg Gly Glu Phe Ala
2810 2815
Pro Phe Val Asn Asp Leu Ala Phe
2825 2830
Arg Arg Thr Leu Gly Gln Ala Ala
2840 2845
Ile Val Gln His Arg Pro Val Pro
2855 2860
Thr Leu Arg Ser Asn Gln Ser Gly
2870 2875
Ala Leu Gln Phe His Asn Glu Gln
2885 2890
Gln Ala Ser Val Ile Ala Thr Asp
2900 2905
<210>3
<211> 6177
<212> ADN
<213> Schizochytrium sp.
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(6177)
<223>
<400> 3
atg gcc get cgg aat gtg agc gcc geg cat
Met Ala Ala Arg Asn Val Ser Ala Ala His
1 5 10
cgc atc gece gte gtc gge atg gec gte cag
Arg Ile Ala Val Val Gly Met Ala Val Gln
20 25
aag gac gag ttc tgg gag gtg ctc atg aac

62

Lys Gly Val Thr
2700

Thr Pro Ser Thr
2715

Leu Lys Thr Phe
2730

Val Ile Val Leu
2745

Met Gln Pro Pro
2760

Val Tyr Asp Gly
2775

Ile Asp Asp Val
2790

Cys Ser Ala Val
2805

Thr Asp Thr Asp
2820

Gln Ala Met Leu
2835

Leu Pro Asn Ser
2850

Gln Asp Lys Pro
2865

Gly His Ser Gln
2880

Gly Asp Leu Phe
2895

Ser Leu Ala Phe
2910
gag atg cac gat
Glu Met His Asp
tac gcc gga tgc
Tyr Ala Gly Cys
30
ggc aag gtc gag

Val

Ala

Ser

Ser

Ser

Lys

Leu

Pro

Ala

Val

Ile

Phe

His

Ile

gaa
Glu

aaa
Lys

tcc

Asp

Pro

Ser

Asn

Leu

Thr

Ser

Gly

His

Trp

Gln

Tyr

Lys

Asp

aag
Lys

acc
Thr

aag

Gly

Ser

Gly

Gln

Asp

Leu

Cys

Ser

Asp

Val

Arg

Ile

His

Val

48

96

144



Lys

gtg
Val

aaa
Lys
65

gge
Gly

aac
Asn

cgc
Arg

cag
Gln

ggg
Gly
145
tcc
Ser

tcc
Ser

gac
Asp

cat
His

ctg
Leu
225
atg
Met

agc
Ser

cgt
Arg

ctc
Leu

ctt
Leu
305
aac
Asn

acg
Thr

gaa
Glu

acc

Asp

atc
Ile
50

gca
Ala

acc
Thr

ctc
Leu

tgc
Cys

ggt
Gly
130
gcc
Ala

aac
Asn

ttc
Phe

gca
Ala

ctc
Leu
210
ccg
Pro

cce
Pro

cag
Gln

ctc
Leu

ggc
Gly
290
ctc
Leu

gtg
Val

cecc
Pro

ggc
Gly

cts

Glu
35

agc
Ser

gag
Glu

ctt
Leu

gce
Ala

ggc
Gly
115
gaa
Glu

cgce
Arg

aaa
Lys

gtc
Val

gca
Ala
195
gtc
Val

gag
Glu

gte
val

ggc
Gly

gat
Asp
275
gcc
Ala

cce
Pro

cac
His

cag
Gln

aag
Lys
355
gyc

Phe

gac
Asp

cgc
Arg

gac
Asp

aag
Lys
100
atc
Ile

ctc
Leu

gtc
Val

cce
Pro

gcc
Ala
180
tgc
Cys

tcc
Ser

ccc
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu
260
gat
Asp

aat
Asn

agc
Ser

ccg
Pro

ggt
Gly
340
gtc
Val

gca

Trp

aaa
Lys

agc
Ser

gag
Glu

cag
Gln

gtc
Val

ctc
Leu

ttc
Phe

gag
Glu
165
gaa
Glu

gcc
Ala

ggc
Gly

ttt
Phe

acg
Thr
245
acc
Thr

gcc
Ala

gtc
Val

gag
Glu

cac
His
325
gat
Asp

cce
Pro

gcc

Glu

cga
Arg

aag
Lys
70

aac
Asn

gca
Ala

agc
Ser

aac
Asn

aag
Lys
150
gcc
Ala

gaa
Glu

acg
Thr

gce
Ala

ttc
Phe
230
ggc
Gly

ccg
Pro

atc
Ile

agc
Ser

aaa
Lys
310
aag
Lys

cgt
Arg

cgt
Arg

ggc

ES 2 562766 T3

Val

cte
Leu

tat
Tyr

gag
Glu

ctc
Leu

ggc
Gly

gtg
Val
135
gac
Asp

ggt
Gly

cte
Leu

gcg
Ala

gce
Ala
215
atc
Ile

cag
Gln

ggt
Gly

cgc
Arg

aac
Asn
295
aag
Lys

att
Ile

gtg
Val

tte
Phe

ttt

Leu
40

ggc
Gly

gec
Ala

atc
Ile

gca
Ala

tgc
Cys
120
tac
Tyr

gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn

ctc
Leu
200
gac
Asp

ctt
Leu

aac
Asn

gag
Glu

gac
Asp
280
tcc
Ser

tgc
Cys

cag
Gln

gaa
Glu

ggt
Gly
360
gcc

Met

tcc
Ser

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu
105
ctc
Leu

caa
Gln

tce
Ser

cgc
Arg

ctc
Leu
185
tac
Tyr

gtc
Val

tcg
Ser

gtg
Val

ggc
Gly
265
gge
Gly

ggc
Gly

ctc
Leu

tac
Tyr

atc
Ile
345
acc
Thr

ggt

63

Asn

aac
Asn

acc
Thr

aac
Asn
90

aca
Thr

tecg
Ser

aac
Asn

cat
His

cgc
Arg
170
ggce
Gly

gtg
Val

atg
Met

ggc
Gly

tcc
Ser
250
ggc
Gly

gac
Asp

aca
Thr

atg
Met

gtc
Val
330
gac
Asp

aca
Thr

atg

Gly

tac
Tyr

ttt
Phe
75

gag
Glu

tce
Ser

ttc
Phe

cat
His

tgg
Trp
155
atc
Ile

gce
Ala

ctc
Leu

cte
Leu

ttt
Phe
235
atg
Met

tce
Ser

cac
His

ggt
Gly

gac
Asp
318
gag
Glu

gce
Ala

aag
Lys

tgc

Lys

cgc
Arg

tgc
Cys

cac
His

gtc
Val

ccc
Pro

gtc
Val
140
tce
Ser

ttc
Phe

ctt
Leu

cgce
Arg

tgc
Cys
220
tcec
Ser

ccg
Pro

atc
Ile

att
Ile

ctg
Leu
300
acc
Thr

tgc
Cys

gtc
Val

ggc
Gly

aag

Val
45

gce
Ala

aac
Asn

gaa
Glu

aaa
Lys

atg
Met
125
gag
Glu

gaa
Glu

atg
Met

cac
His

ctc
Leu
205
ggt
Gly

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

tac
Tyxr
285
cce
Pro

tac
Tyr

cac
His

aag
Lys

aac
Asn
365
gtc

Glu

gag
Glu

gaa
Glu

ctc
Leu

gac
Asp
110
gac
Asp

aaa
Lys

cgc
Arg

gac
Asp

tac
Tyr
190
gcg
Ala

gcc
Ala

ttc
Phe

cac
His

gtc
val
270
ggc
Gly

ctc
Leu

acg
Thr

gcc
Ala

gcc
Ala
350
ttt
Phe

ctc

Ser

cac
His

acg
Thr

ctc
Leu
95

tcg
Ser

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

ccg
Pro
175
tcec
Ser

cag
Gln

acc
Thr

cag
Gln

aag
Lys
255
cte
Leu

acc
Thr

aag
Lys

cgce
Arg

acc
Thr
335
tgc
Cys

gga
Gly

ctc

Lys

tac
Tyr

tac
Tyr
80

ctc
Leu

aca
Thr

ctc
Leu

ctc
Leu

cag
Gln
160
gcc
Ala

gtc
Val

gat
Asp

tgc
Cys

gcc
Ala
240
gac
Asp

aag
Lys

ctt
Leu

cce
Pro

att
Ile
320

ggc
Gly

ttt
Phe

cac
His

tcc

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152



Thr

atg
Met
385
aag
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

gcc
Ala

ggt
Gly
465
ggc
Gly

gct
Ala

aag
Lys

ggc
Gly

ccc
Pro
545
acc
Thr

aat
Asn

cac
His

aag
Lys

aca
Thr
625
tcg
Ser

aac
Asn

ggc
Gly

gcc
Ala

gat

Xaa
370
aag
Lys

atg
Met

aac
Asn

acc
Thr

tgc
Cys
450
gaa
Glu

gct
Ala

cac
His

gac
Asp

tgce
Cys
530
atg
Met

acc
Thr

gtc
Val

cgt
Arg

aag
Lys
610
tcg
Ser

cag
Gln

tcec
Ser

gag
Glu

gaa
Glu
690
acc

Xaa

cat
His

gac
Asp

gge
Gly

aac
Asn
435
acg
Thr

agc
Ser

cte
Leu

ggt
Gly

aag
Lys
515
tac
Tyr

acc
Thr

att
Ile

gcc
Ala

gct
Ala
595
ctc
Leu

tac
Tyr

tgg
Trp

gtc
Val

gte
Val
675
aac
Asn

ccg

Ala

ggc
Gly

cct
Pro

gag
Glu
420
gce
Ala

ggc
Gly

aac
Asn

aag
Lys

gcc
Ala
500
gac
Asp

att
Ile

cct
Pro

gac
Asp

gtc
Val
580
cgce
Arg

aat
Asn

acc
Thr

ggec
Gly

tac
Tyr
660
gat
Asp

ctt
Leu

cge

Ala

atc
Ile

ctc
Leu
405
ccc
Pro

cat
His

cac
His

atg
Met

gga
Gly
485
atc
Ile

ttt
Phe

gaa
Glu

gaa
Glu

cgc
Arg
565
ttt
Phe

gtc
Val

gac
Asp

tcg
Ser

ttc
Phe
645
cgc
Arg

ggc
Gly

tac
Tyr

gcc
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Gly

atc
Ile
390
gtc
Val

aag
Lys

gcc
Ala

gac
Asp

cge
Arg
470
cte
Leu

cca
Pro

ctt
Leu

gat
Asp

gac
Asp
550
gcc
Ala

gte
Val

gct
Ala

atg
Met

tac
Tyr
630
acg
Thr

tgc
Cys

gtc
Val

gtc
Val

agc

Phe
375
ccg
Pro

gtec
Val

cge
Arg

gte
Val

tcc
Ser
455
atc
Ile

gac
Asp

cte
Leu

gac
Asp

gtt
Val
535
atg
Met

atc
Ile

ggc
Gly

cte
Leu

atg
Met
615
att
Ile

ggc
Gly

gce
Ala

gtc
Val

aag
Lys
695
ttt

Ala

cccC
Pro

tce
Ser

gcc
Ala

ttt
Phe
440
att
Ile

gcc
Ala

gcc
Ala

cca
Pro

ctc
Leu
520
gag
Glu

ctc
Leu

ctc
Leu

cte
Leu

aag
Lys
600
cag
Gln

ggc
Gly

cce
Pro

gag
Glu

gtt
vVal
680
tect
Ser

gac

Gly Met

acc ccg
Thr Pro

ggt gag
Gly Glu
410
ggt ctc
Gly Leu
425
gag gag
Glu Glu

tct gcg
Ser Ala

atc act
Ile Thr

ttc gag
Phe Glu
490
gaa aag
Glu Lys
505
tgc ggc
Cys Gly

gtc gac
Val Asp

ctc cct
Leu Pro

gac tcg
Asp Ser
570
ggc acc
Gly Thr
585
gag cgc
Glu Arg

tac att
Tyr Ile

aac ctc
Asn Leu

tce ttt
Ser Phe
650
ctec ggce
Leu Gly
665
gcg ggt
Ala Gly

cgc cgce
Arg Arg

gcc gce

64

Cys

ggt
Gly
395
gcc
Ala

tcg
Ser

cat
His

cte
Leu

ggt
Gly
475
cge
Arg

cgce
Arg

gtc
Val

ttc
Phe

cag
Gln
555
gga
Gly

gac
Asp

gtc
Val

aac
Asn

gtc
Val
635
acg
Thr

aag
Lys

gtc
Val

ttc
Phe

gce

Lys
380
atc
Ile

atc
Ile

gce
Ala

gac
Asp

tecg
Ser
460
atg
Met

gcc
Ala

tgg
Trp

aag
Lys

cag
Gln
540
cag
Gln

atg
Met

ctc
Leu

cgc
Arg

gac
Asp
620
gcc
Ala

atc
Ile

tac
Tyr

gat
Asp

aag
Lys
700
gat

Val

gat
Asp

cca
Pro

ttt
Phe

cce
Pro
445
gcc
Ala

gac
Asp

att
Ile

cgc
Arg

gcc
Ala
525
cgc
Arg

ctt
Leu

aaa
Lys

gag
Glu

cct
Pro
605
tge
Cys

acg
Thr

acc
Thr

ctc
Leu

ctc
Leu
685
gtg
Val

ggc

Leu

gac
Asp

tgg
Trp

ggc
Gly
430
tce
Ser

cgc
Arg

gce
Ala

tac
Tyr

ttt
Phe
510
acc
Thr

ctc
Leu

ctg
Leu

aag
Lys

cte
Leu
590
gaa
Glu

ggc
Gly

cgc
Arg

gag
Glu

cte
Leu
670
tgce
Cys

tce
Ser

tac

Leu

gag
Glu

cca
Pro
415
ttt
Phe

aac
Asn

tgc
Cys

acc
Thr

acc
Thr
495
ctc
Leu

ccg
Pro

cgc
Arg

gcc
Ala

ggt
Gly
575
tac
Tyr

gcc
Ala

aca
Thr

gtc
vVal

ggc
Gly
655
gag
Glu

ggc
Gly

acc
Thr

ttt

Ser

acc
Thr
400
gag
Glu

ggt
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

ttt
Phe
480
ggc
Gly

ggc
Gly

cac
His

acg
Thr

gtc
Val
560
ggc
Gly

cgt
Arg

tce
Ser

tcc
Ser

tcg
Ser
640
aac
Asn

acc
Thr

agt
Ser

tcc
Ser

gtc

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160



Asp
705

ggc
Gly

aag
Lys

gtc
Val

ccg
Pro

ctc
Leu
785
atc
Ile

aac
Asn

gcc
Ala

cgc
Arg

gcg
Ala
865
ctc
Leu

gag
Glu

tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys
945
tcc
Ser

gag
Glu

gct
Ala

ctc
Leu

tgg
Trp

agc

Thr

gag
Glu

gac
Asp

cct
Pro

ggc
Gly
770
aag
Lys

ggc
Gly

gtc
Val

tct
Ser

tac
Tyr
850
CCcC
Pro

aag
Lys

acg
Thr

gag
Glu

gtg
Val
930
atc
Ile

gag
Glu

acc
Thr

ctc
Leu

gcg
Ala

Pro

ggc
Gly

gac
Asp

agce
Ser
755
gat
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

gca
Ala

ggt
Gly
835
ctg
Leu

tgg
Trp

aac
Asn

cge
Arg

cgc
Arg
915
ctt
Leu

cgc
Arg

ctc
Leu

ctt
Leu

agce
Ser
995

gcc
Ala

1010

agc
Ser

tcc
Ser

1025

gac

cgc

Arg

tgc
Cys

cgt
Arg
740
gcc
Ala

atc
Ile

ccg
Pro

ctt
Leu

acg
Thr
820
gct
Ala

ccc
Pro

gac
Asp

cct
Pro

teg
Ser
900
gag
Glu

cgc
Arg

gag
Glu

aag
Lys

gce
Ala
980
cte
Leu

aag ggt atc ccg cgc tgce
Lys Gly Ile Pro Arg Cys

Ala

ggt
Gly
725
atc
Ile

tgc
Cys

gag
Glu

tce
Ser

cag
Gln
805
ggc
Gly

gcc
Ala

agc
Ser

agc
Ser

ggc
Gly
885
tgc
Cys

aac
Asn

gcc
Ala

cgc
Arg

gcg
Ala
965
cag
Gln

gtc
Val

Ser
710
gcc
Ala

tac
Tyr

ttg
Leu

atg
Met

gtc
Val
790
acg
Thr

agt
Ser

agc
Ser

aac
Asn

acc
Thr
870
gag
Glu

tat
Tyr

cge
Arg

gac
Asp

ttc
Phe
950
cag
Gln

gat
Asp

tce
Ser
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Phe Asp Ala

ttt gtg ctc
Phe Val Leu

gct tgc atg

Ala Cys Met
745

cgc gag gcc

Arg Glu Ala

760

ctc gag cte

Leu Glu Leu

775

ctg ccc aag

Leu Pro Lys

atc ctt cgt
Ile Leu Arg

gtc aag gcc

Val Lys Ala
825

ctc atc aag

Leu Ile Lys

840

ggc gac gac

Gly Asp Asp

855

ctc ttt gcg

Leu Phe Ala

cgt cgc tat
Arg Arg Tyr

tcc gtg ctce

Ser Val Leu
905

atc tcg ctc

Ile Ser Leu

920

tcc cac gag

Ser His Glu

935

ttg cag ccc

Leu Gln Pro

gcc cgc cgc
Ala Arg Arg

gcc gect tcet
Ala Ala Ser
’ 985

Ala

aag
Lys
730
gat
Asp

ctc
Leu

agce
Ser

gag
Glu

gac
Asp
810
acc
Thr

gct
Ala

tgg
Trp

tgc
Cys

gcg
Ala
890
ctc
Leu

gac
Asp

gag
Glu

acg
Thr

atc
Ile
970
tca
Ser

Ala Asp
715

cgt gag
Arg Glu

gcc atc
Ala Ile

gac cag
Asp Gln

gcc gac
Ala Asp
780
ctc act
Leu Thr
795
gat gac
Asp Asp

gtc ggt
Val Gly

gcg ctt
Ala Leu

gat gaa
Asp Glu
860
cag acc
Gln Thr
875
gce gte
Ala Val

tce gaa
Ser Glu

gag gag
Glu Glu

atc ctt
Ile Leu
940
ggc gcc
Gly Ala
955
ttc ctc
Phe Leu

ggc tcg
Gly Ser

Gly Tyr Phe Val
720

act agc tgc acc

Thr Ser Cys Thr

735
gtc cct ggc aac
Val Pro Gly Asn
750

gcg cge gtc aag

Ala Arg Val Lys

765

tcec gec cge cac

Ser Ala Arg His

gcc gag gag gaa

Ala Glu Glu Glu
800

aag ctc ccg cge

Lys Leu Pro Arg

815
gac acc ggt tat
Asp Thr Gly Tyr
830

tgc atc tac aac

Cys Ile Tyr Asn

845

ccec gce cct gag

Pro Ala Pro Glu

tcg cge get tgg

Ser Arg Ala Trp
880

tcg gge gtc tcec

Ser Gly Val Ser

895
gcec gag ggc cac
Ala Glu Gly His
910

gcg ccc aag ctc

Ala Pro Lys Leu

925

ggt cgc ctc gac

Gly Arg Leu Asp

gce ccg cgc gag
Ala Pro Arg Glu

960
gag ctc ctc ggc
Glu Leu Leu Gly

975
caa aag ccc ctc
Gln Lys Pro Leu
990

acg ccc tecc aag ctc cag cgec gag gtc gag
Thr Pro Ser Lys Leu Gln Arg Glu Val Glu

1000

1015

cct gect gge age  cgce tac
Pro Ala Gly Ser Arg Tyr

1030

gtc gcc ttc atg tac ggc

65

1005

ctc aag atg cgc cgc gat
Leu Lys Met Arg Arg Asp

1020

geg cct gag ccg ctc gec
Ala Pro Glu Pro Leu Ala

1035

gaa ggt cgc agc cct tac

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3159



Ser

tac
Tyr

gag
Glu

cgce
Arg

cag
Gln

gga
Gly

ctc
Leu

att
Ile

gac
Asp

gct
Ala

cca
Pro

cgc
Arg

aag
Lys

att
Ile

ggt
Gly

cac
His

cat
His

acc
Thr

aag
Lys

ctc
Leu

tac
Tyr

cac

Asp
1040
ggce
Gly
1055
gtec
Val
1070
tgg
Trp
1085
cag

1100
atc
Ile
1115
aac
Asn
1130
tcec
Serxr
1145
cag
Gln
1160
ctg
Leu
1175
cag

1190
ggc
Gly
1205
tac
Tyr
1220
agc
Ser
1235
ggc
Gly
1250
tgc
Cys
1265
gcc
Ala
1280
aca
Thr
1295
gac
Asp
1310
tac
Tyr
1325
aag
Lys
1340
cgt

Arg

atc
Ile

atc
Ile

gtc
Val

caa
Gln

ctc
Leu

atc
Ile

atg
Met

ctc
Leu

gcc
Ala

agt
Ser

acc
Thr

gtg
Val

ggc
Gly

aac
Asn

ccec
Pro

aac
Asn

atc
Ile

gaa
Glu

gag
Glu

caa
Gln

agc

Val

acc
Thr

aac
Asn

atg
Met

gag
Glu

acc
Thr

acg
Thr

att
Ile

acc
Thr

gtt
Val

gte
Val

aag
Lys

cgc
Arg

aag
Lys

att
Ile

gag
Glu

ctt
Leu

aac
Asn

tgg
Trp

aag
Lys

aac
Asn

acce

Ala

caa
Gln

gaa
Glu

ccg
Pro

ttt
Phe

tca
Ser

cce
Pro

ttt
Phe

aag
Lys

gaa
Glu

ccc
Pro

cag
Gln

ctc
Leu

cce
Pro

cct
Pro

gtg
vVal

gag
Glu

cag
Gln

gcc
Ala

cag
Gln

tac
Tyr

gca
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Phe

gac
Asp

aag
Lys

cgc
Arg

gat
Asp

att
Ile

aag
Lys

gcec
Ala

gat
Asp

ttt
Phe

aag
Lys

gat
Asp

acc
Thr

gac
Asp

gcg
Ala

gga
Gly

ttc
Phe

aag
Lys

cct
Pro

gct
Ala

gac
Asp

gtg

Met
1045
att
Ile
1060
acg
Thr
1075
gcc
Ala
1090
cgce
Arg
1105
gcc
Ala
1120
gce
Ala
1135
ttt
Phe
1150
ctt
Leu
1165
aat
Asn
1180
gac
Asp
1195
atc
Ile
1210
atc
Ile
1225
gcc
Ala
1240
ctt
Leu
1255
cct
Pro
1270
cce
Pro
1285
cgc
Arg
1300
tect
Ser
1315
aac
Asn
1330
gtc
Val
1345
cgc

Tyr

cac
His

aac
Asn

agc
Ser

aac
Asn

ttc
Phe

gcc
Ala

tcc
Ser

cgce
Arg

gcg
Ala

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile

tgc
Cys

ccce
Pro

tat
Tyr

gtt
val

ctc
Leu

tce
Ser

ttc
Phe

ttt
Phe

acc

Gly

cgc
Arg

cgt
Arg

ttc
Phe

atg
Met

acc
Thr

ttt
Phe

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu

ttc
Phe

gcg
Ala

aat
Asn

aag
Lys

gtg
Val

acc
Thr

gtc
Val

gtg
Val

ttt
Phe

ccc
Pro

gtc
Val

acg

66

Glu

att
Ile

cte
Leu

aag
Lys

att
Ile

aat
Asn

ggc
Gly

aag
Lys

tcc
Ser

cgc
Arg

tgg
Trp

gcc
Ala

gat
Asp

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

gac
Asp

cca
Pro

ggce
Gly

caa
Gln

gag
Glu

ctt

Gly

tgg
Trp

tgg
Trp

tcé
Ser

gaa
Glu

ctg
Leu

ctc
Leu

aac
Asn

gac
Asp

gag
Glu

caa
Gln

atc
Ile

gce
Ala

gcg
Ala

cag
Gln

gat
Asp

ggce
Gly

cgce
Arg

gag
Glu

atc
Ile

gtt
Val

ggt

Arg
1050
ccc
Pro
1065
gce
Ala
1080
gag
Glu
1095
atg
Met
1110
gcg
Ala
1125
agt
Ser
1140
ggt
Gly
1155
gtg
Val
1170
gcce
Ala
1185
ggc
Gly
1200
gcc
Ala
1215
aac
Asn
1230
atc
Ile
1245
ggce
Gly
1260
atc
Ile
1275
ctt
Leu
1290
gcc
Ala
1305
tac
Tyr
1320
gtc
Val
1335
g99
Gly
1350
cce

Ser

gaa
Glu

gaa
Glu

cte
Leu

ttc
Phe

cgce
Arg

ctt
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

tgg
Trp

tac
Tyr

ccg
Pro

acc
Thr

gcg
Ala

atg
Met

gce
Ala

gac
Asp

acg
Thr

gce
Ala

gag
Glu

cce
Pro

cag

Pro

ctc
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

cgt
Arg

gac
Asp

ggc
Gly

atc
Ile

aac
Asn

ggc
Gly

att
Ile

gac
Asp

gcec
Ala

cgt
Arg

tgc
Cys

aag
Lys

ctc
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn

cgce

Tyr

cac
His

gac
Asp

agc
Ser

ctt
Leu

gtt
val

gag
Glu

tece
Ser

aag
Lys

att
Ile

gtg
Val

agce
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

gge
Gly

atc
Ile

tgg
Trp

gcc
Ala

cag
Gln

att
Ile

aac
Asn

aac

3204

3249

3294

3339

3384

3429

3474

3519

3564

3609

3654

3699

3744

3789

3834

3879

3924

3969

4014

4059

4104



cac
His

acc
Thr

ggc
Gly

gct
Ala

aag
Lys

agc
Ser

cct
Pro

aag
Lys

cag
Gln

tct
Ser

ccg
Pro

gce
Ala

gcc
Ala

gcc
Ala

att
Ile

atg
Met

gcc
Ala

cag
Gln

gtt
Val

ggc
Gly

ctc

Arg

1355

ctt
Leu
1370
atc
Ile
1385
gtc
Val
1400
cag

1415
aac
Asn
1430
aag
Lys
1445
gcg
Ala
1460
cct
Pro
1475
gac
Asp
1490
tect
Ser
1505
tcg
Ser
1520
gcg
Ala
1535
ctg
Leu
1550
tcc
Ser
1565
gtg
Val
1580
aaa
Lys
1595
aag
Lys
1610
ggc
Gly
1625
gtg
Val
1640
ccg
Pro
1655
gaa

Ser

gct
Ala

gtc
val

acg
Thr

gct
Ala

aag
Lys

gcg
Ala

gac
Asp

gtc
Val

gag
Glu

tct
Ser

cct
Pro

gag
Glu

ctc
Leu

ggc
Gly

ccg
Pro

acg
Thr

ggc
Gly

atc
Ile

cgt
Arg

tac
Tyr

aag

Thr

ggc
Gly

aag
Lys

atc
Ile

tgc
Cys

ttt
Phe

gac
Asp

cct
Pro

gct
Ala

acc
Thr

tect
Ser

gct
Ala

acc
Thr

gat
Asp

aac
Asn

ccc
Pro

tac
Tyxr

att
Ile

ctt
Leu

gag
Glu

gct
Ala

ggc

Ala

gce
Ala

ctt
Leu

tcg
Ser

tac
Tyr

gtg
Val

ccce
Pro

gce
Ala

CCcC
Pro

cga
Arg

tct
Ser

cct
Pro

aag
Lys

ctc
Leu

ctt
Leu

tgc
Cys

ggt
Gly

gce
Ala

gcg
Ala

tcc
Ser

gtc
Val

aat

ES 2 562766 T3

Val

atc
Ile

gtg
Val

ccg
Pro

gct
Ala

cgc
Arg

atc
Ile

att
Ile

aag
Lys

gat
Asp

tct
Ser

tcg
Ser

gct
Ala

gac
Asp

gtt
Val

aac
Asn

gtt
Val

tct
Ser

tcc
Ser

atc
Ile

aac
Asn

gtc

Arg
1360
gac
Asp
1375
gct
Ala
1390
ctg
Leu
1405
gcg
Ala
1420
aag’
Lys
1435
tcc
Ser
1450
gaa
Glu
1465
ttc
Phe
1480
ccg
Pro
1495
tct
Ser
1510
gce
Ala
1525
gtt
Val
1540
agt
Ser
1555
gag
Glu
1570
att
Ile
1585
tcg
Ser
1600
gcg
Ala
1615
ttt
Phe
1630
gaa
Glu
1645
ctt
Leu
1660
gat

Thr

aag
Lys

tcg
Ser

tac
Tyxr

ctc
Leu

att
Ile

tcg
Ser

gcc
Ala

tac
Tyr

atc
Ile

tct
Ser

cce
Pro

gct
Ala

atg
Met

act
Thr

gcg
Ala

gcg
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys

atc
Ile

ctc

Thr

cag
Gln

ctc
Leu

cac
His

tgc
Cys

cag
Gln

gce
Ala

gce
Ala

gcg
Ala

ctc
Leu

tct
Ser

gtg
Val

teg
Ser

ctt
Leu

gcg
Ala

gat
Asp

cct
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala

att
Ile

cat
His

ttc

67

Leu

aac
Asn

aag
Lys

tcc
Ser

aag
Lys

cte
Leu

gat
Asp

atc
Ile

cgt
Arg

aac
Asn

tct
Ser

caa
Gln

gct
Ala

gcg
Ala

cct
Pro

ctc
Leu

ctg
Leu

gtc
Val

ggce
Gly

cag
Gln

tct
Ser

ctc

Gly

gag
Glu

gcc
Ala

aag
Lys

ggt
Gly

aac
Asn

ctt
Leu

tcg
Ser

cte
Leu

aag
Lys

tct
Ser

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

agc
Ser

ggce
Gly

tac
Tyr

att
Ile

gga
Gly

gcc
Ala

ccce
Pro

gag

Pro
1365
gat
Asp
1380
cac
His
1395
ctt
Leu
1410
gaa
Glu
1425
ggt
Gly
1440
gcc
Ala
1455
agc
Ser
1470
aac
Asn
1485
gac
Asp
1500
tct
Ser
1515
aag
Lys
1530
gca
Ala
1545
agc
Ser
1560
gac
Asp
1575
agc
Ser
1590
acg
Thr
1605
gcc
Ala
1620
ctt
Leu
1635
gcc
Ala
1650
ttt
Phe
1665
aag

Gln

gct
Ala

ctt
Leu

gtg
Val

aag
Lys

cgc
Arg

agce
Ser

cgc
Arg

att
Ile

aac
Asn

tct
Ser

gct
Ala

ctt
Leu

tct
Ser

gcc
Ala

cgc
Arg

ggc
Gly

gcc
Ala

ccce
Pro

ctg
Leu

gac
Asp

ggt

Arg

tgg
Trp

gtt
Val

gcg
Ala

cce
Pro

tte
Phe

ttt
Phe

atc
Ile

gac
Asp

gcg
Ala

tct
Ser

gct
Ala

cgce
Arg

gce
Ala

tcg
Ser

gce
Ala

gcc
Ala

gge
Gly

atg
Met

cce
Pro

agc
Ser

gtc

Asn

acg
Thr

cct
Pro

gag
Glu

aag
Lys

aac
Asn

ccg
Pro

atg
Met

gag
Glu

ccg
Pro

tct
Ser

cce
Pro

agt
Ser

agt
Ser

gtc
val

ttc
Phe

atg
Met

cge
Arg

cag
Gln

aat
Asn

aac
Asn

acc

4149

4194

4239

4284

4329

4374

4419

4464

4509

4554

4599

4644

4689

4734

4779

4824

4869

4914

4959

5004

5049



Leu

ttt
Phe

cgg
Arg

aac
Asn

gce
Ala

ctec
Leu

cgce
Arg

ggt
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

cce
Pro

gtc
Val

gac
Asp

tgc
Cys

cag
Gln

cte
Leu

ccc
Pro

ctec
Leu

ctt
Leu

ctc
Leu

cgce
Arg

gtc

Glu
1670
gtc
Val
1685
tac
Tyr
1700
atc
Ile
1715
gag
Glu
1730
att
Ile
1745
cgt
Arg
1760
ggc
Gly
1775
atc
Ile
1790
aac
Asn
1805
cag
Gln
1820
acc
Thr
1835
aat
Asn
1850
atg
Met
1865
gtc
Val
1880
tac
Tyr
1895
gca
Ala
1910
gaa
Glu
1925
cac
His
1940
aag
Lys
1955
tgg
Trp
1970
tgg

Lys

gag
Glu

cgc
Arg

cgc
Arg

atg
Met

gct
Ala

gtt
Val

cac
His
aac
Asn

ctt
Leu

gcg
Ala

gge
Gly

gtg
Val

gcc
Ala

ctc
Leu

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met

gcc
Ala

Gly

gcc
Ala

gcg
Ala

aac
Asn

ttc
Phe

tcec
Ser

cce
Pro

acc
Thr

ctt
Leu

cgce
Arg

gcg
Ala

acc
Thr

cgc
Arg

ccg
Pro

aag
Lys

cte
Leu

ctt
Leu

gtc
Val

ccg
Pro

teg
Ser

aac
Asn

ggt

Asn

tcg
Ser

gct
Ala

cgt
Arg

atg
Met

ggc
Gly

gtc
Val

gac
Asp

cge
Arg

gtc
Val

ctg
Leu

gtg
Val

aag
Lys

gct
Ala

aag
Lys

ttt
Phe

gcg
Ala

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

act
Thr

cct
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Val

gcec
Ala

ggc
Gly

atc
Ile

cgt
Arg

gag
Glu

gct
Ala

aac
Asn

gac
Asp

cgt
Arg

gce
Ala

aac
Asn

cag
Gln

gcec
Ala

gga
Gly

tgc
Cys

cgc
Arg

gac
Asp

aag
Lys

tgc
Cys

gga
Gly

gcc

Asp
1675
ttt
Phe
1690
ctc
Leu
1705
att
Ile
1720
cct
Pro
1735
atc
Ile
1750
gac
Asp
1765
cgce
Arg
1780
cgce
Arg
1795
gtg
Val
1810
acc
Thr
1825
cag
Gln
1840
ctc
Leu
1855
gac
Asp
1870
acc
Thr
1885
aag
Lys
1900
gtc
Val
1915
gag
Glu
1930
atc
Ile
1945
ttt
Phe
1960
gct
Ala
1975
att

Leu

atg
Met

acg
Thr

ggc
Gly

gcg
Ala

aac
Asn

gac
Asp

ccce
Pro

ctt
Leu

gge
Gly

tte
Phe

gte
Val

gcg
Ala

atg
Met

atg
Met

tac
Tyr

gag
Glu

acc
Thr

cag
Gln

cgce
Arg

tcce
Ser

ggt

Phe

acg
Thr

cgc
Arg

aag
Lys

CcCcc
Pro

cag
Gln

atc
Ile

atc
Ile

cac
His

gce
Ala

aac
Asn

gce
Ala

aag
Lys

ttc
Phe

ttt
Phe

gac
Asp

aag
Lys

aaa
Lys

cge
Arg

tgg
Trp

gat
Asp

tcc

68

Leu

ctc
Leu

aac
Asn

gtc
Val

gag
Glu

gag
Glu

gcg
Ala

cac
His

cge
Arg

ggc
Gly

atg
Met

aag
Lys

gce
Ala

gag
Glu

cccC
Pro

tecg
Ser

cgc
Arg

aac
Asn

gcc
Ala

tac
Tyr

cgce
Arg

tte

Glu

acc
Thr

gcc
Ala

tcg
Ser

cac
His

cag
Gln

gtc
vVal

gtc
Val

gag
Glu

ggt
Gly

ggt
Gly

cag
Gln

act
Thr

gaa
Glu

teg
Ser

ttc
Phe

atc
Ile

ttt
Phe

gag
Glu

ctg
Leu

gtc
val

aac

Lys
1680
ccg
Pro
1695
gac
Asp
1710
cgc
Arg
1725
ctt
Leu
1740
gcc
Ala
1755
gaa
Glu
1770
att
Ile
1785
tgc
Cys
1800
ggc
Gly
1815
gcc
Ala
1830
tcg
Ser
1845
tac
Tyr
1860
ggc
Gly
1875
cgc
Arg
1890
gag
Glu
1905
ttc
Phe
1920
tac
Tyr
1935
cgc
Arg
1950
agce
Ser
1965
atg
Met
1980
gat

Gly

cag
Gln

ggc
Gly

acc
Thr

ctt
Leu

gag
Glu

gct
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

att
Ile

tcec
Ser

ggc
Gly

tcg
Ser

gtc
Val

gce
Ala

tecc
Sexr

agc
Ser

att
Ile

gac
Asp

ctg
Leu

gac
Asp

ttc

Val

gtc
Val

tcg
Ser

gag
Glu

cag
Gln

ctc
Leu

gac
Asp

ccc
Pro

tac
Tyxr

999
Gly

ttt
Phe

acg
Thr

gac
Asp

aag
Lys

aac
Asn

atg
Met

cgc
Arg

aac
Asn

ccc
Pro

gcg
Ala

tac
Tyr

atc

Thr

gtg
Val

gtc
val

ctc
Leu

aag
Lys

gce
Ala

tcg
Ser

ctc
Leu

ccg
Pro

tgc
Cys

att
Ile

tgc
Cys

gta
Val

ctt
Leu

aag
Lys

cce
Pro

gcg
Ala

cgt
Arg

aag
Lys

agc
Ser

cag
Gln

aag

5094

5139

5184

5229

5274

5319

5364

5409

5454

54899

5544

5589

5634

5679

5724

5769

5814

5859

5904

5949

5994



10

15

20

Val

gga
Gly

gtt
Val

cgt
Arg

gct
Ala

ctg
Leu

<210> 4
<211> 2059
<212> PRT

Trp
1985
act
Thr
2000
cag
Gln
2015
ctc
Leu
2030
ctt
Leu
2045

Cys

tac
Tyr

att
Ile

gaa
Glu

gtg
Val

Gly

ctt
Leu

aac
Asn

att
Ile

gcc
Ala

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (370)..(370)
<223> El 'Xaa' en la posicion 370 representa Leu.

