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DESCRIPCION
Enzimas y métodos para producir acidos grasos omega-3
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para sintetizar acidos grasos de cadena larga poliinsaturados, en
especial acido eicosapentanoico, acido docosapentaenoico y acido docosahexanoico, en células recombinantes
tales como células de levadura o vegetales. También se proporcionan células o plantas recombinantes que
producen acidos grasos de cadena larga poliinsaturados. Ademas, la presente invencién se refiere a un grupo de
nuevas enzimas que presentan actividad desaturasa o elongasa que se pueden usar en métodos para sintetizar
acidos grasos de cadena larga poliinsaturados. En particular, la presente invencion proporciona w3 desaturasas, A5
elongasas y A6 desaturasas con actividades novedosas. También se proveen métodos y construcciones de ADN
para transformar, de forma transitoria y/o estable, células, en particular células vegetales, con multiples genes.

Antecedentes de la invencion

Los acidos grasos de cadena larga poliinsaturados omega-3 (LC-PUFA y VLC-PUFA) se reconocen ampliamente en
la actualidad como importantes compuestos para la salud de seres humanos y animales. Estos acidos grasos se
pueden obtener de la dieta o por conversion de los acidos grasos linoleico (LA, 18:2w6) o a-linolénico (ALA, 18:3w3),
ambos considerados como acidos grasos esenciales en la dieta humana. Aunque los seres humanos y muchos otros
animales vertebrados pueden convertir LA o ALA, obtenido de fuentes vegetales, en VLC-PUFA, realizan esta
conversién a una velocidad muy baja. Mas aun, la mayoria de las sociedades modernas tienen dietas
desequilibradas en las cuales al menos un 90 % de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son de acidos grasos
w6, en lugar de la relacion de 4:1 o menos para los acidos grasos w6:w3 considerada ideal (Trautwein, 2001). La
fuente inmediata de la dieta de los VLC-PUFA tal como el acido eicosapentanoico (EPA, 20:5w3) y el acido
docosahexanoico (DHA, 22:6w3) en humanos proviene mayormente del pescado o del aceite de pescado. Por ello
los profesionales de la salud han recomendado la inclusién regular de pescado que contiene niveles significativos de
VLC-PUFA en la dieta humana. Los aceites VLC-PUFA derivados del pescado se estan incorporando cada vez mas,
por ejemplo, en los productos alimentarios y en formulas infantiles. Sin embargo, debido a una disminucién de las
pesquerias globales y nacionales, se necesitan fuentes alternativas de estos aceites beneficiosos que mejoran la
salud.

Las plantas superiores, a diferencia de los animales, no tienen la capacidad de sintetizar acidos grasos
poliinsaturados con longitudes de cadena mayores que 18 carbonos. En particular, las plantas de cultivo y de
horticultura junto con otros angiospermas no tienen las enzimas necesarias para sintetizar los acidos grasos w3 de
cadena mas larga tales como EPA, acido docosapentaenoico (DPA, 22:5w3) y DHA que derivan de ALA. Un objetivo
importante en la biotecnologia de plantas es entonces la manipulacion de plantas de cultivo que producen
cantidades sustanciales de VLC-PUFA, proporcionando de esa manera una fuente alternativa de estos compuestos.

Vias de biosintesis de VLC-PUFA

La biosintesis de los VLC-PUFA en organismos tales como algas microscépicas, musgos y hongos habitualmente
tiene lugar como una serie de reacciones de desaturacion y elongacion dependientes de oxigeno (Figura 1). La via
mas comun que produce EPA en estos organismos incluye una desaturacion A6, una elongacion A6 y una
desaturacién A5 (conocida como la via de desaturacién A6) en tanto una via menos comuin utiliza una elongacién
A9, una desaturacion A8 y una desaturacion A5 (conocida como la via de desaturacion A9). Estas reacciones
consecutivas de desaturacion y elongacion pueden comenzar con el sustrato de acido graso w6 LA, que se muestra
esquematicamente como la parte superior izquierda de la Figura 1 (w6) o el sustrato w3 ALA, que se muestra en la
parte inferior derecha de la Figura 1 (w3). Si la desaturacion A6 inicial se efectlia sobre el sustrato w6 LA, el producto
de VLC-PUFA de la serie de tres enzimas sera el acido graso w6 ARA. Los organismos que sintetizan VLC-PUFA
pueden convertir acidos grasos w6 en acidos grasos w3 usando una w3 desaturasa, que se muestra como el paso
Al7-desaturasa en la Figura 1 para la conversion de acido araquidénico (ARA, 20:4w6) en EPA. Algunos miembros
de la familia de w3-desaturasas pueden actuar sobre varios sustratos que varian en un rango entre LA y ARA. Las
w3-desaturasas vegetales a menudo catalizan especificamente la desaturacion A15 de LA en ALA, en tanto las w3-
desaturasas fungicas y de levadura pueden ser especificas para la desaturacion A17 de ARA en EPA (Pereira et al.,
20044a; Zank et al., 2005). Algunos informes sugieren que pueden existir w3-desaturasas no especificas que pueden
convertir una amplia variedad de sustratos w6 en sus correspondientes productos w3 (Zhang et al., 2007). Otras w3-
desaturasas pueden tener preferencia por los sustratos w3 (Sayanova et al., 2003).

La conversion de EPA en DHA en estos organismos es relativamente simple, y consiste en una elongacion A5 de
EPA para producir DPA, seguido por una desaturacion A4 para producir DHA (Figura 1). Por el contrario, los
mamiferos emplean la via conocida como “Sprecher” que convierte DPA en DHA mediante tres reacciones
separadas que son independientes de una A4 desaturasa (Sprecher et al., 1995).
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Las desaturasas front-end [desaturasas que introducen un doble enlace entre un doble enlace preexistente y el
extremo carboxilico de su sustrato] halladas en general en plantas, musgos, algas microscopicas y animales
inferiores tal como Caenorhabditis elegans aceptan predominantemente los sustratos de acido graso esterificados
en la posiciéon sn-2 de un sustrato de fosfatidilcolina (PC). Por ello estas desaturasas son conocidas como
desaturasas front-end, acil-PC, ligadas a lipidos (Domergue et al., 2003). Por el contrario, las desaturasas front-end
de animales superiores generalmente aceptan sustratos de acil-CoA donde el sustrato de acido graso esta ligado a
CoA en lugar de PC (Domergue et al., 2005).

Cada reaccion de elongacion de PUFA y VLC-PUFA consiste en cuatro pasos catalizados por un complejo proteico
de multiples componentes: primero, una reaccion de condensacién da como resultado la adiciéon de una unidad 2C
de malonil-CoA en el acido graso, dando como resultado la formacién de un intermediario (-cetoacilo. Este es
reducido luego por NADPH, seguido por una deshidratacion para obtener un intermediario enoilo. Finalmente se
reduce este intermediario una segunda vez para producir el acido graso elongado. Se cree en general que el paso
de condensacién de estas cuatro reacciones es especifico del sustrato en tanto los otros pasos no lo son. En la
practica, esto significa que la maquinaria de elongacién nativa de la planta tiene la capacidad de elongar los VLC-
PUFA siempre que se introduzca la enzima de condensacién (normalmente denominada ‘elongasa’) especifica del
VLC-PUFA, aunque la eficacia de la maquinaria de elongacion nativa de la planta en la elongacién de los sustratos
VLC-PUFA no nativos puede ser baja. En 2007 se publicd la identificacién y caracterizaciéon de la deshidratasa del
ciclo de elongacion de levadura (Denic y Wissman, 2007).

La desaturacion de VLC-PUFA en plantas, musgos y algas microscoépicas tiene lugar naturalmente en sustratos de
acidos grasos, predominantemente en la agrupacion de acil-PC, en tanto la elongacion tiene lugar en sustratos de la
agrupacion acil-CoA. La transferencia de acidos grasos de las moléculas de acil-PC a un transportado CoA es
realizada por las fosfolipasas (PLA), en tanto la transferencia de acidos grasos acil-CoA a un transportador PC es
realizada por las lisofosfatidilcolina aciltransferasas (LPCAT) (Figura 2) (Singh et al., 2005). La reduccion en el flujo
debido a un intercambio de acilo que debe tener lugar antes de la desaturacion puede seguir a una elongacion, o
viceversa, puede efectuarse mediante el uso de una desaturasa con especificidad por sustratos acil-CoA (Hoffmann
et al., 2008).