<220>

<221> misc_feature

<222> (371)..(371)

<223> El 'Xaa' en la posicion 371 representa Ala. o Val.

<400> 4

Met
Arg
Lys
Val
Lys
65

Gly
Asn
Arg
Gln
Gly

145

Ser

Ala

Ile

Asp

Ile

50

Ala

Thr

Leu

Cys

Gly

130

Ala

Asn

Ala
Ala
Glu
35

Ser
Glu
Leu
Ala
Gly
115
Glu

Arg

Lys

Pro

gat
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

agc
Ser

Arg
val
20

Phe
Asp
Arg
Asp
Lys
100
Ile
Leu

Val

Pro
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Ala

ccg
Pro

cag
Gln

cgc
Arg

atc
Ile

Asn

Val

Trp

Lys

Ser

Glu

85

Gln

Val

Leu

Phe

Glu

Ile

Gly

1990

gcc
Ala

gtc
val

2005

atc
Ile

ctt
Leu

2020

aac
Asn

gca
Ala

2035

gat
Asp

gac
Asp

2050

Val
Gly
Glu
Arg
Lys
70

Asn
Ala
Ser
Asn
Lys

150

Ala

Ser
Met
val
Leu
55

Tyxr
Glu
Leu
Gly
Val
135

Asp

Gly

Ala

Ala

Leu

40

Gly

Ala

Ile

Ala

Cys

120

Tyr

Ala

Asp

69

Ser

gca
Ala

cgt
Arg

cgc
Arg

aca
Thr

Ala
Val
25

Met
Ser
Asp
Asp
Glu
105
Leu
Gln

Ser

Arg

Phe

aac
Asn

gga
Gly

ctt
Leu

tac
Tyr

His

Gln

Asn

Asn

Thr

Asn

90

Thr

Ser

Asn

His

Arg

Asn

gag
Glu

gcg
Ala

tcec
Ser

gtc
Val

Asp

1995

tac
Tyr

2010

tgc
Cys

2025

gat
Asp

2040

ceg
Pro

2055

Glu
Tyr
Gly
Tyr
Phe
75

Glu
Ser
Phe
His
Trp

155

Ile

Met

Ala

Lys

Arg

60

Cys

His

Val

Pro

Val

140

Ser

Phe

Phe

ccg
Pro

ttc
Phe

ggc
Gly

gce
Ala

His

Gly

Val

Ala

Asn

Glu

Lys

Met

125

Glu

Glu

Met

Ile Lys

tgc gtc
Cys Val

ttg cgc
Leu Arg

gct gcce
Ala Ala

gag aag
Glu Lys

Asp Glu
15

Cys Lys

30

Glu Ser

Glu His

Glu Thr

Leu Leu
95

Asp Ser
110

Asp Asn
Lys Lys

Arg Glu

Asp Pro

Lys

Thr

Lys

Tyr

Tyxr

80

Leu

Thr

Leu

Leu

Gln

160

Ala

6039

6084

6129

6174

6177



Ser

Leu
225
Met
Ser
Arg
Leu
Leu
305
Asn
Thr
Glu
Thr
Met
385
Lys
Thr
Gly
Ala
Gly
465

Gly

Ala

Phe
Ala
Leu
210
Pro
Pro
Gln
Leu
Gly
290
Leu
Val
Pro
Gly
Xaa
370
Lys
Met
Asn
Thr
Cys
450
Glu

Ala

His

Val
Ala
195
Val
Glu
Val
Gly
Asp
275
Ala
Pro
His
Gln
Lys
355
Xaa
His
Asp
Gly
Asn
435
Thr
Ser

Leu

Gly

Ala

180

Cys

Ser

Pro

Gly

Leu

260

Asp

Asn

Ser

Pro

Gly

340

Val

Ala

Gly

Pro

Glu

420

Ala

Gly

Asn

Lys

Ala
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165

Glu

Ala

Gly

Phe

Thr

245

Thr

Ala

Val

Glu

His

325

Asp

Pro

Ala

Ile

Leu

405

Pro

His

His

Met

Gly

485

Ile

Glu
Thr
Ala
Phe
230
Gly
Pro
Ile
Ser
Lys
310
Lys
Arg
Arg
Gly
Ile
390
Val
Lys
Ala
Asp
Arg
470

Leu

Pro

Leu
Ala
Ala
215
Ile
Gln
Gly
Arg
Asn
295
Lys
Ile
Val
Phe
Phe
375
Pro
Val
Arg
Val
Ser
455
Ile

Asp

Leu

Asn

Leu

200

Asp

Leu

Asn

Glu

Asp

280

Ser

Cys

Gln

Glu

Gly

360

Ala

Pro

Ser

Ala

Phe

440

Ile

Ala

Ala

Pro

70

Leu
185
Tyr
Val
Ser
Val
Gly
265
Gly
Gly
Leu
Tyr
Ile
345
Thr
Gly
Thr
Gly
Gly
425
Glu
Ser
Ile

Phe

Glu

170

Gly

val

Met

Gly

Ser

250

Gly

Asp

Thr

Met

Val

330

Asp

Thr

Met

Pro

Glu

410

Leu

Glu

Ala

Thr

Glu

490

Lys

Ala
Leu
Leu
Phe
235
Met
Ser
His
Gly
Asp
315
Glu
Ala
Lys
Cys
Gly
395
Ala
Ser
His
Leu
Gly
475

Arg

Arg

175

Leu His Tyr Ser
190

Arg Leu Ala Gln
205

Cys Gly Ala Thr
220

Ser Thr Phe Gln
Pro Leu His Lys
255

Ile Met Val Leu
270

Ile Tyr Gly Thr
285

Leu Pro Leu Lys
300

Thr Tyr Thr Arg
Cys His Ala Thr
335

Val Lys Ala Cys
350

Gly Asn Phe Gly
365

Lys Val Leu Leu
380

Ile Asp Asp Glu
Ile Pro Trp Pro
415

Ala Phe Gly Phe
430

Asp Pro Ser Asn
445

Ser Ala Arg Cys
460

Met Asp Ala Thr

Ala Ile Tyr Thr
495

Trp Arg Phe Leu

Val
Asp
Cys
Ala
240
Asp
Lys
Leu
Pro
Ile
320
Gly
Phe
His
Ser
Thr
400
Glu
Gly
Ala
Gly
Phe
480

Gly

Gly



Lys
Gly
Pro
545
Thr
Asn
His
Lys
Thr
625
Ser
Asn
Gly
Ala
Asp
705
Gly
Lys
Val
Pro
Leu
785
Ile

Asn

Ala

Asp
Cys
530
Met
Thr
Val
Arg
Lys
610
Ser
Gln
Ser
Glu
Glu
690
Thr
Glu
Asp
Pro
Gly
770
Lys
Gly

Val

Ser

Lys
515
Tyr
Thr
Ile
Ala
Ala
595
Leu
Tyr
Trp
Val
val
675
Asn
Pro
Gly
Asp
Ser
755
Asp
Asp
Gly

Ala

Gly

500

Asp

Ile

Pro

Asp

val

580

Arg

Asn

Thr

Gly

Tyr

660

Asp

Leu

Arg

Cys

Arg

740

Ala

Ile

Pro

Leu

Thr

820

Ala
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Phe

Glu

Glu

Arg

565

Phe

Val

Asp

Ser

Phe

645

Arg

Gly

Tyr

Ala

Gly

725

Ile

Cys

Glu

Ser

Gln

805

Gly

Ala

Leu

Asp

Asp

550

Ala

Val

Ala

Met

Tyr

630

Thr

Cys

Val

val

Sexr

710

Ala

Tyr

Leu

Met

Val

790

Thr

Ser

Ser

Asp
Val
535
Met
Ile
Gly
Leu
Met
615
Ile
Gly
Ala
Val
Lys
695
Phe
Phe
Ala
Arg
Leu
775
Leu
Ile

Val

Leu

Leu
520
Glu
Leu
Leu
Leu
Lys
600
Gln
Gly
Pro
Glu
Val
680
Ser
Asp
Val
Cys
Glu
760
Glu
Pro
Leu

Lys

Ile

71

505

Cys

Val

Leu

Asp

Gly

585

Glu

Tyr

Asn

Ser

Leu

665

Ala

Arg

Ala

Leu

Met

745

Ala

Leu

Lys

Arg

Ala

825

Lys

Gly
Asp
Pro
Ser
570
Thr
Arg
Ile
Leu
Phe
650
Gly
Gly
Arg
Ala
Lys
730
Asp
Leu
Ser
Glu
Asp
810

Thr

Ala

Val

Phe

Gln

555

Gly

Asp

Val

Asn

Val

635

Thr

Lys

val

Phe

Ala

715

Arg

Ala

Asp

Ala

Leu

795

Asp

Val

Ala

Lys
Gln
540
Gln
Met
Leu
Arg
Asp
620
Ala
Ile
Tyr
Asp
Lys
700
Asp
Glu
Ile
Gln
Asp
780
Thr
Asp

Gly

Leu

Ala
525
Arg
Leu
Lys
Glu
Pro
605
Cys
Thr
Thr
Leu
Leu
685
vVal
Gly
Thr
Val
Ala
765
Ser
Ala
Lys

Asp

Cys

510

Thr

Leu

Leu

Lys

Leu

590

Glu

Gly

Arg

Glu

Leu

670

Cys

Ser

Tyr

Ser

Pro

750

Arg

Ala

Glu

Leu

Thr

830

Ile

Pro
Arg
Ala
Gly
575
Tyr
Ala
Thr
val
Gly
655
Glu
Gly
Thr
Phe
Cys
735
Gly
Val
Arg
Glu
Pro
815

Gly

Tyr

His

Thr

Val

560

Gly

Arg

Ser

Ser

Ser

640

Asn

Thr

Ser

Ser

Val

720

Thr

Asn

Lys

His

Glu

800

Arg

Tyr

Asn
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835 840 845

Arg Tyr Leu Pro Ser Asn Gly Asp Asp Trp Asp Glu Pro Ala Pro Glu
850 855 860

Ala Pro Trp Asp Ser Thr Leu Phe Ala Cys Gln Thr Ser Arg Ala Trp
865 870 875 880

Leu Lys Asn Pro Gly Glu Arg Arg Tyr Ala Ala Val Ser Gly Val Ser
885 890 895

Glu Thr Arg Ser Cyé Tyr Ser Val Leu Leu Ser Glu Ala Glu Gly His
900 905 910

Tyr Glu Arg Glu Asn Arg Ile Ser Leu Asp Glu Glu Ala Pro Lys Leu
915 920 925

Ile Val Leu Arg Ala Asp Ser His Glu Glu Ile Leu Gly Arg Leu Asp
930 935 940

Lys Ile Arg Glu Arg Phe Leu Gln Pro Thr Gly Ala Ala Pro Arg Glu
945 950 955 960

Ser Glu Leu Lys Ala Gln Ala Arg Arg Ile Phe Leu Glu Leu Leu Gly
965 970 975

Glu Thr Leu Ala Gln Asp Ala Ala Ser Ser Gly Ser Gln Lys Pro Leu
980 985 990

Ala Leu Ser Leu Val Ser Thr Pro Ser Lys Leu Gln Arg Glu Val Glu
995 1000 1005

Leu Ala Ala Lys Gly Ile Pro Arg Cys Leu Lys Met Arg Arg Asp
1010 1015 1020

Trp Ser Ser Pro Ala Gly Ser Arg Tyr Ala Pro Glu Pro Leu Ala
1025 1030 1035

Ser Asp Arg Val Ala Phe Met Tyr Gly Glu Gly Arg Ser Pro Tyr
1040 1045 1050

Tyr Gly TIle Thr Gln Asp Ile His Arg Ile Trp Pro Glu Leu His
1055 1060 1065

Glu Val 1Ile Asn Glu Lys Thr Asn Arg Leu Trp Ala Glu Gly Asp
1070 1075 1080

Arg Trp Val Met Pro Arg Ala Ser Phe Lys Ser Glu Leu Glu Ser
1085 1090 1095

Gln Gln Gln Glu Phe Asp Arg Asn Met Ile Glu Met Phe Arg Leu
1100 1105 1110

Gly Ile Leu Thr Ser Ile Ala Phe Thr Asn Leu Ala Arg Asp Val
1115 1120 1125

Leu Asn Ile Thr Pro Lys Ala Ala Phe Gly Leu Ser Leu Gly Glu
1130 1135 1140

Ile Ser Met Ile Phe Ala Phe Ser Lys Lys Asn Gly Leu Ile Ser
1145 1150 1155

Asp Gln Leu Thr Lys Asp Leu Arg Glu Ser Asp Val Trp Asn Lys

72



1160

Ala Leu
1175

Pro Gln
1190

Arg Gly
1205

Lys Tyr
1220

Ile Ser
1235

Gly Gly
1250

His Cys
1265

His Ala
1280

Thr Thr
1295

Lys Asp
1310

Leu Tyr
1325

Tyr Lys
1340

His Arg
1355

His Leu
1370

Thr Tle
1385

Gly Val
1400

Ala Gln
1415

Lys Asn
1430

Ser Lys
1445

Pro Ala
1460

Lys Pro

Ala

Ser

Thr

Val

Gly

Asn

Pro

Asn

Ile

Glu

Glu

Gln

Ser

Ala

Val

Thr

Ala

Lys

Ala

Asp

Val

val

Val

Lys

Arg

Lys

Ile

Glu

Leu

Trp

Lys

Asn

Thr

Gly

Lys

Ile

Cys

Phe

Asp

Pro

Ala
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Glu

Pro

Gln

Leu

Pro

Pro

Val

Glu

Gln

Ala

Gln

Tyr

Ala

Ala

Leu

Ser

Tyr

Val

Pro

Ala

Pro

Phe

Lys

Asp

Thr

Asp

Ala

Gly

Phe

Pro

Ala

Asp

Val

Ile

Val

Pro

Ala

Arg

Ile

Ile

Lys

1165

Asn
1180

Asp
1195

Ile
1210

Ile
1225

Ala
1240

Leu
1255

Pro
1270

Pro
1285

Arg
1300

Ser
1315

Asn
1330

Val
1345

Arg
1360

Asp
1375

Ala
1390

Leu
1405

Ala
1420

Lys
1435

Ser
1450

Glu
1465

Phe

73

Ala

Glu

Glu

Ile

Cys

Pro

Tyr

Val

Leu

Ser

Phe

Phe

Thr

Lys

Ser

Tyr

Leu

Ile

Ser

Ala

Tyr

Leu

Phe

Ala

Asn

Lys

Val

Thr

Val

Val

Phe

Pro

Val

Thr

Gln

Leu

His

Cys

Gln

Ala

Ala

Ala

Arg Glu

Trp Gln

Ala Ile

Asp Ala

Ala Ala

Thr Gln

Lys Asp

Asp Gly

Pro Arg

Gly Glu

Gln Ile

Glu Val

Leu Gly

Asn Glu

Lys Ala

Ser Lys

Lys Gly

Leu Asn

Asp Leu

Ile Ser

Arg Leu

1170

Ala
1185

Gly
1200

Ala
1215

Asn
1230

Ile
1245

Gly
1260

Ile
1275

Leu
1290

Ala
1305

Tyr
1320

Val
1335

Gly
1350

Pro
1365

Asp
1380

¥

His
1395

Leu
1410

Glu
1425

Gly
1440

Ala
1455

Ser
1470

Asn

Trp

Tyr

Pro

Thr

Ala

Met

Ala

Asp

Thr

Ala

Glu

Pro

Gln

Ala

Leu

Val

Lys

Arg

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile

Asp

Ala

Arg

Cys

Lys

Leu

Gly

Gly

Thr

Asn

Arg

Trp

Val

Ala

Pro

Phe

Phe

Ile

Asp

Ile

Val

Ser

Leu

Leu

Gly

Ile

Trp

Ala

Gln

Ile

Asn

Asn

Thr

Pro

Glu

Lys

Asn

Pro

Met

Glu



Gln

Ser

Pro

Ala

Ala

Ala

Ile

Met

Ala

Gln

Val

Gly

Leu

Phe

Arg

Asn

Ala

Leu

Arg

Gly

Ile

1475

Asp
1490

Ser
1505

Ser
1520

Ala
1535

Leu
1550

Ser
1565

Vai
1580

Lys
1595

Lys
1610

Gly
1625

Val
1640

Pro
1655

Glu
1670

Val
1685

Tyr
1700

Ile
1715

Glu
1730

Ile
1745

Arg
1760

Gly
1775

Ile

Glu

Ser

Pro

Glu

Leu

Gly

Pro

Thr

Gly

Ile

Arg

Tyr

Lys

Glu

Arg

Arg

Met

Ala

Val

His

Asn

Thr

Ser

Ala

Thr

Asp

Asn

Pro

Tyr

Ile

Leu

Glu

Ala

Gly

Ala

Ala

Asn

Phe

Ser

Pro

Thr

Leu
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Arg

Ser

Pro

Lys

Leu

Leu

Cys

Gly

Ala

Ala

Ser

Val

Asn

Ser

Ala

Arg

Met

Gly

Val

Asp

Arg

Asp

Ser

Ser

Ala

Asp

val

Asn

Val

Ser

Ser

Ile

Asn

Val

Ala

Gly

Ile

Arg

Glu

Ala

Asn

Asp

1480

Pro
1495

Ser
1510

Ala
1525

Val
1540

Ser
1555

Glu
1570

Ile
1585

Ser
1600

Ala
1615

Phe
1630

Glu
1645

Leu
1660

Asp .
1675

Phe
1690

Leu
1705

Ile
1720

Pro
1735

Ile
1750

Asp
1765

Arg
1780

Arg

74

Ile

Ser

Pro

Ala

Met

Thr

Ala

Ala

Asp

Gly

Lys

Ile

Leu

Met

Thr

Gly

Ala

Asn

Asp

Pro

Leu

Leu

Ser

Val

Ser

Leu

Ala

Asp

Pro

Leu

Ala

Ile

His

Phe

Thr

Arg

Lys

Pro

Gln

Ile

Ile

His

Asn

Ser

Gln

Ala

Ala

Pro

Leu

Leu

Val

Gly

Gln

Ser

Leu

Leu

Val

Glu

Glu

Ala

His

Arg

1485

Lys Asp
1500

Ser Ser
1515

Lys Lys
1530

Asp Ala
1545

Leu Ser
1560

Ser Asp
1575

Gly Ser
1590

Tyr Thr
1605

Ile Ala
1620

Gly Leu
1635

Ala Ala
1650

Pro Phe
1665

Glu Lys
1680

Thr Pro
1695

Ala Asp
1710

Ser Arg
1725

His Leu
1740

Gln Ala
1755

Val Glu
1770

Val Ile
1785

Glu Cys

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

Ala

Arg

Gly

Ala

Pro

Leu

Asp

Gly

Gln

Gly

Thr

Leu

Glu

Ala

Leu

Gly

Ala

Ser

Ala

Arg

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly

Met

Pro

Ser

Val

Val

Ser

Glu

Gln

Leu

Asp

Pro

Tyxr

Pro

Sexr

Pro

Ser

Ser

Val

Phe

Met

Arg

Gln

Asn

Asn

Thr

Val

val

Leu

Lys

Ala

Ser

Leu

Pro



10

1790

Ala Asn
1805

Pro Gln
1820

Val Thr
1835

Asp Asn
1850

Cys Met
1865

Gln Val
1880

Leu Tyr
1895

Pro Ala
1910

Leu Glu
1925

Leu His
1940

Leu Lys
1955

Arg Trp
1970

Val Trp

1985 °

Gly Thr
2000

Val Gln
2015

Arg Leu
2030

Ala Leu
2045

Leu

<210>5

<211> 4509

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(4509)
<223>

<400> 5

Leu

Ala

Gly

Val

Ala

Leu

Glu

Glu

Glu

Asn

Met

Ala

Cys

Tyr

Ile

Glu

Val

Arg

Ala

Thr

Arg

Pro

Lys

Leu

Leu

Val

Pro

Ser

Asn

Gly

Leu

Asn

Ile

Ala
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Val

Leu

Val

Lys

Ala

Lys

Phe

Ala

Trp

Glu

Leu

Thr

Pro

Asp

Lys

Leu

Ser

Arg

Ala

Asn

Gln

Ala

Gly

Cys

Arg

Asp

Lys

Cys

Gly

Ala

Pro

Gln

Arg

Ile

1795

Val
1810

Thr
1825

Gln
1840

Leu
1855

Asp
1870

Thr
1885

Lys
1900

Val
1915

Glu
1930

Ile
1945

Phe
1960

Ala
1975

Ile
1990

Ala
2005

Ile
2020

Asn
2035

Asp
2050

75

Gly

Phe

Val

Ala

Met

Met

Tyr

Glu

Thr

Gln

Arg

Ser

Gly

Val

Leu

Ala

Asp

Ala

Asn

Ala

Lys

Phe

Phe

Asp

Lys

Lys

Arg

Trp

Asp

Ser

Ala

Arg

Arg

Thr

Gly

Met

Lys

Ala

Glu

Pro

Ser

Arg

Asn

Ala

Tyr

Arg

Phe

Asn

Gly

Leu

Tyr

Gly

Gly

Gln

Thr

Glu

Ser

Phe

Ile

Phe

Glu

Leu

Val

Asn

Glu

Ala

Ser

Val

1800

Gly
1815

Ala
1830

Ser
1845

Tyr
1860

Gly
1875

Arg
1890

Glu
1905

Phe
1920

Tyr
1935

Arg
1950

Ser
1965

Met
1980

Asp
1995

Tyr
2010

Cys
2025

Asp
2040

Pro
2055

Ile

Ser

Gly

Ser

Val

Ala

Ser

Ser

Ile

Asp

Leu

Asp

Phe

Pro

Phe

Gly

Ala

Gly

Phe

Thr

Asp

Lys

Asn

Met

Arg

Asn

Pro

Ala

Tyr

Ile

Cys

Leu

Ala

Glu

Cys

Ile

Cys

vVal

Leu

Lys

Pro

Ala

Arg

Lys

Ser

Gln

Lys

Val

Arg

Ala

Lys



atg
Met

aag
Lys

cte
Leu

ttc
Phe

gag
Glu

aac
Asn

aac
Asn

gag
Glu

ttc
Phe

acc
Thr
145
cgce
Arg

ttc
Phe

cgc
Arg

aag
Lys

cca
Pro
225
acc
Thr

gca
Ala

ctc
Leu

cac
His

cte
Leu

gcg
Ala

gag
Glu

ctc
Leu

gcc
Ala

tac
Tyr

tac
Tyr

gga
Gly

agt
Ser

cag
Gln
130
ttt
Phe

gtc
Val

ttc
Phe

gat
Asp

ggc
Gly
210
aag
Lys

aag
Lys

tce
Ser

tgc
Cys

aag
Lys
290
gag
Glu

ctc
Leu

gag
Glu

gag
Glu

gtc
Val

ctg
Leu

cge
Arg

gag
Glu

ggc
Gly
115
aac
Asn

tac
Tyr

acc
Thr

gag
Glu

ggc
Gly
195
gtc
Val

cag
Gln

ctc
Leu

gte
vVal

gcg
Ala
275
ggc
Gly

cgce
Arg

cgt
Arg

ctg
Leu

ttc
Phe

atc
Ile

ctc
Leu

gtc
Val

ctc
Leu
100
cag
Gln

cag
Gln

ggc
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr
180
tgc
Cys

gtc
Val

gac
Asp

aac
Asn

ttt
Phe
260
cgt
Arg

ggt
Gly

gac
Asp

gtc
Val

acc
Thr

gca
Ala

gac
Asp

gtg
Val

ggce
Gly
85

tcc
Ser

tgc
Cys

ggc
Gly

gtg
Val

ttc
Phe
165
gac
Asp

gcc
Ala

tte
Phe

gtc
Val

gaa
Glu
245

ggc
Gly

aag
Lys

gtc
Val

cac
His

aag
Lys

agc
Ser

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr
70

gcc
Ala

gag
Glu

gat
Asp

gac
Asp

gcc
Ala
150
gcc
Ala

tgc
Cys

ggc
Gly

acc
Thr

tcc
Ser
230
aag
Lys

tce
Ser

atg
Met

tac
Tyr

tgg
Trp
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acg
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr
55

cgc
Arg

cgc
Arg

ggc
Gly

ctc
Leu

cgc
Arg
135
cac
His

aag
Lys

tac
Tyr

ttc
Phe

cgce
Arg
215
cce
Pro

gag
Glu

aag
Lys

ctc
Leu

gge
Gly
295
tac
Tyr

aac
Asn

aag
Lys

gac
Asp
40

ccg
Pro

gtc
Val

atg
Met

gga
Gly

atg
Met
120
gtc
Val

gag
Glu

cgt
Arg

gtc
Val

ttc
Phe
200
ggc
Gly

tac
Tyxr

atg
Met

aac
Asn

atg
Met
280
ctc
Leu

ttt
Phe

aag
Lys

acc
Thr
25

atc
Ile

cgce
Arg

acc
Thr

gtc
Val

gac
Asp
105
cte
Leu

tac
Tyr

ggc
Gly

ctc
Leu

aac
Asn
185
acc
Thr

gac
Asp

gcc
Ala

cag
Gln

ggc
Gly
265
att
Ile

ggt
Gly

ccc
Pro

76

aag cca
Lys Pro
10

gag gtg
Glu Val

gcc aag
Ala Lys

cge gtg
Arg Val

ctc atg
Leu Met

acc gag
Thr Glu
90

tgc ccc
Cys Pro

atc tcc
Ile Ser

cge ctg
Arg Leu

gag acc
Glu Thr
155
gac ggc
Asp Gly
170
ggce cgc
Gly Arg

aac gag
Asn Glu

ctc gecc
Leu Ala

gtc gcc
Val Ala
235
acc ctc
Thr Leu
250
atg ccg
Met Pro

gac cgc
Asp Arg

cag ctc
Gln Leu

tgc cac
Cys His

tgc
Cys

ttc
Phe

gtc
Val

cgc
Arg
60

gac
Asp

tac
Tyx

tgg
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu
140
ctc
Leu

ggec
Gly

ctc
Leu

gag
Glu

gce
Ala
220
cce
Pro

gte
Val

gaa
Glu

gtc
Val

gtc
Val
300
ttt
Phe

tgg
Trp

aac
Asn

tte
Phe
45

ctg
Leu

gcc
Ala

gat
Asp

gce
Ala

atg
Met
125
aac
Asn

gag
Glu

atc
Ile

cte
Leu

cte
Leu
205
cgc
Arg

tgce
Cys

gac
Asp

atc
Ile

acc
Thr
285
ggt
Gly

gtc
Val

gag
Glu

tat
Tyr
30

gga
Gly

ccc
Pro

gag
Glu

ctc
Leu

gtc
Val
110
ggc
Gly

acc
Thr

tac
Tyr

tcc
Ser

atc
Ile
190
gac
Asp

gcc
Ala

ctc
Leu

aag
Lys

aac
Asn
270
agc
Ser

gaa
Glu

aag
Lys

atg
Met
15

gag
Glu

cce
Pro

gcc
Ala

gtc
Val

ccce
Pro
95

ctg
Leu

att
Ile

acg
Thr

gac
Asp

atg
Met
175
gag
Glu

gcc
Ala

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
255
tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys

gat
Asp

acc
Thr

gaa
Glu

gag
Glu

cgc
Arg

aac
Asn
80

gtc
val

gtc
Val

gac
Asp

ctc
Leu

att
Ile

ttc
Phe

atg
Met

ggc
Gly

atc
Ile

aag
Lys
240
tgg
Trp

aaa
Lys

gac
Asp

atc
Ile

cag
Gln

48

96

192

240

288

336

384

432

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960



305
gtec
Val

atg
Met

ttec
Phe

atc
Ile

atg
Met
385
atc
Ile

atc
Ile

ttt
Phe

ccc
Pro

cce
Pro
465
gce
Ala

gtt
Val

gag
Glu

tct
Ser

ttc
Phe
545
ctc
Leu

tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp

ggt
Gly
625
aag
Lys

atg
Met

tac
Tyr

cgc
Arg

tcec
Ser
370
ggc
Gly

att
Ile

agc
Ser

aag
Lys

tce
Ser
450
gag
Glu

ccg
Pro

gce
Ala

atg
Met

ttt
Phe
530
ccc
Pro

acc
Thr

ctc
Leu

cce
Pro

ctc
Leu
610
acc
Thr

ggc
Gly

gce
Ala

atg
Met

ccg
Pro
355
ccg
Pro

ttc
Phe

gat
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
435
aag
Lys

gcec
Ala

gcc
Ala

ctt
Leu

tcc
Ser
515
gcg
Ala

ggc
Gly

tgg
Trp

ggc
Gly

gct
Ala
595
aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala

gga
Gly

atc
Ile
340
gtc
vVal

cac
His

gac
Asp

gtc
Val

tac
Tyr
420
atc
Ile

gtt
Val

tcec
Ser

aag
Lys

ccc
Pro
500
tgg
Trp

ccec
Pro

aac
Asn

ttc
Phe

ccc
Pro
580
tgg
Trp

cac
His
gtec
Val

tgc
Cys

tce
Ser
325
tgg
Trp

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

gac
Asp
405
ggc
Gly

gct
Ala

cag
Gln

aag
Lys

cct
Pro
485
gag
Glu

cac
His

tcg
Ser

CcCcC
Pro

aac
Asn
565
gag
Glu

gac
Asp

gtc
Val

ggc
Gly

aac
Asn

310
ctc
Leu

ctc
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

gac
Asp
390
ttc
Phe

aag
Lys

cte
Leu

ccc
Pro

gct
Ala
470
gcce
Ala

cac
His

cce
Pro

gcc
Ala

aac
Asn
550
atg
Met

ttc
Phe

cte
Leu

aac
Asn

gag
Glu
630
gat
Asp
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gtc
Val

ggc
Gly

cac
His

aag
Lys
375
aac
Asn

gaa
Glu

ggc
Gly

aag
Lys

gtc
val
455
tcc
Ser

ttc
Phe

atc
Ile

atg
Met

tac
Tyr
535
gat
Asp

gcc
Ala

gcc
Ala

gct
Ala

tac
Tyr
615
ttc
Phe

gcc
Ala

tcc
Ser

ctc
Leu

ccc
Pro
360
ctc
Leu

gac
Asp

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met
440
ttt
Phe

tcc
Ser

agc
Ser

ctc
Leu

gce
Ala
520
aag
Lys

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

cte
Leu
600
cgce
Arg

gac
Asp

cac
His

gac
Asp

cac
His
345
aac
Asn

gtc
Val

ccg
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu
425
cag
Gln

gcc
Ala

ggce
Gly

gce
Ala

aag
Lys
505
cgc
Arg

ccg
Pro

gac
Asp

ttc
Phe

tte
Phe
585
gtc
Val

aac
Asn

tgc
Cys

atg
Met

77

ggc
Gly
330
ctc
Leu

aag
Lys

tac
Tyr

tac
Tyr

cag
Gln
410
aac
Asn

aag
Lys

aac
Asn

gcc
Ala

gat
Asp
490
ggc
Gly

atc
Ile

cgc
Arg

cac
His

atg
Met
570
gac
Asp

acc
Thr

atc
Ile

ccc
Pro

ccg
Pro

315
tgc
Cys

acc
Thr

gtc
Val

gtc
Val

gcc
Ala
395
gac
Asp

aag
Lys

cgc
Arg

ggc
Gly

agc
Ser
475
gtt
Val

gac
Asp

ccg
Pro

aac
Asn

acc
Thr
555
gcc
Ala

gac
Asp

cgc
Arg

gac
Asp

gcyg
Ala
635
tac
Tyr

agc
Ser

acc
Thr

cge
Arg

atg
Met
380
att
Ile

ttt
Phe

aag
Lys

tgc
Ser

gcc
Ala
460
gcc
Ala

ctt
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly

atc
Iie
540
ccg
Pro

gge
Gly

tcg
Ser

gcc
Ala

ctc
Leu
620
gac
Asp

tcg
Ser

cag
Gln

gga
Gly

tgc
Cys
365
gag
Glu

gcc
Ala

agce
Ser

atc
Ile

acc
Thr
445
gcc
Ala

agc
Ser

gcg
Ala

cte
Leu

aac
Asn
525
gce
Ala

ggc
Gly

aag
Lys

aac
Asn

gtg
vVal
605
gac
Asp

gcc
Ala

atc
Ile

atg
Met

cce
Pro
350
cgc
Arg

atc
Ile

gac
Asp

ctc
Leu

gtc
Val
430
aac
Asn

act
Thr

gcc
Ala

cce
Pro

gce
Ala
510
ccg
Pro

ttt
Phe

aag
Lys

gtc
Val

acc
Thr
590
tct
Ser

cccC
Pro

tgg
Trp

ctc
Leu

ctc
Leu
335
ttt
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

gtc
Val

gac
Asp
415
gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

agc
Ser

aag
Lys
495
cce
Pro

acg
Thr

acg
Thr

atg
Met

agce
Ser
575
agc
Ser

gtg
Val

tce
Ser

ttc
Phe

atg
Met

320
aag
Lys

gac
Asp

caa
Gln

gag
Glu

aac
Asn
400
cgc
Arg

gac
Asp

aac
Asn

ggc
Gly

gcc
Ala
480
ccc
Pro

aag
Lys

cccec
Pro

cce
Pro

ccg
Pro
560
atg
Met

cgc
Arg

tct
Ser

aag
Lys

tac
Tyr
640
gag
Glu

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968



atc
Ile

ctg
Leu

gcc
Ala

aac
Asn
705
cac
His

ggc
Gly

gcc
Ala

aag
Lys

agc
Ser
785
aac
Asn

tcc
Ser

gtc
Val

gtc
val

gce
Ala
865
cce
Pro

ggc
Gly

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
Val
945
tct
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

gag
Glu
690
gtc
Val

cgce
Arg

tcg
Ser

ggce
Gly

gtt
Val
770
ggc
Gly

cge
Arg

ggec
Gly

aac
Asn

atg
Met
850
atc
Ile

cac
His

cag
Gln

tce
Ser

ctc
Leu
930
cgc
Arg

gtg
Val

gtc
Val

ctc
Leu

atg
Met
675
tte
Phe

acc
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

cte
Leu
755
ccg
Pro

cge
Arg

cgc
Arg

agc
Ser

ccg
Pro
835
ccce
Pro

gce
Ala

ctt
Leu

ctc
Leu

gtg
Val
915
tgg
Trp

atc
Ile

gge
Gly

gcc
Ala

cag
Gln
660
gag
Glu

gtg
Val

aag
Lys

acc
Thr

tcg
Ser
740
gac
Asp

gcce
Ala

accec
Thr

acg
Thr

ggc
Gly
820
aac
Asn

gga
Gly

gce
Ala

tgt
Cys

acg
Thr
900
gac
Asp

gcc
Ala

gce
Ala

tcc
Ser

tcc
Ser

645
acc
Thr

aag
Lys

cgce
Arg

tgc
Cys

ttt
Phe
725
ttc
Phe

aac
Asn

tcg
Ser

gcc
Ala

gac
Asp
805
aag
Lys

gac
Asp

agt
Ser

cac
His

gca
Ala
885
cce
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

tcc
Ser

tcg
Ser
965
ggc
Gly

teg
Ser

gac
Asp

gcec
Ala

act
Thr
710
gag
Glu

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

atc
Ile
790
cag
Gln

aag
Lys

tgg
Trp

ctc
Leu

gag
Glu
870
cgce
Arg

aag
Lys

cac
His

agc
Ser

ggt
Gly
950
gct
Ala

ccg
Pro
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ggt
Gly

gac
Asp

gac
Asp
695

gge
Gly

cte
Leu

tgg
Trp

cgc
Arg

gtc
Val
775
tte
Phe

ggc
Gly

agce
Ser

ttc
Phe

ggt
Gly
855
gat
Asp

cce
Pro

agc
Ser

gac
Asp

ctc
Leu
935
gag
Glu

tcg
Ser

gce
Ala

gtg
Val

atc
Ile
680
ctc
Leu

tac
Tyr

tac
Tyxr

tte
Phe

aag
Lys
760
tcc
Ser

gce
Ala

cag
Gln

cte
Leu

ttc
Phe
840
gtc
Val

cte
Leu

cgg
Arg

aag
Lys

ggc
Gly
920
cgc
Arg

gce
Ala

tcc
Ser

cag
Gln

ctc
Leu
665
ctc
Leu

gac
Asp

agce
Ser

gtc
Val

gtg
Val
745
tcg
Ser

tece
Ser

aac
Asn

tac
Tyr

gge
Gly
825
tcg
Ser

gag
Glu

gct
Ala

gca
Ala

aag
Lys
905
gtt
Val

gtc
Val

cct
Pro

gtc
Val

acc
Thr

78

650
acc
Thr

ttc
Phe

tac
Tyr

atg
Met

gat
Asp
730
cce
Pro

gag
Glu

ttt
Phe

gcc
Ala

cte
Leu
810
tac
Tyr

tgc
Cys

tce
Ser

ggc
Gly

aga
Arg
890
atg
Met

gtc
Val

tac
Tyr

gcc
Ala

gag
Glu
970
atc
Ile

tcg
Ser

cge
Arg

cge
Arg

ctc
Leu
715
gat
Asp

gag
Glu

ccc
Pro

gac
Asp

cce
Pro
795
gac
Asp

gce
Ala

cac
His

atg
Met

aaa
Lys
875
tca
Ser

gac
Asp

gac
Asp

tcg
Ser

gce
Ala
955
cgce
Arg

gac
Asp

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly
700
ggc
Gly

gtg
val

gtc
Val

tgg
Trp

gtg
Val
780
agc
Ser

gce
Ala

cac
His

ttt
Phe

ttc
Phe
860
gca
Ala

agc
Ser

tcg
Ser

ctc
Leu

gtg
Val
940
gce
Ala

acg
Thr

ctc
Leu

ctc
Leu

ctc
Leu
685
aag
Lys

gag
Glu

ctc
Leu

ttt
Phe

tte
Phe
765
cgc
Arg

ggc
Gly

gtc
Val

ggt
Gly

tgg
Trp
845
cag
Gln

cgg
Arg

tgg
Trp

gag
Glu

gtc
Val
925
agc
Ser

tce
Ser

cgc
Arg

aag
Lys

aag
Lys
670
gac
Asp

act
Thr

atg
Met

ttt
Phe

gcc
Ala
750
att
Ile

cce
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

tce
Ser
830
ttt
Phe

ctc
Leu

cat
His

aag
Lys

gte
Val
910
gcc
Ala

aac
Asn

tcc
Ser

tcg
Ser

cag
Gln

655

gcg
Ala

gcc
Ala

atc
Ile

ggce
Gly

tac
Tyr
735
gcc
Ala

gag
Glu

aac
Asn

cag
Gln

att
Ile
815
aag
Lys

gac
Asp

gtc
val

tgc
Cys

tac
Tyr
895
cac
His

gac
Asp

att
Ile

gcc
Ala

agc
Ser
975
ctec
Leu

cce
Pro

aac
Asn

cgc
Arg

gtc
Val
720
aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn

ggc
Gly

ctc
Leu
800
gte
Val

acg
Thr

tcg
Ser

gag
Glu

caa
Gln
880
cgc
Arg

atc
Ile

ggc
Gly

cgce
Arg

gce
Ala
960
cce
Pro

aag
Lys

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976
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980 985 990
acc gag ctec ctc gag ctc gat gecc ccg ctc tac cte teg cag gac ccg 3024
Thr Glu Leu Leu Glu Leu Asp Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gln Asp Pro

995 1000 1005

acc agc ggc cag ctc aag aag cac acc gac gtg gcc tcc ggc cag 3069
Thr Ser Gly Gln Leu Lys Lys His Thr Asp Val Ala Ser Gly Gln

1010 1015 1020
gce ace atec gtg cag ccc tge acg cte gge gac ctc  ggt gac cge 3114
Ala Thr Ile Val Gln Pro Cys Thr Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg

1025 1030 1035
tce ttc atg gag acc tac ggc gtec gtc gece cecg ctg tac acg gge 3159
Ser Phe Met Glu Thr Tyr Gly Val val Ala Pro Leu Tyr Thr Gly

1040 1045 1050
gcc atg gcc aag gge att gecc  tcg geg gac cte gte  atc gecc gece 3204
Ala Met Ala Lys Gly Ile Ala Ser Ala Asp Leu Val Ile Ala Ala

1055 1060 1065
ggc aag cgc aag atc ctc ggc tecc ttt gge gec gge gge ctc ccc 3249
Gly Lys Arg Lys Ile Leu Gly Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro

1070 1075 1080
atg cac cac gtg cgc gcc geocc cte gag aag atc cag gcece gece ctg 3294
Met His His Val Arg Ala Ala Leu Glu Lys Ile GIn Ala Ala Leu

1085 1090 1095
cct cag ggc ccc tac gce gtec aac ctc atc cac tecg cct ttt gac 3339
Pro Gln Gly Pro Tyr Ala Val Asn Leu Ile His Ser Pro Phe Asp

1100 1105 1110
agc aac ctc gag aag ggc aac gtc gat ctc ttc ctc gag aag ggc 3384
Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Val Asp Leu Phe Leu Glu Lys Gly

1115 1120 1125
gtc act gtg gtg gag gcc tcg geca ttc atg acc ctc acc ccg cag 3429
Val Thr Val Val Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr Pro Gln

1130 1135 1140
gtc gtg cgc tac cgc gecc gcc ggce ctc tcg cge aac  gcc gac ggt 3474
Val Val Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Ser Arg Asn Ala Asp Gly

1145 1150 1155
tcg gtec aac atc cgc aac cgc atc atc ggc aag gtc tcg cgc acc 3519
Ser Val Asn Ile Arg Asn Arg Ile Ile Gly Lys Val Ser Arg Thr

1160 1165 1170
gag ctc gcc gag atg ttc atc cgc ccg gecc ccg gag cac cte cte 3564
Glu Leu Ala Glu Met Phe Ile Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu

1175 1180 1185
gag aag ctc atc gcc tcg gge gag atc acc cag gag cag gcc gag 3609
Glu Lys Leu Ile Ala Ser Gly Glu Ile Thr Gln Glu Gln Ala Glu

1190 1195 1200
cte gcg cgc cge gtt ccec gtc gcec gac gat atc get gtc gag get 3654
Leu Ala Arg Arg Val Pro Val Ala Asp Asp Ile Ala Val Glu Ala

1205 1210 1215
gac tcg ggc ggc cac acc gac aac cgc ccc atc cac gtc ate ctc 3699
Asp Ser Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro Ile His Val Ile Leu

1220 1225 1230
ceg ctec  atc atc aac ctc cgc aac cgc ctg cac cgc gag tgc gge 3744
Pro Leu Ile Ile Asn Leu Arg Asn Arg Leu His Arg Glu Cys Gly

1235 1240 1245
tac ccec gcg cac ctc cge gtc cge gtt ggc gece ggec  ggt ggc gte 3789
Tyr Pro Ala His Leu Arg Val Arg Val Gly Ala Gly Gly Gly Val

1250 1255 1260
ggc tgc ccg cag gcc gec gcocc  gec geg ctc acc atg  gge gec gee 3834
Gly Cys Pro Gln Ala Ala Ala Ala Ala Leu Thr Met Gly Ala Ala

1265 1270 1275
ttc atc gtc acc ggc act gtc aac cag gtc gcc aag cag tcec ggce 3879
Phe Ile Val Thr Gly Thr Val Asn Gln Val Ala Lys Gln Ser Gly

1280 1285 1290
acc tgc gac aac gtg cgc aag cag ctc tcg cag gcc acc tac tcg 3924

Thr Cys Asp Asn Val Arg Lys Gln Leu Ser Gln Ala Thr Tyr Ser

79



10

<210> 6

gat
Asp

aag
Lys

aac
Asn

atg
Met

cgc
Arg

aac
Asn

cce
Pro

gcc
Ala

tac
Tyr

atc
Ile

tgt
Cys

ctg
Leu

gag
Glu

<211> 1503
<212> PRT
<213> Schizochytrium sp.

<400> 6

1295
atc
Ile
1310
cte
Leu
1325
aag
Lys
1340
cct
Pro
1355
gca
Ala
1370
ggt
Gly
1385
aag
Lys
1400
age
Ser
1415
cag
Gln
1430
aag
Lys
1445
gtc
Val
1460
cgce
Arg
1475
acc
Thr
1490

Met

Lys

Leu

Phe

Glu

65

Asn

tgc
Cys

cag
Gln

ctc
Leu

cct
Pro

ctc
Leu

ctc
Leu

ctc
Leu

cgc
Arg

gtc
Val

ggc
Gly

gte
Val

cgt
Arg

gag
Glu

Ala

Glu

Leu

Ala

Tyxr

Tyr

atg
Met

gtc
Val

tac
Tyr

gec
Ala

cag
Gln

aag
Lys

aag
Lys

tgg
Trp

tgg
Trp

acc
Thr

cag
Gln

ctc
Leu

gat
Asp

Leu

Glu

Glu

Val

Leu

Arg

gcc
Ala

ctc
Leu

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met

gcc
Ala

tgt
Cys

tac
Tyxr

atc
Ile

aac
Asn

gct
Ala

Arg

Leu

Phe

Ile

Leu

val
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ccg
Pro

aag
Lys

ctc
Leu

cte
Leu

gtc
Val

ccg
Pro

tcg
Ser

aac
Asn

ggc
Gly

ctc
Leu

aac
Asn

gce
Ala

gce
Ala

Val

Thx

Ala

Asp

Val

Gly

1300
gce
Ala
1315
aag
Lys
1330
ttt
Phe
1345
gag
Glu
1360
tag
Trp
1375
gag

1390
ctce
Leu
1405
atg
Met
1420
ccg
Pro
1435
gac
Asp
1450
ctg
Leu
1465
ctg
Leu
1480
ttt
Phe
1495

gcc gac atg
Ala Asp Met

gga acc atg
Gly Thr Met

tgc aag tac
Cys Lys Tyr

cgc atc gag
Arg Ile Glu

gag gag acc
Glu Glu Thr

aag atc cag
Lys Ile Gln

tgc ttc cge
Cys Phe Arg

ggc gcc ccg
Gly Ala Pro

gcc att ggce
Ala Ile Gly

cce gct gte
Pro Ala Val

caa atc ctc
Gln Ile Leu

cgc aac gac
Arg Asn Asp

gtc tac gag
val Tyr Glu

Lys Thr Asn

Ser Gly Lys

Glu Gly Asp

40

Lys Tyr Pro
55

Thr Arg Val

70

Ala Arg Met

80

Lys Lys

tte
Phe

tte
Phe

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys

cge
Arg

tgg
Trp

gac
Asp

gce
Ala

tce
Ser

cgt
Arg

ccg
Pro

ccc
Pro

10

Thr Glu

25

Ile Ala

Arg Axg

Thr Leu

Val Thr

Pro

Val

Lys

Val

Met

1305
gag
Glu
1320
cce
Pro
1335
tcec
Ser
1350
cgt
Arg
1365
gac
Asp
1380
gcc
Ala
1395
tac
Tyr
1410
cgce
Arg
1425
ttc
Phe
1440
aac
Asn
1455
ggt
Gly
1470
cgc
Arg
1485
acc
Thr
1500

75

Glu

gag ggc gtc
Glu Gly Val

teg cgec gecce
Ser Arg Ala

ttc gac tcc
Phe Asp Ser

atc ttc aag
Ile Phe Lys

ttt tac att
Phe Tyr Ile

gag cac gac
Glu His Asp

ctt ggt ctt
Leu Gly Leu

gtc atg gac
Val Met Asp

aac gac ttc
Asn Asp Phe

gag tac ccc
Glu Tyr Pro

gce tge tac
Ala Cys Tyr

att gac ctc
Ile Asp Leu

aac gcg ctc
Asn Ala Leu

Cys Trp

Phe Asn

Val Phe

45

Arg Leu
60

Asp Ala

Tyr Asp

Glu Met
15

Tyr Glu
30

Gly Pro
Pro Ala

Glu Val

Leu Pro

Thr

Glu

Glu

Arg

Asn

80

Val

3969

4014

4059

4104

4149

4194

4239

4284

4329

4374

4419

4464

4509



Asn

Glu

Phe

Thr

145

Arg

Phe

Arg

Lys

Pro

225

Thr

Ala

Leu

His

Leu

305

vVal

Met

Phe

Ile

Met

385

Ile

Ile

Gly
Ser
Gln
130
Phe
Val
Phe
Asp
Gly
210
Lys
Lys
Ser
Cys
Lys
290
Glu
Met
Tyxr
Arg
Ser
370
Gly

Ile

Sex

Glu
Gly
115
Asn
Tyr
Thr
Glu
Gly
195
Val
Gln
Leu
Val
Ala
275
Gly
Arg
Ala
Met
Pro
355
Pro
Phe

Asp

Asp

Leu
100
Gln
Gln
Gly
Gly
Tyr
180
Cys
Val
Asp
Asn
Phe
260
Arg
Gly
Asp
Gly
Ile
340
Val
His
Asp

Val

Tyr
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85

Ser
Cys
Gly
val
Phe
165
Asp
Ala
Phe
Val
Glu
245
Gly
Lys
Val
His
Ser
325
Trp
Asn
Lys
Glu
Asp

405

Gly

Glu
Asp
Asp
Ala
150
Ala
Cys
Gly
Thr
Ser
230
Lys
Ser
Met
Tyr
Trp
310
Leu
Leu
Gly
Gly
Asp
390

Phe

Lys

Gly
Leu
Arg
135
His
Lys
Tyr
Phe
Arg
215
Pro
Glu
Lys
Leu
Gly
295
Tyr
Val
Gly
His
Lys
375
Asn

Glu

Gly

Gly

Met

120

Val

Glu

Arg

Val

Phe

200

Gly

Tyr

Met

Asn

Met

280

Leu

Phe

Ser

Leu

Pro

360

Leu

Asp

Lys

Asp

81

Asp
105
Leu
Tyr
Gly
Leu
Asn
185
Thr
Asp
Ala
Gln
Gly
265
Ile
Gly
Pro
Asp
His
345
Asn
Val
Pro

Gly

Leu

90

Cys

Ile

Arg

Glu

Asp

170

Gly

Asn

Leu

Val

Thr

250

Met

Asp

Gln

Cys

Gly

330

Leu

Lys

Tyr

Tyr

Gln

410

Asn

Pro Trp Ala Val
110

Ser Tyr Met Gly
125

Leu Leu Asn Thr
140

Thr Leu Glu Tyr
155

Gly Gly Ile Ser
Arg Leu Leu Ile
190

Glu Glu Leu Asp
205

Ala Ala Arg Ala
220

Ala Pro Cys Leu
235

Leu Val Asp Lys
Pro Glu Ile Asn
270

Arg Val Thr Ser
285

Leu Val Gly Glu
300

His Phe Val Lys
315

Cys Ser Gln Met
Thr Thr Gly Pro
350

Val Arg Cys Arg
365

Val Met Glu Ile
380

Ala Ile Ala Asp
395

Asp Phe Ser Leu

Lys Lys Ile Val

95

Leu

Ile

Thr

Asp

Met

175

Glu

Ala

Lys

His

Asp

255

Tyr

Ile

Lys

Asp

Leu

335

Phe

Gly

Lys

Val

Asp

415

Val

Val
Asp
Leu
Ile
160
Phe
Met
Gly
Ile
Lys
240
Trp
Lys
Asp
Ile
Gln
320
Lys
Asp
Gln
Glu
Asn
400

Arg

Asp



Phe
Pro
Pro
465
Ala
Val
Glu
Ser
Phe
545
Leu
Cys
Ser
Asp
Gly
625
Lys
Ile
Leu
Ala
Asn
705
His
Gly

Ala

Lys
Ser
450
Glu
Pro
Ala
Met
Phe
530
Pro
Thr
Leu
Pro
Leu
610
Thr
Gly
Ala
Thr
Glu
690
Val
Arg

Ser

Gly

Gly
435
Lys
Ala
Ala
Leu
Ser
515
Ala
Gly
Trp
Gly
Ala
595
Lys
Met
Ala
Leu
Met
675
Phe
Thr
Phe

Thr

Leu

420

Ile

Val

Ser

Lys

Pro

500

Trp

Pro

Asn

Phe

Pro

580

Trp

His

Val

Cys

Gln

660

Glu

Val

Lys

Thr

Ser

740

Asp
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Ala
Gln
Lys
Pro
485
Glu
His
Ser
Pro
Asn
565
Glu
Asp
Val
Gly
Asn
645
Thr
Lys
Arg
Cys
Phe
725

Phe

Asn

Leu
Pro
Ala
470
Ala
His
Pro
Ala
Asn
550
Met
Phe
Leu
Asn
Glu
630
Asp
Ser
Asp
Ala
Thr
710
Glu

Gly

Gly

Lys

Val

455

Ser

Phe

Ile

Met

Tyr

535

Asp

Ala

Ala

Ala

Tyr

615

Phe

Ala

Gly

Asp

Asp

695

Gly

Leu

Trp

Arg

Met

440

Phe

Ser

Ser

Leu

Ala

520

Lys

Asn

Glu

Lys

Leu

600

Arg

Asp

His

Val

Ile

680

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Lys

82

425

Gln

Ala

Gly

Ala

Lys

505

Arg

Pro

Asp

Phe

Phe

585

Val

Asn

Cys

Met

Leu

665

Leu

Asp

Ser

Val

Val

745

Ser

Lys

Asn

Ala

Asp

490

Gly

Ile

Arg

His

Met

570

Asp

Thr

Ile

Pro

Pro

650

Thr

Phe

Tyr

Met

Asp

730

Pro

Glu

Arg

Gly

Ser

475

Val

Asp

Pro

Asn

Thr

555

Ala

Asp

Arg

Asp

Ala

635

Tyr

Ser

Arg

Arg

Leu

715

Asp

Glu

Pro

Ser
Ala
460
Ala
Leu
Ala
Gly
Ile
540
Pro
Gly
Ser
Ala
Leu
620
Asp
Ser
Val
Asn
Gly
700
Gly
Val

Val

Trp

Thr

445

Ala

Ser

Ala

Leu

Asn

525

Ala

Gly

Lys

Asn

Val

605

Asp

Ala

Ile

Leu

Leu

685

Lys

Glu

Leu

Phe

Phe

430

Asn

Thr

Ala

Pro

Ala

510

Pro

Phe

Lys

Val

Thr

590

Ser

Pro

Trp

Leu

Lys

670

Asp

Thr

Met

Phe

Ala

750

Ile

Lys

Val

Ser

Lys

495

Pro

Thr

Thr

Met

Ser

575

Ser

Val

Ser

Phe

Met

655

Ala

Ala

Ile

Gly

Tyr

735

Ala

Glu

Asn

Gly

Ala

480

Pro

Lys

Pro

Pro

Pro

560

Met

Arg

Ser

Lys

Tyr

640

Glu

Pro

Asn

Arg

Val

720

Lys

Gln

Asn



ES 2 562766 T3

755 760 765

Lys Val Pro Ala Ser Gln Val Ser Ser Phe Asp Val Arg Pro Asn Gly
770 775 780

Ser Gly Arg Thr Ala Ile Phe Ala Asn Ala Pro Ser Gly Ala Gln Leu
785 ' 790 795 800

Asn Arg Arg Thr Asp Gln Gly Gln Tyr Leu Asp Ala Val Asp Ile Val
805 810 815

Ser Gly Ser Gly Lys Lys Ser Leu Gly Tyr Ala His Gly Ser Lys Thr
820 825 830

Val Asn Pro Asn Asp Trp Phe Phe Ser Cys His Phe Trp Phe Asp Ser
835 840 845

Val Met Pro Gly Ser Leu Gly Val Glu Ser Met Phe Gln Leu Val Glu
850 855 860

Ala Tle Ala Ala His Glu Asp Leu Ala Gly Lys Ala Arg His Cys Gln
865 870 875 880

Pro His Leu Cys Ala Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ser Trp Lys Tyr Arg
885 890 895

Gly Gln Leu Thr Pro Lys Ser Lys Lys Met Asp Ser Glu Val His Ile
900 905 910

Val Ser Val Asp Ala His Asp Gly Val Val Asp Leu Val Ala Asp Gly
915 920 925

Phe Leu Trp Ala Asp Ser Leu Arg Val Tyr Ser Val Ser Asn Ile Arg
930 935 940

Val Arg Ile Ala Ser Gly Glu Ala Pro Ala Ala Ala Ser Ser Ala Ala
945 950 955 960

Ser Val Gly Ser Ser Ala Ser Ser Val Glu Arg Thr Arg Ser Ser Pro
965 970 975

Ala Val Ala Ser Gly Pro Ala Gln Thr Ile Asp Leu Lys Gln Leu Lys
980 985 990

Thr Glu Leu Leu Glu Leu Asp Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gln Asp Pro
995 1000 1005

Thr Ser Gly Gln Leu Lys Lys His Thr Asp Val Ala Ser Gly Gln
1010 1015 1020

Ala Thr 1Ile Val Gln Pro Cys Thr Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg
1025 1030 1035

Ser Phe Met Glu Thr Tyr Gly Val vVal Ala Pro Leu Tyr Thr Gly
1040 1045 1050

Ala Met Ala Lys Gly Ile Ala Sexr Ala Asp Leu Val TIle Ala Ala
1055 1060 1065

Gly Lys Arg Lys Ile Leu Gly Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro
1070 1075 1080

Met His His Val Arg Ala Ala Leu Glu Lys Ile Gln Ala Ala Leu

83



Pro

Ser

Val

Val

Ser

Glu

Glu

Leu

Asp

Pro

Tyr

Gly

Phe

Thr

Asp

Lys

Asn

Met

Arg

Asn

Pro

1085

Gln
1100

Asn
1115

Thr
1130

Val
1145

Val
1160

Leu
1175

Lys
1190

Ala
1205

Ser
1220

Leu
1235

Pro
1250

Cys
1265

Ile
1280

Cys
1295

Ile
1310

Leu
1325

Lys
1340

Pro
1355

Ala
1370

Gly
1385

Lys

Gly

Leu

vVal

Arg

Asn

Ala

Leu

Arg

Gly

Ile

Ala

Pro

Val

Asp

Cys

Gln

Leu

Pro

Leu

Leu

Leu

Pro

Glu

Val

Tyr

Ile

Glu

Ile

Arg

Gly

Ile

His

Gln

Thr

Asn

Met

vVal

Tyr

Ala

Gln

Lys

Lys

ES 2 562766 T3

Tyr

Lys

Glu

Arg

Arg

Met

Ala

Val

His

Asn

Leu

Ala

Gly

vVal

Ala

Leu

Glu

Glu

Glu

Asn

Met

Ala

Gly

Ala

Ala

Asn

Phe

Ser

Pro

Thr

Leu

Arg

Ala

Thr

Arg

Pro

Lys

Leu

Leu

Val

Pro

Ser

1090

Val
1105

Asn
1120

Ser
1135

Ala
1150

Arg
1165

Ile
1180

Gly
1195

Val
1210

Asp
1225

Arg
1240

Val
1255

Ala
1270

Val
1285

Lys
1300

Ala
1315

Lys
1330

Phe
1345

Glu
1360

Trp
1375

Glu
1390

Leu

84

Asn

Val

Ala

Gly

Ile

Arg

Glu

Ala

Asn

Asn

Arg

Ala

Asn

Gln

Ala

Gly

Cys

Arg

Glu

Lys

Cys

Leu

Asp

Phe

Leu

Ile

Pro

Ile

Asp

Arg

Arg

Val

Ala

Gln

Leu

Asp

Thr

Lys

Ile

Glu

Ile

Phe

Ile His
Leu Phe
Met Thr
Ser Arg
Gly Lys
Ala Pro
Thr Gln
Asp Ile
Pro Ile
Leu His
Gly Ala
Leu Thr
Val Ala
Ser Gln
Met Phe
Met Phe
Tyr Asp
Glu Lys
Thr iys
Gln Arg

Arg Trp

1095

Ser
1110

Leu
1125

Leu
1140

Asn
1155

val
1170

Glu
1185

Glu
1200

Ala
1215

His
1230

Arg
1245

Gly
1260

Met
1275

Lys
1290

Ala
1305

Glu
1320

Pro
1335

Ser
1350

Arg
1365

Asp
1380

Ala
1395

Tyr

Pro

Glu

Thr

Ala

Ser

His

Gln

Val

val

Glu

Gly

Gly

Gln

Thr

Glu

Ser

Phe

Ile

Phe

Glu

Leu

Phe

Lys

Pro

Asp

Arg

Leu

Ala

Glu

Ile

Cys

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

Arg

Asp

Phe

Asp

Gly

Gln

Gly

Thr

Leu

Glu

Ala

Leu

Gly

Val

Ala

Gly

Ser

Val

Ala

Ser

Lys

Ile

Asp

Leu



10

15

<210>7
<211> 600
<212> ADN

1400

Ala Ser

1415

Tyr Gln

1430

Ile Lys

Cys

1445

vVal
1460

Leu Arg

1475

Glu Thr

1490

Arg

Val

Gly

Val

Arg

Glu

Trp

Trp

Thr

Gln

Leu

Asp

ES 2 562766 T3

1405

Ala Asn Met

1420

Cys Gly Pro

1435

Tyr Leu Asp

1450

Ile Asn Leu

1465

Asn Ala Leu

1480

Ala Ala Phe

1495

<213> Schizochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(600)

<223>
<400>7

atg
Met

att
Ile

cgce
Arg

ctc
Leu

acc
Thr
65

tac
Tyr

gac
Asp

cte
Leu

ggce
Gly

tac
Tyr
145

ggc
Gly

aac
Asn

gtc
vVal

<210>8

gcg
Ala

gce
Ala

gag
Glu

ccc
Pro
50

acc
Thr

gac
Asp

tcg
Ser

cag
Gln

tgc
Cys
130
tcg
Ser

atg
Met

ttc
Phe

acc
Thr

gcc
Ala

atc
Ile

tecg
Ser
35

gag
Glu

aag
Lys

ttt
Phe

gac
Asp

gac
Asp
115
gtg
Val

cgc
Arg

ccce
Pro

cce
Pro

gcc
Ala
195

cgt ctg cag
Arg Leu Gln

atc ggc atg
Ile Gly Met

20

tgg gag acc
Trp Glu Thr

gac cgc gtc
Asp Arg Val

gac aag atc
Asp Lys Ile

70

gac gcc cgc
Asp Ala Arg

gca aac cag
Ala Asn Gln

100

gcc gge ate
Ala Gly Ile

ctc ggc att
Leu Gly Ile

ctt aat tat
Leu Asn Tyr

150

gag gag gac

Glu Glu Asp
165

gag tgg cgc

Glu Trp Arg

180

ggt cgc tgc
Gly Arg Cys

gag
Glu

tcg
Ser

atc
Ile

gac
Asp
55

tac
Tyr

gag
Glu

acc
Thr

gac
Asp

ggc
Gly
135
gtt
Val

gtc
Val

ctc
Leu

acc
Thr

caa
Gln

gcc
Ala

cgce
Arg
40

gtg
vVal

tgc
Cys

ttc
Phe

atc
Ile

gce
Ala
120

ggc
Gly

gtc
Val

aag
Lys

gac
Asp

aac
Asn
200

aag
Lys

atc
Ile

gce
Ala

acg
Thr

aag
Lys

gga
Gly

tcg
Ser
105
cte
Leu

gge
Gly

gtg
Val

gtc
Val

tecc
Ser
185

85

Gly Ala Pro

Ala

Ile Gly

Pro Ala Val

Gln

Ile Leu

Arg Asn Asp

Val Tyr Glu

gga
Gly

ctc
Leu

gge
Gly

gcg
Ala

cgc
Arg

ctc
Leu

ctt
Leu

ggce
Gly

caa
Gln

gag
Glu

gcc
Ala
170
tte
Phe

ggc
Gly

cce
Pro

atc
Ile

tac
Tyr

ggt
Gly
75

aac
Asn

ctc
Leu

aag
Lys

aag
Lys

aag
Lys
155
gtc
Val

cct
Pro

gag
Glu

tgc
Cys

gac
Asp

ttt
Phe
60

ggce
Gly

atg
Met

aag
Lys

gaa
Glu

tecc
Ser
140
gtc
Val

gaa
Glu

ggc
Gly

Asp

Ala

Ser

Arg

Pro

Pro

atg
Met

ggc
Gly

tgc
Cys
45

gac
Asp

tte
Phe

ttc
Phe

gtc
vVal

aag
Lys
125
agc
Ser

cte
Leu

aag
Lys

ttce
Phe

1410

Arg
1425

Phe
1440

Asn
1455

Gly
1470

Arg
1485

Thr
1500

gat
Asp

acg
Thr

ctg
Leu

cece
Pro

att
Ile

cag
Gln

aag
Lys
110
aag
Lys

cac
His
cgce

Arg

tac
Tyr

ctc
Leu
190

Val

Asn

Glu

Ala

Ile

Asn

acc
Thr
15

acc
Thr

tcg
Ser

gtc
Val

cce
Pro

atg
Met
95

gag
Glu

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys
175

ggc
Gly

Met

Asp

Tyr

Cys

Asp

Ala

cgc
Arg

gtg
Val

gat
Asp

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

gcc
Ala

atc
Ile

ttc
Phe

atg
Met
160
gcc
Ala

aac
Asn

Asp

Phe

Pro

Tyr

Leu

Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

600
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15

20

<211> 200

<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<400> 8
Met Ala
1
Ile Ala
Arg Glu
Leu Pro

50
Thr Thr
65
Tyr Asp
Asp Ser
Leu Gln
Gly Cys
130

Tyr Ser
145
Gly Met
Asn Phe
Val Thr

<210>9

<211> 1278

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1278)

<223>

<400>9

Ala

Ile

Ser

35

Glu

Lys

Phe

Asp

Asp

115

Val

Arg

Pro

Pro

Ala
195

Arg

Ile

Trp

Asp

Asp

Asp

Ala

100

Ala

Leu

Leu

Glu

Glu

180

Gly

ES 2 562766 T3

Leu

Gly

Glu

Arg

Lys

Ala

Asn

Gly

Gly

Asn

Glu

165

Trp

Arg

Gln

Met

Thr

Val

Ile

Arg

Gln

Ile

Ile

Tyr

150

Asp

Arg

Cys

Glu
Ser
Ile
Asp
55

Tyr
Glu
Thr
Asp
Gly
135
Val
Val

Leu

Thr

Gln

Ala

Arg

Val

Cys

Phe

Ile

Ala

120

Gly

Val

Lys

Asp

Asn
200

86

Lys
Ile
25

Ala
Thr
Lys
Gly
Ser
105
Leu
Gly
Val

Val

Ser
185

Gly Gly
10

Leu Pro

Gly Ile

Ala Tyr

Arg Gly
75

Leu Asn
90

Leu Leu

Gly Lys

Gln Lys

Glu Lys
155

Ala Val
170

Phe Pro

Glu

Cys

Asp

Phe

Gly

Met

Lys

Glu

Ser

140

Val

Glu

Gly

Met
Gly
Cys
45

Asp
Phe
Phe
Val
Lys
125
Ser
Leu

Lys

Phe

Asp

Thr

30

Leu

Pro

Ile

Gln

Lys

110

Lys

His

Arg

Tyr

Leu
190

Thr
15

Thr
Ser
Val
Pro
Met
95

Glu
Asn
Glu
Lys
Lys

175

Gly

Arg

Val

Asp

Lys

Glu

Glu

Ala

Ile

Phe

Met

160

Ala

Asn



gat
Asp

cge
Arg

gge
Gly

tgg
Trp

aag
Lys
65

tac
Tyr

atc
Ile

ggt
Gly

gcc
Ala

gtc
Val
145
atg
Met

gtc
Val

tagg
Trp

gte
Val

cgc
Arg
225
gag
Glu

cge
Arg

acc
Thr

agc
Ser

cgc
Arg
305
tcc
Ser

gtc
Val

gce
Ala

cag
Gln

cce
Pro

gtc
Val

ccg
Pro

tce
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly
130
gac
Asp

ggc
Gly

att
Ile

ctc
Leu

gaa
Glu
210
gtc
Val

aac
Asn

acc
Thr

tac
Tyr

gtc
Val
290
atc
Ile

gag
Glu

acc
Thr

aag
Lys

ggc
Gly
35

cag
Gln

gct
Ala

cgc
Arg

ctc
Leu

ttt
Phe
115
cat
His

cgc
Arg

ggc
Gly

ggce
Gly

ggc
Gly
195
ggt
Gly

gtg
Val

gcc
Ala

ccc
Pro

cce
Pro
275
aag
Lys

ttt
Phe

acc
Thr

aag gag gcc
Lys Glu Ala
5

ggce atc gcc
Gly Ile Ala
20

gcg cag tac
Ala Gln Tyr

ttc cgc cag
Phe Arg Gln

gga agc gac
Gly Ser Asp
70
aag ccg tac
Lys Pro Tyr
85

acc gcc tac
Thr Ala Tyr
100

gag atc ttc
Glu Ile Phe

tcg ctc ggt
Ser Leu Gly

gac gag ctc

Asp Glu Leu
150

aag gac gca

Lys Asp Ala

165

ccc aac gcc

Pro Asn Ala

180

aac tcc aac

Asn Ser Asn

atc cag gcc
Ile Gln Ala

cct ctt gce

Pro Leu Ala
230

tcg teg gece

Ser Ser Ala

245

aag gcc gag

Lys Ala Glu

260

acg gac gcc

Thr Asp Ala

ttc ctc acc
Phe Leu Thr

gtc gag ttc
Val Glu Phe

310
ctc aag gat
Leu Lys Asp

ES 2 562766 T3

tgg
Trp

acc
Thr

acg
Thr

agc
Ser
55

aag
Lys

gag
Glu

tecg
Ser

aag
Lys

gag
Glu
135
ttt
Phe

ccg
Pro

gag
Glu

tcg
Ser

gag
Glu
215
tgc
Cys

tte
Phe

acc
Thr

cgc
Arg

cag
Gln
295
gga
Gly

gac
Asp

cgc
Arg

aac
Asn

cac
His

att
Ile

gac
Asp

cgt
Arg

cag
Gln

gag
Glu
120
ttc
Phe

gag
Glu

gcc
Ala

aac
Asn

cct
Pro
200
agc
Ser

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
280
gtc
Val

ccc
Pro

ccc
Pro

ctc
Leu

ggc
Gly
25

atg
Met

gcc
Ala

ttt
Phe

gag
Glu

ccc
Pro
105
gcc
Ala

gcc
Ala

ctt
Leu

acc
Thr

atc
Ile
185
tcg
Ser

gce
Ala

agc
Ser

gac
Asp

cte
Leu
265
atg
Met

cgc
Arg

aag
Lys

teg
Ser

87

ccc cgce gag
Pro Arg Glu

get gtc gece
Ala Val Ala

ttt agc gag
Phe Ser Glu

gce atg gac
Ala Met Asp
60
gag cgc gtc
Glu Arg Val
75

ccec gag cag
Pro Glu Gln
90

tcg acc ctg
Ser Thr Leu

ggc ttc acc
Gly Phe Thr

gce ctc tac

Ala Leu Tyr
140

gtc tgc cgce

Val Cys Arg

155

ccc aag gga

Pro Lys Gly

170

aag gtc cag

Lys Val Gln

cag acc gtc
Gln Thr Val

cgce ctc cag

Arg Leu Gln
220

gce ttc cac

Ala Phe His

235

gtc atc tcc

Val Ile Ser

250

ttc agc aac

Phe Ser Asn

ctt acg cag
Leu Thr Gln

aac atg cac
Asn Met His

300
cag gtg ctc
Gln Val Leu

315

gtt gtc acc
Val Val Thr

ggc
Gly

gcg
Ala

gtg
Val
45

gcc
Ala

tec
Ser

aac
Asn

gcc
Ala

ccg
Pro
125
gcc
Ala

cgce
Arg

tgc
Cys

gcc
Ala

atc
Ile
205
aag
Lys

tcg
Ser

aag
Lys

gtc
Val

cac
His
285
cag
Gln

tcc
Ser

gtc
Val

gtc
Val

ctc
Leu

gce
Ala

gce
Ala

cag
Gln

cce
Pro

tgc
Cys
110
gac
Asp

gcg
Ala

gcc
Ala

atg
Met

gcc
Ala
190
acc
Thr

gag
Glu

ccc
Pro

gte
Val

tct
Ser
270
atg
Met

gcc
Ala

aag
Lys

tct
Ser

agc
Ser

ttc
Phe

atg
Met

cag
Gln

gtc
Val

aag
Lys
95

gct
Ala

ttt
Phe

gge
Gly

cgce
Arg

gcc
Ala
175
aac
Asn

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

tcc
Ser
255
ggc
Gly

acc
Thr

ggt
Gly

ctt
Leu

gte
Val

ttc
Phe

tecc
Ser

aac
Asn

tce
Ser

ctc
Leu
80

aag
Lys

ctc
Leu

gcc
Ala

tgc
Cys

atc
Ile
160
gce
Ala

gtc
Val

tce
Ser

ttc
Phe

atg
Met
240
ttc
Phe

gag
Glu

agc
Ser

gcg
Ala

gtc
Val
320
aac
Asn

48

96

144

192

240

288

336

384

432

528

576

624

672

720

768

864

%12

960

1008
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ccg
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

ctc
Leu
385
cgc
Arg

gcc
Ala

<210>10
<211> 426
<212> PRT

gcc
Ala

ctc
Leu

ccc
Pro
370
cgc
Arg

gac
Asp

gca
Ala

tecg
Ser

gtt
Val
355
gat
Asp

ctt
Leu

gce
Ala

ccg
Pro

ggce
Gly
340
gte
Val

gcc
Ala

tcg
Ser

gce
Ala

ctc
Leu
420

<213> Schizochytrium sp.