Produccién manipulada mediante ingenieria genética de VLC-PUFA

La mayor parte de la manipulacion mediante ingenieria genética de VLC-PUFA se ha realizado usando la via de
desaturacién/elongacion A6 aerdbica. La biosintesis de acido y-linolénico (GLA, 18:3w6) en tabaco fue descrita por
primera vez en 1996 usando una A6-desaturasa de la cianobacteria Synechocystis (Reddy y Thomas, 1996). Mas
recientemente, se ha producido GLA en plantas de cultivo tal como alazor (73 % de GLA; Knauf et al., 2006) y soja
(28 % GLA; Sato et al., 2004). La produccion de VLC-PUFA, tales como EPA y DHA, comprende una manipulacion
mas complicada debido al mayor niimero de pasos de desaturacién y elongacién involucrado. La produccion de EPA
en una planta de campo fue informada primero por Qi et al. (2004) quienes introdujeron genes que codifican una A9-
elongasa de Isochrysis galbana, una A8-desaturasa de Euglena gracilis y una A5-desaturasa de Mortierella alpina en
Arabidopsis produciendo hasta un 3 % de EPA. Este trabajo fue seguido por Abbadi et al. (2004) quienes informaron
la produccion de hasta un 0,8 % de EPA en semillas de lino usando genes que codifican una A6-desaturasa y una
A6-elongasa de Physcomitrella patens y una A5-desaturasa de Phaeodactilum tricornutum.

El primer informe de la produccion de DHA, y hasta la fecha los niveles mas altos de produccion de VLC-PUFA
informados, fue en WO 04/017467, donde se describe la produccién de 3 % de DHA en embriones soja, pero no en
semillas, mediante la introduccién de genes que codifican la A6-desaturasa de Saprolegnia diclina, la A6-desaturasa
de Mortierella alpina, la A5-desaturasa de Mortierella alpina, la A4-desaturasa de Saprolegnia diclina, la A17-
desaturasa de Saprolegnia diclina, la A6-elongasa de Mortierella alpina y la 5-elongasa de Pavlova lutheri. El nivel
maximo de EPA en embriones que también producian DHA era del 19,6 %, lo cual indica que la eficacia de
conversion de EPA en DHA era pobre (WO 2004/071467). Este hallazgo era similar a lo publicado por Robert et al.
(2005), donde el flujo de EPA en DHA era bajo, con una produccion de 3 % de EPA y 0,5 % de DHA en Arabidopsis
usando la A5/6-desaturasa de Danio rerio, la A6-elongasa de Caenorhabditis elegans y la A5-elongasa y A4-
desaturasa de Pavlova salina. También en 2005, Wu et al. publicaron la produccion de 25 % de ARA, 15 % de EPA
y 1,5 % de DHA en Brassica juncea usando la A6-desaturasa de Pythium irregulare, una A5-desaturasa de
Thraustochytrid, la A6-elongasa de Physcomitrella patens, la Al2-desaturasa de Calendula officianalis, una A5-
elongasa de Thraustochytrid, la A17-desaturasa de Phytophthora infestans, la VLC-PUFA elongasa de Oncorhyncus
mykiss, una A4-desaturasa de Thraustochytrid y una LPCAT de Thraustochytrid (Wu et al., 2005).

Por ello persiste la necesidad de una produccion mas eficaz de LC-PUFA en células recombinantes, en particular en
semillas de plantas de semillas oleaginosas.

Resumen de la invencién

Los inventores de la presente invencién han identificado por primera vez una A5 elongasa que convierte eficazmente
EPA en DPA en una célula recombinante.
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Por lo tanto, la presente invencion proporciona una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal y mas
preferentemente una célula de semillas de una planta, que sintetiza acido docosapentanoico (DPA), en la que la
célula se ha derivado de una célula que no tiene capacidad de sintetizar DPA, y en el que la célula recombinante
comprende polinucleétidos exdégenos que codifican:

i) una elongasa de acido graso con actividad A5 elongasa

i) una A8 desaturasa y/o una A6 desaturasa,

iii) una A9 elongasa y/o una A6 elongasa,

iv) una A5 desaturasa y

v) opcionalmente una A4 desaturasa y/o una w3 desaturasa,

en donde cada polinucleodtido esta ligado operativamente a uno o mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucleétidos en la célula, en la que la A5 elongasa tiene actividad sobre EPA para producir DPA con una
eficacia de al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 % o al menos un 75 % cuando la elongasa se
expresa a partir de un polinucleétido exégeno en la célula, y en el que la A5 elongasa comprende aminoacidos cuya
secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:6, o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 47 % idéntica a
la SEQ ID NO:6.

Los inventores de la presente invencion también han identificado una w3 desaturasa con nuevas propiedades. La w3
desaturasa es de utilidad en las vias recombinantes disefiadas para obtener EPA, los acidos grasos descendentes
en la via DPA y DHA y otros w3 VLC-PUFA.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal y mas
preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende un polinucleétido exégeno que codifica una
acido graso desaturasa con actividad w3 desaturasa, en donde la desaturasa tiene la capacidad para desaturar al
menos uno entre ARA en EPA, DGLA en ETA, GLA en SDA, tanto ARA en EPA como DGLA en ETA, tanto ARA en
EPA como GLA en SDA, o los tres cuando la desaturasa se expresa a partir del polinucleétido exdgeno en la célula.

La desaturasa es preferentemente una desaturasa front-end.

En otro aspecto, la desaturasa tiene actividad A17 desaturasa sobre un acido graso C20 que tiene al menos tres
dobles enlaces carbono-carbono en su cadena de acilo, preferentemente ARA.

En otro aspecto, la desaturasa tiene actividad A15 desaturasa sobre un acido graso C18 que tiene tres dobles
enlaces carbono-carbono en su cadena de acilo, preferentemente GLA.

La desaturasa preferentemente tiene mayor actividad sobre un sustrato de acil-CoA que un correspondiente sustrato
de acil-PC.

En un aspecto, el sustrato de acil-CoA es ARA-C0A y el sustrato de acil-PC comprende ARA en la posicion sn-2 de
PC.

En otro aspecto mas, la célula es una célula vegetal y la desaturasa tiene actividad sobre ARA para producir EPA
con una eficacia de al menos 40 % cuando se expresa a partir del polinucleétido exégeno en la célula.

En un aspecto particular, la desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID
NO:15, 17 o 20, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 35 % idéntica a la SEQ ID NO:15, al menos un 60 % idéntica a la SEQ ID NO:17 y/o al menos un 60 % idéntica a
la SEQ ID NO:20.

Ademas, los inventores de la presente invencion han identificado un gen que codifica una A6 desaturasa que tiene
una mayor eficacia de conversion por sustratos de acidos grasos w3 que por el correspondiente sustrato de acidos
grasos w6 en plantas y/o en levadura. Esta A6 desaturasa también exhibe actividad A8 desaturasa. El uso de esta
A6 desaturasa o de otras desaturasas con una gran especificidad por sustratos de acidos grasos w3 desaturados en
las vias de LC-PUFA recombinantes en plantas incrementa los niveles de EPA, DPA y DHA con relacion al uso de
desaturasas sin preferencia por sustratos de acidos grasos w3 desaturados.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona ademas una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal
y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende un polinucleétido exdgeno que codifica
un acido graso desaturasa con actividad desaturasa A6, en donde la desaturasa se caracteriza ademas por
presentar al menos dos, preferentemente los tres, de los siguientes;

i) mayor actividad desaturasa A6 sobre ALA que LA como sustrato de acido graso, preferentemente en una
célula vegetal,
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i) mayor actividad desaturasa A6 sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que sobre ALA unido en la
posicion sn-2 de PC como sustrato de acido graso, preferentemente en una célula vegetal, y
iii) actividad desaturasa A8 sobre ETrA, preferentemente en una célula vegetal.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal
y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende un polinucleétido exdégeno que codifica
una &cido graso desaturasa con actividad desaturasa A6, en donde la desaturasa tiene mayor actividad sobre un
sustrato w3 que el correspondiente sustrato w6, y en donde la desaturasa tiene actividad sobre ALA para producir
SDA con una eficacia de al menos un 5 %, al menos un 7,5 % o al menos un 10 % cuando la desaturasa se expresa
a partir del polinucleétido exégeno en la célula, o al menos un 35 % cuando se expresa en una célula de levadura.