<400> 10

Asp

Arg

Gly

Trp

Lys

65

Tyr

Ile

Gly

Ala

Val

145

Met

Val

Trp

Val

Ala

Gln

Pro

50

Val

Pro

Ser

Ala

Gly

130

Asp

Gly

Ile

Leu

Thr

Lys

Gly

35

Gln

Ala

Arg

Leu

Phe

115

His

Arg

Gly

Gly

Gly

325
acg
Thr

gct
Ala

acc
Thr

gcec
Ala

atg
Met
405
atc
Ile

Lys
Gly
20
Ala
Phe
Gly
Lys
Thr
100
Glu
Ser
Asp
Lys
Pro

180

Asn

ES 2 562766 T3

gat
Asp

ggc
Gly

cgc
Arg

gcc
Ala
390
aac
Asn

aag
Lys

Glu

Ile

Gln

Arg

Ser

Pro

85

Ala

Ile

Leu

Glu

Asp

165

Asn

Ser

tcg
Ser

gtc
Val

atg
Met
375
acc
Thx

gat
Asp

gce
Ala

Ala

Ala

Tyr

Gln

Asp

70

Tyr

Tyr

Phe

Gly

Leu

150

Ala

Ala

Asn

gac
Asp
aac
Asn
360
cag
Gln

tac
Tyx

ggc
Gly

ccg
Pro

Trp
Thr
Thr
Ser
55

Lys
Glu
Ser
Lys
Glu
135

Phe

Pro

atc
Ile
345
ctt
Leu

gcc
Ala

gtc
Val

cgc
Arg

gag
Glu
425

Arg
Asn
His
40

Ile
Asp
Arg
Gln
Glu
120
Phe

Glu

Ala

Glu Asn

Ser

Pro

88

330
cag
Gln

cag
Gln

atc
Ile

teg
Ser

tgc
Cys
410
cce
Pro

Leu
Gly
25
Met
Ala
Phe
Glu
Pro
105
Ala
Ala
Leu
Thr
Ile

185

Ser

ctc
Leu

ggc
Gly

aag
Lys

gac
Asp
395
gtc
Val

Pro
10
Ala
Phe
Ala
Glu
Pro
90
Ser
Gly
Ala
Val
Pro
170

Lys

Gln

cgc
Arg

ttt
Phe

aag
Lys
380
aag
Lys

acc
Thr

Arg

Val

Ser

Met

Arg

75

Glu

Thr

Phe

Leu

Cys

155

Lys

Val

Thr

335
gac gcg gcc
Asp Ala Ala

350
gac aag tgg
Asp Lys Trp
365
aag cgc act
Lys Arg Thr

acc aag aag
Thr Lys Lys

tac ctc aag
Tyr Leu Lys
415

Glu Gly Val

Ala Ala Leu
30

Glu Val Ala
45

Asp Ala Ala

60

Val Ser Gln

Gln Asn Pro

Leu Ala Cys

110

Thr Pro Asp

125

Tyr Ala Ala

140

Arg Arg Ala

Gly Cys Met
Gln Ala Ala

190

Val Ile Thr

gtc
Val

gac
Asp

acc
Thr

gtc
Val
400

ggce
Gly

Ser
15

Phe
Met
Gln
Val
Lys
95

Ala
Phe
Gly
Arg
Ala
175

Asn

Gly

Phe

Ser

Asn

Ser

Leu

80

Lys

Leu

Ala

Cys

Ile

160

Ala

Val

Ser

1056

1104

1152

1200

1248

1278



10

15

20

25

Val

Arg

225

Glu

Arg

Thr

Ser

Arg

305

Ser

Pro

Gln

Ala

Leu

385

Arg

Ala

<210>11
<211>5
<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<220>

Glu
210
Val
Asn
Thr
Tyr
Val
290
Ile
Glu
Ala
Leu
Pro
370
Arg

Asp

Ala

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

195

Gly

Val

Ala

Pro

Pro

275

Lys

Phe

Thr

Ser

Val

355

Asp

Leu

Ala

Pro

Ile

Pro

Ser

Lys

260

Thr

Phe

Val

Leu

Gly

340

Val

Ala

Ser

Ala

Leu
420

<223> X = cualquier aminoéacido

<400> 11

<210>12
<211> 258
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(258)
<223>

<400> 12

ES 2 562766 T3

Gln

Leu

Ser

245

Ala

Asp

Leu

Glu

Lys

325

Thr

Ala

Thr

Ala

Met

405

Ile

Ala
Ala
230
Ala
Glu
Ala
Thr
Phe
310
Asp
Asp
Gly
Arg
Ala
390

Asn

Lys

Glu
215
Cys
Phe
Thr
Arg
Gln
295
Gly
Asp
Ser
Val
Met
375
Thr

Asp

Ala

200

Ser

Glu

Lys

Lys

Glu

280

Val

Pro

Pro

Asp

Asn

360

Gln

Tyr

Gly

Pro

Ala

Ser

Asp

Leu

265

Met

Arg

Lys

Ser

Ile

345

Leu

Ala

Val

Arg

Glu
425

Arg

Ala

Val

250

Phe

Leu

Asn

Gln

Val

330

Gln

Gln

Ile

Ser

Cys

410

Pro

Leu

Phe

235

Ile

Ser

Thr

Met

Val

315

Val

Leu

Gly

Lys

Asp

395

vVal

Gly His Ser Xaa Gly

1

89

5

Gln

220

His

Ser

Asn

Gln

His

300

Leu

Thr

Arg

Phe

Lys

380

Lys

Thr

205

Lys

Ser

Lys

Val

His

285

Gln

Ser

Val

Asp

Asp

365

Lys

Thr

Tyr

Glu

Pro

Val

Ser

270

Met

Ala

Lys

Serxr

Ala

350

Lys

Arg

Lys

Leu

Gly

Gln

Sex

255

Gly

Thr

Gly

Leu

val

335

Ala

Trp

Thr

Lys

Lys
415

Phe
Met
240
Phe
Glu
Ser
Ala
Val
320
Asn
Val
Asp
Thxr
Val

400

Gly



10

15

20

25

30

gct
Ala
1

gtc
Val

atg
Met

atc
Ile

gat
Asp
65

aag
Lys

<210> 13
<211> 86
<212> PRT

gtc
Val

ctc
Leu

gag
Glu

ctc
Leu
50

gce
Ala

gcc
Ala

tcg
Ser

gcc
Ala

ctc
Leu
35

tcc
Ser

cte
Leu

gag
Glu

aac
Asn

gce
Ala
20

gag
Glu

gag
Glu

age
Ser

atc
Ile

<213> Schizochytrium sp.

<400> 13

<210> 14
<211>5
<212> PRT

Ala

val

Met

Ile

Asp

Lys

Val

Leu

Glu

Leu

50

Ala

Ala

Ser

Ala

Leu

35

Ser

Leu

Glu

<213> Schizochytrium sp.

<400> 14

<210> 15
<211>21
<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<400> 15

<210> 16
<211> 3006
<212> ADN

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

gtc
Val

cgce
Arg

gct
Ala

Asn
Ala
20

Glu
Glu

Ser

Ile

ES 2 562766 T3

ctt
Leu

acc
Thr

gag
Glu

cag
Gln

act
Thr
70

ggc
Gly

Glu

Lys

Thr

Val

Arg

Ala
85

ctt
Leu

gge
Gly

ctc
Leu

gcc
Ala
55

cgce
Arg

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

70

Gly

gag aag
Glu Lys

tac gag
Tyr Glu
ggc att
Gly Ile
40

atg ctc
Met Leu

act gtt
Thr Val

Leu Glu

Gly Tyr

Leu Gly

Ala Met

55

Arg Thr

gcc
Ala
10

acc
Thr

gac
Asp

aat
Asn

ggt
Gly

Lys

Glu

25

Ile

Leu

Val

gag act
Glu Thr

gac atg
Asp Met

tcc atc
Ser Ile

gtc gag
Val Glu

gag gtt
Glu Val
75

Ala Glu
10

Thr Asp
Asp Ser

Asn Val

Gly Glu
75

Leu Gly Ile Asp Ser

1

5

gtc
Val

atc
Ile

aag
Lys
45

gcc
Ala

gtc
Val

Thr

Met

Ile

Glu

val

gtc
Val

gag
Glu
30

cgt
Arg

aag
Lys

aac
Asn

Val
Ile
Lys
45

Ala

Val

atg
Met
15

gct
Ala

gtc
Val

gat
Asp

gcc
Ala

vVal

Glu

Arg

Lys

Asn

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu

gtc
Val

atg
Met
80

Met
15

Ala
Val

Asp

Ala

Glu

Asp

Glu

Val

Met
80

Ala Pro Ala Pro Val Lys Ala Ala Ala Pro Ala Ala Pro Val Ala Ser

1

5

Ala Pro Ala Pro Ala

20

90

10

15

48

96

144

192

240

258



10

15

ES 2 562766 T3

<213> Schizochytrium sp.

<400> 16

gceceecgece
gctgtctega
aagaccggcet
attgactcca
gccaaggatg
aaggccgaga
aaggctgcce
accgtcgtca
gacatggagc
gaggttcagg
actgtgggtg
cctgcegecg
gctgtctcga
aagactggct
attgactcca
gccaaggacg
aaggccgaga
gctgeccgecce
gccgagactg
gagtccgaca
ctctcegagg
acccgcactg
ccggegectg
gcgectgecg
gtcatggagg
gagctcgaga
caggccatgce
ggtgaggtcg
gcegetgetce
tcgaacgagce
ggctacgaga
tccatcaagce
gacgtcgatg
gagatcgetg
gcececetgetg
gccgccaaga
ctcggceattg
gtcgaggcca
gccatgaagg
ccggetgetg
gagaaggccg
atgattgagt
gagatcctct
agccgecaccce
tctgcececgg
aacgagcttc
tacgagaccg
atcaagcgtg
gtcgacgctce
atcgctggtg
cctgeg

cggtcaaggce
acgagcttct
acgagaccga
tcaagcgtgt
tcgatgeccet
tcgctggeag
ctgccgeege
tggaggtect
tcgagactga
ccatgctcaa
aggtcgtcaa
ctgccccagg
acgagcttct
acgagactga
tcaagcgtgt
tcgacgetet
tcgetggtygg
ctgcgectge
tcgtcatgga
tggagctcga
tccaggecat
ttggcgaggt
ccgecgetge
cccectgegee
tcectegecege
ccgagetegg
tcaacgtcga
tcgatgceccat
ctgctcegge
ttctcgagaa
ctgacatgat
gtgtcgagat
ccctcagecg
gtggctctge
tctcgaacga
ctggctacga
actccatcaa
aggacgtcga
ctgagatcgce
ccgctcectge
agaccgtcgt
ccgacatgga
ccgaggttca
gcactgttgg
cgecectgecge
ttgagaaggce
acatgatcga
tcgagattcet
tcagccgceac
gctctgecece

tgctgecgect
tgagaaggcc
catgatcgag
cgagatcctc
cagccgeact
ctctgceecg
tgcgcectget
cgccgccaag
gctcggecatt
cgtcgaggec
cgccatgaag
tceggetget
tgagaaggcc
catgatcgag
cgagattctc
cagccgcacce
ctctgecceg
cgccectgeg
ggtcctegee
gaccgagctc
gctcaacgtce
cgtcgatgece
tecctgetecg
tgctgtcteg
caagactggc
cattgactcc
ggccaaggac
gaaggctgag
tgctgccget
agccgagact
cgagtccgac
cctctecegag
cacccgecact
ccecggegecet
gcttctegag
gaccgacatg
gcgtgtcgag
tgctctcage
cggcagctece
gceccgetgece
catggaggtc
gctcgagact
ggccatgctce
cgaggttgtce
cgctgececct
cgagaccgtc
gtccgacatg
ctccgaggtt
tcgecactgtt
ggcgectgece

gccgecccecg
gagactgtcg
gctgacatgg
tccgaggtece
cgcactgttg
gcgectgcetg
gtctcgaacg
actggctacg
gactccatca
aaggacgtcg
gctgagatcg
gccgceccectg
gagaccgtcg
tccgacatgg
tccgaggtece
cgcactgttg
gcgectgecyg
cctgetgtet
gccaagactg
ggcattgact
gaggccaagyg
atgaaggccg
gctgctgeeg
agcgagcttce
tacgagactg
atcaagcgtg
gtcgacgcetc
atcgctggca
cctgcgecceg
gtcgtcatgg
atggagcteg
gttcaggcca
gttggecgagg
gcecgecgetg
aaggccgaga
atcgagtccg
attctctecg
cgcactcgcea
gccececggege
gctgccectg
ctcgcecgeca
gagctcggea
aacgtcgagg
gatgccatga
gctcecggetg
gtcatggagg
gagctcgaga
caggccatge
ggcgaggtcyg
gcecgetgete

<210> 17

<211> 2133

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(2133)
<223>

<400> 17

91

ttgcctecgge
tcatggaggt
agctcgagac
aggccatget
gtgaggttgt
ccgcetgetcee
agcttctcga
agactgacat
agcgtgtcga
acgctctcag
ctggtggctce
cgcctgecge
tcatggaggt
agctcgagac
aggccatgct
gcgaggtegt
ccgetgectee
cgagcgagcet
gctacgagac
ccatcaageg
acgtcgacgc
agatcgctgg
cccctgegece
tcgagaaggce
acatgattga
tcgagattct
tcagccgcac
gctcecgecte
ctgccgecege
aggtcctcge
agactgagcet
tgctcaacgt
ttgtcgatgce
ccectgetee
ctgtcgtcat
acatggagct
aggttcaggc
ctgttggcga
ctgcegeege
ctgtctcgag
agactggcta
ttgactccat
ccaaggacgt
aggccgagat
ccgecgeccee
tcctegeege
ccgagcetegg
tcaacgtcga
tcgatgccat
ctgcctegge

ccctgecceg
cctcgecgece
cgagctcgge
caatgtcgag
caacgccatg
ggcteccggece
gaaggccgag
gatcgagtcc
gatcctctec
ccgecactege
tgcceceggeg
cgccgecect
cctcgecgece
cgagctcgge
caacgtcgag
cgatgccatg
tgctecgget
tctcgagaag
tgacatgatc
tgtcgagatt
tectecagecege
tggctctgece
tgccgeccect
cgagactgtce
gtccgacatg
ctccgaggtt
tcgecactgtt
ggcgcctgec
ccctgetgte
cgccaagact
cggcattgac
cgaggccaag
catgaaggce
ggctgcegee
ggaggtccte
cgagaccgag
catgctcaac
ggtcgtcgat
tgctcctget
cgagcttcte
cgagactgac
caagcgtgte
cgatgcectce
cgctggtgge
tgctgtcteg
caagactggc
cattgactcc
ggccaaggac
gaaggctgag
tggcgeegeg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3006



ttt
Phe

cce
Pro

gct
Ala

gty
Val

gac
Asp
65

acc
Thr

gac
Asp

cgce
Arg

gca
Ala

aac
Asn
145
ggc
Gly

atc
Ile

agc
Ser

aag
Lys

cce
Pro
225

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

gece
Ala

tcc
Ser

gcg
Ala
50

gcg
Ala

atc
Ile

att
Ile

gag
Glu

aac
Asn
130
ccg
Pro

gct
Ala

gcg
Ala

gaa
Glu

gct
Ala
210
aag
Lys

gct
Ala

aag
Lys

gct
Ala

gaa
Glu

ctc
Leu
35

cgc
Arg

ctc
Leu

gge
Gly

gct
Ala

atg
Met
115
cag
Gln

cag
Gln

cgc
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
195
gct
Ala

cce
Pro

cgce
Arg

gce
Ala

ctc
Leu

atc
Ile
20

tgc
Cys

ctt
Leu

aag
Lys

ctc
Leu

cag
Gln
100
gcg
Ala

cag
Gln

cgc
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly
180
gca
Ala

acc
Thr

acg
Thr

gag
Glu

atc
Ile

ggce
Gly

ctc
Leu

acg
Thr

gac
Asp

cgt
Arg

gag
Glu
85

ggc
Gly

tgc
Cys

cgc
Arg

cag
Gln

atc
Ile
165
aag
Lys

tgg
Trp

cag
Gln

cce
Pro

gtg
Val
245
tac
Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly

gct
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala
70

tgg
Trp

atg
Met

gct
Ala

tgc
Cys

atc
Ile
150
acg
Thr

tac
Tyr

tgc
Cys

gag
Glu

cgce
Arg
230
cgc
Arg

tecg
Ser

ES 2 562766 T3

tte
Phe

tte
Phe

gtg
Val

cge
Arg
55

cag
Gln

tcc
Ser

cac
His

gac
Asp

acg
Thr
135
gcc
Ala

cct
Pro

att
Ile

gct
Ala

ctc
Leu
215
gct
Ala

agc
Ser

tcg
Ser

atc
Ile

acg
Thr

gct
Ala

ctc
Leu

cgt
Arg

gag
Glu

ccc
Pro

att
Ile
120
atc
Ile

aag
Lys

ctt
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly
200
aag
Lys

gtc
Val

tct
Ser

tgc
Cys

tecg
Ser

cte
Leu
25

ggc
Gly

gga
Gly

ggt
Gly

tct
Ser

gag
Glu
105
cgce
Arg

cgt
Arg

gac
Asp

tgc
Cys

ctt
Leu
185
atc
Ile

cge
Arg

act
Thr

att
Ile

gac
Asp

92

cag
Gln
10

atg
Met

ggc
Gly

ttc
Phe

gce
Ala

gac
Asp
90

gat
Asp

att
Ile

gcc
Ala

gac
Asp

atc
Ile
170
ggce
Gly

act
Thr

gcc
Ala

aag
Lys

gct
Ala
250
gtg
Val

cag
Gln

tgc
Cys

cgc
Axg

act
Thr

atc
Ile
75

gtc
Val

gcc
Ala

cgce
Arg

gce
Ala

gtg
Val
155
cgg
Arg

cgc
Arg

gac
Asp

ttt
Phe

ctt
Leu
235
gcg
Ala

aac
Asn

gcg
Ala

gcc
Ala

ccg
Pro

tcg
Ser

ttt
Phe

ttt
Phe

gcc
Ala

gag
Glu

aag
Lys
140
ctg
Leu

gag
Glu

agc
Ser

gag
Glu

agc
Ser
220
gtg
Val

att
Ile

tct
Ser

gag
Glu

aag
Lys

gcc
Ala
45

cag
Gln

ggc
Gly

tecc
Ser

gtg
Val

gtc
Val
125
ctc
Leu

ctc
Leu

atc
Ile

aag
Lys

aag
Lys
205
gct
Ala

ggc
Gly

gaa
Glu

gce
Ala

cgc
Arg

ttc
Phe

ttt
Phe

ggc
Gly

ctc
Leu

cgc
Arg

gcg
Ala
110
ggc
Gly

gag
Glu

gtt
Val

acg
Thr

gtc
Val
190
gct
Ala

ggc
Gly

tct
Ser

gcg
Ala

gcc
Ala

tte
Phe

gcc
Ala

atc
Ile

act
Thr

tgc
Cys

ggc
Gly

att
Ile

att
Ile

acc
Thr

tct
Ser

cgc
Arg
175
tet
Ser

gtg
Val

gag
Glu

gtt
Val

ctc
Leu
255
gac
Asp

gag
Glu

aag
Lys

ggt
Gly

tct
Ser

aag
Lys
80

gtg
Val

gtg
Val

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly
160
cag
Gln

gcg
Ala

caa
Gln

ggc
Gly

ctt
Leu
240

ggc
Gly

gty
Val

48

96

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



gcc
Ala

ggc
Gly

aag
Lys
305
ctc
Leu

gtc
Val

gac
Asp

gcc
Ala

ggc
Gly
385
cag
Gln

ctc
Leu

tce
Ser

gcc
Ala

gtg
Val
465
gge
Gly

ttc
Phe

acc
Thr

aag
Lys

gtg
Val
545
cce
Pro

aag
Lys

tcg
Ser

aag
Lys

atc
Ile
290
ctc
Leu

gag
Glu

ctc
Leu

tac
Tyr

aag
Lys
370
atg
Met

atc
Ile

ggc
Gly

aag
Lys

aag
Lys
450
ctg
Leu

ctc
Leu

aag
Lys

ccg
Pro

acc
Thr
530
ctc
Leu

tecg
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

gcc
Ala
275
gtt
Val

ccc
Pro

aac
Asn

tt&

Phe

gce
Ala
355
gac
Asp

gtg
Val

atc
Ile

tcc
Ser

aag
Lys
435
tece
Ser

ccc
Pro

ttc
Phe

ggt
Gly

tcg
Ser
515
ttt
Phe

tcc
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

acc
Thr

260

gty
Val

cat
His

gac
Asp

ctc
Leu

agc
Ser
340
atg
Met

gtc
Val

acg
Thr

ccc
Pro

tcg
Ser
420
gtc
Val

aac
Asn

atg
Met

ccc
Pro

gtc
Val
500
acg
Thr

tce
Ser

aac
Asn

gat
Asp

ttc
Phe
580
aag
Lys

cgce
Arg

gce
Ala

gag
Glu

ctc
Leu
325
tcg
Ser

gcc
Ala

tcg
Ser

ccg
Pro

cgc
Arg
405
ccg
Pro

ggc
Gly

cce
Pro

acg
Thr

ggc
Gly
485
act
Thr

gcg
Ala

agce
Ser

cag
Gln

gce
Ala
565
cac
His

agc
Ser

gat
Asp

tecg
Ser

ttc
Phe
310
gce
Ala

ctc
Leu

aac
Asn

gtc
Val

cag
Gln
390
gag
Glu

gct
Ala

tcg
Ser

tte
Phe

ctg
Leu
470
tac
Tyr

gtc
Val

cce
Pro

ggc
Gly

ggc
Gly
550
gat
Asp

ggc
Gly

cag
Gln

ES 2 562766 T3

gcc
Ala

ggc
Gly
295
gac
Asp

gcc
Ala

gce
Ala

gag
Glu

aag
Lys
375
ctc
Leu

ggc
Gly

gag
Glu

gac
Asp

ctc
Leu
455
gcc
Ala

tecg
Ser

gac
Asp

tcg
Ser

aag
Lys
535
gcg
Ala

ccg
Pro

cecg
Pro

ctt
Leu

gag
Glu
280
gtg
Val

gcec
Ala

gtc
Val

ggc
Gly

gce
Ala
360
tcg
Ser

aag
Lys

ggc
Gly

atc
Ile

acc
Thr
440
gag
Glu

att
Ile

ctc
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly
520
ctg
Leu

cce
Pro

gcg
Ala

gce
Ala

gtg
Val

265
tce
Ser

ctc
Leu

gtc
Val

gac
Asp

ttc
Phe
345
ctt
Leu

atc
Ile

aag
Lys

gct
Ala

ctt
Leu
425
atc
Ile

gac
Asp

ggc
Gly

tgg
Trp

gac
Asp
505
cgc
Arg

gtc
Val

ccg
Pro

cte
Leu

ttc
Phe
585
gcc
Ala

93

cag ctc ggt
Gln Leu Gly

cgc gac cgt

Arg Asp Arg
300

ttt ggc acc

Phe Gly Thr

315

cgc gcc aac

Arg Ala Asn

330

cac ggc aac

His Gly Asn

aac aag atg
Asn Lys Met

tgc tte ggt

Cys Phe Gly
380

cag ttc cag

Gln Phe Gln

395

gat acc gtg

Asp Thr Val

410

gtc ggc aac

Val Gly Asn

acc ctg cac
Thr Leu His

cac gtc atc

His Val Ile
460

tcg ctc geg

Ser Leu Ala

475

gcc att gac

Ala Ile Asp

490

gtc aac tgc

Val Asn Cys

gtc aac gtc
Val Asn Val

ccg gcc tac

Pro Ala Tyr
540

gcc aac gcc

Ala Asn Ala

555

cag ggc tcc

Gln Gly Ser

570

cgc ggce atc

Arg Gly Ile

aag tgc agc
Lys Cys Ser

gce
Ala
285
ctc
Leu

aag
Lys

ctc
Leu

gtc
Val

ggc
Gly
365
ccc
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

tgg
Trp

cgce
Arg
445
cag
Gln

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu

cag
Gin
525
cgc
Arg

acc
Thr

gtc
Val

gat
Asp

gct
Ala

270
cgce
Arg

atc
Ile

gtc
val

aag
Lys
ggc
Gly
350

ctc
Leu

tgg
Trp

atg
Met

cgc
Arg

cgc
Arg
430
aag
Lys

ggc
Gly

acc
Thr

gce
Ala

gtg
Val
510
gce
Ala

gce
Ala

atg
Met

tac
Tyx

gac
Asp
590
gtec
Val

gtc
val

gag
Glu

acc
Thr

cac
His
335
cag
Gln

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly

atc
Ile
415
acc
Thr

att
Ile

cge
Arg

tgc
Cys

cag
Gln
495
acc
Thr

acg
Thr

gtc
Val

cag
Gln

gac
Asp
575
gtg
Val

cccec
Pro

tcg
Ser

aag
Lys

ggt
Gly
320
atg
Met

tct
Ser

cte
Leu

ggt
Gly

gtg
Val
400
gtg
Val

ccg
Pro

tce
Ser

cgce
Arg

ctc
Leu
480
ctc
Leu

ctc
Leu

ctc
Leu

atc
Ile

ccg
Pro
560
ggc
Gly

ctc
Leu

ggc
Gly

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824
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tce
Ser

cce
Pro
625
cgc
Arg

cag
Gln

tce
Ser

cac
His

gce
Ala
705

<210>18
<211>711
<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<400> 18

595

gac gcc
Asp Ala

610

ttec gtg
Phe Val

acg ctc
Thr Leu

cac cgc
His Arg

aac cag
Asn Gln

gct
Ala

aac
Asn

ggc
Gly

ccg
Pro

cgce
Arg

gac
Asp

cag
Gln

645

660

675

aac gag
Asn Glu

690

acg gac
Thr Asp

Phe

Pro

Ala

Val

Asp

65

Thr

Asp

Arg

Ala

Asn

145

Gly

Ile

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala

Ile

Ile

Glu

Asn

130

Pro

Ala

Ala

tecg
Ser

cag
Gln

agc
Ser

Ala

Glu

Leu

35

Arg

Leu

Gly

Ala

Met

115

Gln

Gln

Arg

Gly

gtc
Val

ggc
Gly

ggce
Gly

ctt
Leu

Leu

Ile

Cys

Leu

Lys

Leu

Gln

100

Ala

Gln

Arg

Gly

Gly

ES 2 562766 T3

ggc
Gly

ctg
Leu
630
gct

Ala

ccg
Pro

ggt

Gly

gat

Asp

gcc

Ala

710

Gly

Leu

Thr

Asp

Arg

Glu

85

Gly

Cys

Arg

Gln

Ile

165

Lys

gag
Glu
615
gcc
Ala

gcg
Ala

cag
Gln

cac
His

ctc
Leu
695
ttc
Phe

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

70

Trp

Met

Ala

Cys

Ile

150

Thr

Tyr

600
ttt
Phe

ttt
Phe

ctc
Leu

gac
Asp

tcc
Ser
680
ttc
Phe

Phe

Phe

Val

Arg

Gln

Ser

His

Asp

Thr

135

Ala

Pro

Ile

gcc
Ala

cag
Gln

cce
Pro

aag
Lys
665
cag
Gln

att
Ile

Ile

Thr

Ala

40

Leu

Arg

Glu

Pro

Ile

120

Ile

Lys

Leu

Leu

94

acg
Thr

gcc
Ala

aac
Asn
650
cce
Pro

cac
His

gat
Asp

Ser
Leu
25

Gly
Gly
Gly
Ser
Glu
105
Arg
Arg
Asp

Cys

Leu

gac
Asp
atg
Met
635
tcg
Ser

ttc
Phe

aag
Lys

gtc
Val

Gln
Met
Gly
Phe
Ala
Asp
90

Asp
Ile
Ala
Asp
Ile

170

Gly

act
Thr
620
ctc
Leu

atc
Ile

tac
Tyr

cac
His

cag
Gln
700

Gln

Cys

Arg

Thr

Ile

Val

Ala

Arg

Ala

Val

155

Arg

Arg

605
gac
Asp

gtc
Val

cag
Gln

att
Ile

gcec
Ala
685
gct
Ala

Ala
Ala
Pro
Ser
60

Phe
Phe
Ala
Glu
Lys
140
Leu

Glu

Ser

gce
Ala

tgg
Trp

cgc
Arg

acc
Thr
670
ctt
Leu

tcg
Ser

Glu
Lys
Ala
45

Gln
Gly
Ser
Val
Val
125
Leu
Leu

Ile

Lys

cat
His

gtg
Val

atc
Ile
655
ctc
Leu

cag
Gln

gtc
Val

Arg
Phe
30

Phe
Gly
Leu
Arg
Ala
110
Gly
Glu
Val

Thr

Val

gac
Asp

cgc
Arg
640
gtc
Val

cgc
Arg

ttc
Phe

atc
Ile

Phe
15

Ala
Ile
Thr
Cys
Gly
95

Ile
Ile
Thr
Ser
Arg

175

Ser

Glu
Lys
Gly
Ser
Lys
80

Val
Val
Gly
Gly
Gly
160

Gln

Ala

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2133



Ser
Lys
Pro
225
Gly
Gly
Ala
Gly
Lys
305
Leu
Val
Asp
Ala
Gly
385
Gln
Leu
Ser
Ala
Val
465
Gly

Phe

Thr

Glu

Ala

210

Lys

Ala

Lys

Lys

Ile

290

Leu

Glu

Leu

Tyr

Lys

370

Met

Ile

Gly

Lys

Lys

450

Leu

Leu

Lys

Pro

Pro
195
Ala
Pro
Arg
Ala
Ala
275
Val
Pro
Asn
Phe
Ala
355
Asp
val
Ile
Ser
Lys
435
Ser
Pro
Phe

Gly

Ser

180

Ala

Thr

Thr

Glu

Ile

260

Val

His

Asp

Leun

Ser

340

Met

Val

Thr

Pro

Ser

420

Val

Asn

Met

Pro

Val

500

Thr

ES 2 562766 T3

Trp
Gln
Pro
Val
245
Tyr
Arg
Ala
Glu
Leu
325
Ser
Ala
Ser
Pro
Arg
405
Pro
Gly
Pro
Thr
Gly
485

Thr

Ala

Cys

Glu

Arg

230

Arg

Ser

Asp

Ser

Phe

310

Ala

Leu

Asn

Val

Gln

390

Glu

Ala

Ser

Phe

Leu

470

Tyr

Val

Pro

Ala
Leu
215
Ala
Ser
Ser
Ala
Gly
295
Asp
Ala
Ala
Glu
Lys
375
Leu
Gly
Glu
Asp
Leu
455
Ala
Ser

Asp

Ser

Gly
200
Lys
Val
Ser
Cys
Glu
280
Val
Ala
Val
Gly
Ala
360
Ser
Lys
Gly
Ile
Thr
440
Glu
Ile
Leu

Gly

Gly

95

185

Ile

Arg

Thr

Ile

Asp

265

Ser

Leu

Val

Asp

Phe

345

Leu

Ile

Lys

Ala

Leu

425

Ile

Asp

Gly

Trp

Asp

505

Arg

Thr
Ala
Lys
Ala
250
Val
Gln
Arg
Phe
Arg
330
His
Asn
Cys
Gln
Asp
410
Val
Thr
His
Ser
Ala
490

Val

Val

Asp
Phe
Leu
235
Ala
Asn
Leu
Asp
Gly
315
Ala
Gly
Lys
Phe
Phe
395
Thr
Gly
Leu
Val
Leu
475
Ile

Asn

Asn

Glu

Ser

220

Val

Ile

Ser

Gly

Arg

300

Thr

Asn

Asn

Met

Gly

380

Gln

Val

Asn

His

Ile

460

Ala

Asp

Cys

Val

Lys
205
Ala
Gly
Glu
Ala
Ala
285
Leu
Lys
Leu
Val
Gly
365
Pro
Glu
Ala
Trp
Arg
445
Gln
Glu
Asp

Glu

Gln

190

Ala

Gly

Ser

Ala

Ala

270

Arg

Ile

Val

Lys

Gly

350

Leu

Trp

Met

Arg

Arg

430

Lys

Gly

Thr

Ala

Val

510

Ala

Val

Glu

Val

Leu

255

Asp

Val

Glu

Thr

His

335

Gln

Glu

Asp

Gly

Ile

415

Thr

Ile

Arg

Cys

Gln

495

Thr

Thr

Gln
Gly
Leu
240
Gly
val
Ser
Lys
Gly
320
Met
Ser
Leu
Gly
Val
400
Val
Pro
Ser
Arg
Leu
480
Leu

Leu

Leu
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515

Lys Thr Phe
530

Val

545

Pro

Lys

Ser Cys

Ser

610

Pro Phe
625

Leu Ser

Ser Leu

Thr Leu

Thr
595

Asp Ala

Val

Arg Thr Leu

Gln His

Ser

Arg

Asn Gln

675

His Asn Glu

690

Ala Thr Asp
705

<213> Schizochytrium sp.

gcc
Ala

atc
Ile

gac
Asp

atc
Ile
50

gca

<210> 19
<211> 1350
<212> ADN
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1350)
<223>
<400> 19
atg
Met
1
cgc
Arg
aag
Lys
gtg
Val
aaa
Lys

Ala

gct
Ala

gcc
Ala

gag
Glu
35

agc
Ser

gag
Glu

cgg
Arg

gtc
Val

ttc
Phe

gac
Asp

cgce
Arg

Ser

Asn

Asp

Phe
580

Lys

Ala

Asn

Gly

Pro
660

Ser

Gln

Ser

aat
Asn

gtc
Val

tgg
Trp

aaa
Lys

agc
Ser

ES 2 562766 T3

Ser

Gln

Ala
565

His

Ser

Axrg

Asp

Gin
645

Val

Gly

Gly

Leu

gtg
Val

ggc
Gly

gag
Glu

cga
Arg

aag
Lys

Gly

Gly
550

Asp

Gly

Gln

Gly

Leu
630

Ala

Pro

Gly

Asp

Ala
710

agc
Ser

atg
Met

gtg
Val

cte
Leu

tat
Tyr

Lys
535

Ala

Pro

Pro

Leu

Glu
615

Ala

Ala

Gln

His

Leu

695

Phe

gcc
Ala

gce
Ala

ctec
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

Leu

Pro

Ala

Ala

Val
600

Phe

Phe

Leu

Asp

Ser
680

Phe

gcg
Ala

gtc
Val

atg
Met

tcc
Ser

gac
Asp

96

Val

Pro

Leu

Phe
585

Ala

Ala

Gln

Pro

Lys

665

Gln

Ile

cat
His
10

cag
Gln

aac
Asn

aac
Asn

acc
Thr

Pro

Ala

Gln
570

Arg

Lys

Thr

Ala

Asn
650

Pro

His

Asp

gag
Glu

tac
Tyr

ggc
Gly

tac
Tyr

ttt
Phe

Ala

Asn
555

Gly

Gly

Cys

Asp

Met
635

Ser

Phe

Lys

Val

atg
Met

gcc
Ala

aag
Lys

cgc
Arg

tgc
Cys

Tyr
540

Ala

Ser

Ile

Ser

Thr
620

Leu

Ile

Tyr

His

Gln
700

cac
His

gga
Gly

gtc
Val
45

gcc
Ala

aac
Asn

525

Arg

Thr

Val

Asp

Ala
605

Asp

Val

Gln

Ile

Ala

685

Ala

gat
Asp

tgc
Cys
30

gag
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

Ala

Met

Tyr

Asp

590

vVal

Ala

Trp

Arg

Thr
670

Leu

Ser

gaa
Glu
15

aaa
Lys

tcc
Ser

cac
His

acg
Thr

Val

Gln

Asp
575

Val

Pro

His

Val

Ile
655

Leu

Gln

val

aag
Lys

acc
Thr

aag
Lys

tac
Tyr

tac
Tyr

Ile
Pro
560
Gly
Leu
Gly
Asp
Arg
640
Val
Arg

Phe

Ile

48

96

144

192

240



65

ggc
Gly

aac
Asn

cgc
Arg

cag
Gln

g99
Gly
145
tcc
Ser

tcc
Ser

gac
Asp

cat
His

ctg
Leu
225
atg
Met

agc
Ser

cgt
Arg

ctc
Leu

ctt
Leu
305
aac
Asn

acg
Thr

gaa
Glu

acc
Thr

atg
Met
385
aag
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

gcc
Ala

<210> 20

acc
Thr

ctc
Leu

tgc
Cys

ggt
Gly
130
gce
Ala

aac
Asn

ttc
Phe

gca
Ala

ctc
Leu
210
ccg
Pro

ccc
Pro

cag
Gln

ctce
Leu

ggc
Gly
290
ctc
Leu

gtg
Val

cCccC
Pro

ggc
Gly

cts
Xaa
370
aag
Lys

atg
Met

aac
Asn

acc
Thr

tgc
Cys
450

ctt
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly
115
gaa
Glu

cgc
Arg

aaa
Lys

gtc
Val

gca
Ala
195
gte
Val

gag
Glu

gtc
Val

ggce
Gly

gat
Asp
275
gcc
Ala

cce
Pro

cac
His

cag
Gln

aag
Lys
355

gyc
Xaa

cat
His
gac

Asp

gge
Gly

aac
Asn
435

gac
Asp

aag
Lys
100
atc
Ile

ctc
Leu

gtc
Val

ccc
Pro

gcc
Ala
180
tge
Cys

tce
Ser

cce
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu
260
gat
Asp

aat
Asn

agc
Ser

ccg
Pro

ggt
Gly
340
gtc
Val

gca
Ala

ggce
Gly

cct
Pro

gag
Glu
420
gce
Ala

gag
Glu

cag
Gln

gte
val

ctc
Leu

tte
Phe

gag
Glu
165
gaa
Glu

gce
Ala

ggc
Gly

ttt
Phe

acg
Thr
245
acc
Thr

gcce
Ala

gtc
Val

gag
Glu

cac
His
325
gat
Asp

cce
Pro

gce
Ala

atc
Ile

ctc
Leu
405
ccc
Pro

cat
His

70
aac
Asn

gca
Ala

age
Ser

aac
Asn

aag
Lys
150
gcc
Ala

gaa
Glu

acg
Thr

gce
Ala

ttc
Phe
230
ggc
Gly

ccg
Pro

atc
Ile

agc
Ser

aaa
Lys
310
aag
Lys

cgt
Arg

cgt
Arg

ggc
Gly

atc
Ile
390
gtc
Val

aag
Lys

gec
Ala
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gag
Glu

ctc
Leu

ggce
Gly

gtg
Val
135
gac
Asp

ggt
Gly

ctc
Leu

gcg
Ala

gcc
Ala
215
atec
Ile

cag
Gln

ggt
Gly

cge
Arg

aac
Asn
295
aag
Lys

att
Ile

gtg
Val

ttc
Phe

ttt
Phe
375
ccg
Pro

gtc
Val

cgc
Arg

gtc
Val

atc
Ile

gca
Ala

tgc
Cys
120
tac
Tyr

gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn

ctc
Leu
200
gac
Asp

ctt
Leu

aac
Asn

gag
Glu

gac
Asp
280
tcec
Ser

tgc
Cys

cag
Gln

gaa
Glu

ggt
Gly
360
gce
Ala

ccc
Pro

tcc
Ser

gcc
Ala

ttt
Phe
440

gac
Asp

gag
Glu
105
cte
Leu

caa
Gln

tcec
Ser

cgc
Arg

ctc
Leu
185
tac
Tyr

gtec
Val

tcg
Ser

gtg
Val

ggc
Gly
265
ggc
Gly

ggc
Gly

ctc
Leu

tac
Tyr

atc
Ile
345
acc
Thr

ggt
Gly

acc
Thr

ggt
Gly

ggt
Gly
425
gag
Glu

97

aac
Asn

aca
Thr

tcg
Ser

aac
Asn

cat
His

cgc
Arg
170
gge
Gly

gtg
Val

atg
Met

ggc
Gly

tcc
Ser
250

gge
Gly

gac
Asp

aca
Thr

atg
Met

gte
Val
330
gac
Asp

aca
Thr

atg
Met

ccg
Pro

gag
Glu
410
ctc
Leu

gag
Glu

75

gag
Glu

tcc
Ser

ttc
Phe

cat
His

tgg
Trp
155
atc
Ile

gcc
Ala

ctc
Leu

cte
Leu

ttt
Phe
235
atg
Met

tcc
Ser

cac
His

ggt
Gly

gac
Asp
315
gag
Glu

gcc
Ala

aag
Lys

tgc
Cys

ggt
Gly
395
gcc
Ala

teg
Ser

cat
His

cac
His

gtc
vVal

cce
Pro

gtc
Val
140
tce
Ser

ttc
Phe

ctt
Leu

cge
Arg

tgc
Cys
220
tcc
Ser

ccg
Pro

atc
Ile

att
Ile

ctg
Leu
300
acc
Thr

tgc
Cys

gtc
Val

gge
Gly

aag
Lys
380
atc
Ile

atc
Ile

gcc
Ala

gac
Asp

gaa
Glu

aaa
Lys

atg
Met
125
gag
Glu

gaa
Glu

atg
Met

cac
His

ctc
Leu
205
ggt
Gly

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

tac
Tyr
285
ccce
Pro

tac
Tyr

cac
His

aag
Lys

aac
Asn
365
gtc
Val

gat
Asp

cca
Pro

ttt
Phe

cce
Pro
445

ctc
Leu

gac
Asp
110
gac
Asp

aaa
Lys

cgce
Arg

gac
Asp

tac
Tyr
190
gcg
Ala

gcc
Ala

ttc
Phe

cac
His

gtc
Val
270
ggc
Gly

ctc
Leu

acg
Thr

gce
Ala

gcc
Ala
350
ttt
Phe

ctc
Leu

gac
Asp

tgg
Trp

gge
Gly
430
tce
Ser

cte
Leu
95

tcg
Ser

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

ccg
Pro
175
tcc
Ser

cag
Gln

acc
Thr

cag
Gln

aag
Lys
255
ctc
Leu

acc
Thr

aag
Lys

cgce
Arg

acc
Thr
335
tgc
Cys

gga
Gly

ctc
Leu

gag
Glu

cca
Pro
415
ttt
Phe

aac
Asn

80
ctc
Leu

aca
Thr

ctc
Leu

ctc
Leu

cag

160
gcc
Ala

gtc
Val

gat
Asp

tgc
Cys

gcc
Ala
240
gac
Asp

aag
Lys

ctt
Leu

cce
Pro

att
Ile
320
ggce
Gly

ttt
Phe

cac
His

tcec
Ser

acc
Thr
400
gag
Glu

ggt
Gly

gcc
Ala

288

336

384

432

528

576

624

672

720

768

816

864

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1350
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<211> 450
<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<220>
<221> misc_feature
<222> (370)..(370)

ES 2 562766 T3

<223> El 'Xaa' en la posicion 370 representa Leu.

<220>
<221> misc_feature
<222>(371)..(371)

<223> El 'Xaa' en la posicién 371 representa Ala. o Val.

<400> 20

Met
Arg
Lys
Val
Lys
65

Gly
Asn
Arg
Gln
Gly
145
Ser

Ser

Asp

Ala

Ile

Thr

Leu

Cys

Gly

130

Ala

Asn

Phe

Ala

Ala

Ala

Glu

35

Ser

Glu

Leu

Ala

Gly

115

Glu

Arg

Lys

Val

Ala
195

Arg

Val

Phe

Asp

Arg

Asp

Lys

100

Ile

Leu

val

Pro

Ala

180

Cys

Asn

vVal

Trp

Lys

Ser

Glu

85

Gln

Val

Leu

Phe

Glu

165

Glu

Ala

Val

Gly

Glu

Arg

Lys

70

Asn

Ala

Ser

Asn

Lys

150

Ala

Glu

Thr

Ser
Met
Val
Leu
55

Tyx
Glu
Leu
Gly
Val
135
Asp
Gly

Leu

Ala

Ala

Ala

Leu

40

Gly

Ala

Ile

Ala

Cys

120

Tyr

Ala

Asp

Asn

Leu
200

98

Ala
Val
25

Met
Ser

Asp

Asp

Glu

105

Leu

Gln

Ser

Arg

Leu

185

Tyr

His
10

Gln
Asn
Asn
Thr
Asn
90

Thr
Ser
Asn
His
Arg
170

Gly

vVal

Glu

Tyr

Gly

Tyr

Phe

75

Glu

Ser

Phe

His

Trp

155

Ile

Ala

Leu

Met

Ala

Lys

Arg

60

Cys

His

Val

Pro

val

140

Ser

Phe

Leu

Arg

His

Gly

Val

45

Ala

Asn

Glu

Lys

Met

125

Glu

Glu

Met

His

Leu
205

Asp

Cys

30

Glu

Glu

Glu

Leu

Asp

110

Asp

Lys

Arg

Asp

Tyr

190

Ala

Glu
15

Lys
Ser
His
Thr
Leu
95

Ser
Asn
Lys
Glu
Pro
175

Ser

Gln

Lys

Thr

Lys

Tyxr

Tyr

80

Leu

Thr

Leu

Leu

Gln

160

Ala

Val

Asp
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His

Leu

225

Met

Ser

Arg

Leu

Leu

305

Asn

Thxr

Glu

Thr

Met

385

Lys

Thr

Gly

Ala

<210> 21
<211> 1323
<212> ADN

Leu

210

Pro

Pro

Gln

Leu

Gly

290

Leu

Val

Pro

Gly

Xaa

370

Lys

Met

Asn

Thr

Cys
450

Val

Glu

vVal

Gly

Asp

275

Ala
Pro
ﬁis
Gln
Lys
355
Xaa
His
Asp

Gly

Asn
435

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1323)
<223>

<400> 21

Ser

Pro

Gly

Leu

260

Asp

Asn

Ser

Pro

Gly

340

Val

Ala

Gly

Pro

Glu

420

Ala

ES 2 562766 T3

Gly
Phe
Thr
245
Thr
Ala
Val
Glu
His
325
Asp
Pro
Ala
Ile
Leu
405

Pro

His

Ala
Phe
230
Gly
Pro
Ile
Ser
Lys
310
Lys
Arg
Arg
Gly
Ile
390
Val

Lys

Ala

Ala
215
Ile
Gln
Gly
Arg
Asn
295
Lys
Ile
Val
Phe
Phe
375
Pro
Val

Arg

Val

Asp

Leu

Asn

Glu

Asp

280

Ser

Cys

Gln

Glu

Gly

360

Ala

Pro

Ser

Ala

Phe
440

Val
Ser
Val
Gly
265
Gly
Gly
Leu
Tyxr
Ile
345
Thr
Gly
Thr
Gly
Gly

425

Glu

Met
Gly
Ser
250
Gly
Asp
Thr
Met
Val
330
Asp
Thr
Met
Pro
Glu
410

Leu

Glu

Leu
Phe
235
Met
Ser
His
Gly
Asp
315
Glu
Ala
Lys
Cys
Gly
395
Ala

Ser

His

Cys

220

Ser

Pro

Ile

Ile

Leu

300

Thr

Cys

Val

Gly

Lys

380

Ile

Ile

Ala

Asp

Gly

Thr

Leu

Met

Tyr

285

Pro

Tyr

His

Lys

Asn

365

Val

Asp

Pro

Phe

Pro
445

Ala Thr
Phe Gln
His Lys

255

Val Leu
270

Gly Thr

Leu Lys

Thr Arg

Ala Thr
335

Ala Cys
350

Phe Gly

Leu Leu

Asp Glu

Trp Pro
415

Gly Phe
430

Ser Asn

tcg gecec cge tge ggc ggt gaa agc aac atg cgc atc gcc atc act ggt

1

10

Ser Ala Arg Cys Gly Gly Glu Ser Asn Met Arg Ile Ala Ile Thr Gly
5

15

atg gac gcc acc ttt ggc gct ctc aag gga ctc gac gcc ttc gag cgc

99

Cys

Ala

240

Asp

Lys

Leu

Pro

Ile

320

Gly

Phe

His

Ser

Thr

400

Glu

Gly

Ala

48

96



Met

gcc
Ala

tgg
Trp

aag
Lys
65

cag
Gln

cag
Gln

atg
Met

ctc
Leu

cgce
Arg
145
gac
Asp

gce
Ala

atc
Ile

tac
Tyr

gat
Asp
225
aag
Lys

gat
Asp

gag
Glu

atc
Ile

cag
Gln
305
gac
Asp

act
Thr

gac

Asp

att
Ile

cgc
Arg
50

gce
Ala

cgce
Arg

ctt
Leu

aaa
Lys

gag
Glu
130
cct
Pro

tgc
Cys

acg
Thr

acc
Thr

ctc
Leu
210
ctc
Leu

gtg
Val

ggc
Gly

act
Thr

gtc
Val
290
gcg
Ala

tcc
Ser

gcc
Ala

aag

Ala

tac
Tyr

ttt
Phe

acc
Thr

ctc
Leu

ctg
Leu

aag
Lys
115
ctc
Leu

gaa
Glu

ggce
Gly

cge
Arg

gag
Glu
195
ctc
Leu

tgc
Cys

tce
Ser

tac
Tyr

agce
Ser
275
cct
Pro

cgce
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

ctc

Thr
20

acc
Thr

ctc
Leu

ccg
Pro

cge
Arg

gce
Ala
100
ggt
Gly

tac
Tyr

gce
Ala

aca
Thr

gtc
Val
180
ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly

acc
Thr

ttt
Phe
260
tgc
Cys

ggc
Gly

gtc
Val

cgc
Arg

gag
Glu
340
ccg

Phe

gge
Gly

gge
Gly

cac
His

acg
Thr
85

gtc
Val

gge
Gly

cgt
Arg

tce
Ser

tce
Ser
165
tcg
Ser

aac
Asn

acc
Thr

agt
Ser

tce
Ser
245
gtc
Val

acc
Thr

aac
Asn

aag
Lys

cac
His
325
gaa
Glu

cgc

Gly

gct
Ala

aag
Lys

ggce
Gly
70

cce
Pro

acc
Thr

aat
Asn

cac
His

aag
Lys
150
aca
Thr

tcg
Ser

aac
Asn

ggc
Gly

gcc
Ala
230
gat
Asp

gge
Gly

aag
Lys

gtc
Val

ccg
Pro
310
ctc
Leu

atc
Ile

aac

ES 2 562766 T3

Ala

cac
His

gac
Asp

tgc
Cys

atg
Met

acc
Thr

gtc
Val

cgt
Arg
135
aag
Lys

tcg
Ser

cag
Gln

tcc
Ser

gag
Glu
215
gaa
Glu

acc
Thr

gag
Glu

gac
Asp

cct
Pro
295
ggce
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

gtc

Leu

ggt
Gly

aag
Lys

tac
Tyr

acc
Thr

att
Ile

gec
Ala
120
gct
Ala

cte
Leu

tac
Tyr

tgg
Trp

gtc
Val
200
gtc
Val

aac
Asn

ccg
Pro

ggc
Gly

gac
Asp
280
agc
Ser

gat
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

gca

Lys
25

gcc
Ala

gac
Asp

att
Ile

cct
Pro

gac
Asp
105
gtc
Val

cgce
Arg

aat
Asn

acc
Thr

ggce
Gly
185
tac
Tyr

gat
Asp

ctt
Leu

cgc
Arg

tgc
Cys
265
cgt
Arg

gce
Ala

ate
Ile

ceg
Pro

ctt
Leu
345
acg

100

Gly

atc
Ile

ttt
Phe

gaa
Glu

gaa
Glu
90

cge
Arg

ttt
Phe

gtc
Val

gac
Asp

teg
Ser
170
ttc
Phe

cgce
Arg

ggc
Gly

tac
Tyr

gcc
Ala
250
ggt
Gly

atc
Ile

tgc
Cys

gag
Glu

tce
Ser
330
cag
Gln

ggce

Leu

cca
Pro

ctt
Leu

gat
Asp
75

gac
Asp

gcc
Ala

gtc
Val

gct
Ala

atg
Met
155
tac
Tyr

acg
Thr

tgc
Cys

gtc
Val

gtc
Val
235
agc
Ser

gce
Ala

tac
Tyr

ttg
Leu

atg
Met
315
gtc
Val

acg
Thr

Asp

cte
Leu

gac
Asp

gtt
Val

atg
Met

atc
Ile

gge
Gly

ctc
Leu
140
atg
Met

att
Ile

ggce
Gly

gcc
Ala

gtc
Val
220
aag
Lys

ttt
Phe

ttt
Phe

gct
Ala

cgc
Arg
300
ctc
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

gtc

Ala

cca
Pro
45

ctc
Leu

gag
Glu

ctc
Leu

ctc
Leu

cte
Leu
125
aag
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

cce
Pro

gag
Glu
205
gtt
Val

tct
Ser

gac
Asp

gtg
Val

tgc
Cys
285
gag
Glu

gag
Glu

cece
Pro

ctt
Leu

aag

Phe
30

gaa
Glu

tgc
Cys

gtc
val

ctce
Leu

gac
Asp
110
ggce
Gly

gag
Glu

tac
Tyr

aac
Asn

tce
Ser
190
ctce
Leu

gcg
Ala

cgc
Arg

gce
Ala

cte
Leu
270
atg
Met

gcc
Ala

ctc
Leu

aag
Lys

cgt
Arg
350
gcc

Glu

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

cct
Pro

tcg
Ser

acc
Thr

cgc
Arg

att
Ile

ctc
Leu
175
ttt
Phe

ggc
Gly

ggt
Gly

cgc
Arg

gcc
Ala
255
aag
Lys

gat
Asp

ctc
Leu

agce
Ser

gag
Glu
335
gac
Asp

acc

Arg

cgc
Arg

gtc
Val

ttc
Phe
80

cag
Gln

gga
Gly

gac
Asp

gtc
Val

aac
Asn
160
gtc
Val

acg
Thr

aag
Lys

gtc
val

ttc
Phe
240
gcc
Ala

cgt
Arg

gce
Ala

gac
Asp

gce
Ala
320
ctc
Leu

gat
Asp

gtc

192
240
288
336
384

432

528
576
624
672
720
768
816
864
912
960
1008
1056

1104
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Asp

ggt
Gly

ctt
Leu
385
gaa
Glu

acc
Thr

gtc
Val

<210> 22
<211>441
<212> PRT

Lys

gac
Asp
370
tge
Cys

cce
Pro

teg
Ser

tcg
Ser

Leu
355
acc
Thr

atc
Ile

gce
Ala

cgc
Arg

ggc
Gly
435

Pro

ggt
Gly

tac
Tyr

cct
Pro

gct
Ala
420
gte
Val

<213> Schizochytrium sp.

<400> 22

Ser

Met

Ala

Trp

Lys

65

Gln

Gln

Met

Leu

Arg

145

Asp

Ala

Ile

Ala

Asp

Ile

Arg

50

Ala

Arg

Leu

Lys

Glu

130

Pro

Cys

Thr

Thr

Arg

Ala

Tyr

35

Phe

Thr

Leu

Leu

Lys

115

Leu

Glu

Gly

Arg

Glu
195

Arg

tat
Tyr

aac
Asn

gag
Glu
405

tgg
Trp

tcc
Ser

Cys

Thr

Thr

Leu

Pro

Arg

Ala

100

Gly

Tyr

Ala

Thr

Val

180

Gly

ES 2 562766 T3

Asn

gce
Ala

cgc
Arg
390

gcg
Ala

ctc
Leu

gag
Glu

Gly
Phe
Gly
Gly
His
Thr
85

Val
Gly
Arg
Ser
Ser
165

Ser

Asn

Val Ala
360

tet ggt

Ser Gly

375

tac ctg

Tyr Leu

cce tgg
Pro Trp

aag aac
Lys Asn

acg cgc

Thr Arg
440

Gly Glu
Gly Ala
Ala His
Lys Asp

55

Gly Cys
70

Pro Met
Thr Thr
Asn Val
His Arg

135
Lys Lys
150
Thr Ser

Ser Gln

Asn Ser

Thr

gct
Ala

ccc
Pro

gac
Asp

cct
Pro
425
tcg
Ser

Ser

Leu

Gly

40

Lys

Tyr

Thr

Ile

Ala

120

Ala

Leu

Tyr

Trp

Val
200

101

Gly

gcc
Ala

agc
Ser

agc
Ser
410

ggc
Gly

Asn
Lys
25

Ala
Asp
Ile
Pro
Asp
105
Val
Arg
Asn
Thr
Gly

185

Tyr

Ser

agc
Ser

aac
Asn
395
acc
Thr

gag
Glu

Met

Gly

Ile

Phe

Glu

Glu

90

Arg

Phe

Val

Asp

Ser

170

Phe

Arg

Val

cte
Leu
380

ggc
Gly

ctc
Leu

cgt
Arg

Arg
Leu
Pro
Leu
Asp
75

Asp
Ala
val
Ala
Met
155
Tyr

Thr

Cys

Lys
365
atc
Ile

gac
Asp

ttt
Phe

cgce
Arg

Ile

Asp

Leu

Asp

60

Val

Met

Ile

Gly

Leu

140

Met

Ile

Gly

Ala

Ala Thr

aag gct
Lys Ala

gac tgg
Asp Trp

gcg tgce
Ala Cys

415
tat gcg
Tyr Ala
430

Ala Ile

Ala Phe
30

Pro Glu
45

Leu Cys

Glu Val

Leu Leu

Leu Asp
110

Leu Gly
125

Lys Glu
Gln Tyr
Gly Asn
Pro Ser

190

Glu Leu
205

Val

gcg
Ala

gat
Asp
400
cag
Gln

gcc
Ala

Thr
15

Glu
Lys
Gly
Asp
Pro
95

Ser
Thr
Arg
Ile
Leu
175

Phe

Gly

Gly
Arg
Arg
Val
Phe
80

Gln
Gly
Asp
Val
Asn
160
Val

Thr

Lys

1152

1200

1248

1296

1323
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15

<210> 23
<211> 1500
<212> ADN

Tyr
Asp
225
Lys
Asp
Glu
Ile
Gln
305
Asp
Thr
Asp
Gly
Leu
385
Glu

Thr

Val

Leu
210
Leu
Val
Gly
Thr
Val
290
Ala
Ser
Ala
Lys
Asp
370
Cys
Pro

Ser

Ser

Leu

Cys

Ser

Tyr

Ser

275

Pro

Arg

Ala

Glu

Leu

355

Thr

Ile

Ala

Arg

Gly
435

<213> Schizochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1500)

<223>
<400> 23

tgc
Cys
1

aac

tat
Tyr

cgc

tcc
Ser

atc

Asn Arg Ile

gcc

gac

tcc

gtg
Val

tcg
Ser
20

cac

Glu
Gly
Thr
Phe
260
Cys
Gly
vVal
Arg
Glu
340
Pro
Gly
Tyr
Pro
Ala

420

Val

ctc
Leu

ctc
Leu

gag

ES 2 562766 T3

Thr

Ser

Ser

245

Val

Thr

Asn

Lys

His

325

Glu

Arg

Tyr

Asn

Glu

405

Trp

Ser

ctc
Leu

gac
Asp

gag

Gly

Ala
230

Asp

Gly

Lys

Val

Pro

310

Leu

Ile

Asn

Ala

Arg

390

Ala

Leu

Glu

tcc
Ser

gag
Glu

atc

Glu
215

Val

Glu Asn

Thr Pro

Glu Gly

Asp Asp

280
Pro Ser
295

Gly Asp

Lys Asp
Gly Gly

Ala
360

Val

Ser
375

Gly

Tyr Leu

Pro Trp

Lys Asn

Thr Arg

440

gaa gcc
Glu Ala

gag gcg

Glu Ala
25

ctt ggt

102

Asp

Leu

Arg

Cys

265

Arg

Ala

Ile

Pro

Leu

345

Thr

Ala

Pro

Asp

Pro

425

Ser

gag
Glu
10

cce
Pro

cge

Gly
Tyr
Ala
250
Gly
Ile
Cys
Glu
Ser
330
Gln
Gly
Ala
Ser
Ser

410

Gly

ggc
Gly

aag
Lys

ctc

Val

Val

235

Ser

Ala

Tyr

Leu

Met

315

Val

Thr

Ser

Ser

Asn

395

Thr

Glu

cac
His

ctc
Leu

gac

Val
220
Lys
Phe
Phe
Ala
Arg
300
Leu
Leu
Ile
Val
Leu
380
Gly

Leu

Arg

tac
Tyr

att
Ile

aag

Val Ala Gly

Ser Arg Arg

Ala Ala

255

Asp

Val Leu

270

Lys

Cys Met

285

Asp

Glu Ala Leu

Glu Leu Ser

Glu
335

Pro Lys

Leu Arg

350

Asp

Lys Ala Thr

365

Ile Lys Ala

Asp Asp Trp

Phe Ala Cys

415

Arg Tyr Ala

430

gag
Glu

cgc gag
Arg Glu
15

ctt cgc
Leu Arg

gtg
val
30

atc cgc gag

Val
Phe
240
Ala
Arg
Ala
Asp
Ala
320
Leu
Asp
Val
Ala
Asp
400

Gln

Ala

48

96

144



Ala

cgc
Arg

gcg
Ala
65

cag
Gln

gtc
Val

ggt
Gly

ggc
Gly

atg
Met
145
cac
His

cgt
Arg

aag
Lys

gaa
Glu

gcg
Ala
225
ctt
Leu

atc
Ile

aag
Lys

cca
Pro

ggc
Gly
305
gtg
Val

aag
Lys

cct
Pro

gga

Asp

ttc
Phe

cag
Gln

gat
Asp

tcec
Ser

atc
Ile

agce
Ser
130
tac
Tyr

cgc
Arg

ctc
Leu

tcg
Ser

atg
Met
210
cge
Arg

ggc
Gly

tece
Ser

gct
Ala

cag
Gln
290
acc
Thr

cge
Arg

ccc
Pro

gcg
Ala

cct

Ser

ttg
Leu

gce
Ala

gce
Ala

acg
Thr

ceg
Pro
115
cgc
Arg

ggc
Gly

att
Ile

tgg
Trp

gag
Glu
195
ttc
Phe

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp

ctg
Leu
275
agt
Ser

aag
Lys

ctc
Leu

gac
Asp

ctt
Leu
355
tat

cag
Gln

cgc
Arg

gct
Ala

cce
Pro
100
cgc
Arg

tac
Tyr

gaa
Glu

tgg
Trp

gce
Ala
180
cte
Leu

cgt
Arg

gtt
vVal

att
Ile

cag

260
gcc
Ala

gtc
Val

cag
Gln

acc
Thr

gce
Ala
340
cce
Pro

acc

Glu

cce
Pro

cgce
Arg

tect
Sex
85

tece
Ser

tgc
Cys

gcg
Ala

ggt
Gly

cce
Pro
165
gaa
Glu

gag
Glu

ctt
Leu

ctc
Leu

tce
Ser
245
ctc
Leu

gtt
Val

ccc
Pro

gat
Asp

atc
Ile
325
tgc
Cys

gtg
Val

aag

Glu

acg
Thr

atc
Ile
70

tca
Sexr

aag
Lys

cte
Leu

cct
Pro

cge
Arg
150
gaa
Glu

ggc
Gly

agc
Ser

gga
Gly

aac
Asn
230
atg
Met

acc
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

atc
Ile
310
atc
Ile

aag
Lys

acc
Thr

gat

ES 2 562766 T3

Ile

ggc
Gly

tte
Phe

ggc
Gly

cte
Leu

aag
Lys

gag
Glu
135
agc
Sexr

cte
Leu

gac
Asp

cag
Gln

atc
Ile
215
atc
Ile

att
Ile

aag
Lys

ttt
Phe

gac
Asp
295
gag
Glu

aat
Asn

gct
Ala

cag
Gln

atc

Leu
40

gcc
Ala

cte
Leu

tcg
Ser

cag
Gln

atg
Met
120
ccg
Pro

cct
Pro

cac
His

cgce
Arg

cag
Gln
200
cte
Leu

acg
Thr

ttt
Phe

gat
Asp

aat
Asn
280
gag
Glu

gcg
Ala

gat
Asp

gcg
Ala

ggc
Gly
360
gcce

Gly Arg

gce ccg
Ala Pro

gag ctc
Glu Leu

caa aag
Gln Lys
90

cgc gag
Arg Glu
105

cgc cgc
Arg Arg

ctc gecc
Leu Ala

tac tac
Tyr Tyr

gag gtc
Glu val
170
tgg gtc
Trp Val
185
caa gag
Gln Glu

acc tca
Thr Ser

cce aag
Pro Lys

gce ttt
Ala Phe
250
ctt cgc
Leu Arg
265
gcg ctg
Ala Leu

ttc tgg
Phe Trp

gce atc
Ala Ile

gcc aac
Ala Asn
330
atc gcg
Ile Ala
345
atg tgc
Met Cys

aag atc

103

Leu

cgc
Arg

ctc
Leu
75

cce
Pro

gtc
Val

gat
Asp

agc
Ser

ggc
Gly
155
atc
Tle

atg
Met

ttt
Phe

att
Ile

gcce
Ala
235
tece
Ser

gag
Glu

cgce
Arg

caa
Gln

gce
Ala
315
acc
Thr

cgt
Arg

gge
Gly

cat

Asp

gag
Glu

ggce
Gly

ctc
Leu

gag
Glu

tgg
Trp

gac
Asp
140
atc
Ile

aac
Asn

ccg
Pro

gat
Asp

gcc
Ala
220
gcc
Ala

aag
Lys

tce
Ser

gag
Glu

ggc
Gly
300
ccg
Pro

gcc
Ala

ctc
Leu

cac
His

gcc

Lys

tce
Ser

gag
Glu

gct
Ala

ctc
Leu

agc
Ser
125
cgce
Arg

acc
Thr

gaa
Glu

cgc
Arg

cgc
Arg
205
ttc
Phe

ttt
Phe

aag
Lys

gac
Asp

gcc
Ala
285
tac
Tyx

gac
Asp

ctc
Leu

ggt
Gly

tgc
Cys
365
aac

Ile

gag
Glu

acc
Thr

ctc
Leu

gcg

110
tcec
Ser

gtc
Val

caa
Gln

aag
Lys

gcce
Ala
190
aac
Asn

accec
Thr

ggc
Gly

aac
Asn

gtg
val
270
tgg
Trp

att
Ile

agc
Ser

att
Ile

ggc
Gly
350
ccc
Pro

ctt

Arg

ctc
Leu

ctt
Leu

agc
Ser
95

gcc
Ala

cct
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

acg
Thr
175
agc
Ser

atg
Met

aat
Asn

ctc
Leu

ggt
Gly
255
tgg
Trp

gge
Gly

gtg
val

aag
Lys

agc
Ser
335
aac
Asn

gag
Glu

gag

Glu

aag
Lys

gcc
Ala

cte
Leu

aag
Lys

gct
Ala

ttc
Phe

att
Ile
160
aac
Asn

ttc
Phe

att
Ile

ctg
Leu

agt
Ser
240
ctc
Leu

aac
Asn

att
Ile

cgce
Arg

tac
Tyr
320

gge
Gly

att
Ile

gtg
Val

ttc

192

240

288

336

384

432

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152
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Gly

cce
Pro
385
ctc
Leu

ttt
Phe

caa
Gln

gtt
Val

ccc
Pro
465
gct
Ala

gtt
val

<210> 24
<211> 500
<212> PRT

Pro
370
gtt
Val

gtg
val

ggc
Gly

atc
Ile

g99
Gly
450
cag
Gln

tgg
Trp

cct
Pro

Tyr

gtc
Val

cca
Pro

gag
Glu

gtc
Val
435
cce
Pro

cgc
Arg

acg
Thr

ggc
Gly

Thr

gac
Asp

cgce
Arg

tac
Tyr
420
gag
Glu

aac
Asn

aac
Asn

acc
Thr

gtc
Val
500

<213> Schizochytrium sp.

<400> 24

Cys

Asn

Ala

Arg

Ala

65

Gln

val

Gly

Gly

Met
145

Tyr

Arg

Asp

Phe

50

Gln

Asp

Ser

Ile

Ser

130

Tyr

Ser

Ile

Ser

35

Leu

Ala

Ala

Thr

Pro

115

Arg

Gly

Lys

ggce
Gly

gce
Ala
405
gce
Ala

acc
Thr

aac
Asn

cac
His

atc
Ile
485

Val
Ser
20

His
Gln
Arg
Ala
Pro
100
Arg

Tyxr

Glu

ES 2 562766 T3

Asp Ile
375

ctt gac

Leu Asp

390

acg ggc

Thr Gly

ggc cag
Gly Gln

att tac
Ile Tyr
cac cgt
His Arg

455
ctt gct
Leu Ala
470

gtc aag
val Lys

Leu Leu
5

Leu Asp
Glu Glu
Pro Thr
Arg Ile

70

Ser Ser
85

Ser Lys
Cys Leu

Ala Pro

Gly Arg
150

Ala

cte
Leu

gcc
Ala

cte
Leu

aag
Lys
440
agc
Ser

ggc
Gly

ctt
Leu

Ser

Glu

Ile

Gly

55

Phe

Gly

Leu

Lys

Glu

135

Ser

Lys

tgg
Trp

aag
Lys
tac
Tyr
425
caa
Gln

acce
Thr

gcc
Ala

gtg
Val

Glu
Glu
Leu
40

Ala
Leu
Ser
Gln
Met
120

Pro

Pro

104

Ile

acc
Thr

gac
Asp
410
gag
Glu

aac
Asn

gca
Ala

atc
Ile

gct
Ala
490

Ala

Ala

25

Gly

Ala

Glu

Gln

Arg

105

Arg

Leu

Tyr

His
aca
Thr
395
gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

gtg
Val

gac
Asp
475
teg
Ser

Glu

10

Pro

Arg

Pro

Leu

Lys

90

Glu

Arg

Ala

Tyr

Ala Asn
380

atc aac
Ile Asn

tgg gcc
Trp Ala

cag gct
Gln Ala

gac gtc
Asp Val
445
cgc acc
Arg Thr
460
aag cag
Lys Gln

ctc aag
Leu Lys

Gly His
Lys Leu
Leu Asp

Arg Glu
60

Leu Gly
75

Pro Leu
Val Glu
Asp Trp
Ser Asp

140

Gly Ile
155

Leu

cag
Gln

cct
Pro

aac
Asn
430
ttt
Phe

acg
Thr

aac
Asn

gce
Ala

Tyr

Ile

Lys

45

Ser

Glu

Ala

Leu

Sexr

125

Arg

Thxr

Glu

aag
Lys
tct
Ser
415
tte
Phe

gtc
Val

ctt
Leu

gag
Glu

cac
His
495

Glu
val
30

Ile
Glu
Thr
Leu
Ala
110
Ser

val

Gln

Phe
cgc
Arg
400
tecc
Ser

ccc
Pro

gag
Glu

ggt
Gly

gat
Asp
480
ctt
Leu

Arg

15

Leu

Arg

Leu

Leu

Ser

Ala

Pro

Ala

Asp

Glu

Arg

Glu

Lys

Ala

80

Leu

Lys

Ala

Phe

Ile
160

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1500



10

His

Arg

Lys

Glu

Ala

225

Leu

Ile

Lys

Pro

Gly

305

Val

Lys

Pro

Gly

Pro

385

Leu

Phe

Gln

Val

Pro

465

Ala

<210> 25
<211> 1530
<212> ADN

Arg
Leu
Ser
Met
210
Arg
Gly
Ser
Ala
Gln
290
Thr
Arg
Pro
Ala
Pro
370
Val
Val
Gly
Ile
Gly
450

Gln

Trp

Ile

Trp

Glu

195

Phe

Asp

Glu

Asp

Leu

275

Ser

Lys

Leu

Asp

Leu

355

Tyr

Val

Pro

Glu

Val

435

Pro

Arg

Thr

<213> Schizochytrium sp.