En un aspecto, la desaturasa tiene mayor actividad desaturasa A6 sobre ALA que LA como sustrato de acido graso,
preferentemente en una célula vegetal.

La desaturasa tiene preferentemente A6 al menos aproximadamente 2 veces mas actividad desaturasa A6, al menos
3 veces més actividad, al menos 4 veces mas actividad o al menos 5 veces mas actividad, sobre ALA como un
sustrato en comparacién con LA, preferentemente en una célula vegetal.

En otro aspecto, la A6 desaturasa tiene mayor actividad sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que sobre
ALA unido en la posicién sn-2 de PC como sustrato de acido graso, preferentemente en una célula vegetal.

La A6 desaturasa tiene preferentemente por lo menos aproximadamente 5 veces mas actividad desaturasa A6 o al
menos 10 veces mas actividad, sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que sobre ALA unido en la posicion
sn-2 de PC como sustrato de acido graso, preferentemente en una célula vegetal.

La A6 desaturasa es preferentemente una desaturasa front-end.

En otro aspecto mas, la célula de acuerdo con la invencion comprende ademas polinucleétidos exégenos que
codifican;

i) una A6 elongasa,

i) una A5 desaturasa,

iii) una A5 elongasa, y

iv) opcionalmente una A4 desaturasa y/o una w3 desaturasa,

en donde cada polinucleétido esta ligado operativamente a uno 0 mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucledtidos en la célula.

La A6 desaturasa en la célula no tiene preferentemente una actividad A5 desaturasa sobre ETA detectable.

La A6 desaturasa comprende preferentemente aminoacidos que tienen una secuencia proporcionada en la SEQ 1D
NO:10, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 77 %
idéntica a la SEQ ID NO:10.

En otro aspecto, la A6 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:8, un
fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 67 % idéntica a la
SEQ ID NO:8 y tiene actividad A8 desaturasa.

Los inventores de la presente invencion también han descubierto que las células recombinantes que expresan A9
elongasa, A8 desaturasa y A5 desaturasa pueden convertir mas eficazmente un sustrato de acido grasos en EPA,
DPA 'y DHA.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona ademas una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal
y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende polinucleétidos exdgenos que
codifican;

i) una A9 elongasa,

i) una A8 desaturasa,

iii) una A5 desaturasa,

iv) opcionalmente una A5 elongasa, y

v) si la A5 elongasa esta presente, opcionalmente una A4 desaturasa,

en donde cada polinucleodtido esta ligado operativamente a uno o0 mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucledtidos en la célula, y en donde al menos un 15 %, al menos un 20 % o al menos un 25 %, de los
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acidos grasos totales en la célula comprenden al menos 20 carbonos y al menos 3 dobles enlaces carbono-carbono
en su cadena de acilo.

En una realizacion, la suma total de ARA, EPA, DPA y DHA en los acidos grasos de la célula de la invencion
comprende al menos 15 %, al menos 20 % o al menos 25 % de los acidos grasos totales en la célula.

En una realizacién adicional, la célula de acuerdo con la invencion presenta una capacidad reducida para convertir el
acido oleico en acido eicosenoico (C20:1) en comparacién con una planta de tipo salvaje y/o menos que un 5 % del
acido oleico es convertido en 4cido eicosenoico en la célula.

En una realizacién particular, los acidos grasos totales en la célula comprenden menos que 1 % de C20:1.

En una realizacion adicional, la célula de acuerdo con la invencion tiene una actividad A15 desaturasa endégena
reducida en comparacién con una célula de tipo salvaje, y/o menos que un 10 % del LA es convertido en ALA en la
célula.

En una realizacién particular, la A15 desaturasa enddgena tiene mayor actividad sobre un sustrato de acil-PC que
sobre el correspondiente sustrato de acil-CoA, preferentemente cuando el grupo acilo es LA.

En una realizacién adicional, la célula de la invencion comprende ademas una mayor conversién de GLA en SDA y/o
de ARA en EPA con relacién a la correspondiente célula que no contiene a los polinucleétidos exégenos.

En una realizacién, la cantidad de DHA en los acidos grasos de la célula de la invencién es de al menos un 3 %, al
menos un 5 % o al menos un 10 %, de los acidos grasos totales en la célula.

En otra realizacién, la eficacia de conversion de LA en ARA y/o de ALA en EPA en la célula de la invencién es de al
menos un 80 % o al menos un 90 %.

En una realizacion, la A9 elongasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:22, un
fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 % idéntica a
la SEQ ID NO:22.

En una realizacién adicional, la A8 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID
NO:24, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %
idéntica a la SEQ ID NO:24.

En una realizacién mas, la A5 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID
NO:26 o en la SEQ ID NO:13, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que
es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO:26 y/o a la SEQ ID NO:13.

Los inventores de la presente invencién han obtenido resultados que indican que se puede utilizar un conjunto de
genes que expresan la A6-desaturasa, la A6 elongasa, la A5 desaturasa, la A5 elongasa y la A4 desaturasa, o un
conjunto similar de genes en particular cuando las desaturasas son activas sobre sustratos de acil-CoA, para
sintetizar niveles sustanciales de EPA, DPA y DHA.

Por lo tanto, la presente memoria descriptiva proporciona ademas una célula recombinante, preferentemente una
célula vegetal y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende polinucleétidos
exdgenos que codifican;

i) una A6 elongasa y/o una A9 elongasa,

i) una A6 desaturasa y/o una A8 desaturasa,

iii) una A5 desaturasa,

iv) una A5 elongasa,

V) una A4 desaturasa, y

vi) opcionalmente una diacilglicerol aciltransferasa

en donde cada polinucleétido esta ligado operativamente a uno 0 mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucledtidos en la célula, caracterizada por una 0 mas o todas las siguientes propiedades:

a) la eficacia de conversion de ALA en EPA, DPA o DHA es de al menos 17,3 % o de al menos 23 %,

b) la eficacia de conversién de ALA en DPA o DHA es de al menos 15,4 % o de al menos 21 %,

c) la eficacia de conversion de ALA en DHA es de al menos 9,5 % o de al menos 10,8 %, y

d) la eficacia de conversién de EPA en DHA es de al menos 45 % o de al menos 50 %, y preferentemente se
caracteriza ademas por que al menos un 4 % de los acidos grasos totales en la célula es DHA.
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Preferentemente, al menos 6 %, al menos 11 % o al menos 15 % de los acidos grasos totales incorporados en el
triacilglicerol en la célula es DHA.

En una realizacion, DHA constituye un 20-65 %, preferentemente un 40-65 %, del total de SDA, ETA, EPA, DPA y
DHA en la célula.

Preferentemente, entre los acidos grasos w3 en la célula, un 0,1-25 % es SDA, un 0,1-10 % es ETA, un 0,1-60 % es
EPA, un 0,1-50 % es DPA y un 30-95 % es DHA, mas preferentemente de los acidos grasos w3 en la célula un 0,1-
25 % es SDA, un 0,1-10 % es ETA, un 0,1-50 % es EPA, un 0,1-50 % es DPA y un 40-95 % es DHA.

La A4 desaturasa comprende preferentemente aminoacidos que tienen una secuencia proporcionada en la SEQ ID
NO:73, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %
idéntica a la SEQ ID NO:73.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal y
mas preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende polinucleétidos exégenos que codifican;

i) una A6 elongasa y/o una A9 elongasa,

i) una A6 desaturasa y/o una A8 desaturasa,

iii) una A5 desaturasa,

iv) una A5 elongasa, y

v) opcionalmente una diacilglicerol aciltransferasa

en donde cada polinucleodtido esta ligado operativamente a uno o mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucleodtidos en la célula, caracterizada por una o mas o todas las siguientes propiedades:

a) la eficacia de conversién de ALA en EPA o DPA es de al menos 17,3 % o de al menos 23 %, y
b) la eficacia de conversion de ALA en DPA es de al menos 15,4 % o de al menos 21 %,

y preferentemente se caracteriza ademas por que al menos un 4 % de los acidos grasos totales en la célula es DPA.

Preferentemente, al menos un 6 %, al menos un 11 % o al menos un 15 % de los acidos grasos totales incorporados
en el triacilglicerol en la célula es DPA.

El DPA constituye preferentemente un 20-65 %, mas preferentemente un 40-65 %, del total de SDA, ETA, EPA 'y
DPA en la célula.