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1530)

Trp
Ala
180

Leu

Arg

.Val

Ile

Gln

260

Ala

Val

Gln

Thr

Ala

340

Pro

Thr

Asp

Arg

Tyr

420

Glu

Asn

Asn

Thr

ES 2 562766 T3

Pro

165

Glu

Glu

Leu

Leu

Ser

245

Leu

Val

Pro

Asp

Ile

325

Cys

Val

Lys

Gly

Ala

405

Ala

Thr

Asn

His

Ile
485

Glu

Gly

Ser

Gly

Asn

230

Met

Thr

Glu

Lys

Ile

310

Ile

Lys

Thr

Asp

Leu

390

Thr

Gly

Ile

His

Leu

470

Val

Leu

Asp

Gln

Ile

215

Ile

Ile

Lys

Phe

Asp

295

Glu

Asn

Ala

Gln

Ile

375

Asp

Gly

Gln

Tyr

Arg

455

Ala

Lys
Val

His

Arg

Gln

200

Leu

Thr

Phe

Asp

Asn

280

Glu

Ala

Asp

Ala

Gly

360

Ala

Leu

Ala

Leu

Lys

440

Ser

Gly

Leu

Pro

105

Glu
Trp
185
Gln
Thr
Pro
Ala
Leu
265
Ala
Phe
Ala
Ala
Ile
345
Met
Lys
Trp
Lys
Tyr
425
Gln
Thr

Ala

Val

Gly

Val

170

Val

Glu

Ser

Lys

Phe

250

Arg

Leu

Trp

Ile

Asn

330

Ala

Cys

Ile

Thr

Asp

410

Glu

Asn

Ala

Ile

Ala
490
val

500

Ile

Met

Phe

Ile

Ala

235

Ser

Glu

Arg

Gln

Ala

315

Thr

Arg

Gly

His

Thr

395

Glu

Lys

Tyr

Val

Asp

475

Ser

Asn
Pro
Asp
Ala
220
Ala
Lys
Ser
Glu
Gly
300
Pro
Ala
Leu
His
Ala
380
Ile
Trp
Gln
Asp
Arg
460

Lys

Leu

Glu

Arg

Arg

205

Phe

Phe

Lys

Asp

Ala

285

Tyr

Asp

Leu

Gly

Cys

365

Asn

Asn

Ala

Ala

Val

445

Thr

Gln

Lys

Lys
Ala
190
Asn
Thr
Gly
Asn
val
270
Trp
Ile
Ser
Ile
Gly
350
Pro
Leu
Gln
Pro
Asn
430
Phe
Thr

Asn

Ala

Thr Asn
175

Ser Phe

Met Ile

Asn Leu

Leu Ser
240

Gly Leu
255

Trp Asn

Gly Ile

Val Arg

Lys Tyr
320

Ser Gly
335

Asn Ile

Glu Val

Glu Phe

Lys Arg
400

Ser Ser
415

Phe Pro
Val Glu
Leu Gly
Glu Asp

480

His Leu
495



<223>
<400> 25

ctg
Leu
1

ggc
Gly

cce
Pro

ggt
Gly

tct
Ser

ttt
Phe

aag
Lys

cat
His

cte
Leu

acc
Thr
145
gac
Asp

acc
Thr

cag
Gln

gcc
Ala

ggt
Gly
225
atc
Ile

ctt

cte
Leu

aac
Asn

tgc
Cys

gtt
Val

gcg
Ala

ggc
Gly

att
Ile

tct
Ser

gag
Glu
130
ccyg
Pro

ggc
Gly

gag
Glu

aag
Lys

cgc
Arg
210
ggce
Gly

aac
Asn

cgc

gat
Asp

ctt
Leu

aac
Asn
35

tcg
Ser

gac
Asp

gce
Ala

cag
Gln

cce
Pro
115
aag
Lys

cag
Gln

tcg
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu
195
cgt
Arg

cac
His

ctt
Leu

gtc

ctc
Leu

gtt
Val

att
Ile

gcyg
Ala

ctc
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala
100
ttt
Phe

ggt
Gly

gtc
Val

gtc
Val

gcec
Ala
180
att
Ile

gtt
Val

acc
Thr

cgce
Arg

cgt

gac
Asp

gag
Glu

gcg
Ala

cct
Pro

gtc
Val

gga
Gly
85

gcc
Ala

gac
Asp

gtc
Val

gtg
Val

aac
Asn
165
gag
Glu

gct
Ala

ccc
Pro

gac
Asp

gac
Asp
245
gtg

agt
Ser

act
Thr

gat
Asp

ctg
Leu

att
Ile

ctt
Leu

ctg
Leu

agc
Ser

acc
Thr

cgg
Arg
150
atc
Ile

atg
Met

tce
Ser

gtc
Val

aac
Asn
230
cgce
Arg

ggce

ES 2 562766 T3

atg
Met

gcg
Ala

ctc
Leu

tac
Tyr
55

gcc
Ala

ccc
Pro

cce
Pro

aac
Asn

ttt
Phe
135
tac
Tyr

cgce
Arg

ttc
Phe

ggc
Gly

gct
Ala
215
cgc
Arg

ctt
Leu

gcc

ctt
Leu

cct
Pro

ggc
Gly

acg
Thr

gce
Ala

atg
Met

aat
Asn

cte
Leu
120
gtc
Val

cgc
Arg

aac
Asn

atg
Met

gag
Glu
200
gac
Asp

cecec
Pro

cac
His

ggc

gcg
Ala

agce
Ser
25

agc
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

ggc
Gly
105
gaa
Glu

gag
Glu

gcg
Ala

cgt
Arg

cgt
Arg
185
atc
Ile

gac
Asp

atc
Ile

cge
Arg

ggt

106

ctg
Leu

gac
Asp

cgc
Arg

gce
Ala

cgc
Arg

gtt
Val
90

ccg
Pro

aag
Lys

gcc
Ala

gct
Ala

atc
Ile
170
cct
Pro

aac
Asn

atc
Ile

cac
His

gag
Glu
250

ggc

agc
Ser

gcc
Ala

gce
Ala

atg
Met

cag
Gln
75

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

tcg
Ser

ggce
Gly
155
att
Ile

gcyg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

gtc
Val
235
tgce
Cys

att

tct
Ser

teg
Ser

ttc
Phe

gce
Ala
60

ggc
Gly

cgt
Arg

gct
Ala

aat
Asn

gcc
Ala
140
ctc
Leu

ggc
Gly

cce
Pro

gag
Glu

gtc
Val
220
att
Ile

ggc
Gly

999

gcce
Ala

gtc
Val

atg
Met
45

aag
Lys

atc
Ile

gag
Glu

gtc
Val

gtc
Val
125
ttt
Phe

acg
Thr

aag
Lys

gag
Glu

cag
Gln
205
gaa
Glu

ctg
Leu

tac
Tyx

tgc

agt
Ser

att
Ile
30

aaa
Lys

ggce
Gly

ctt
Leu

tcc
Ser

aac
Asn
110
gat
Asp

atg
Met

cgc
Arg

gtc
Val

cac
His
190
gcc
Ala

gct
Ala

cce
Pro

ccg
Pro

ccce

gce
Ala

gtg
Val

acg
Thr

att
Ile

gcg
Ala

atc
Ile

ctt
Leu

ctc
Leu

acg
Thr

aac
Asn

tcg
Ser
175
ctt
Leu

gag
Glu

gac
Asp

ctec
Leu

gcc
Ala
255
cag

tce
Ser

ccg
Pro

tac
Tyr

gcc
Ala

tcc
Ser

gaa
Glu

atc
Ile

tte
Phe

cte
Leu

gcc
Ala
160
cgc
Arg

ctt
Leu

ctc
Leu

teg
Ser

atc
Ile
240
aac
Asn

gcg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

528

576

624

672

720

768

816
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Leu

gcg
Ala

gtg
Val

cag
Gln
305
gac
Asp

atg
Met

gac
Asp

cgce
Arg

ttt
Phe
385
cgc
Arg

ctg
Leu

tac
Tyr

aag
Lys

gtt
Val
465
ctc
Leu

gtg
val

<210> 26
<211>510
<212> PRT

Arg

ctg
Leu

aac
Asn
290
cte
Leu

atg’

Met

ttt
Phe

tcg
Ser

atc
Ile
370
tac
Tyx

gac
Asp

gcg
Ala

cag
Gln

gga
Gly
450
cag
Gln

gaa
Glu

gcc
Ala

Val

gcc
Ala
275
cag
Gln

gcg
Ala

ttc
Phe

cce
Pro

ttc
Phe
355
ttc
Phe

att
Ile

ccce
Pro

agce
Ser

gtc
Val
435
act
Thr

att
Ile

att
Ile

agc
Ser

Arg
260
acc
Thr

gtc
Val

aag
Lys

gag
Glu

tcg
Ser
340
gag
Glu

agc
Ser

aac
Asn

aag
Lys

cgc
Arg
420
tgg
Trp

tac
Tyx

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile
500

<213> Schizochytrium sp.

<400> 26

1

Gly Asn Leu Val Glu Thr Ala

Pro Cys Asn Ile Ala Asp Leu

35

Val

ttc
Phe

gce
Ala

gcc
Ala

gaa
Glu
325
cgc
Arg

tcc
Ser

cgce
Arg

cgt
Arg

cte
Leu
405
tgg
Trp

tgc
Cys

ctt
Leu

aag
Lys

cgc
Arg
485
gat
Asp

20

ES 2 562766 T3

Gly Ala

aac atg
Asn Met

aag cag
Lys Gln
295
act tac
Thr Tyr
310
ggc gtc
Gly Val

gce aac
Ala Asn

atg ccc
Met Pro

gcg ctc
Ala Leu
375
ctt cac
Leu His
390
aag atg
Lys Met

gcc aac
Ala Asn

ggt cct
Gly Pro

gat ccg
Asp Pro
455
cag atc
Gln Ile
470
aac gca
Asn Ala

gac aca
Asp Thr

Gly

ggt
Gly
280
tecg
Ser

tcg
Ser

aag
Lys

aag
Lys

cce
Pro
360
gaa
Glu

aac
Asn

tecg
Ser

act
Thr

gcc
Ala
440
gcc
Ala

ctt
Leu

cgce
Arg

tac
Tyr

Leu Leu Asp Leu Asp Ser Met
5

Gly Gly
265

gce tcc
Ala Ser

ggc acg
Gly Thr

gac gta
Asp Val

ctt cag
Leu Gln
330
ctc tac
Leu Tyr
345
gca gag
Ala Glu

gag gtc
Glu Val

ccg gag
Pro Glu

ctg tgc
Leu Cys
410
gga gct
Gly Ala
425
att ggt
Ile Gly

gtc gca
Val Ala

cgt gga
Arg Gly

ctt tcc
Leu Ser

490
gtc ccg
Val Pro
505

Leu Ala

Pro Ser
25

Gly Ser
40

107

Ile Gly Cys

ttt att gtc

Phe Ile Val
285

tgc gac aat

Cys Asp Asn

300

tgec atg gcc

Cys Met Ala

315

gtc ctec aag

Val Leu Lys

gag ctc ttt
Glu Leu Phe

ctt gcg cge

Leu Ala Arg
365

tgg gac gag

Trp Asp Glu

380

aag atc cag

Lys Ile Gln

395

ttt cgc tgg

Phe Arg Trp

tce gat cge

Ser Asp Arg

tce ttc aac

Ser Phe Asn
445

aac gag tac

Asn Glu Tyr

460

gcg tge ttc

Ala Cys Phe

475

gat ggc gct

Asp Gly Ala

gce gag aag
Ala Glu Lys

Leu Ser Ser
10

Asp Ala Ser

Arg Ala Phe

Pro
270
acc
Thr

gtg
Val

ccg
Pro

aag
Lys

tgc
Cys
350
gtc
Val

acc
Thr

cgc
Arg

tac
Tyr

gtc
Val
430
gat
Asp

ccg
Pro

ttg
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu
510

Ala Ser

Val Ile

Met Lys

45

Gln

ggc
Gly

cgc
Arg

gect
Ala

gga
Gly
335
aag
Lys

gag
Glu

aaa
Lys

gce
Ala

ctg
Leu
415
atg
Met

ttc
Phe

tgc
Cys

cgce
Arg

gct

Ala
495

30

Ala

acc
Thr

aag
Lys

gcc
Ala
320
acc
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

aac
Asn

gag
Glu
400
agc
Ser

gac
Asp

atc
Ile

gtc
Val

cgt
Arg
480
ctt
Leu

Ala Ser
15

Val Pro

Thr Tyr

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1530



Gly

Ser

65

Phe

Lys

His

Leu

Thr

145

Asp

Thr

Gln

Ala

Gly

225

Ile

Leu

Ala

val

Gln

305

Asp

Met

Asp

Arg

Val

50

Ala

Gly

Ile

Ser

Glu

130

Pro

Gly

Glu

Lys

Arg

210

Gly

Asn

Arg

Leu

Asn

290

Leu

Met

Phe

Ser

Ile
370

Ser

Asp

Ala

Gln

Pro

115

Lys

Gln

Ser

Leu

Leu

195

Arg

His

Leu

Val

Ala

275

Gln

Ala

Phe

Pro

Phe

355

Phe

Ala
Leu
Gly
Ala
100
Phe
Gly
Val
Val
Ala
180
Ile
Val
Thr
Arg
Arg
260
Thr
Val
Lys
Glu
Ser
340

Glu

Ser

ES 2 562766 T3

Pro

Val

Gly

85

Ala

Asp

Val

Val

Asn

165

Glu

Ala

Pro

Asp

Asp

245

Val

Phe

Ala

Ala

Glu

325

Arg

Ser

Arg

Leu

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Thr

Arg

150

Ile

Met

Ser

Val

Asn

230

Arg

Gly

Asn

Lys

Thr

310

Gly

Ala

Met

Ala

Tyr

55

Ala

Pro

Pro

Asn

Phe

135

Tyr

Arg

Phe

Gly

Ala

215

Arg

Leu

Ala

Met

Gln

295

Tyr

Val

Asn

Pro

Leu
375

Thr
Ala
Met
Asn
Leu
120
Val
Arg
Asn
Met
Glu
200
Asp
Pro
His
Gly
Gly
280
Ser
Ser
Lys
Lys
Pro

360

Glu

108

Gly

Gly

Gln

Gly

105

Glu

Glu

Ala

Arg

Arg

185

Ile

Asp

Ile

Arg

Gly

265

Ala

Gly

Asp

Leu

Leu

345

Ala

Glu

Ala

Arg

Val

90

Pro

Lys

Ala

Ala

Ile

170

Pro

Asn

Ile

His

Glu

250

Gly

Ser

Thr

Val

Gln

330

Tyr

Glu

Val

Met

Gln

75

Val

Tyr

Gly

Ser

Gly

155

Ile

Ala

Gln

Ala

Val

235

Cys

Ile

Phe

Cys

Cys

315

Val

Glu

Leu

Trp

Ala

60

Gly

Arg

Ala

Asn

Ala

140

Leu

Gly

Pro

Glu

Val

220

Ile

Gly

Gly

Ile

Asp

300

Met

Leu

Leu

Ala

Asp
380

Lys

Ile

Glu

Val

Val

125

Phe

Thr

Lys

Glu

Gln

205

Glu

Leu

Tyr

Cys

Val

285

Asn

Ala

Lys

Phe

Arg

365

Glu

Gly

Leu

Ser

Asn

110

Asp

Met

Arg

Val

His

190

Ala

Ala

Pro

Pro

Pro

270

Thr

Val

Pro

Lys

Cys

350

Val

Thr

Ile Ala

Ala Ser
80

Ile Glu
95

Leu Ile

Leu Phe

Thr Leu

Asn Ala
160

Ser Arg
175

Leu Leu
Glu Leu
Asp Ser
Leu Ile

240

Ala Asn
255

Gln Ala

Gly Thr

Arg Lys

Ala Ala
320

Gly Thr
335
Lys Tyr

Glu Lys

Lys Asn
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15

<210> 27
<211> 4512
<212> ADN

Phe
385
Arg
Leu
Tyr
Lys
Val
465

Leu

Val

Tyr

Asp

Ala

Gln

Gly

450

Gln

Glu

Ala

Ile

Pro

Ser

Val

435

Thr

Ile

Ile

Ser

<213> Schizochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(4512)

<223>
<400> 27

atg
Met
1

aag
Lys

ctc
Leu

ttc
Phe

gag
Glu
65

aac
Asn

aac
Asn

gag
Glu

ttc
Phe

acc

gcg
Ala

gag
Glu

ctc
Leu

gcc
Ala
50

tac
Tyr

tac
Tyr

gga
Gly

agt
Ser

cag
Gln
130
ttt

ctc
Leu

gag
Glu

gag
Glu

gtc
Val

ctg
Leu

cge
Arg

gag
Glu

ggc
Gly
115
aac
Asn

tac

cgt
Arg

ctg
Leu
20

ttc
Phe

atc
Ile

ctc
Leu

gtc
Val

ctc
Leu
100
cag
Gln

cag
Gln

ggc

ES 2 562766 T3

Asn Arg Leu

Lys
Arg
420

Trp

Tyxr

Asn

Leu

Ile
500

gtc
Val

acc
Thr

gca
Ala

gac
Asp

gtg
Val

ggc
Gly

tcc
Ser

tgc
Cys

ggce
Gly

gtg

Leu
405

Trp

Cys

Leu

Lys

Arg

485

Asp

aag
Lys

agce
Ser

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr
70

gcc
Ala

gag
Glu

gat
Asp

gac
Asp

gce

390

Lys

Ala

Gly

Asp

Gln

470

Asn

Asp

acg
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

tac
Tyr
55

cgc
Arg

cgc
Arg

ggc
Gly

ctc
Leu

cgc
Arg
135
cac

His

Met

Asn

Pro

Pro

455

Ile

Ala

Thr

aac
Asn

aag
Lys

gac
Asp
40

ccg
Pro

gtc
Val

atg
Met

gga
Gly

atg
Met
120
gtc
Val

gag

Asn

Ser

Thr

Ala

440

Ala

Leu

Arg

Tyr

aag
Lys

acc
Thr
25

atc
Ile

cgc
Arg

acc
Thr

gtc
Val

gac
Asp
105
ctc
Leu

tac
Tyx

gge

109

Pro
Leu
Gly

425

Ile

Val

Arg

Leu

val
505

aag
Lys
10

gag
Glu

gce
Ala

cgce
Arg

ctc
Leu

acc
Thr
90

tgc
Cys

atc
Ile

cge
Arg

dgag

Glu
Cys
410

Ala

Gly

Ala

Gly

Ser

490

Pro

cca
Pro

gtg
Val

aag
Lys

gtg
Val

atg
Met
75

gag
Glu

ccec
Pro

tcc
Ser

ctg
Leu

acc

Lys
395

Phe

Ser

Ser

Asn

Ala

475

Asp

Ala

tgc
Cys

tte
Phe

gtc
Val

cgc
Arg

gac
Asp

tac
Tyr

tgg
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu
140
ctc

Ile

Arg

Asp

Phe

Glu

460

Cys

Gly

Glu

tgg
Trp

aac
Asn

ttc
Phe

ctg
Leu

gcc
Ala

gat
Asp

gcc
Ala

atg
Met
125
aac
Asn

gag

Gln

Trp

Arg

Asn

445

Tyr

Phe

Ala

Lys

gag
Glu

tat
Tyr
30

gga
Gly

cce
Pro

gag
Glu

ctc
Leu

gtc
Val
110
ggce
Gly

acc
Thr

tac

Arg
Tyr
Val

430

Asp

Pro

Leu

Ala

Leu
510

atg
Met
15

gag
Glu

ccc
Pro

gcc
Ala

gtc
Val

ccc
Pro
95

ctg
Leu

att
Ile

acg
Thr

gac

Ala
Leu
415

Met

Phe

Cys

Arg

Ala
495

acc
Thr

gaa
Glu

gag
Glu

cgce
Arg

aac
Asn
80

gte
Val

gte
Val

gac
Asp

ctc
Leu

att

Glu

400

Ser

Asp

Ile

Val

Arg

480

Leu

48

96

192

240

288

336

384

432

480



Thr
145
cgc
Arg

ttc
Phe

cgc
Arg

aag
Lys

cca
Pro
225
acc
Thr

gca
Ala

ctc
Leu

cac
His

ctc
Leu
305
gtc
Val

atg
Met

ttc
Phe

atc
Ile

atg
Met
385
atc
Ile

atc
Ile

ttt
Phe

ccc
Pro

cce
Pro
465
gcc

Phe

gtc
Val

tte
Phe

gat
Asp

ggc
Gly
210
aag
Lys

aag
Lys

tce
Ser

tgc
Cys

aag
Lys
290
gag
Glu

atg
Met

tac
Tyr

cgc
Arg

tcc
Ser
370
gge
Gly

att
Ile

agc
Ser

aag
Lys

tcc
Ser
450
gag
Glu

ccg

Tyxr

acc
Thr

gag
Glu

gge
Gly
195
gte
Val

cag
Gln

cte
Leu

gte
val

gcg

275

ggc
Gly

cge
Arg

gce
Ala

atg
Met

ccg
Pro
355
ccg
Pro

ttc
Phe

gat
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
435
aag
Lys

gcc
Ala

gcc

Gly

ggc
Gly

tac
Tyr
180
tgc
Cys

gtc
val

gac
Asp

aac
Asn

ttt
Phe
260
cgt
Arg

ggt
Gly

gac
Asp

gga
Gly

atc
Ile
340
gtc
Val

cac
His

gac
Asp

gtc
Val

tac
Tyr
420
atc
Ile

gtt
Val

tcc
Ser

aag

Val

ttc
Phe
165
gac
Asp

gcec
Ala

ttc
Phe

gtc
val

gaa
Glu
245
ggc
Gly

aag
Lys

gtc
Val

cac
His

tcc
Ser
325
tgg
Trp

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

gac
Asp
405
ggc
Gly

gct
Ala

cag
Gln

aag
Lys

cct

Ala
150
gcc
Ala

tgc
Cys

ggc
Gly

acc
Thr

tcc
Ser
230
aag
Lys

tcc
Ser

atg
Met

tac
Tyr

tgg
Trp
310
ctc
Leu

cte
Leu

ggc
Gly

gge
Gly

gac
Asp
390
tte
Phe

aag
Lys

ctc
Leu

ccce
Pro

gct
Ala
470
gcc
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His

aag
Lys

tac
Tyx

ttc
Phe

cgce
Arg
215
ccc
Pro

gag
Glu

aag
Lys

ctc
Leu

ggc
Gly
295
tac
Tyr

gtc
Val

ggc
Gly

cac
His
aég
Lys
375

aac
Asn

gaa
Glu

ggc
Gly

aag
Lys

gtc
Val
455
tce
Ser

tte

Glu

cgt
Arg

gtc
Val

ttc
Phe
200
ggc
Gly

tac
Tyr

atg
Met

aac
Asn

atg
Met
280
ctc
Leu

ttt
Phe

tce
Ser

ctc
Leu

cce
Pro
360
ctc
Leu

gac
Asp

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met
440
ttt
Phe

tcc
Ser

agc

Gly

ctc
Leu

aac
Asn
185
acc
Thr

gac
Asp

gcc
Ala

cag
Gln

ggce
Gly
265
att
Ile

ggt
Gly

ccce
Pro

gac
Asp

cac
His
345
aac
Asn

gtc
vVal

ccg
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu
425
cag
Gln

gce
Ala

ggc
Gly

gce

Glu

gac
Asp
170
ggc
Gly

aac
Asn

ctc
Leu

gtc
Val

acc
Thr
250
atg
Met

gac
Asp

cag
Gln

tgc
Cys

ggc
Gly
330
cte
Leu

aag
Lys

tac
Tyr

tac
Tyr

cag
Gln
410
aac
Asn

aag
Lys

aac
Asn

gcc
Ala

gat

110

Thxr
155

ggce
Gly

cgc
Arg

gag
Glu

gce
Ala

gce
Ala
235
ctc
Leu

ccg
Pro

cge
Arg

ctc
Leu

cac
His
315
tgc
Cys

acc
Thr

gtc
Val

gtc
Val

gcc
Ala
395
gac
Asp

aag
Lys

cgce
Arg

ggc
Gly

agc
Ser
475
gtt

Leu

gge
Gly

ctc
Leu

gag
Glu

gce
Ala
220
cce
Pro

gtec
Val

gaa
Glu

gtec
Val

gtc
Val
300
ttt
Phe

agc
Ser

acc
Thr

cgc
Arg

atg
Met
380
att
Ile

ttt
Phe

aag
Lys

tcc
Ser

gcc
Ala
460
gcc
Ala

ctt

Glu

atc
Ile

ctc
Leu

ctc
Leu
205
cgc
Arg

tgc
Cys

gac
Asp

atc
Ile

acc
Thr
285
ggt
Gly

gtc
Val

cag
Gln

gga
Gly

tgc
Cys
365
gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

atc
Ile

acc
Thr
445
gcc
Ala

agc
Ser

gcg

Tyr

tce
Ser

atc
Ile
190
gac
Asp

gce
Ala

ctc
Leu

aag
Lys

aac
Asn
270
agc
Ser

gaa
Glu

aag
Lys

atg
Met

cee
Pro
350
cgc
Arg

atc
Ile

gac
Asp

cte
Leu

gtc
Val
430
aac
Asn

act
Thr

gcc
Ala

ccc

Asp

atg
Met
175
gag
Glu

gcc
Ala

aag
Lys

cac
His

gac
Asp
255
tac
Tyr

att
Ile

aag
Lys

gat
Asp

ctc
Leu
335
ttt
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

gtc
Val

gac
Asp
415
gtc
Val

aag
Lys

gtc
Val

agce
Ser

aag

Ile
160
tte
Phe

atg
Met

ggc
Gly

atc
Ile

aag
Lys
240
tgg
Trp

aaa
Lys

gac
Asp

atc
Ile

cag
Gln
320
aag
Lys

gac
Asp

caa
Gln

gag
Glu

aac
Asn
400
cgc
Arg

gac
Asp

aac
Asn

ggc
Gly

gcc
Ala
480
cce

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488



Ala

gtt
Val

gag
Glu

tct
Ser

ttc
Phe
545
ctc
Leu

tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp

ggt
Gly
625
aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu

gcc
Ala

aac
Asn
705
cac
His

ggc
Gly

gcc
Ala

aag
Lys

agc
Ser
785
aac
Asn

tcec

Pro

gce
Ala

atg
Met

ttt
Phe
530
ccc
Pro

acc
Thr

ctc
Leu

ccc
Pro

ctc
Leu
610
acc
Thr

ggce
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

gag
Glu
690
gtc
Val

cgc
Arg

tecg
Ser

ggc
Gly

gtt
Val
770

ggc
Gly

cgc
Arg

ggc

Ala

ctt
Leu

tecc
Ser
515
gcg
Ala

ggc
Gly

tgg
Trp

ggc
Gly

gct
Ala
595
aag
Lys

atg
Met

gce
Ala

cte
Leu

atg
Met
675
tte
Phe

acc
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

ctc
Leu
755
ccg
Pro

cgce
Arg

cgce
Arg

agc

Lys

cCcc
Pro
500
tgg
Trp

cce
Pro

aac
Asn

ttc
Phe

ccc
Pro
580
tgg
Trp

cac
His

gtc
vVal

tgc
Cys

cag
Gln
660
gag
Glu

gtg
Val

aag
Lys

acc
Thr

tcg
Ser
740
gac
Asp

gce
Ala

acc
Thr

acg
Thr

ggc

Pro
485
gag
Glu

cac
His

tcg
Ser

cce
Pro

aac
Asn
565
gag
Glu

gac
Asp

gtc
Val

gge
Gly

aac
Asn
645
acc
Thr

aag
Lys

cgc
Arg

tgc
Cys

ttt
Phe
725
ttc
Phe

aac
Asn

tcg
Ser

gce
Ala

gac
Asp
805
aag

Ala

cac
His

ccc
Pro

gce
Ala

aac
Asn
550
atg
Met

ttc
Phe

ctc
Leu

aac
Asn

gag
Glu
630
gat
Asp

tcg
Ser

gac
Asp

gcc
Ala

act
Thr
710
gag
Glu

ggc
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

atc
Ile
790
cag
Gln

aag
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Phe

atce
Ile

atg
Met

tac
Tyr
535
gat
Asp

gcc
Ala

gce
Ala

gct
Ala

tac
Tyr
615
ttc
Phe

gcc
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

gac
Asp
695
ggc
Gly

ctc
Leu

tgg
Trp

cgc
Arg

gtc
Val
775
ttc
Phe

ggc
Gly

agc

Ser

cte
Leu

gcc
Ala
520
aag
Lys

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

cte
Leu
600
cgc
Arg

gac
Asp

cac
His

gtg
val

atc
Ile
680
ctc
Leu

tac
Tyr

tac
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys
760
tcc
Ser

gcc
Ala

cag
Gln

ctc

Ala

aag
Lys
505
cgc
Arg

ccg
Pro

gac
Asp

ttc
Phe

ttc
Phe
585
gtc
Val

aac
Asn

tgc
Cys

atg
Met

cte
Leu
665
cte
Leu

gac
Asp

agce
Ser

gtc
Val

gtg
Val
745
teg
Ser

tce
Sexr

aac
Asn

tac
Tyr

ggc

111

Asp
490

ggc
Gly

atc
Ile

cge
Arg

cac
His

atg
Met
570
gac
Asp

acc
Thr

atc
Ile

cce
Pro

ccg
Pro
650
acc
Thr

tte
Phe

tac
Tyr

atg
Met

gat
Asp
730
cce
Pro

gag
Glu

ttt
Phe

gcc
Ala

ctc
Leu
810
tac

Val

gac
Asp

ccg
Pro

aac
Asn

acc
Thr
555
gcc
Ala

gac
Asp

cgc
Arg

gac
Asp

gcg
Ala
635
tac
Tyr

tcg
Ser

cgc
Arg

cgc
Arg

ctc
Leu
715
gat
Asp

gag
Glu

ccc
Pro

gac
Asp

cce
Pro
795
gac
Asp

gce

Leu

gcc
Ala

ggc
Gly

atc
Ile
540
ccg
Pro

ggc
Gly

teg
Ser

gcc
Ala

ctc
Leu
620
gac
Asp

teg
Ser

gtg
vVal

aac
Asn

ggc
Gly
700
ggce
Gly

gtg
Val

gtc
Val

tgg
Trp

gtg
vVal
780
agc
Ser

gce
Ala

cac

Ala

ctc
Leu

aac
Asn
525
gce
Ala

ggc
Gly

aag
Lys

aac
Asn

gtg
Val
605
gac
Asp

gce
Ala

atc
Ile

ctc
Leu

cte
Leu
685
aag
Lys

gag
Glu

ctc
Leu

ttt
Phe

ttc
Phe
765
cgc
Arg

ggc
Gly

gtc
Val

ggt

Pro

gcc
Ala
510
ccg
Pro

ttt
Phe

aag
Lys

gtc
Val

acc
Thr
590
tct
Ser

ccc
Pro

tgg
Trp

ctc
Leu

aag
Lys
670
gac
Asp

act
Thr

atg
Met

ttt
Phe

gce
Ala
750
att
Ile

ccc
Pro

gce
Ala

gac
Asp

tcec

Lys
495
ccc
Pro

acg
Thr

acg
Thr

atg
Met

agc
Ser
575
agc
Ser

gtg
Val

tcc
Ser

ttc
Phe

atg
Met
655
gcg
Ala

gce
Ala

atc
Ile

ggc
Gly

tac
Tyr
735
gcc
Ala

gag
Glu

aac
Asn

cag
Gln

att
Ile
815
aag

Pro

aag
Lys

cce
Pro

cce
Pro

ccg
Pro
560
atg
Met

cgc
Arg

tct
Ser

aag
Lys

tac
Tyr
640
gag
Glu

cce
Pro

aac
Asn

cgc
Arg

gtc
Val
720
aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn

ggc
Gly

ctc
Leu
800
gtc
Val

acg

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496



Ser

gtc
Val

gtc
Val

gce
Ala
865
cce
Pro

ggce
Gly

gtg
Val

ttc
Phe

gtg
val
945
tct
Ser

gct
Ala

acc
Thr

acc
Thr

gce
Ala

tcc
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

atg
Met

cct
Pro

agc
Ser

gte
Val

gtc

Gly

aac
Asn

atg
Met
850
atc
Ile

cac
His

cag
Gln

tcc
Ser

ctc
Leu
930
cgce
Arg

gtyg
Val

gtc
Val

gag
Glu

agc
Ser

Ser

ccg
Pro
835
cece
Pro

gecc
Ala

ctt
Leu

ctc
Leu

gtg
Val
915
tgg
Txp

atc
Ile

ggc
Gly

gce
Ala

ctc
Leu
995

gge
Gly

1010

acc
Thr

1025

ttc
Phe

atc

Ile

atg

Met

1040

atg
Met

gcc

Gly
820
aac
Asn

gga
Gly

gce
Ala

tgt
Cys

acg

900
gac
Asp

gcc
Ala

gce
Ala

tce
Ser

tce
Ser
980
ctc
Leu

Val

Lys

gac
Asp

agt
Ser

cac
His

gca
Ala
885
cce
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

tce
Ser

tcg
Ser
965
ggc
Gly

gag
Glu

cag ctc
Gln Leu

gtg cag

Gln

gag acc

Glu Thr

aag ggc
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Lys

tgg
Trp

ctc
Leu

gag
Glu
870
cge
Arg

aag
Lys

cac
His

agc
Ser

ggt
Gly
950
gct
Ala

ccg
Pro

ctc
Leu

Ser Leu G

8

ttc ttc t
Phe Phe S
840
ggt gtc g
Gly Val G

855

gat ctc g
Asp Leu A

cce cgg g
Pro Arg A

agc aag a
Ser Lys Lys Met

9

gac ggc g

Asp

920
ctc cge gte tac
Leu Arg Val Tyr

935

ly Tyr
25

cg tgc
er Cys

ag tcc
lu Ser

ct ggc
la Gly

ca aga
la Arg

890
ag atg

05
tt gtc

Gly val Vval

gag gcc cct gcc
Glu Ala Pro Ala

tcg tec gte gag
Ser Ser Val Glu

970

gcc cag acc atc

Ala Gln

9

gat gcc
Asp Ala
1000

aag aag

Lys

Lys
1015

cce tge
Pro Cys

1030

tac ggc
Tyr Gly

att

1045
gcc

Ala Lys Gly Ile Ala

1055

aag
Lys

cgc

aag atc

Arg Lys Ile

1070

cac
His

cac
His

1085

cag
Gln

ggc
Gly

1100

aac
Asn

ctc
Leu

1115

act
Thr

gtg
Val

1130

gtg

cgce

ccc
Pro Tyr

gag
Glu Lys

gtg
Val

tac

gtg cgc
Val

Arg

tac

aag

gag

Glu

cge

1060

ctc ggc
Leu Gly

1075

gce gee

Ala Ala

1090

gce gtc

Ala Val

1105

ggc aac

Gly Asn

1120

gce tcg
Ala Ser

1135

gce gee

cac
His

acg
Thr

gtc
Val

tcg
Ser

tcc
Ser

ctc
Leu

aac
Asn

gtc
Val

gca
Ala

ggc

Thr Ile

85

ccg cte tac cte tcg
Pro Leu Tyr Leu Ser Gln Asp Pro

acc gac
Thr Asp

ctc gge
Leu Gly

gtc gcc
Val Ala

gcg gac
Ala Asp

ttt ggc
Phe Gly

gag aag
Glu Lys

ctc atc
Leu Ile

gat ctc
Asp Leu

ttc atg
Phe Met

ctc tcg

112

Ala

cac
His

atg
Met

aaa
Lys
875
tca
Ser

gac
Asp

gac
Asp

teg
Ser

gce
Ala
955
cgce
Arg

gac
Asp

gtg
Val

gac
Asp

ccg
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala

atc
Ile

cac
His

ttc
Phe

acc
Thr

cgce

His

ttt
Phe

ttc
Phe
860
gca
Ala

agc
Ser

teg
Ser

ctc
Leu

gtg
Val
940
gcc
Ala

acg
Thr

ctc
Leu

Gly

tgg
Trp
845
cag
Gln

cgg
Arg

tgg
Trp

gag
Glu

gtc
Val
925
agc
Ser

tece
Ser

cgc
Arg

aag
Lys

10

gce
Ala

1020

ctc
Leu

1035

ctg
Leu

1050

gtc
Val

1065

ggc
Gly

1080

cag
Gln

1095

tcg
Ser

1110

ctc
Leu

1125

ctc
Leu

1140

aac

Ser
830
ttt
Phe

ctce
Leu

cat
His

aag
Lys

gte
Val
910
gcc
Ala

aac
Asn

tce
Ser

tcg
Ser

cag
Gln
990

05
tcc
Ser

ggt
Gly

tac
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

gcc
Ala

cct
Pro

gag
Glu

acc
Thr

gce

Lys

gac
Asp

gtc
Val

tgc
Cys

tac
Tyxr
895
cac
His

gac
Asp

att
Ile

gce
Ala

agc
Ser
975
ctc
Leu

gge
Gly

gac
Asp

acg
Thr

gce
Ala

ctc
Leu

gcc
Ala

ttt
Phe

aag
Lys

ccg
Pro

gac

Thr

tcg
Ser

gag
Glu

caa
Gln
880
cgce
Arg

atc
Ile

ggc
Gly

cgce
Arg

gcc
Ala
960
cce
Pro

aaqg
Lys

cag gac ccg
cag
Gln

cgce
Arg

ggce
Gly

gcc
Ala

cccC
Pro

ctg
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

cag
Gln

ggt

2544

2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3384

3429

3474



Val

tecg
Ser

gag
Glu

gag
Glu

ctc
Leu

gac
Asp

ccg
Pro

tac
Tyr

gge
Gly

ttc
Phe

acc
Thr

gat
Asp

aag
Lys

aac
Asn

atg
Met

cgc
Arg

aac
Asn

ccce
Pro

gce
Ala

tac
Tyr

atc
Ile

tgt
Cys

ctg
Leu

gag
Glu

taa

<210> 28
<211> 1503

Val
1145
gtc
Val
1160
cte
Leu
1175
aag
Lys
1190
gcg
Ala
1205
teg
Ser
1220
cte
Leu
1235
cce
Pro
1250
tge
Cys
1265
atc
Ile
1280
tgc
Cys
1295
atc
Ile
1310
cte
Leu
1325
aag
Lys
1340
cct
Pro
1355
gca
Ala
1370
ggt
Gly
1385
aag
Lys
1400
agce
Ser
1415
cag
Gln
1430
aag
Lys
1445
gte
Val
1460
cgce
Arg
1475
acc
Thr
1490