Preferentemente, entre los acidos grasos w3 en la célula un 0,1-35 % es SDA, un 0,1-15 % es ETA, un 0,1-60 % es
EPA y un 30-75 % es DPA, mas preferentemente entre los w3 acidos grasos en la célula un 0,1-35 % es SDA, un
0,1-15 % es ETA, un 0,1-50 % es EPA y un 40-75 % es DPA.

En una realizacioén, la A6 elongasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:4, un
fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 55 % idéntica a
la SEQ ID NO:4.

En otra realizacion, la A6 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:8, un
fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 67 % idéntica a la
SEQ ID NO:8.

En una realizacion, la A5 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:26,
un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 % idéntica
ala SEQ ID NO:26.

En otra realizacion mas, la A5 elongasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:6,
un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 47 % idéntica a
la SEQ ID NO:6.

En una realizacion, la diacilglicerol aciltransferasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la
SEQ ID NO:75 o la SEQ ID NO:108, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de
aminoéacidos que es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO:75 y/o a la SEQ ID NO:108.

Las combinaciones de cualesquiera dos, tres, cuatro o todas las enzimas anteriores estan claramente incluidas en la
invencion.

En otra realizacién mas, la célula, preferentemente una célula vegetal y mas preferentemente una célula de semillas
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de una planta, de la invencion comprende ademas polinuclettidos exdégenos que codifican;

i) una A17 desaturasa,
i) una A15 desaturasa, y/o
iii) una A12 desaturasa

en donde cada polinucleétido esta ligado operativamente a uno 0 mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucleodtidos en la célula.

En una realizacion adicional, una o mas o todas las desaturasas expresadas a partir de los polinucleétidos exégenos
en la célula de la invencion tienen una mayor actividad sobre un sustrato de acil-CoA que el correspondiente
sustrato de acil-PC. En un aspecto particular, la A6 desaturasa y la A5 desaturasa, la A5 desaturasa y la A4
desaturasa, la A6 desaturasa y la A4 desaturasa, o las tres A6 desaturasa, A5 desaturasa y A4 desaturasa, o ademas
de cada una de estas combinaciones cualquiera entre la A17 desaturasa, la A15 desaturasa y/o la A12 desaturasa
tienen una mayor actividad sobre sus sustratos de acil-CoA que los correspondientes sustratos de acil-PC. En esta
forma de realizacién, las otras desaturasas expresadas a partir de polinucledtidos exégenos en la célula pueden
tener, 0 no, una mayor actividad sobre un sustrato de acil-CoA que el correspondiente sustrato de acil-PC. Como se
podra apreciar, el sustrato preferido de acil-CoA para cada enzima es diferente.

La presente invencion proporciona ademas una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal y mas
preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende un polinucleétido exégeno que codifica un
acido graso elongasa con actividad A6 elongasa y A9 elongasa, en donde la elongasa tiene una mayor actividad A6
elongasa que actividad A9 elongasa.

En un aspecto, la elongasa tiene una eficacia de conversion sobre SDA para producir ETA que es de al menos un 50
% o de al menos un 60 %, y/o una eficacia de conversién sobre ALA para producir ETrA que es de al menos un 6 %
o de al menos un 9 %.

Preferentemente, la elongasa tiene al menos 6,5 veces aproximadamente mas actividad A6 elongasa que actividad
A9 elongasa.

En otro aspecto mas, la elongasa no tiene una actividad A5 elongasa detectable.

La elongasa comprende preferentemente aminoacidos que tienen una secuencia proporcionada en la SEQ ID NO:4,
un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 55 % idéntica
ala SEQ ID NO:4.

En otro aspecto mas, la célula comprende ademas polinucleétidos exégenos que codifican;

i) una A8 desaturasa y/o una A6 desaturasa,

i) una A5 desaturasa,

iii) una A5 elongasa, y

iv) opcionalmente una A4 desaturasa y/o una w3 desaturasa,

en donde cada polinucleodtido esta ligado operativamente a uno o mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucledtidos en la célula.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal
y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende un polinucleétido exdgeno que codifica
una acido graso desaturasa con actividad A5 desaturasa, en donde la desaturasa comprende aminoacidos cuya
secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:13, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 53 % idéntica a la SEQ ID NO:13.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal
y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, que comprende un polinucleétido exdgeno que codifica
una acido graso elongasa con actividad A9 elongasa, en donde la elongasa comprende aminoacidos cuya secuencia
se provee en cualquiera de las SEQ ID NO:28, 94 y 96, un fragmento biolégicamente activo de la misma, una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 81 % idéntica a la SEQ ID NO:28 o una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 50 % idéntica a la SEQ ID NO:94 y/o a la SEQ ID NO:96.

En un aspecto, la A9 elongasa comprende aminoéacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:94 o en la
SEQ ID NO:96, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos
50 % idéntica a la SEQ ID NO:94 y/o a la SEQ ID NO:96, y en donde la elongasa tiene mayor actividad sobre un
sustrato w6 que el correspondiente sustrato w3. Mas preferentemente, la A9 elongasa tiene una actividad al menos 2
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veces, mas preferentemente al menos 4 veces mayor sobre un sustrato w6 (por ejemplo, LA) que el correspondiente
sustrato w3 (por ejemplo, ALA).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula recombinante que comprende un polinucleétido
exdgeno que codifica una diacilglicerol aciltransferasa, en donde dicha diacilglicerol aciltransferasa comprende
aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:108, un fragmento bioldgicamente activo de la misma
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 54 % idéntica a la SEQ ID NO:108.

En un aspecto de la célula de acuerdo con la invencion, la desaturasa y/o elongasa, o mdultiples desaturasas y/o
elongasas, se pueden purificar a partir de algas microscopicas. Las algas microscépicas preferidas son Pavlova spp,
Pyramimonas spp y Micromonas spp.

En una realizacién preferida, la célula de acuerdo con la invencion es una célula eucariota. Por ejemplo, la célula
puede ser una célula vegetal, una célula de mamifero, una célula de insecto, una célula fingica o una célula de
levadura. La célula puede ser una célula en cultivo tisular, in vitro y/o aislada.

En una realizacion, la célula se encuentra en una planta y/o es una célula madura de la semilla de una planta. La
planta se puede encontrar en el campo o puede estar cosechada como una parte de planta o la semilla puede ser
una semilla cosechada.

En una realizacién particular, la planta o semilla de planta es una planta oleaginosa o una semilla oleaginosa,
respectivamente.

Como podra apreciar el experto en la materia, una o0 mas de las elongasas y/o desaturasas definidas pueden
coexpresarse en la misma célula.

En una realizacion adicional, la célula de la invencién tiene la capacidad de sintetizar acidos grasos de cadena larga
poliinsaturados (LC-PUFA), en donde la célula deriva de una célula que no puede sintetizar dichos LC-PUFA.

Los inventores de la presente invencion también han descubierto que la coexpresién de un supresor por
silenciamiento puede mejorar los niveles de enzimas de la biosintesis de acidos grasos en células vegetales, en
particular sobre generaciones repetidas a partir de la planta transformada inicialmente. Por consiguiente, en una
realizacién preferida, una célula de la invencion, preferentemente una célula vegetal y mas preferentemente una
célula de un 6rgano de almacenamiento de una planta o una célula de las semillas, comprende un polinucleétido
exdgeno que codifica un supresor por silenciamiento.

Preferentemente, el polinucleétido exégeno que codifica al supresor por silenciamiento esta ligado operativamente a
un promotor especifico del érgano de almacenamiento de una planta. En un aspecto, el promotor especifico del
o6rgano de almacenamiento de una planta es un promotor especifico de semillas o un promotor especifico de
cotiledones o un promotor especifico del endosperma que se expresa preferencialmente en la semilla en desarrollo.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un método para obtener una célula, preferentemente una
célula vegetal y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, capaz de sintetizar uno 0 mas acidos
grasos de cadena larga poliinsaturados (LC-PUFA), comprendiendo el método

a) introducir en una célula, preferentemente una célula que no puede sintetizar dichos LC-PUFA, un
polinucleétido exégeno que codifica una actividad acido graso w3 desaturasa, en donde dicho polinucleétido esta
ligado operativamente a un promotor capaz de dirigir la expresion de dicho polinucleétido en la célula,

b) expresar los polinucledtidos exdgenos en la célula,

c¢) analizar la composicién de acidos grasos de la célula, y

d) seleccionar una célula capaz de desaturar al menos uno entre ARA en EPA, DGLA en ETA, GLA en SDA,
ambos ARA en EPA y DGLA en ETA, ambos ARA en EPA y GLA en SDA, o las tres combinaciones.

En un aspecto, la célula seleccionada es una célula de acuerdo con la invencion. En particular, la célula puede
comprender ademas una combinacion de desaturasas y elongasas como se describe en la presente.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un método para sintetizar DPA, comprendiendo el método:
a) introducir en células que no son capaces de sintetizar DPA polinucledsidos exdégenos que comprenden:

i) una elongasa de acido graso con actividad A5 elongasa, en la que la A5 elongasa comprende aminoacidos
con la secuencia proporcionada en la SEQ ID NO:6, o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 47
% idéntica a la SEQ ID NO:6,

i) una A8 desaturasa,

iii) una A9 elongasa y/o una A6 elongasa,
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iv) una A5 desaturasa, y
v) opcionalmente, una A4 desaturasa y/o una w3 desaturasa,

en donde cada polinucleétido esta ligado operativamente a uno 0 mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucledtidos en la célula.

b) expresar los polinucledtidos exdgenos en las células vy,

c¢) seleccionar células en las que, basandose en la composicién de acido graso, la A5 elongasa tiene actividad
sobre EPA para producir DPA con una eficacia de al menos 70 % v;

d) extraer un aceite que comprende DPA de las células seleccionadas.

En una realizacion del método de la invencion, la célula seleccionada es una célula de acuerdo con la invencion. En
particular, la célula puede comprender ademas una combinacién de desaturasas y elongasas como se describe en
el presente documento.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un método para obtener una célula, preferentemente una
célula vegetal y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, capaz de sintetizar uno o mas acidos
grasos de cadena larga poliinsaturados (LC-PUFA), comprendiendo el método

a) introducir en una célula, preferentemente una célula que no puede sintetizar dichos LC-PUFA, un
polinucleétido exdégeno que codifica un acido graso A5 elongasa en donde el polinucledtido esta ligado
operativamente a un promotor capaz de dirigir la expresion de dicho polinucleétido en la célula,

b) expresar el polinucledtido exdégeno en la célula,

¢) analizar la composicion de acidos grasos de la célula, y

d) seleccionar una célula que tiene al menos dos, preferiblemente las tres, caracteristicas siguientes

i) mas actividad A6 desaturasa sobre ALA que LA como sustrato de acido graso, preferentemente en una
célula vegetal,

i) mas actividad A6 desaturasa sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que sobre ALA unida a la
posicion sn-2 de PC como sustrato de acido graso, preferentemente en una célula vegetal,

iii) actividad A6 desaturasa sobre ALA y A8 desaturasa sobre ETrA, preferentemente en una célula vegetal,

La presente invencién proporciona ademas un método para obtener una célula, preferentemente una célula vegetal
y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, capaz de sintetizar uno o mas acidos grasos de
cadena larga poliinsaturados (LC-PUFA), comprendiendo el método

a) introducir en una célula, preferentemente una célula que no puede sintetizar dichos LC-PUFA, un
polinucleétido exdgeno que codifica un acido graso A6 desaturasa en donde el polinucleétido esta ligado
operativamente a un promotor capaz de dirigir la expresion de dicho polinucledtido en la célula,

b) expresar el polinucleétido exégeno en la célula,

c¢) analizar la composicién de acidos grasos de la célula, y

d) seleccionar una célula con actividad A6 desaturasa que tiene mayor actividad sobre un sustrato w3 que el
correspondiente sustrato w6, y con actividad sobre ALA para producir SDA con una eficacia de al menos 5 %, al
menos 7,5 % o al menos 10 % o al menos 35 % cuando se expresa en una célula de levadura.

En un aspecto, la célula seleccionada es una célula descrita en el presente documento. En particular, la célula
puede comprender ademas una combinacién de desaturasas y elongasas como se describe en la presente.

La presente invencion proporciona ademas un método para obtener una célula, preferentemente una célula vegetal
y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, capaz de sintetizar uno o mas acidos grasos de
cadena larga poliinsaturados (LC-PUFA), comprendiendo el método

a) introducir en la célula, preferentemente una célula que no puede sintetizar dichos LC-PUFA, polinucleétidos
exdgenos que codifican;

i) una A9 elongasa,

i) una A8 desaturasa,

iii) una A5 desaturasa,

iv) opcionalmente una A5 elongasa, y

v) si la A5 elongasa esta presente, opcionalmente una A4 desaturasa,

en donde cada polinucleétido esta ligado operativamente a uno 0 mas promotores capaces de dirigir la expresion
de dichos polinucleétidos en la célula.

b) expresar los polinucleétidos exdgenos en la célula;

¢) analizar la composicion de acidos grasos de la célula, y
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d) seleccionar una célula donde al menos un 15 %, al menos un 20 % o al menos un 25 % de los acidos grasos
totales comprenden al menos 20 carbonos y al menos 3 dobles enlaces carbono-carbono en sus cadenas de
acilos.

En un aspecto, la célula seleccionada es una célula descrita en el presente documento.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un método para obtener una célula, preferentemente una
célula vegetal y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, capaz de sintetizar uno 0 mas acidos
grasos de cadena larga poliinsaturados (LC-PUFA), comprendiendo el método

a) introducir en la célula, preferentemente una célula que no puede sintetizar dichos LC-PUFA, polinucleétidos
exogenos que codifican;

i) una A6 elongasa y/o una A9 elongasa,

i) una A6 desaturasa y/o una A8 desaturasa,

iii) una A5 desaturasa,

iv) una A5 elongasa,

V) una A4 desaturasa, y

vi) opcionalmente una diacilglicerol aciltransferasa,

en donde cada polinucleodtido esta ligado operativamente a uno o mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucleodtidos en la célula.

b) expresar los polinucleétidos exdgenos en la célula;
¢) analizar la composicion de acidos grasos de la célula, y
d) seleccionar una célula caracterizada por o mas o todas las siguientes propiedades:

1) la eficacia de conversion de ALA en EPA, DPA o DHA es de al menos 17,3 % o de al menos 23 %;
2) la eficacia de conversion de ALA en DPA o DHA es de al menos 15,4 % o de al menos 21 %;

3) la eficacia de conversion de ALA en DHA es de al menos 9,5 % o de al menos 10,8 %; y

4) la eficacia de conversion de EPA en DHA es de al menos 45 % o de al menos 50 %;

y preferentemente se caracteriza ademas por que al menos un 4 % de los acidos grasos totales en la célula es DHA.

En un aspecto adicional, la presente memoria descriptiva proporciona un método para obtener una célula,
preferentemente una célula vegetal y mas preferentemente una célula de semillas de una planta, capaz de sintetizar
uno o mas acidos grasos de cadena larga poliinsaturados (LC-PUFA), comprendiendo el método

a) introducir en la célula, preferentemente una célula que no puede sintetizar dichos LC-PUFA, polinucleotidos
exdgenos que codifican;

i) una A6 elongasa y/o una A9 elongasa,

i) una A6 desaturasa y/o una A8 desaturasa,

iii) una A5 desaturasa,

iv) una A5 elongasa, y

v) opcionalmente una diacilglicerol aciltransferasa

en donde cada polinucleétido esta ligado operativamente a uno 0 mas promotores capaces de dirigir la expresion de
dichos polinucleodtidos en la célula.

b) expresar los polinucledtidos exdgenos en la célula;
c¢) analizar la composicién de acidos grasos de la célula, y
d) seleccionar una célula caracterizada por o mas o todas las siguientes propiedades:

a) la eficacia de conversién de ALA en EPA o DPA es de al menos 17,3 % o de al menos 23 %, y
b) la eficacia de conversion de ALA en DPA es de al menos 15,4 % o de al menos 21 %,

y preferentemente se caracteriza ademas por que al menos un 4 % de los acidos grasos totales en la célula es DPA.

En una realizacion del método de acuerdo con la invencion, los polinucleétidos exdgenos se integran de forma
estable en el genoma de la célula.