Arg

aac
Asn

gcc
Ala

cte
Leu

cge
Arg

ggc
Gly

atc
Ile

gcg
Ala

ccg
Pro

gtc
Val

gac
Asp

tgc
Cys

cag
Gln

cte
Leu

cct
Pro

cte
Leu

cte
Leu

ctc
Leu

cgc
Arg

gtc
Val

ggc
Gly

gtc
Val

cgt
Arg

gag
Glu

Tyr

atc
Ile

gag
Glu

atc
Ile

cgc
Arg

ggc
Gly

atc
Ile

cac
His
cag
Gln

acc
Thr

aac
Asn

atg
Met

gte
Val

tac
Tyr

gce
Ala

cag
Gln

aag
Lys

aag
Lys

tgg
Trp

tgg
Trp

acc
Thr

cag
Gln

ctc
Leu

gat
Asp

Arg

cge
Arg

atg
Met

gce
Ala

gtt
val

cac
His

aac
Asn

ctc
Leu

gce
Ala

gge
Gly

gty
Val

gce
Ala

ctc
Leu

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

aac
Asn

atg
Met

gcc
Ala

tgt
Cys

tac
Tyr

atc
Ile

aac
Asn

gct
Ala
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Ala

aac
Asn

ttc
Phe

tcg
Ser

ccc
Pro

acc
Thr

ctc
Leu

cgc
Arg

gcc
Ala

act
Thr

cgc
Arg

ccg
Pro

aag
Lys

ctc
Leu

ctc
Leu

gtc
vVal

ccg
Pro

tcg
Ser

aac
Asn

ggc
Gly

ctc
Leu

aac
Asn

gcc
Ala

gce
Ala

Ala
1150
cgc
Arg
1165
atc
Ile
1180
ggc
Gly
1195
gtc
Val
1210
gac
Asp
1225
cgc
Arg
1240
gtc
Val
1255
gcc
Ala
1270
gtc
Val
1285
aag
Lys
1300
gce
Ala
1315
aag
Lys
1330
ttt
Phe
1345
gag
Glu
1360
tgg
Trp
1375
gag
Glu
1390
cte
Leu
1405
atg
Met
1420
ccg
Pro
1435
gac
Asp
1450
ctg
Leu
1465
ctg
Leu
1480
Tttt
Phe
1495

Gly

atc
Ile

cge
Arg

gag
Glu

gcc
Ala

aac
Asn

aac
Asn

cgce
Arg

gcc
Ala

aac
Asn

cag
Gln

gcc
Ala

gga
Gly

tgc
Cys

cgce
Arg

gag
Glu

aag
Lys

tgc
Cys

ggc
Gly

gce
Ala

ccce
Pro

caa
Gln

cgc
Arg

gtc
Val

Leu

atc
Ile

ccg
Pro

ate
Ile

gac
Asp

cge
Arg

cge
Arg

gtt
Val

gcg
Ala

cag
Gln

ctc
Leu

gac
Asp

acc
Thr

aag
Lys

atc
Ile

gag
Glu

atc
Tle

ttc
Phe

gcc
Ala

att
Ile

gct
Ala

atc
Ile

aac
Asn

tac
Tyr

113

Ser

ggc
Gly

gcec
Ala

acc
Thr

gat
Asp

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

ctc
Leu

gtc
Val

teg
Ser

atg
Met

atg
Met

tac
Tyr

gag
Glu

acc
Thr

cag
Gln

cgc
Arg

ccg
Pro

ggce
Gly

gtc
Val

cte
Leu

gac
Asp

gag
Glu

Arg

aag
Lys

ccg
Pro

cag
Gln

atc
Ile

atc
Ile

cac
His

gcc
Ala

acc
Thr

gce
Ala

cag
Gln

ttc
Phe

ttc
Phe

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys

cge
Arg

tgg
Trp

gac
Asp

gcc
Ala

tcc
Ser

cgt
Arg

ccg
Pro

cce
Pro

Asn
1155
gtc
Val
1170

gag

1185
gag
Glu
1200
gct
Ala
1215
cac
His
1230
cgc
Arg
1245
ggc
Gly
1260
atg
Met
1275
aag
Lys
1290
gcc
Ala
1305

gag

1320
ccce
Pro
1335
tcc
Ser
1350
cgt
Arg
1365
gac
Asp
1380
gce
Ala
1395
tac
Tyr
1410
cgce
Arg
1425
tte
Phe
1440
aac
Asn
1455
ggt
Gly
1470
cgc
Arg
1485
acc
Thr
1500

Ala

tcg
Ser

cac
His
cag
Gln

gtc
Val

gtc
Val

gag
Glu

ggt
Gly

ggc
Gly

cag
Gln

acc
Thxr

gag
Glu

tcg
Ser

ttc
Phe

atc
Ile

ttt
Phe

gag
Glu

ctt
Leu

gtc
Val

aac
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

att
Ile

aac
Asn

Asp

cgce
Arg

cte
Leu

gcc
Ala

gag
Glu

atc
Ile

tgc
Cys

ggc
Gly

gcc
Ala

tcc
Ser

tac
Tyr

ggc
Gly

cgc
Arg

gac
Asp

ttc
Phe

tac
Tyr

cac
His

ggt
Gly

atg
Met

gac
Asp

tac
Tyr

tgc
Cys

gac
Asp

gcg
Ala

Gly

acc
Thr

cte
Leu

gag
Glu

gct
Ala

ctc
Leu

ggc
Gly

gtc
Val

gcc
Ala

ggc
Gly

tcg
Ser

gtc
Val

gcc
Ala

tcc
Ser

aag
Lys

att
Ile

gac
Asp

ctt
Leu

gac
Asp

ttc
Phe

cccec
Pro

tac
Tyr

ctc
Leu

ctc
Leu

3519

3564

3609

3654

3699

3744

3789

3834

3879

3924

3969

4014

4059

4104

4149

4194

4239

4284

4329

4374

4419

4464

4509

4512



<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<400> 28

Met

Lys

Leu

Phe

Glu

65

Asn

Asn

Glu

Phe

Thr

145

Arg

Phe

Arg

Lys

Pro

225

Thr

Ala

Glu

Leu

Ala

50

Tyr

Tyr

Gly

Ser

Gln

130

Phe

Val

Phe

Asp

Gly

210

Lys

Lys

Leu

Glu

Glu

Val

Leu

Arg

Glu

Gly

115

Asn

Tyr

Thr

Glu

Gly

195

val

Gln

Leu

Arg

Leu

Phe

Ile

Leu

Val

Leu

100

Gln

Gln

Gly

Gly

Tyr

180

Cys

Val

Asp

Asn

Val

Thr

Ala

Asp

Val

Gly

85

Ser

Cys

Gly

Val

Phe

165

Asp

Ala

Phe

Val

Glu
245
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Lys

Ser

Glu

Lys

Thr

70

Ala

Glu

Asp

Asp

Ala

150

Ala

Cys

Gly

Thr

Ser

230

Lys

Thr

Gly

Gly

Tyr

55

Arg

Arg

Gly

Leu

Arg

135

His

Lys

Tyr

Phe

Arg

215

Pro

Glu

Asn

Lys

Asp

40

Pro

Val

Met

Gly

Met

120

Val

Glu

Arg

Val

Phe

200

Gly

Tyr

Met

114

Lys

Thr

25

Ile

Arg

Thr

Val

Asp

105

Leu

Tyr

Gly

Leu

Asn

185

Thr

Asp

Ala

Gln

Lys

10

Glu

Ala

Arg

Leu

Thr

Cys

Ile

Arg

Glu

Asp

170

Gly

Asn

Leu

Val

Thr
250

Pro

val

Lys

Val

Met

75

Glu

Pro

Ser

Leu

Thr

155

Gly

Arg

Glu

Ala

Ala

235

Leu

Cys
Phe
Val
Arg
60

Asp
Tyr
Trp
Tyr
Leu
140
Leu
Gly
Leu
Glu
Ala
220

Pro

Val

Trp

Asn

Phe

Leu

Ala

Asp

Ala

Met

125

Asn

Glu

Ile

Leu

Leu

205

Arg

Cys

Asp

Glu

Tyr

30

Gly

Pro

Glu

Leu

Val

110

Gly

Thr

Tyr

Ser

Ile

190

Asp

Ala

Leu

Lys

Met

15

Glu

Pro

Ala

vVal

Pro

95

Leu

Ile

Thr

Asp

Met

175

Glu

Ala

Lys

His

Asp
255

Thr

Glu

Glu

Arg

Asn

80

Val

Val

Asp

Leu

Ile

160

Phe

Met

Gly

Ile

Lys

240

Trp



Ala

Leu

His

Leu

305

Val

Met

Phe

Ile

Met

385

Ile

Ile

Phe

Pro

Pro

465

Ala

vVal

Glu

Ser

Phe

545

Leu

Cys

Ser

Cys

Lys

290

Glu

Met

Tyr

Arg

Ser

370

Gly

Ile

Ser

Lys

Ser

450

Glu

Pro

Ala

Met

Phe

530

Pro

Thr

Leu

Val

Ala

275

Gly

Arg

Ala

Met

Pro

355

Pro

Phe

Asp

Asp

Gly

435

Lys

Ala

Ala

Leu

Ser

515

Ala

Gly

Trp

Gly

Phe

260

Arg

Gly

Asp

Gly

Ile

340

Val

His

Asp

Val

Tyr

420

Ile

Val

Ser

Lys

Pro

500

Trp

Pro

Asn

Phe

Pro
580
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Gly

Lys

Val

His

Ser

325

Trp

Asn

Lys

Glu

Asp

405

Gly

Ala

Gln

Lys

Pro

485

Glu

His

Ser

Pro

Asn

565

Glu

Ser

Met

Tyr

Trp

310

Leu

Leu

Gly

Gly

Asp

390

Phe

Lys

Leu

Pro

Ala

470

Ala

His

Pro

Ala

Asn

550

Met

Phe

Lys

Leu

Gly

295

Tyr

Val

Gly

His

Lys

375

Asn

Glu

Gly

Lys

Val

455

Ser

Phe

Ile

Met

Tyr

535

Asp

Ala

Ala

Asn

Met

280

Leu

Phe

Ser

Leu

Pro

360

Leu

Asp

Lys

Asp

Met

440

Phe

Ser

Ser

Leu

Ala

520

Lys

Asn

Glu

Lys

115

Gly

265

Ile

Gly

Pro

Asp

His

345

Asn

Val

Pro

Gly

Leu

425

Gln

Ala

Gly

Ala

Lys

505

Arg

Pro

Asp

Phe

Phe
585

Met

Asp

Gln

Cys

Gly

330

Leu

Lys

Tyr

Tyr

Gln

410

Asn

Lys

Asn

Ala

Asp

490

Gly

Ile

Arg

His

Met

570

Asp

Pro

Arg

Leu

His
315
Cys
Thr
Val
Val
Ala
395
Asp
Lys
Arg
Gly
Ser
475
Val
Asp
Pro
Asn
Thr
555

Ala

Asp

Glu

Val

Val

300

Phe

Ser

Thr

Arg

Met

380

Ile

Phe

Lys

Ser

Ala

460

Ala

Leu

Ala

Gly

Ile

540

Pro

Gly

Ser

Ile

Thr

285

Gly

vVal

Gln

Gly

Cys

365

Glu

Ala

Ser

Ile

Thr

445

Ala

Ser

Ala

Leu

Asn

525

Ala

Gly

Lys

Asn

Asn

270

Ser

Glu

Lys

Met

Pro

350

Arg

Ile

Asp

Leu

Val

430

Asn

Thr

Ala

Pro

Ala

510

Pro

Phe

Lys

Val

Thr
590

Tyr

Ile

Lys

Asp

Leu

335

Phe

Gly

Lys

Val

Asp

415

vVal

Lys

Val

Ser

Lys

495

Pro

Thr

Thr

Met

Ser

575

Ser

Lys

Asp

Ile

Gln

320

Lys

Asp

Gln

Glu

Asn

400

Arg

Asp

Asn

Gly

Ala

480

Pro

Lys

Pro

Pro

Pro

560

Met

Arg



Ser
Asp
Gly
625
Lys
Ile
Leu
Ala
Asn
705
His
Gly
Ala
Lys
Ser
785
Asn
Ser
Val
Val
Ala
865
Pro

Gly

Val

Pro

Leu

610

Thr

Gly

Ala

Thr

Glu

690

Val

Arg

Ser

Gly

Val

770

Gly

Arg

Gly

Asn

Met

850

Ile

His

Gln

Ser

Ala

595

Lys

Met

Ala

Leu

Met

675

Phe

Thr

Phe

Thr

Leu

755

Pro

Arg

Arg

Ser

Pro

835

Pro

Ala

Leu

Leu

Val
915

Trp

His

Val

Cys

Gln

660

Glu

Val

Lys

Thr

Ser

740

Asp

Ala

Thr

Thr

Gly

820

Asn

Gly

Ala

Cys

Thr

900

Asp
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Asp

Val

Gly

Asn

645

Thr

Lys

Arg

Cys

Phe

725

Phe

Asn

Ser

Ala

Asp

805

Lys

Asp

Ser

His

Ala

885

Pro

Ala

Leu

Asn

Glu

630

Asp

Ser

Asp

Ala

Thr

710

Glu

Gly

Gly

Gln

Ile

790

Gln

Lys

Trp

Leu

Glu

870

Arg

Lys

His

Ala

Tyr

615

Phe

Ala

Gly

Asp

Asp

695

Gly

Leu

Trp

Arg

Val

775

Phe

Gly

Ser

Phe

Gly

855

Asp

Pro

Ser

Asp

Leu

600

Arg

Asp

His

Val

Ile

680

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Lys

760

Ser

Ala

Gln

Leu

Phe

840

Val

Leu

Arg

Lys

Gly
920

116

Val

Asn

Cys

Met

Leu

665

Leu

Asp

Ser

Val

Val

745

Ser

Ser

Asn

Tyr

Gly

825

Ser

Glu

Ala

Ala

Lys

905

Val

Thr

Ile

Pro

Pro

650

Thr

Phe

Tyx

Met

Asp

730

Pro

Glu

Phe

Ala

Leu

810

Tyr

Cys

Ser

Gly

Arg

890

Met

val

Arg

Asp

Ala

635

Tyr

Ser

Arg

Arg

Leu

715

Asp

Glu

Pro

Asp

Pro

795

Asp

Ala

His

Met

Lys

875

Ser

Asp

Asp

Ala

Leu

620

Asp

Ser

Val

Asn

Gly

700

Gly

Val

Val

Trp

Val

780

Ser

Ala

His

Phe

Phe

860

Ala

Ser

Ser

Leu

Val

605

Asp

Ala

Ile

Leu

Leu

685

Lys

Glu

Leu

Phe

Phe

765

Arg

Gly

Val

Gly

Trp

845

Gln

Arg

Trp

Glu

Val
925

Ser

Pro

Trp

Leu

Lys

670

Asp

Thr

Met

Phe

Ala

750

Ile

Pro

Ala

Asp

Ser

830

Phe

Leu

His

Lys

Val

910

Ala

Val

Ser

Phe

Met

655

Ala

Ala

Ile

Gly

Tyr

735

Ala

Glu

Asn

Gln

Ile

815

Lys

Asp

val

Cys

Tyr

895

His

Asp

Ser

Lys

Tyr

640

Glu

Pro

Asn

Arg

vVal

720

Lys

Gln

Asn

Gly

Leu

800

Val

Thr

Ser

Glu

Gln

880

Arg

Ile

Gly
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Phe Leu Trp Ala Asp Ser Leu Arg Val Tyr Ser Val Ser Asn Ile Arg
930 935 940

Val Arg Ile Ala Ser Gly Glu Ala Pro Ala Ala Ala Ser Ser Ala Ala
945 950 955 960

Ser Val Gly Ser Ser Ala Ser Ser Val Glu Arg Thr Arg Ser Ser Pro
965 970 975

Ala Val Ala Ser Gly Pro Ala Gln Thr Ile Asp Leu Lys Gln Leu Lys
980 985 990

Thr Glu Leu Leu Glu Leu Asp Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gln Asp Pro
© 995 1000 1005

Thr Ser Gly Gln Leu Lys Lys His Thr Asp Val Ala Ser Gly Gln
1010 1015 1020

Ala Thr TIle Val Gln Pro Cys Thr Leu Gly Asp Leu Gly Asp Arg
1025 1030 1035

Ser Phe Met Glu Thr Tyr Gly Val Val Ala Pro Leu Tyr Thr Gly
1040 1045 1050

Ala Met Ala Lys Gly Ile Ala Ser Ala Asp Leu Val 1Ile Ala Ala
1055 1060 1065

Gly Lys Arg Lys Ile Leu Gly Ser Phe Gly Ala Gly Gly Leu Pro
1070 1075 1080

Met His His Val Arg Ala Ala Leu Glu Lys Ile Gln Ala Ala Leu
1085 1090 1095

Pro Gln Gly Pro Tyr Ala Val Asn Leu Ile His Ser Pro Phe Asp
1100 1105 1110

Ser Asn Leu Glu Lys Gly Asn Val Asp Leu Phe Leu Glu Lys Gly
1115 1120 1125

Val Thr Val Val Glu Ala Ser Ala Phe Met Thr Leu Thr Pro Gln
1130 1135 1140

Val Val Arg Tyr Arg Ala Ala Gly Leu Ser Arg Asn Ala Asp Gly
1145 1150 1155

Ser Val Asn Ile Arg Asn Arg Ile Ile Gly Lys Val Ser Arg Thr
1160 1165 1170

Glu Leu Ala Glu Met Phe Ile Arg Pro Ala Pro Glu His Leu Leu
1175 1180 1185

Glu Lys Leu Ile Ala Ser Gly Glu Ile Thr Gln Glu Gln Ala Glu
1190 1195 1200

Leu Ala Arg Arg Val Pro Val Ala Asp Asp Ile Ala Val Glu Ala
1205 1210 1215

Asp Ser Gly Gly His Thr Asp Asn Arg Pro Ile His Val Ile Leu
1220 1225 1230

Pro Leu Ile Ile Asn Leu Arg Asn Arg Leu His Arg Glu Cys Gly
1235 1240 1245

117



10

15

Tyxr

Gly

Phe

Thr

Asp

Lys

" Asn

Met

Arg

Asn

Pro

Ala

Tyr

Ile

Cys

Leu

Glu

<210> 29
<211> 1500
<212> ADN

Pro
1250

Cys
1265

Ile
1280

Cys
1295

Ile
1310

Leu
1325

Lys
1340

Pro
1355

Ala
1370

Gly
1385

Lys
1400

Ser
1415

Gln
1430

Lys
1445

Val
1460

Arg
1475

Thr
1490

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1500)
<223>

<400> 29

Ala

Pro

Val

Asp

Cys

Gln

Leu

Pro

Leu

Leu

Leu

Arg

vVal

Gly

Val

Arg

Glu

His
Gln
Thr
Asn
Met
Val
Tyr
Ala
Gln
Lys
Lys
Trp
Trp
Thr
Gln
Leu

Asp
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Leu

Ala

Gly

Val

Ala

Leu

Glu

Glu

Glu

Asn

Met

Ala

Cys

Tyr

Ile

Asn

Ala

Arg

Ala

Thr

Arg

Pro

Lys

Leu

Leu

Val

Pro

Ser

Asn

Gly

Leu

Asn

Ala

Ala

Val
1255

Ala
1270

Val
1285

Lys
1300

Ala
1315

Lys
1330

Phe
1345

Glu
1360

Trp
1375

Glu
1390

Leu
1405

Met
1420

Pro
1435

Asp
1450

Leu
1465

Leu
1480

Phe
1495

Arg

Ala

Asn

Gln

Ala

Gly

Cys

Arg

Glu

Lys

Cys

Gly

Ala

Pro

Gln

Arg

vVal

Val

Ala

Gln

Leu

Asp

Thr

Lys

Ile

Glu

Ile

Phe

Ala

Ile

Ala

Ile

Asn

Tyr

Gly

Leu

Val

Ser

Met

Met

Tyr

Glu

Thr

Gln

Arg

Pro

Gly

val

Leu

Asp

Glu

Ala

Thr

Ala

Gln

Phe

Phe

Asp

Lys

Lys

Arg

Trp

Asp

Ala

Ser

Arg

Pro

Pro

Gly
1260

Met
1275

Lys
1290

Ala
1305

Glu
1320

Pro
1335

Ser
1350

Arg
1365

Asp
1380

Ala
1395

Tyr
1410

Arg
1425

Phe
1440

Asn
1455

Gly
1470

Arg
1485

Thr
1500

Gly

Gly

Gln

Thr

Glu

Ser

Phe

Ile

Phe

Glu

Leu

Val

Asn

Glu

Ala

Ile

Asn

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

Arg

Asp

Phe

Tyxr

His

Gly

Met

Asp

Tyr

Cys

Asp

Ala

aag gtt cag ccc gtc ttt gec aac ggc gecc gec act gtc ggc ccec gag
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Val

Ala

Gly

Ser

Val

Ala

Ser

Lys

Ile

Asp

Leu

Asp

Phe

Pro

Tyr

Leu

Leu

48



Lys

gce
Ala

gcc
Ala

ctt
Leu

tce
Ser
65
gcg
Ala

ggce
Gly

tgg
Trp

gge
Gly

gct
Ala
145
aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala

ctc
Leu

atg
Met
225
ttc
Phe

acc
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

ctc
Leu
305
ccg
Pro

cge

Val

tce
Ser

aag
Lys

cce
Pro
50

tgg
Trp

ccce
Pro

aac
Asn

ttc
Phe

cce
Pro
130
tgg
Trp

cac
His

gtc
Val

tgc
Cys

cag
Gln
210
gag
Glu

gtg
Val

aag
Lys

accC
Thr

tcg
Ser
290
gac
Asp

gcc
Ala

acc

Gln

aag
Lys

cct
Pro
35

gag
Glu

cac
His

tcg
Ser

cce
Pro

aac
Asn
115
gag
Glu

gac
Asp

gtc
val

ggc
Gly

aac
Asn
195
acc
Thr

aag
Lys

cgc
Arg

tgc
Cys

ttt
Phe
275
ttc
Phe

aac
Asn

tcg
Ser

gcc

Pro

gct
Ala
20

gce
Ala

cac
His

cce
Pro

gce
Ala

aac
Asn
100
atg
Met

ttc
Phe

ctc
Leu

aac
Asn

gag
Glu
180
gat
Asp

tecg
Ser

gac
Asp

gcc
Ala

act
Thr
260
gag
Glu

ggc
Gly

gge
Gly

cag
Gln

atc

Val

tce
Ser

tte
Phe

atc
Ile

atg
Met

tac
Tyr
85

gat
Asp

gce
Ala

gcc
Ala

gct
Ala

tac
Tyr
165
ttc
Phe

gcce
Ala

ggt
Gly

gac
Asp

gac
Asp
245

ggc
Gly

ctc
Leu

tgg
Trp

cgce
Arg

gtc
Val
325
ttc

Phe

tcc
Ser

agc
Ser

ctc
Leu

gcc
Ala
70

aag
Lys

aac
Asn

gag
Glu

aag
Lys

ctc
Leu
150
cge
Arg

gac
Asp

cac
His

gtg
Val

atc
Ile
230
ctc
Leu

tac
Tyr

tac
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys
310
tcc
Ser

gcc

ES 2 562766 T3

Ala

gge
Gly

gcc
Ala

aag
Lys
55

cgce
Arg

ccg
Pro

gac
Asp

ttc
Phe

ttc
Phe
135
gte
Val

aac
Asn

tgc
Cys

atg
Met

ctc
Leu
215
ctc
Leu

gac
Asp

agc
Ser

gtc
Val

gtyg
Val
295
tcg
Ser

tcc
Ser

aac

Asn

gcc
Ala

gat
Asp

gge
Gly

atc
Ile

cgc
Arg

cac
His

atg
Met
120
gac
Asp

acc
Thr

atc
Ile

cce
Pro

ccg
Pro
200
acc
Thr

ttc
Phe

tac
Tyr

atg
Met

gat
Asp
280
cce
Pro

gag
Glu

ttt
Phe

gcc

Gly

agc
Ser
25

gtt
Val

gac
Asp

cecg
Pro

aac
Asn

acc
Thr
105
gcc
Ala

gac
Asp

cgce
Arg

gac
Asp

gcg
Ala
185
tac
Tyr

tecg
Ser

cgc
Axrg

cgc
Arg

ctc
Leu
265
gat
Asp

gag
Glu

cce
Pro

gac
Asp

ccc

119

Ala
10

gcce
Ala

ctt
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly

atc
Ile
90

ccg
Pro

gge
Gly

tcg
Ser

gce
Ala

cte
Leu
170
gac
Asp

tcg
Ser

gtg
Val

aac
Asn

ggc
Gly
250
ggc
Gly

gtg
Val

gtc
Val

tgg
Trp

gtg
Val
330
agc

Ala

agc
Ser

gcg
Ala

ctc
Leu

aac
Asn
75

gcec
Ala

gge
Gly

aag
Lys

aac
Asn

gtg
Val
155
gac
Asp

gcc
Ala

atc
Ile

ctc
Leu

ctc
Leu
235
aag
Lys

gag
Glu

ctce
Leu

ttt
Phe

ttc
Phe
315
cgce
Arg

ggc

Thr

gcc
Ala

ccc
Pro

gcc
Ala

ccg
Pro

Tttt
Phe

aag
Lys

gtc
Val

acc
Thr
140
tct
Ser

cce
Pro

tgg
Trp

cte
Leu

aag
Lys
220
gac
Asp

act
Thr

atg
Met

ttt
Phe

gce
Ala
300
att
Ile

ccc
Pro

gce

Val

agc
Ser

aag
Lys
45

ccce
Pro

acg
Thr

acg
Thr

atg
Met

agc
Ser
125
agc
Ser

gty
Val

tcc
Ser

ttc
Phe

atg
Met
205
gcg
Ala

gcc
Ala

atc
Ile

ggc
Gly

tac
Tyr
285
gcc
Ala

gag
Glu

aac
Asn

cag

Gly

gcc
Ala
30

cce
Pro

aag
Lys

ccce
Pro

ccc
Pro

ccg
Pro
110
atg
Met

cge
Arg

tct
Ser

aag
Lys

tac
Tyr
190
gag
Glu

ccce
Pro

aac
Asn

cgc
Arg

gtc
Val
270
aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn

ggc
Gly

ctc

Pro
15

gcc
Ala

gtt
Val

gag
Glu

tct
Scr

tte
Phe

ctc
Leu

tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp

ggt
Gly
175
aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu

gcc
Ala

aac
Asn
255
cac
His

gge
Gly

gcc
Ala

aag
Lys

agc
Ser
335
aac

Glu

ccg
Pro

gce
Ala

atg
Met

ttt
Phe
80

cce
Pro

acc
Thr

ctc
Leu

cce
Pro

cte
Leu
160
acc
Thr

ggc
Gly

gcc
Ala

acc
Thr

gag
Glu
240
gtc
Val

cgce
Arg

tcg
Ser

ggc
Gly

gtt
Val
320

ggc
Gly

cge

96

144

192

240

288

336

384

432

528

576

624

672

720

768

816

864

960

1008

1056
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Arg

cgc
Arg

agc
Ser

ccg
Pro
385
ccc
Pro

gcc
Ala

ctt
Leu

cte
Leu

gtg
Val
465

tgg
Trp

atc
Ile

<210> 30
<211> 500
<212> PRT

Thr Ala

acg gac
Thr Asp

Ile

340

355

ggc aag
Gly Lys

370

aac gac
Asn Asp

gga agt
Gly Ser

gcc cac
Ala His

tgt gca
Cys Ala

cag
Gln

aag
Lys

tgg
Trp

ctc
Leu

gag
Glu

Phe

ggc
Gly

agc
Ser

ttc
Phe

ggt
Gly

ES 2 562766 T3

Ala Asn Ala

cag tac ctc
Gln Tyr Leu

360

ctc ggc tac
Leu Gly Tyr

375

ttec teg tgce
Phe Ser Cys

390

405

420

435

acg ccc
Thr Pro

450

gac gcc
Asp Ala

gcc gac
Ala Asp

gce tce
Ala Ser

cgc
Arg

aag
Lys

cac
His

agc
Ser

gat
Asp

cce
Pro

agc
Ser

gac
Asp

ctc
Leu

gtc gag tcc
Val Glu Ser

ctc gect gge
Leu Ala Gly

cgg gca aga
Arg Ala Arg

440

aag aag atg
Lys Lys Met

455

ggc gtt gte
Gly Val Val

470

485

ggt
Gly

500

<213> Schizochytrium sp.

<400> 30

Lys Val

Ala Ser

Ala Lys

Leu Pro

50

Ser Trp

65

Ala Pro

Gly Asn

Trp Phe

Gln

Lys

Pro

35

Glu

His

Ser

Pro

Asn
115

Pro

Ala

20

Ala

His

Pro

Ala

Asn

100

Met

vVal

Ser

Phe

Ile

Met

Tyxr

85

Asp

Ala

cge gtc tac
Arg Val Tyr

Phe Ala Asn

Ser Gly Ala

Ser Ala Asp

40

Leu Lys Gly

55

Ala Arg Ile

70

Lys Pro Arg

Asn Asp His

Pro
345
gac
Asp

gce
Ala

cac
His

atg
Met

aaa
Lys
425
tca
Ser

gac
Asp

gac
Asp

tcg
Ser

25

Ser Gly

gcc gtc
Ala Val

cac ggt
His Gly

ttt tgg
Phe Trp

Ala

gac
Asp

tcc
Ser

Gln

att
Ile

Leu

350

365

380

395

ttc cag
Phe Gln

410

gca cgg
Ala Arg

agc tgg
Ser Trp

tcg gag
Ser Glu

ctc gtc
Leu Val

ttt
Phe

ctc
Leu

cat
His
aag
Lys

gtc
Val

aag
Lys

gac
Asp

gtc
Val

tgc
Cys

tac
Tyr

gtc
Val

acg
Thr

tcg
Ser

gag
Glu

caa
Gln

Asn

tce
Ser

gtc
Val

gtc
Val

gcc
Ala

Arg

ggc
Gly

aac
Asn

atg
Met

400

415

430

445

460

475

gtg agce
Val Ser

490

Gly Ala

10

Ser Ala

Val Leu

Asp Ala

Pro Gly

Asn Ile

90

Thr Pro

105

Glu Phe Met Ala Gly
120

120

Ala

Ser

Ala

Leu

Asn

75

Ala

Gly

Lys

gce
Ala

aac
Asn

Thr

Ala

Pro

Ala

Pro

Phe

Lys

Val

cac
His

gac
Asp

att
Ile

Val

Ser

Lys

45

Pro

Thr

Thr

Met

Ser
125

cgce
Arg

atc
Ile

ggc
Gly

cgce
Arg

cce
Pro

ggc
Gly

gtg
vVal

ttc
Phe

gtg
Val

atc
Ile

cac
His
cag
Gln

tce
Ser

ctc
Leu

480

495

Gly
Ala
30

Pro
Lys
Pro
Pro
Pro

110

Met

Pro
15

Ala
Val
Glu
Ser
Phe
95

Leu

Cys

cge
Arg

Glu

Pro

Ala

Met

Phe

80

Pro

Thr

Leu

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1500



<210> 31
<211> 1512
<212> ADN

Gly
Ala
145
Lys
Met
Ala
Leu
Met
225
Phe
Thr
Phe
Thr
Leu
305
Pro
Arg
Arg
Ser
Pro
385
Pro
Ala
Leu
Leu

Val
465

Trp

Ile

Pro

130

Trp

His

Val

Cys

Gln

210

Glu

Val

Lys

Thr

Ser

290

Asp

Ala

Thr

Thr

Gly

370

Asn

Gly

Ala

Cys

Thr
450
Asp

Ala

Ala

Glu

Asp

Val

Gly

Asn

195

Thr

Lys

Arg

Cys

Phe

275

Phe

Asn

Ser

Ala

Asp

355

Lys

Asp

Ser

His

Ala

435

Pro

Ala

Asp

Ser

Phe
Leu
Asn
Glu
180
Asp
Ser
Asp
Ala
Thr
260
Glu
Gly
Gly
Gln
Ile
340
Gln
Lys
Trp
Leu
Glu
420

Arg

Lys

His

Ser

Gly
500

ES 2 562766 T3

Ala

Ala

Tyr

165

Phe

Ala

Gly

Asp

Asp

245

Gly

Leu

Trp

Arg

Val

325

Phe

Gly

Ser

Phe

Gly

405

Asp

Pro

Ser

Asp

Leu
485

Lys
Leu
150
Arg
Asp
His
Val
Ile
230
Leu
Tyr
Tyr
Phe
Lys
310
Ser
Ala
Gln
Leu
Phe
390
Val
Leu
Arg
Lys

Gly
470

Arg

Phe

135

Val

Asn

Cys

Met

Leu

215

Leu

Asp

Ser

Val

Val

295

Ser

Ser

Asn

Tyr

Gly

375

Ser

Glu

Ala

Ala

Lys
455
Val

Val

Asp

Thr

Ile

Pro

Pro

200

Thr

Phe

Tyr

Met

Asp

280

Pro

Glu

Phe

Ala

Leu

360

Tyr

Cys

Ser

Gly

Arg

440

Met

Val

Tyr

121

Asp

Arg

Asp

Ala

185

Tyr

Ser

Arg

Arg

‘Leu

265

Asp

Glu

Pro

Asp

Pro

345

Asp

Ala

His

Met

Lys

425

Ser

Asp

Asp

Ser

Ser
Ala
Leu
170
Asp
Ser
Val
Asn
Gly
250
Gly
Val
Val
Trp
Val
330
Ser
Ala
His
Phe
Phe
410
Ala

Ser

Ser

Leu

Val
490

Asn
Val
155
Asp
Ala
Ile
Leu
Leu
235
Lys
Glu
Leu
Phe
Phe
315
Arg
Gly
Val
Gly
Trp
395
Gln
Arg

Trp

Glu

Val
475

Ser

Thr

140

Ser

Pro

Trp

Leu

Lys

220

Asp

Thr

Met

Phe

Ala

300

Ile

Pro

Ala

Asp

Ser

380

Phe

Leu

His

Lys

val
460
Ala

Asn

Ser Arg

Val Ser

Ser Lys

Phe Tyr
190

Met Glu
205

Ala Pro

Ala Asn

Ile Arg

Gly Val
270

Tyr Lys
285

Ala Gln

Glu Asn

Asn Gly

Gln Leu
350

Ile Val
365

Lys Thr

Asp Ser

Val Glu

Cys Gln
430

Tyr Arg
445

His Ile

Asp Gly

Ile Arg

Ser
Asp
Gly
175
Lys
Ile
Leu
Ala
Asn
255
His
Gly
Ala
Lys
Ser
335
Asn
Ser
Val
Val
Ala
415
Pro

Gly

val

Phe

Val
495

Pro

Leu

160

Thx

Gly

Ala

Thr

Glu

240

Val

Arg

Ser

Gly

Val

320

Gly

Arg

Gly

Asn

Met

400

Ile

His

Gln

Ser

Leu
480

Arg
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<213> Schizochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1512)

<223>

<400> 31

gcc
Ala
1

cac
His

ctc
Leu

gcc
Ala

ctc
Leu
65

ggc
Gly

gcc
Ala

ttt
Phe

ggc
Gly

gtc
Val
145
gtc
Val

gcc
Ala

atc
Ile

gtt
Val

acc

ccg
Pro

acc
Thr

gge
Gly

ccg
Pro
50

gtc
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

gac
Asp

gtc
Val
130
gtg
Val

aac
Asn

gag
Glu

gcc
Ala

cce
Pro
210
gac

ctc
Leu

gac
Asp

gac
Asp
35

ctg
Leu

atc
Ile

ctc
Leu

ctg
Leu

agce
Ser
115
act
Thr

cgc
Arg

atc
Ile

atg
Met

tcg
Ser
195
gte
Val

aac

tac
Tyr

gtg
Val
20

ctc
Leu

tac
Tyr

gcc
Ala

cce
Pro

cct
Pro
100
aac
Asn

gtg
Val

tac
Tyr

cgc
Arg

ttc
Phe
180

ggc
Gly

gcc
Ala

cge

ctc
Leu

gcc
Ala

ggt
Gly

acg
Thr

gce
Ala

atg
Met
85

cag
Gln

ctc
Leu

gtg
Val

cgce
Arg

aac
Asn
165
atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp

ccc

tcg
Ser

tcc
Ser

gac
Asp

ggce
Gly

ggce
Gly
70

cac
His

ggc
Gly

gag
Glu

gag
Glu

gcce
Ala
150
cgce
Arg

cgce
Arg

atc
Ile

gat
Asp

atc

ES 2 562766 T3

cag
Gln

ggc
Gly

cgc
Arg

gcc
Ala
55

aag
Lys

cac
His

ccc
Pro

aag
Lys

gcc
Ala
135
gcc
Ala

atc
Ile

ccg
Pro

acc
Thr

atc
Ile
215
cac

gac
Asp

cag
Gln

tce
Ser

atg
Met

cgce
Arg

gtg
Val

tac
Tyr

gge
Gly
120
tcg
Ser

ggc
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

cag
Gln
200
gct
Ala

gtc

ccg
Pro

gcc
Ala
25

ttc
Phe

gcc
Ala

aag
Lys

cgc
Arg

gcc
Ala
105
aac
Asn

gca
Ala

ctc
Leu

ggc
Gly

ccg
Pro
185
gag
Glu

gte
Val

atc

122

acc
Thr
10

acc
Thr

atg
Met

aag
Lys

atc
Ile

gcc
Ala
90

gtc
Val

gtc
Val

ttc
Phe

tcg
Ser

aag
Lys
170
gag
Glu

cag
Gln

gag
Glu

ctc

agc
Ser

atc
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

ctc
Leu
75

gcc
Ala

aac
Asn

gat
Asp

atg
Met

cgc
Axrg
155
gtc
val

cac
His

fefele)
Ala

gct
Ala

ccg

ggc
Gly

gtg
Val

acc
Thr

att
Ile
60

ggc
Gly

ctc
Leu

ctc
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
140
aac
Asn

tcg
Ser

ctc
Leu

gag
Glu

gac
Asp
220
ctc

cag
Gln

cag
Gln

tac
Tyr
45

gce
Ala

tce
Ser

gag
Glu

atc
Ile

ttc
Phe
125
cte
Teu

gcec
Ala

cgc
Arg

ctc
Leu

ctc
Leu
205
tecg
Ser

atc

ctc
Leu

ccce
Pro
30

ggce
Gly

tcg
Ser

ttt
Phe

aag
Lys

cac
His
110
ctc

Leu

acc
Thr

gac
Asp

acc
Thr

gag
Glu
190
gcg
Ala

gge
Gly

atc

aag
Lys
15

tgc
Cys

gtc
Val

gcg
Ala

ggc
Gly

atc
Ile
95

tecg
Ser

gag
Glu

ccg
Pro

ggt
Gly

gag
Glu
175
aag
Lys

cgc
Arg

ggc
Gly

aac

aag
Lys

acg
Thr

gtc
Val

gac
Asp

gce
Ala
80

cag
Gln

cct
Pro

aag
Lys

cag
Gln

teg
Ser
160
cte
Leu

ctc
Leu

cgc
Arg

cac
His

ctc

48

96

144

192

240

288

336

384

528

576

624

672

720
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Thr
225
cge
Arg

cge
Arg

gcg
Ala

gtc
Val

cag
Gln
305
gag
Glu

tcg
Ser

gac
Asp

aag
Lys

aac
Asn
385
aag
Lys

cgc
Arg

tgg
Trp

tac
Tyr

aac
Asn
465
ctg
Leu

gtc
Val

<210> 32
<211> 504
<212> PRT

Asp

aac
Asn

gtt
val

ctc
Leu

gcc
Ala
290
gcc
Ala

gag
Glu

cgce
Arg

tcc
Ser

cge
Arg
370
ggt
Gly

ctc
Leu

tag
Trp

tgt
Cys

ctc
Leu
450
ctg
Leu

cgc
Arg

tac
Tyr

Asn

cgc
Arg

ggce
Gly

acc
Thr
275
aag
Lys

acc
Thr

gge
Gly

gce
Ala

atg
Met
355
gca
Ala

ctc
Leu

aag
Lys

gcc
Ala

ggc
Gly
435
gac
Asp

caa
Gln

aac
Asn

gag
Glu

Arg

ctg
Leu

gcc
Ala
260
atg
Met

cag
Gln

tac
Tyr

gtc
vVal

aac
Asn
340
cct
Pro

ctc
Leu

aag
Lys

atg
Met

aac
Asn
420
ccg
Pro

cce
Pro

atc
Ile

gac
Asp

ccce
Pro
500

<213> Schizochytrium sp.