En otra realizacion, el método comprende ademas el paso de regenerar una planta transformada a partir de la célula
del paso a).
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En un aspecto adicional, el o los polinucle6tidos exdégenos se expresan de forma transitoria en la célula.
En un aspecto, la célula es una célula de una hoja en una planta.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un proceso para seleccionar una molécula de acido nucleico
relacionada con la desaturacion de acidos grasos que comprende:

i) obtener una molécula de acido nucleico ligado operativamente a un promotor, donde la molécula de acido
nucleico codifica un polipéptido que puede ser una acido graso desaturasa;

i) introducir la molécula de acido nucleico en una célula en la cual el promotor es activo;

iii) expresar la molécula de acido nucleico en la célula;

iv) analizar la composicién de acidos grasos de la célula; y

v) seleccionar la molécula de acido nucleico relacionada con la desaturacion de acidos grasos sobre la base que
el polipéptido tiene actividad w3 desaturasa y tiene la capacidad de desaturar al menos uno entre ARA en EPA,
DGLA en ETA, GLA en SDA, ambos ARA en EPA y DGLA en ETA, ambos ARA en EPA y GLA en SDA, o las
tres opciones.

En un aspecto del proceso, la secuencia de aminoacidos del polipéptido es al menos 35 % idéntica a la SEQ ID
NO:15, al menos 60 % idéntica a la SEQ ID NO:17 y/o al menos 60 % idéntica a la SEQ ID NO:20.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un proceso para seleccionar una molécula de acido nucleico
relacionada con la elongacion de acidos grasos que comprende:

i) obtener una molécula de acido nucleico ligado operativamente a un promotor, donde la molécula de acido
nucleico codifica un polipéptido que puede ser una acido graso elongasa;

i) introducir la molécula de acido nucleico en una célula en la cual el promotor es activo,

iii) expresar la molécula de acido nucleico en la célula;

iv) analizar la composicién de acidos grasos de la célula; y

v) seleccionar la molécula de acido nucleico relacionada con la elongacién de acidos grasos sobre la base que el
polipéptido tiene actividad A5 elongasa y una eficacia de conversion sobre EPA para producir DPA que es de al
menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 % o al menos un 75 %.

En un aspecto, la secuencia de aminoacidos del polipéptido es al menos un 47 % idéntica a la SEQ ID NO:6.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un proceso para seleccionar una molécula de acido nucleico
relacionada con la desaturacion de acidos grasos que comprende:

i) obtener una molécula de acido nucleico ligado operativamente a un promotor, donde la molécula de acido
nucleico codifica un polipéptido que puede ser una acido graso desaturasa,

ii) introducir la molécula de acido nucleico en una célula en la cual el promotor es activo,

iii) expresar la molécula de acido nucleico en la célula;

iv) analizar la composicién de acidos grasos de la célula; y

v) seleccionar una molécula de &cido nucleico relacionada con la desaturacion de acidos grasos sobre la base
que el polipéptido tiene actividad A6 desaturasa y al menos dos, preferentemente los tres, de los siguientes:

a) mayor actividad desaturasa A6 sobre ALA que LA como sustrato de acido graso, preferentemente en una
célula vegetal,

b) mayor actividad desaturasa A6 sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que sobre ALA unido en la
posicion sn-2 de PC como sustrato de acido graso, preferentemente en una célula vegetal, y

c) actividad A8 desaturasa sobre ALA, preferentemente en una célula vegetal.

En un aspecto del proceso, la secuencia de aminoacidos del polipéptido es al menos un 77 % idéntica a la SEQ ID
NO:10 y/o es al menos un 67 % idéntica a la SEQ ID NO:8.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un proceso para seleccionar una molécula de acido nucleico
relacionada con la desaturacion de acidos grasos que comprende:

i) obtener una molécula de acido nucleico ligado operativamente a un promotor, donde la molécula de acido
nucleico codifica un polipéptido que puede ser una acido graso desaturasa,

ii) introducir la molécula de acido nucleico en una célula en la cual el promotor es activo,

iii) expresar la molécula de acido nucleico en la célula;

iv) analizar la composicién de acidos grasos de la célula; y

v) seleccionar una molécula de acido nucleico relacionada con la desaturacién de acidos grasos sobre la base
que el polipéptido tiene ambas actividades A6 desaturasa y A8 desaturasa.
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En un aspecto, la secuencia de aminoacidos del polipéptido es al menos un 67 % idéntica a la SEQ ID NO:8.

En un aspecto adicional, el paso (v) del proceso de la invencion comprende seleccionar una molécula de acido
nucleico que codifica una desaturasa activa sobre sustratos de acil-CoA o una desaturasa front-end.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una combinacién de polinuclettidos exdgenos definidos en el
presente documento cuando se usa para producir una célula recombinante, expresar una combinacion de al menos
dos acido graso desaturasas y dos acido graso elongasas en una célula recombinante y/o para producir LC-PUFA
en una célula recombinante.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una acido graso A5 elongasa sustancialmente purificada y/o
recombinante, en donde la elongasa tiene actividad sobre EPA para producir DPA con una eficacia de al menos un
60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 % o al menos un 75 % cuando se expresa a partir de un polinucleétido
exogeno en una célula.

En un aspecto, la A5 elongasa se caracteriza por una 0 mas de las propiedades definidas en la presente.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una acido graso w3 desaturasa sustancialmente purificada y/o
recombinante que tiene la capacidad de desaturar al menos uno entre ARA en EPA, DGLA en ETA, GLA en SDA,
ambos ARA en EPA y DGLA en ETA, ambos ARA en EPA y GLA en SDA, o las tres opciones cuando se expresa a
partir de un polinucleétido exdgeno en una célula.

En un aspecto, la w3 desaturasa de la invencidon se caracteriza por presentar cualquiera entre una o mas de las
propiedades definidas en la presente.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una acido graso A6 desaturasa sustancialmente purificada y/o
recombinante, en donde la desaturasa se caracteriza ademas por presentar al menos dos, preferentemente los tres,
de lo siguiente;

i) mayor actividad desaturasa A6 sobre ALA que LA como sustrato de acido graso, preferentemente en una
célula vegetal,

i) mayor actividad desaturasa A6 sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que sobre ALA unido en la
posicion sn-2 de PC como sustrato de acido graso, preferentemente en una célula vegetal, y

iii) actividad desaturasa A8 sobre ETrA, preferentemente en una célula vegetal.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una acido graso A6 desaturasa sustancialmente purificada y/o
recombinante, en donde la desaturasa tiene mayor actividad sobre un sustrato w3 que el correspondiente sustrato
w6, y en donde la desaturasa tiene actividad sobre ALA para producir SDA con una eficacia de al menos un 5 %, al
menos un 7,5 % o al menos un 10 % cuando la desaturasa se expresa a partir de un polinucleétido exégeno en una
célula, o de al menos un 35 % cuando se expresa en una célula de levadura.

En un aspecto, la A6 desaturasa de la invencion se caracteriza por presentar cualquiera entre una o mas de las
propiedades definidas en la presente.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas los acidos grasos A6 elongasa y A9 elongasa sustancialmente
purificadas y/o recombinantes, en donde la elongasa tiene mayor actividad A6 elongasa que actividad A9 elongasa.

En un aspecto, la A6 elongasa y la A9 elongasa de la invencién se caracterizan por presentar cualquiera entre una o
mas de las propiedades definidas en la presente.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una acido graso A5 desaturasa sustancialmente purificada y/o
recombinante que comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:13, un fragmento
biolbgicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 53 % idéntica a la SEQ ID
NO:13.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una acido graso A9 elongasa sustancialmente purificada y/o
recombinante que comprende aminoacidos que tienen la secuencia proporcionada en cualquiera de las SEQ ID
NO:28, 94 y 96, un fragmento biolégicamente activo de la misma, una secuencia de aminoacidos que es al menos
81 % idéntica a la SEQ ID NO:28 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 % idéntica a la SEQ ID
NO:94 y/o ala SEQ ID NO:96.

En un aspecto, la A9 elongasa comprende aminodacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:94 o en la
SEQ ID NO:96, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos
50 % idéntica a la SEQ ID NO:94 y/o a la SEQ ID NO:96, y en donde la elongasa tiene mayor actividad sobre un
sustrato w6 que el correspondiente sustrato w3.
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En otro aspecto, la presente memoria descriptiva proporciona una diacilglicerol aciltransferasa sustancialmente
purificada y/o recombinante que comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:108, un
fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 54 % idéntica a
la SEQ ID NO:108.

En un aspecto, la desaturasa o elongasa de acuerdo con la invencion se puede purificar a partir de algas
microscopicas. Las algas microscopicas preferidas son Pavlova spp, Pyramimonas spp y Micromonas spp.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un polinucleétido aislado y/o exégeno que comprende:

i) una secuencia de nucleétidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO:3, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 16, 18,
19, 27, 29, 93, 95, 107 0 125 a 129,

i) una secuencia de nucledtidos que codifica una desaturasa o una elongasa de acuerdo con la invencion,

iii) una secuencia de nucleétidos que es al menos 50 % idéntica a una o mas de las secuencias indicadas en las
SEQIDNO: 3,5, 7,9, 11, 12, 14, 16, 18, 19, 27, 29, 93, 95, 107 0 125 a 129 y/o

iv) una secuencia que se hibrida con cualquiera de i) a iii) bajo condiciones severas.

En un aspecto, el polinucledtido aislado y/o exégeno comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 57
% idéntica a la SEQ ID NO:3 y/o a la SEQ ID NO:126, y codifica una A6 elongasa.

En otro aspecto, el polinucleétido aislado y/o exdgeno comprende una secuencia de nucleotidos que es al menos 50
% idéntica a la SEQ ID NO:14, a la SEQ ID NO:16, a la SEQ ID NO:18 y/o a la SEQ ID NO:19, y codifica una w3
desaturasa.

En otro aspecto, el polinucleétido aislado y/o exdgeno comprende una secuencia de nucleotidos que es al menos 50
% idéntica a la SEQ ID NO:5 y/o a la SEQ ID NO:128, y codifica una A5 elongasa.

En un aspecto, el polinucledtido aislado y/o exédgeno comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 75
% idéntica a la SEQ ID NO:7, a la SEQ ID NO:9, a la SEQ ID NO:11 y/o a la SEQ ID NO:125, y codifica una A6
desaturasa.

En otro aspecto mas, el polinucleétido aislado y/o exdgeno comprende una secuencia de nucleétidos que es al
menos 60 % idéntica a la SEQ ID NO:12, y codifica una A5 desaturasa.

En otro aspecto, el polinucleétido aislado y/o exdgeno comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 50
% idéntica a la SEQ ID NO:27, a la SEQ ID NO:29, a la SEQ ID NO:93 y/o a la SEQ ID NO:96, y codifica una A9
elongasa.

En otro aspecto mas, el polinucleétido aislado y/o exdgeno comprende una secuencia de nucleétidos que es al
menos 60 % idéntica a la SEQ ID NO:107, y codifica una diacilglicerol aciltransferasa.

En un aspecto particular, el polinucleétido aislado y/o exdégeno es al menos un 80 % o al menos un 90 % o al menos
un 95 % o al menos un 99 % idéntica a una de las secuencias indicadas en las SEQ ID NO:3, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 16,
18, 19, 27, 29, 93, 95, 107 0 125 a 129.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas una construccion de ADN para su integracion, y/o integrada,
en el genoma de una célula vegetal, donde dicha construccion comprende una agrupacion de al menos tres marcos
de lectura abiertos que codifican proteinas que modulan la sintesis de &acidos grasos en la célula vegetal,
preferentemente cada proteina es una acido graso desaturasa o una acido graso elongasa, en donde cada marco de
lectura abierto que tiene la misma orientacién de transcripcion esta separada por al menos 750 bp, al menos 1.000
bp o al menos 1.250 bp, y al menos dos de los marcos de lectura abiertos tienen diferentes orientaciones de
transcripcion, en donde cada marco de lectura abierto esta ligado operativamente a un promotor que es activo en la
célula vegetal y cada promotor puede, de manera independiente, ser igual o diferente.

Preferentemente, al menos dos de los promotores presentes en la construccion de ADN son diferentes.

Uno o mas de cada marco de lectura abierto esta ligado operativamente a una secuencia directriz 5’ heterdloga,
cada una de las cuales puede ser, de forma independiente, igual o diferente, en donde cada secuencia directriz 5’
heterdloga mejora la eficacia de la traduccién con relacién a natural secuencia directriz 5’ natural para el marco de
lectura abierto particular.

En la construccion de ADN, la secuencia directriz heter6loga 5’ es preferentemente una secuencia directriz 5 del
virus en mosaico del tabaco (TMV).

En la construccion de ADN, las proteinas son preferentemente elongasas y/o desaturasas, mas preferentemente una
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combinacién como se describe en el presente documento.

En otro aspecto mas, la construccion de ADN de acuerdo con la invencion contiene solamente tres o cuatro marcos
de lectura abiertos que se traducen a proteinas.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un vector que comprende el polinucleétido que se describe en
el presente documento y/o a la construccién de ADN que se describe en el presente documento.

Preferentemente, el polinucledtido esté ligado operativamente a un promotor.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un método de produccion de la desaturasa o elongasa que se
describe en el presente documento, comprendiendo el método expresar en una célula o sistema de expresion no
celular el polinucleétido de la invencion, la construccién de ADN de la invencién y/o el vector que se describe en el
presente documento.

Los inventores de la presente invencion también han descubierto sorprendentemente que se pueden transfectar
transitoriamente al menos tres &acidos nucleicos de transferencia extracromosémicos independientes que
comprenden diferentes polinucleétidos exégenos en una célula eucariota y luego se puede detectar la actividad de
cada polinucleétido exdgeno en la célula, en combinacién. Por consiguiente, en otro aspecto, la presente memoria
descriptiva proporciona ademas un método para transfectar transitoriamente una célula eucariota con al menos tres
polinucleétidos exégenos diferentes, comprendiendo el método

i) obtener al menos

a) una primera bacteria que comprende un acido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende
un primer polinucleétido exégeno,

b) una segunda bacteria que comprende un acido nucleico de transferencia extracromosémico que
comprende a segundo polinucleétido exégeno, y

) una tercera bacteria que comprende un acido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende
un tercer polinucleétido exégeno, y

i) poner la célula en contacto con las bacterias del paso i),

en donde cada uno de los &cidos nucleicos de transferencia extracromosomicos se transfiere desde la bacteria a la
célula para producir la célula transfectada transitoriamente, en donde cada uno de los polinucleétidos exégenos
comprende un promotor que es activo en la célula, en donde cada promotor puede ser, de forma independiente,
igual o diferente, y en donde al menos uno de los polinucleétidos exdgenos codifica un supresor por silenciamiento.

El paso ii) se puede realizar sucesiva o simultdneamente con una o0 mas de las bacterias. Por ejemplo, la célula se
puede poner en contacto con la primera bacteria, luego con la segunda bacteria y asi sucesivamente. En otro
ejemplo, la célula se pone en contacto con cada bacteria al mismo tiempo, preferentemente como una mezcla de las
bacterias. Se pueden variar las concentraciones de las diferentes bacterias entre si 0 pueden ser iguales o similares.
Las bacterias pueden ser formas aisladas agrupadas que comprenden, por ejemplo, una cantidad de formas
aisladas de una biblioteca de cepas.

En un aspecto, el método comprende ademas obtener, y luego poner en contacto la célula con una o mas bacterias
adicionales, cada una de las cuales comprende un &cido nucleico de transferencia extracromosdémico que
comprende polinucleétidos exdégenos diferentes. Por ejemplo, en un aspecto, el método comprende obtener y luego
poner en contacto la célula con una cuarta bacteria que comprende un acido nucleico de transferencia
extracromosomico que comprende un cuarto polinucleétido exdégeno. En un aspecto adicional, el método comprende
obtener y luego poner en contacto la célula con una quinta bacteria que comprende un acido nucleico de
transferencia extracromosémico que comprende un quinto polinucleétido exégeno. En un aspecto adicional, el
método comprende obtener y luego poner en contacto la célula con una sexta bacteria que comprende un acido
nucleico de transferencia extracromosémico que comprende un sexto polinucleétido exdgeno. En un aspecto
adicional, el método comprende obtener y luego poner en contacto la célula con una séptima bacteria que
comprende un acido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende un séptimo polinucleétido
exogeno. En otro aspecto mas adicional, el método comprende obtener y luego poner en contacto la célula con una
octava bacteria que comprende un acido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende un octavo
polinucleétido exégeno.

Preferentemente, los polinuclettidos exdgenos diferentes codifican diferentes moléculas de ARN y/o polipéptidos.

En un aspecto, cada polinucleétido exdégeno codifica una enzima que forma parte de una via enzimatica o es un
candidato para una enzima tal.
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El aspecto anterior es de particular utilidad para estudiar polinucle6tidos y/o polipéptidos que forman vias biolégicas
grandes y/o complejas. Por lo tanto, En un aspecto preferido, cada polinucleétido exégeno codifica una enzima, o es
un candidato de una enzima tal, relacionada con la sintesis de acidos grasos, modificacion de acidos grasos,
ensamblaje de diacilglicerol, ensamblaje triacilglicerol o una combinacién de dos o mas de los mismos.