<400> 32

Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Gln Asp Pro Thr Ser Gly Gln Leu Lys Lys

1

Pro

cac
His
245
ggc
Gly

ggc
Gly

tce
Ser

tcg
Ser

aag
Lys
325
aag
Lys

cct
Pro

cag
Gln

aac
Asn

tcg
Ser
405
atg
Met

gce
Ala

gct
Ala

ctc
Leu

ccg
Pro
485
acc
Thr

Ile
230
cgc
Arg

ggt
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

gat
Asp
310
ctc
Leu

cte
Leu

gce
Ala

gag
Glu

ccg
Pro
390
ctc
Leu

ggc
Gly

att
Ile

gtc
Val

cgt
Arg
470
cgc
Arg

aac
Asn

5

ES 2 562766 T3

His

gag
Glu

gge
Gly

gce
Ala

acc
Thr
295
atc
Ile

cag
Gln

tac
Tyr

gag
Glu

gtc
Val
375
gag
Glu

tgc
Cys

gcc
Ala

ggc
Gly

tcc
Ser
455
ggt
Gly

att
Ile

gcg
Ala

Val

tgc
Cys

gtc
Val

ttc
Phe
280
tgc
Cys

tgc
Cys

gtc
Val

gag
Glu

ctc
Leu
360
tgg
Trp

aag
Lys

tte
Phe

ccg
Pro

gcec
Ala
440
aac
Asn

gcc
Ala

gac
Asp

ctc
Leu

Ile

ggc
Gly

ggc
Gly
265
atc

Leu

tac
Tyr
250
tgc
Cys

gtc

Ile Vval

gac

aac

Asp Asn

atg

gcc

Met Ala

ctc
Leu

ctc
Leu
345

gag

aag
Lys
330
ttt
Phe

cgc

Glu Arg

gag

gag

Glu Glu

atc
Ile

cag
Gln

cgc tgg

Arg

gac

Trp
410
cgce

Asp Arg

425
ttc

aac

Phe Asn

gag
Glu

tgc

Cys Tyr

ctc

Leu Glu

123

tac
Tyr

tac

gag
490

Pro
235
ccc
Pro

ccg
Pro

acc
Thr

gtg
Val

ccg
Pro
315
aag
Lys

tgc
Cys

atc
Ile

ace
Thr

cgce
Arg
395
tac
Tyr

gtc
Val

gac
Asp

cce
Pro

ctg
Leu
475
acc
Thr

10

Leu

gcg
Ala

cag
Gln

ggc
Gly

cgc
Arg
300
gcc
Ala

gga
Gly

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys
380
gce
Ala

ctt
Leu

atg
Met

ttc
Phe

tgt
Cys
460
cgc
Arg

gag
Glu

Ile

cac
His

gcc
Ala

act
Thr
285
aag
Lys

gcc
Ala

acc
Thr

tac
Tyr

aag
Lys
365
gac
Asp

gag
Glu

ggt
Gly

gac
Asp

atc
Ile
445
gtc
Val

cgt
Arg

gat
Asp

Ile

cte
Leu

gce
Ala
270
gtc
Val

cag
Gln

gac
Asp

atg
Met

gac
Asp
350
cgt
Arg

ttt
Phe

cac
His

ctt
Leu

tac
Tyr
430
aag
Lys

gte
Val

ctc
Leu

gct
Ala

Asn

cgc
Arg
255
gcc
Ala

aac
Asn

ctc
Leu

atg
Met

ttce
Phe
335
tecc
Ser

atc
Ile

tac
Tyx

gac
Asp

gcc
Ala
415
cag
Gln

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

gcc
Ala
495

Leu
240
gtc
Val

gce
Ala

cag
Gln

tcg
Ser

ttc
Phe
320
ccc
Pro

tte
Phe

ttc
Phe

att
Ile

cece
Pro
400
age
Ser

gtc
Val

acc
Thr

atc
Ile

gcc
Ala
480
ttt
Phe

15

768

816

864

812

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1512
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His

Leu

Ala

Leu

65

Gly

Ala

Phe

Gly

Val

145

vVal

Ala

Ile

val

Thr

225

Arg

Arg

Ala

Val

Gln

305

Glu

Ser

<210> 33
<211>9
<212> PRT

Thr
Gly
Pro
50

Val
Gly
Ala
Asp
Val
130
Val
Asn
Glu
Ala
Pro
210
Asp
Asn
Val
Leu
Ala
290
Ala

Glu

Arg

Asp
Asp
35

Leu
Ile
Leu
Leu
Ser
115
Thr
Arg
Ile
Met
Ser
195
Val
Asn
Axg
Gly
Thr
275
Lys
Thr

Gly

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo

<220>

<221> MISC_FEATURE

Val

20

Leu

Tyr

Ala

Pro

Pro

100

Asn

val

Tyr

Arg

Phe

180

Gly

Ala

Arg

Leu

Ala

260

Met

Gln

Tyr

Val

Asn
340

Ala

Gly

Thr

Ala

Met

85

Gln

Leu

Val

Arg

Asn

165

Ile

Glu

Asp

Pro

His

245

Gly

Gly

Ser

Ser

Lys

325

Lys

ES 2 562766 T3

Ser
Asp
Gly
Gly
70

His
Gly
Glu
Glu
Ala
150
Arg
Arg
Ile
Asp
Ile
230
Arg
Gly
Ala
Gly
Asp
310

Leu

Leu

Gly

Arg

Ala

Lys

His

Pro

Lys

Ala

135

Ala

Ile

Pro

Thr

Ilie

215

His

Glu

Gly

Ala

Thr

295

Ile

Gln

Tyx

Gln

Ser

40

Met

Arg

Val

Tyr

Gly

120

Ser

Gly

Ile

Ala

Gln

200

Ala

Val

Cys

Val

Phe

280

Cys

Cys

Val

Glu

124

Ala

25

Phe

Ala

Lys

Arg

Ala

105

Asn

Ala

Leu

Gly

Pro

185

Glu

Val

Ile

Gly

Gly

265

Ile

Asp

Met

Leu

Leu
345

Thr

Met

Lys

Ile

Ala

90

val

val

Phe

Ser

Lys

170

Glu

Gln

Glu

Leu

Tyr

250

Cys

Val

Asn

Ala

Lys

330

Phe

Ile

Glu

Gly

Leu

75

Ala

Asn

Asp

Met

Arg

155

Val

His

Ala

Ala

Pro

235

Pro

Pro

Thr

Val

Pro

315

Lys

Cys

Val

Thr

Ile

60

Gly

Leu

Leu

Leu

Thr

140

Asn

Ser

Leu

Glu

Asp

220

Leu

Ala

Gln

Gly

Arg

300

Ala

Gly

Lys

Gln

Tyr

45

Ala

Ser

Glu

Ile

Phe

125

Leu

Ala

Arg

Leu

Leu

205

Ser

Ile

His

Ala

Thr

285

Lys

Ala

Thr

Tyr

Pro
30

Gly
Ser
Phe
Lys
His
110
Leu
Thr
Asp
Thr
Glu
190
Ala
Gly
Ile
Leu
Ala
270
Val
Gln
Asp

Met

Asp
350

Cys
Val
Ala
Gly
Ile
95

Ser
Glu
Pro
Gly
Glu
175
Lys
Arg
Gly
Asn
Arg
255
Ala
Asn
Leu
Met
Phe

335

Ser

Thr

Val

Asp

Ala

80

Gln

Pro

Lys

Gln

Ser

160

Leu

Leu

Arg

His

Leu

240

Val

Ala

Gln

Ser

Phe

320

Pro

Phe
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35
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45
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55

<2225 (2)..(3)

<223> x = cualquier aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)
<223>x=A0S

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(8)

<223> x = cualquier aminoacido

<400> 33

<210> 34

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)
<223>x=loLoV

<400> 34

<210> 35

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(5)
<223>x=loLoV

<400> 35

<210> 36

<211> 4244

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 36

ES 2 562766 T3

Phe Asn Xaa Ser His Ser

1

5

125

Trp Xaa Xaa Lys Glu Xaa Xaa Xaa Lys

5

Xaa Gly Xaa Asp Xaa



tttctctecte
cgtecegtteg
cttgttgcca
gggtctgect
ccatcgggcc
acgcacgggyg
gtcgeccgece
gcceccgeag
aagaaaagaa
tgatgggget
tttgggagag
ggttgctgaa
ggaggggatg
ccgegeggcyg
tattcattct
ggactctatg
agatacagca
gcacggcagc
tttttgattt
caagaggcaa
cgccgetecg
ttccattcac
tgttecgtteg
acgaccctcg
tgctaagcge
aagtctccat
ggagagaagg
gccctcttag
ggcggccacg
ccgtetgett
ccgtcetteeg
acgtacttaa

tcgagetgtt
atcaagcgcet
ggcagccgcea
gcectcecget
tecgectecte
ggacgcgcge
tccttectte
cggcgegeag
aataacagcg
tctegtggeg
aagagtggga
acttcttcga
gatacctccce
gtgggtccgg
tcctctecag
ttttagggca
cagagacctt
ggtgcacgceg
taggtggtat
gcaagtacat
ctcaagcectge
ttttctgecat
tgcgtgegtg
gtcgtecgecg
gcagcaatgce
cgcagccaca
aaagacccgce
acagttccta
ggttcececce
acgcacttcg
gccgegtegg
tattaacagt

ES 2 562766 T3

gctgetgetg
cgctegeteg
ggctgtctgt
ccecgeccgeca
gcgecgecacg
cccgegteee
cctecgectec
gaagcgagga
ccgtetegeg
cggctgegge
cgcggagaag
gcggcacagg
gaggctggea
aggcgcgagg
gaaggaagca
cgteggagca
gccggcgacy
ctcecteggea
gcetgecact
acatccattc
agctagctgg
ccgeggecag
cgtgcgtcce
caagcgaaac
tgagagtaat
ttcaggecttt
cgcecgeegec
ggtgccggge
gcaccttcca
cgecggecgece
aggtcgtece
gggacctcge

ctgctgctge
accgatcggt
ctgtttgtgt
gccgeccgta
catcgecgege
ccgccgecge
tcttectece
gagcggggag
cagacgcgcg
ctggcecegge
ataagatggt
cgatggcgag
tggacgagcet
ttggttttet
agtcacatag
gaaggcgcga
cggatgcagg
gatgcacggt
ttgaacatca
gaattcaagt
ctgacagggc
caggcccgta
agctgccectgt
ccgacgccga
cttcagccca
ctctetctet
tctgecgectg
gcecgecgege
caccttctte
gcccgcgaac
cgcgecgege
acaggacctg

tgcttecttg
gcgtgegtge
agttttacce
tccacccege
atcgcatgca
cgtegtegte
gagccceect
gagagaagaa
cggccgegtyg
ctcgectttyg
gccatggege
agaccgacag
ggccgegegg
tcatacctga
agtatcacta
gcgattcgaa
cgagcacgca
tctgegecge
tccacaagte
tcaagagacg
tcgetggetg
cgcacgttct
ctaatctgce
cctggecaat
ccaagtcatt
cccteectet
tgacgggctg
ctccgtcegea
ccecegecagec
ccgagegegt
tactcegggt
acggcagcac

ctggttctca
gtgcgtgagt
tcggggtteg
tcgecteege
tcatgctgcee
tggcgatgcece
gtcttectte
aagaaaagaa
cgaggceggeg
aggtgcagge
aggacggaga
ctgceggege
atctggcetgg
taccatacgg
gcctaatgat
tgcgagcgat
cgcaccgeac
gcectttacat
aacgcagcat
cagcaacagc
tagtggaaaa
ctegtttgtt
gcgegatcca
gccgcaagaa
atcgctgecece
ctttctgeceg
tcecgttgtaa
ggcacacgta
ggaccgcgceg
gctgtgggeg
cctgtgeggt
agacgtcgcee

gcctegeate
gceggggcgge
tcgetegete
tggctgcecatg
tgcectgectt
cacccgecgce
cgcgataccg
gagaaggagg
gctggcgaag
ccceggteca
gttctectcee
ctcgcectegeg
gccggegatce
ccgecteegt
gttcgtagge
tagctcgact
tgggecgacg
cacgccctece
acgcacgcac
gctteccttcee
cgatacctge
tagggtttgt
cgatctgatc
gtctgegege
aagcacgcag
tgctgctgtyg
gtacatacat
tcgtegecge
gcecgecgecg
atggatggat
agcgaggacg
cgctgccgeg
tctttgtcte
tggaagatgg
gaggaggagc
tcggagagag
gcacgagcac
cagcgcctag
caagccgcca

<210> 37

gctggggacy
ctctteegge
gcgggagege
cctgectgee
cgtgegtgeg
acctcgactt
tgcgaggcta
gctggcggag
gtgcctggag
ttccaccacg
gccgggectt
gaggattcgce
gcgatggcetg
attgtggatt
ttggttatag
tgggtccaca
aaagtgcgeg
gtcgcagtca
gcacgcacgc
gcacgggccet
cggtgecgee
tcgtceetgaa
tgatttgcett
cgcagcttee
cttcgecgece
gccgggettt
actgccggcet
cgcgggegcee
ctcecgeteeg
ggatggatgyg
agcgcgcgag
cccgecttge
gcgcgecgcet
ctcattcaat
agcaagcaaa
agtcttgcgg
gagcacgagc
ctcgctcgat
gccageccagce

caggcgaggc
cggcggcecge
agcgcggcege
tgcctgectg
tgcgtgagtg
ttgaagaagc
cgaagcgagt
gcgtgceatge
gatctaacga
tctgtgectg
caggaccgag
cggccgecgy
tgctgacgta
cgttagttgg
ctaatagttt
ccactgccec
agtgaggtaa
gtccagacag
ccgcacgcac
acctctcget
tcegteacge
ttgtttgatt
tgctttgett
cttettctece
gcatccggte
tctecatcegg
tcctectett
gcgcgegeeg
ctccgaggee
atggattttg
cgcggcagece
gagcctgege
tggcctegtg
cgacccattc
ccaaaagctc
cgaccaccgg
acgagcacga
acagaaagag
tagctagcca

atcccggege
atcaggcgga
cagcgtggece
cgtgcgtgeg
cggcggaaga
cgcgatgcga
ctggceggece
cggcgaccat
tcgctgetat
ccgcecctgace
acgagacctg
gccggacggyg
ctegtgegtg
ttgttggttg
agtttatact
tctactgtga
cctaagcaac
gcagaaaagc
gctccctece
ccctegecete
gctcagcegce
tgatttgatt
tgtctceete
cagccctect
ggtcggtegg
cgactectttc
ccagcgcegge
ccgecgecge
gcgagagggce
ttgatcgatg
ggattcgcag
cgcgagcgag
tgtcttgtge
acgcacgcac
tcgegetege
cagcagcagc
gcattcgagc
gcgggttggg
gcctgectge

126

ggccccgeac
tgacgcaaga
aagctceccge
tgcgtgcegtg
gggatcatgce
tgcgatgega
gtcatacaac
tgcgaacgceg
gatgctatag
tgcgettgge
cagctgcage
actcgcgagg
gcagccgtac
atttgttgat
ggtgctcttc
atggatcaat
ggcggtctte
gtcttaggga
tegegtgect
gccgcaccag
agctcagceccce
tgatttgatc
ccggegegga
tctgcteceg
tcgatcgacce
ttctcecatac
gacggecggcea
ccgegtegea
cgcggcggcyg
geggegeatg
ggcctcgete
cgagcgagceg
ttgcgtageg
tcecggegege
ggtctcggge
agcagcagca
aagaggacag
cgtaaaaaaa
caaa

cggggagget
gccctegeag

ccettetgge
ccttegtgeg
gaggatcaat
tgcgatgcega
gcacgttttc
gcgtctegtg
ctgtgctgat
ttteccttcaa
tagactcgcg
tcacacggcc
gtcagcgacg
taattttttt
ggtgctgatt
ggacgcacga
agaggggacg
ccacgcacgce
atttttttag
gcggcageag
agccgecgage
cgatcecgatc
ccaagcgtcc
cctctegege
cgcectgeege
gtcctactac
ggctgegacy
gggcctegtce
cgatggatgg
ggcggagatg
gcectegegece
agcggggett
ggcgceegegyg
agagaaggcc
tcgageggte
gcgectgtcga
acacggttgt
aaggagcacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4244
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<211> 3886
<212> ADN
<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> misc_feature
<222> (2115)..(2115)
<223>n=a,c,got

<400> 37

gatcttgatt
ctetggettyg
tcgattgcca
tcggattctt
gacaaaccct
cceectgaca
agcatcacgc
taggatctga
taaagtgaca
gacaaatgaa
agaaaatcaa
ggttcttgge

gccaagctet
ccgagcecttte
aggtctggtg
tcectgatttyg
tgatcgacag
gccaacacct
cccggeacte
gaataaaagc
acgaacgact
agcaggcgcc
ggacaaggag
aagttgacgg

ES 2 562766 T3

ggattgtcga
agaaatagac
gattctcgaa
ttttgtcaag
cagcctttca
tgatgcaggg
accctcaaca
aggtcaccac
tgcaagttta
gagtcttatt
agcaggttac
gatgtgtgeg

ttccgatgaa
aaaattgccg
ctctegattg
accttgagat
tcacgctcag
tctcaacctt
ttcgacagcce
gaccgtaggce
aatgtaaaga
tgaggaggtg
gtaccggtat
agtgaccgtg

127

tcgagetett
agttcctgat
tcaaaatctt
tgtgcaaaac
ctcttgtcat
gatttttgga
aacgcttttt
caacgcgaca
gcagcaattg
ggcctgtgge
actggtatac
gtagttaacg

tgttgtcgag
tgcggggete
ggtcgtctcg
cttgatcgtt
tgattatatt
ggccatcatc
tttcttcgac
accatggaaa
cccgeccaca
aatgggcgaa
gtacatggat
aaagagccgce

60
120
180
240
300
360

480
540
600
660
720



aagggcaagg
ccgcatgatg
cgcggcggeg
cgctegtgeg
ctaaacccaa
gcgcteccgece
ctececteect
gccetggace
tececggatcag
tgcttcttte
ccegetegea
ggaaggcggce
gcagaaggcyg
gcgcgagact
ttteccgetgg
ccaagaccgce
agagcgcgca
gcggagcaga
ccgggttacce
gcacgatgcg
cgeggceggceyg
gcggegggygce
gctggagttg
aaagtgttgg
ctctctettg
tctectcetece
gcecgtgcegg
cgcgacgcga
tcgagctctce
ccggcacgcece
gegetegetyg
gcgcgcagge
gagatcgaat
tgecttttte
cgcatacgtce
ggcgacaggyg
cgcgectcac
cgeggatcete
gcaccgcatc
cgcgcetectc
gctggcggeg
gcegggegecg
¢ggggaggga
tggacttgaa
agaggaagtt
gcgttcecage
aggggacgcg
ccgggecgea
aaggccggcg
ggcgcaggag
agaacccaat
gatcactagt
gcagcagcag

aaagcaagag
aaacgctgta
ggtgtattat
aacgacgcaa
acctaaacga
gctcgetect
ccctcectet
aatggcatgc
atctcggegg
acatccatca
cgcgegcact
cgcggtctec
ggtggcggeg
acgcatgcce
cgecegegect
cgcagacgtc
ggcgcggcegg
acgggcagac
ggcgaagtga
agcgagagag
gagcggagceg
ctggcctgge
ggtggattca
ccggneggtg
gctctetgte
tctcegtgeg
cgagggtttg
cgcgagtcac
ccgetttett
gctgagaagyg
ctgctgctge
tttgccacga
gagagataaa
ctttttcagg
tgcatcgcat
cggccageca
gcacgcgccg
cgcgagccecg
gcatcgcatc
ttcggegega
gccctggege
caggaggagc
cggggaggag
cgcgaagaag
gaagaagacg
tgcggeggeg
cgcgcggagyg
ggtgtggege
gcgtcggegyg
caggagcagg
cgagatccag
accgctgcegg
ccacgagagyg
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aatgcagact
tttcacctgg
acattttcce
gcectttcegea
aagaacattt
ccteetgeca
ctcctgcecac
tgctgcacge
ggcgtgegeco
tgtcctccaa
gcecgctgega
ctccgeggtt
gcggcttecg
ttgcgtcatg
aagcceccegg
ggcccteteg
gagggcggec
tecggageggg
gcggetgegg
agacgctgcc
agggagaggyg
ctggtttgge
tttggatttt
ttetttgttt
aggcggtceyg
tatacgtacg
ctcagecctgg
tggttcgege
ctttcettet
gctggcggeg
tgctgectget
ggcecggegtg
ctggatggat
tccacagegg
cgcatcgcat
gccaggeagc
cagtgcgcge
aaacgaagag
gegttcecta
tcgaggecece
tcgcgetgge
ggcagcggcet
aaggagaagg
aagaagaagg
aggagcaggc
gggcgggctg
cggagggggc
gcgcgacgac
gcggaaggec
gcegggageg
agcgagcaga
aatcacagca
gagataaaga

tttccacagg
cacgtggtgg
cctcaggtct
tcgtgcagece
ttacctctet
gtgtcgegee
cgcecctete
teggeggatyg
gcggggtceac
acctccgect
aagcaagcgc
gcctcgetece
tcttcegtcag
cgctecgecagg
cgcgecacggt
cggccagcca
gcggagcagce
cagggcggge
ggagcggetg
gcgaatcaag
agagggagag
ttggtcagcg
cttttgtttt
tgatttctte
gtccacgecce
tacgtttgta
agcaatgcga
tgtggetgtyg
cacgccacca
atgacggcac
getgcetgetyg
ctggcegetg
tcatcgaggg
gaagcaggag
gcacgcatcg
cagccaggca
atcgctcgea
cgcegtacgg
gagagtagta
cggcgecegeg
ggecgecegeg
gctegecgece
cgcgcaaggc
agaagaagtt
gcgttccaag
¢ggggcggge
cgagcgggag
ggaggcgacg
ccgcegeggag
ggagcgggag
ggceggeege
gcagcagcag
aaaagcggca

128

atggatgggt
cgcacgegcc
actgccatcc
tctttctggt
ctctctceca
ctaacttccc
tcegegetge
acgcaagccg
tgcggacctg
cctccacgea
ccgcecgecyg
cgcgeggggce
cggcctacgt
tagcecgeege
attgccgega
gccagcageg
gcagagcggg
agagctttgg
tgggaggggt
aaggtaggcyg
agagggaggg
cggccttgte
tgtttttcte
aaaagttttg
cggcctcectece
tacgtacata
tgcgatgega
gcttgettge
ccaacgaaag
gcgcgecege
ctgctgctge
ccgcttcecag
atgaatgaac
cgcgtgaatc
ctcgeeggga
ggcaccagag
gtgcagacct
gcccatccta
ctcgacgaag
acgatcgcgg
ggcgtectgge
agagaagagc
ggccccgaaa
gaagaagaag
gcgegttcte
gcgggcgegyg
cccctgcetge
acgccagcgg
caggggcggg
cgggcggcegy
gagcccgagce
cagcagcagc
gagacg

ccgcagcettg
cacatatgat
ctccatgegt
aaggcaagag
ttggtcgegt
cccteectece
gtgcggtget
cttcgcaatt
ccgcggecece
cgtacgcacg
cccggcgacyg
tgggcgggca
cggcggegge
gggcctageg
taccgtacgg
cagcggagga
gcggagcage
ggtttaagga
gagtacgcaa
cgctgegagg
agacgtcgee
cgagcgtgeca
tettteeegg
gtggttggtt
tctectctee
catcccgece
tgegatgega
ttacttgcett
aagatcggcce
tgccacgttg
tgctgettet
tcecgegtgga
gatggttgga
tgccgcecatce
gccacagacg
ggccagagag
tgattcccecg
gcgtegecte
gcaccatttc
cggecgeggce
cctggegege
gcgeccgggece
gagaagaccc
aagaagaagg
ttccggagge
gtgcgggeag
tgcggggege
ccgcgacgac
agcaggacaa
agcccgaggce
ccgcgecgea
agcagcagca

780

840

900

%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3886
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada entre el
grupo que consiste en:

a. una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de: SEC ID N° 2;

b. una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que
consiste en: SEC ID N° 8, SEC ID N° 10, y fragmentos biolégicamente activos de las mismas, en la que los
fragmentos biolégicamente activos muestran una actividad biol6gica seleccionada entre el grupo que consiste en
actividad B-ceto acil-ACP sintasa (KS) y actividad malonil-CoA:ACP aciltransferasa (MAT);

c. una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que es al menos un 60 % idéntica a
dicha secuencia de aminoacidos de (b), en la que dicha secuencia de aminoacidos tiene una actividad biolégica
seleccionada entre el grupo que consiste en actividad 3-ceto acil-ACP sintasa (KS) y actividad malonil-CoA:ACP
aciltransferasa (MAT); y

d. una secuencia de acido nucleico que es completamente complementaria a la secuencia de acido nucleico de (a),

(b) o (c).

2. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha secuencia nucleica codifica una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en: SEC ID N° 8 y SEC ID N° 10; en la que dicha secuencia de aminoacidos tiene una actividad
biologica seleccionada entre el grupo que consiste en actividad B-ceto acil-ACP sintasa (KS) y actividad malonil-
CoA:ACP aciltransferasa (MAT).

3. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha secuencia nucleica codifica una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en: SEC ID N° 8 y SEC ID N° 10; en la que dicha secuencia de aminoéacidos tiene una actividad
bioldgica seleccionada entre el grupo que consiste en actividad B-ceto acil-ACP sintasa (KS) y actividad malonil-
CoA:ACP aciltransferasa (MAT).

4. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, en la que dicha secuencia nucleica codifica una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en: SEC ID N° 8 y SEC ID N° 10; en la que dicha secuencia de aminoéacidos tiene una actividad
bioldgica seleccionada entre el grupo que consiste en actividad B-ceto acil-ACP sintasa (KS) y actividad malonil-
CoA:ACP aciltransferasa (MAT).

5. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una secuencia
nucleica que codifica una secuencia de aminoacidos que es al menos un 60 % idéntica a la SEC ID N° 18 o un
fragmento biolégicamente activo de la misma, en la que el fragmento bioldgicamente activo muestra actividad
biologica cetorreductasa (KR).

6. La molécula aislada de &acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que dicha secuencia de acido nucleico codifica
la secuencia de aminoé&cidos de: SEC ID N° 2.

7. La molécula aislada de é&cido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha molécula de éacido nucleico
comprende la secuencia de acido nucleico de: SEC ID N° 1.

8. Una molécula de acido nucleico recombinante que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién
1, unida de forma funcional a al menos una secuencia de control de la transcripcion.

9. Una célula recombinante transfectada con la molécula de acido nucleico recombinante de la reivindicacion 8.

10. Un microorganismo modificado genéticamente, en el que dicho microorganismo expresa un sistema PKS que
comprende al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema de &cido graso poliinsaturado (PUFA)
policétido sintasa (PKS), en el que dicho microorganismo se ha modificado genéticamente por transfeccion con una
molécula de acido nucleico recombinante que codifica dicho al menos un dominio de dicho sistema PUFA PKS, y en
el que dicha molécula de acido nucleico recombinante comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y en el que dicha molécula de acido nucleico recombinante no es
endodgena a dicho microorganismo modificado genéticamente.

11. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacién 10, en el que dicho microorganismo es un
traustoquitridio.

12. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacién 11, en el que dicho traustoquitridio es de un
género seleccionado entre el grupo que consiste en Schizochytrium y Thraustochytrium.
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13. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacién 10, en el que dicho microorganismo se ha
modificado genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos una molécula de acido
nucleico que codifica al menos un dominio bioldgicamente activo de un sistema PUFA PKS bacteriano.

14. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacion 10, en el que dicho microorganismo se ha
modificado genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos un dominio
biolégicamente activo de un sistema PKS de un sistema PKS Tipo I.

15. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacién 10, en el que dicho microorganismo se ha
modificado genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos un dominio
biolbgicamente activo de un sistema PKS de un sistema PKS Tipo II.

16. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacion 10, en el que dicho microorganismo se ha
modificado genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos un dominio
bioldgicamente activo de un sistema PKS de un sistema PKS modular.

17. Una planta modificada genéticamente, en la que dicha planta se ha modificado genéticamente para que exprese
de forma recombinante un sistema PKS que comprende al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema
de &cido graso poliinsaturado (PUFA) policétido sintasa (PKS), en la que dicho dominio esta codificado por una
secuencia de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

18. La planta modificada genéticamente de la reivindicacion 17, en la que dicha planta se ha modificado
genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos una molécula de acido nucleico
que codifica al menos un dominio bioldgicamente activo de un sistema PUFA PKS bacteriano.

19. La planta modificada genéticamente de la reivindicacion 17, en la que dicha planta se ha modificado
genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos un dominio biolégicamente activo
de un sistema PKS de un sistema PKS Tipo .

20. La planta modificada genéticamente de la reivindicacién 17, en la que dicha planta se ha modificado
genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos un dominio biolégicamente activo
de un sistema PKS de un sistema PKS Tipo II.

21. La planta modificada genéticamente de la reivindicacion 17, en la que dicha planta se ha modificado
genéticamente adicionalmente para que exprese de forma recombinante al menos un dominio biolégicamente activo
de un sistema PKS de un sistema PKS modular.

22. Un método para producir una molécula bioactiva que se produce por un sistema de policétido sintasa, que
comprende hacer crecer o cultivar, en condiciones eficaces para producir dicha molécula bioactiva, un organismo
modificado genéticamente, en el que dicho organismo modificado genéticamente es el microorganismo modificado
genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16 o la planta modificada genéticamente
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 21.

23. El método de la reivindicacion 22, en el que dicho organismo modificado genéticamente es un microorganismo
traustoquitridio y en el que dicho traustoquitridio es de un género seleccionado entre el grupo que consiste en
Thraustochytrium y Schizochytrium.

24. El método de la reivindicacion 22, en el que dicho organismo modificado genéticamente es un microorganismo
traustoquitridio y en el que dicho traustoquitridio es Thraustochytrium sp. 23B (ATCC 20892).

25. El método de la reivindicacién 22, en el que dicho organismo modificado genéticamente es un microorganismo
traustoquitridio y en el que dicho traustoquitridio es Schizochytrium sp. SR21.

26. El método de la reivindicacion 22, en el que dicho organismo modificado genéticamente es un microorganismo
traustoquitridio y en el que dicho traustoquitridio es Schizochytrium cepa ATCC 20888.

27. El método de la reivindicacién 22, en el que dicho organismo modificado genéticamente es un microorganismo
traustoquitridio y en el que dicho traustoquitridio es Schizochytrium limacinum (IFO 32693).

28. El método de la reivindicacién 22, en el que dicho organismo modificado genéticamente es un microorganismo
traustoquitridio y en el que dicho traustoquitridio es Ulkenia (BP5601).

29. El método de la reivindicacion 22, en el que dicho organismo modificado genéticamente produce un perfil de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) que difiere del organismo de origen natural sin una modificacién genética.
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30. El método de la reivindicacién 22, en el que dicha molécula bioactiva se selecciona entre el grupo que consiste
en: una formulacién anti-inflamatoria, un agente quimioterapéutico, un excipiente activo, un farmaco para la
osteoporosis, un anti-depresivo, un anti-convulsivo, un farmaco anti-Heliobactor pylori, un farmaco para el
tratamiento de enfermedad neurodegenerativa, un farmaco para el tratamiento de enfermedad hepéatica
degenerativa, un antibiotico, y una formulacién para disminuir el nivel de colesterol.

31. El método de la reivindicacion 22, en el que dicha molécula bioactiva es un antibiético.
32. El método de la reivindicacion 22, en el que dicha molécula bioactiva es un acido graso poliinsaturado (PUFA).

33. El método de la reivindicacion 22, en el que dicha molécula bioactiva es una molécula que incluye dobles
enlaces carbono-carbono en configuracion cis.

34. El método de la reivindicaciéon 22, en el que dicha molécula bioactiva es una molécula que incluye un doble
enlace cada tres carbonos.

35. Un método para producir una planta que tiene un perfil de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) que difiere de la
planta de origen natural, que comprende modificar genéticamente células de dicha planta para que expresen un
sistema PKS que comprende al menos una molécula de acido nucleico recombinante que comprende una secuencia
de acido nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema PUFA PKS, en el que dicho
al menos un dominio de dicho sistema PUFA PKS esta codificado por una secuencia de acido nucleico de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

36. Un método para producir leche animal humanizada, que comprende modificar genéticamente células
productoras de leche de un animal no humano productor de leche con al menos una molécula de acido nucleico
recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente
activo de un sistema PUFA PKS, en el que dicho al menos un dominio de dicho sistema PUFA PKS esta codificado
por una secuencia de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

37. Un método para producir un microbio recombinante, que comprende modificar genéticamente células
microbianas para que expresen al menos una molécula de acido nucleico recombinante que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos un dominio biolégicamente activo de un sistema PUFA PKS, en
el que dicho al menos un dominio de dicho sistema PUFA PKS estéa codificado por una secuencia de acido nucleico
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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