En un aspecto, una o mas de las bacterias se encuentran en la forma de un protoplasto. Los ejemplos de bacterias
de utilidad para la invencién incluyen, pero en un sentido no limitativo, Agrobacterium sp., Rhizobium sp.,
Sinorhizobium meliloti, Mezorhizobium loti, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, Salmonella choleraesuis,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia enterocolitica.

Los ejemplos de acidos nucleicos de transferencia extracromosomicos de utilidad para la invencion incluyen, pero en
un sentido no limitativo, ADN-P, ADN-T de Agrobacterium sp. o una combinacién de los mismos.

Preferentemente, la célula del aspecto anterior es una célula vegetal o una célula de mamifero. En un aspecto, la
célula forma parte de un tejido u érgano. En otro aspecto, la célula es una célula vegetal y el tejido u érgano es una
hoja, tallo, raiz, meristema, callo u évulo.

Los inventores de la presente invencidon también han determinado que cuando los promotores son promotores
especificos de semillas, la expresion de los polinucleétidos exdgenos en las células de hojas puede mejorar por
coexpresion de un factor de transcripcion especifico de semillas, tal como leafy cotiledon 2, fusca3 o abscisic acid-
sensitive3. Los ejemplos de proteinas leafy cotiledon 2 incluyen, pero en un sentido no limitativo, los que se
describen en el documento WO 01/70777. Por consiguiente, en un aspecto preferido, la célula vegetal es una célula
vegetal de una hoja, al menos uno de los promotores es un promotor especifico de semillas y al menos uno de los
polinucleétidos exégenos codifica un factor de la transcripcion especifica de semillas, tal como leafy cotiledon 2.

En un aspecto, ninguno de los polinucleétidos exdgenos es un gen virico. En una realizacion, uno o mas de los
polinucleétidos exdgenos solamente estan presentes en el acido nucleico de transferencia extracromosémico como
una sola copia, no como un multimero o multimero parcial de una secuencia de acido nucleico definida. En un
aspecto adicional, al menos uno de los acidos nucleicos de transferencia extracromosémicos no comprende un
origen de replicacion que es funcional en la célula, preferentemente no un origen de replicacion virico y mas
preferentemente no es el origen de replicacion FBNYV. En un aspecto adicional, ninguno de los polinucleétidos
exdgenos codifica una replicasa virico o una proteina de movimiento virico tales como los que se describen en el
documento WO 07/137788 y en Marillonnet et al. (2005).

También se proporciona un método de seleccion de una célula transfectada transitoriamente segin una actividad
deseada, comprendiendo el método aplicar el método para transfectar transitoriamente una célula eucariota con al
menos tres polinucledtidos exdgenos de la invencion, y evaluar la célula por la actividad deseada.

Los inventores de la presente invencion también identificaron que se puede mejorar la transformacién de células, en
particular de células vegetales, con mas de seis genes diferentes proporcionando los genes por medio de diferentes
acidos nucleicos de transferencia extracromosémicos. Por consiguiente, en otro aspecto la presente memoria
descriptiva proporciona un método para transformar una célula eucariota con al menos seis polinucleétidos
exogenos diferentes, comprendiendo el método

i) obtener al menos

a) una primera bacteria que comprende un primer acido nucleico de transferencia extracromosoémico que
comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucledtidos exégenos diferentes, y

b) una segunda bacteria que comprende un segundo &cido nucleico de transferencia extracromosoémico
diferente del primero que comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucledtidos exégenos diferentes,

i) poner la célula en contacto con la bacteria del paso i), y
iii) opcionalmente, seleccionar una célula transformada de forma estable con los polinucledtidos exdgenos del
primer y segundo acidos nucleicos de transferencia extracromosémicos,

en donde cada uno de los polinucleétidos exdgenos del primer y segundo acidos nucleicos de transferencia
extracromosomicos se transfieren desde la bacteria a la célula para producir la célula transformada, en donde cada
uno de los polinucleétidos exdégenos comprende un promotor que es activo en la célula o en una célula derivable de
la misma, y en donde cada promotor puede ser, de forma independiente, igual o diferente.

Los pasos i)a) y i)b) se pueden aplicar sucesiva o simultaneamente con las dos bacterias. Por ejemplo, la célula se
puede poner en contacto con la primera bacteria y luego con la segunda bacteria. La célula que estuvo en contacto
con la segunda bacteria puede ser una célula de la progenie o derivada de la célula que estuvo en contacto con la
primera bacteria. En otro ejemplo, la célula esta en contacto con ambas bacterias al mismo tiempo.
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En un aspecto, i) el primer &acido nucleico de transferencia extracromosémico, tiene solamente tres a seis, solamente
tres a cinco, solamente tres a cuatro, solamente cuatro a seis, solamente cuatro a cinco o solamente cinco a seis
polinucleétidos exdgenos diferentes, y ii) el segundo acido nucleico de transferencia extracromosdémico, tiene
solamente tres a seis, solamente tres a cinco, solamente tres a cuatro, solamente cuatro a seis, solamente cuatro a
cinco o solamente cinco a seis polinucledtidos exégenos diferentes.

Preferentemente, cada uno de los polinucleétidos exdgenos codifica polipéptidos, y cada uno de los polipéptidos es
diferente.

En un aspecto adicional,

i) el primer acido nucleico de transferencia extracromosémico comprende dos polinucleétidos exégenos que
codifican, de forma independiente, polipéptidos seleccionados del grupo que consiste de una A6 desaturasa, una
A12 desaturasa y una A15 desaturasa, y

ii) el segundo acido nucleico de transferencia extracromosémico comprende un polinucleétido exégeno que
codifica un polipéptido que es la tercera enzima del grupo.

Preferentemente, la célula es una célula vegetal y el método comprende ademas el paso de generar una planta
transformada a partir de la célula transformada de forma estable.

También se proporciona una célula producida segin el método de transfectar transitoriamente una célula eucariota
con al menos tres polinucledtidos exdgenos de la invencién, o mediante el método para transformar una célula
eucariota con al menos seis polinucledtidos exdgenos diferentes de la invencion.

En otro aspecto adicional mas, la presente invenciéon proporciona un método de produccién de una planta
transformada de forma estable con al menos seis polinucleétidos exdégenos diferentes, comprendiendo el método

i) obtener una primera planta transformada de forma estable que comprende una primera region gendémica
exdgena que comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucledtidos exégenos diferentes,

i) obtener una segunda planta transformada de forma estable de una especie sexualmente compatible con la
primera y que comprende una segunda region genémica exdgena diferente de la primera que comprende tres,
cuatro, cinco o seis polinucleétidos exogenos diferentes,

iii) cruzar la primera planta transformada de forma estable con la segunda planta transformada de forma estable,
y

iv) seleccionar una planta producida en el paso iii) o una progenie de la misma que comprende a la primera y
segunda regiones genémicas, produciendo asi la planta transformada de forma estable,

en donde cada uno de los polinucleétidos exdgenos comprende un promotor que es activo en la planta, y en donde
cada promotor se puede ser, de forma independiente, igual o diferente.

En un aspecto preferido, los polinucleédtidos exdgenos de la primera y/o segunda regiones genomicas exdgenas
estan orientados y separados como se indicé previamente para la construccion de ADN de la invencion.

Cualquiera de las secuencias promotoras puede estar presente multiples veces o se puede usar una sola vez dentro
de la primera y segunda regiones gendmicas exdégenas, 0 se puede usar uno o mas promotores multiples veces y
uno o mas de los otros promotores se puede usar una sola vez en la primera y segunda regiones genoémicas
exogenas. Cada promotor vegetal puede ser, de forma independiente, preferencialmente activo en un tejido u
organo de la planta, tal como en las hojas o semillas, con relacion a otros tejidos u 6rganos. Esto puede permitir la
expresion simultanea, o la expresion superpuesta, de las tres regiones codificantes de proteinas introducidas en el
organo o tejido vegetal. En un aspecto alternativa, uno o mas promotores se expresan de forma constitutiva en la
planta y uno o mas de los otros promotores se expresan preferencialmente en el érgano o tejido vegetal.

En un aspecto, el paso i) comprende producir la primera planta transformada de forma estable por

a) contacto de una célula vegetal con una primera bacteria que comprende un primer acido nucleico de
transferencia extracromosomico que comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucleétidos exégenos diferentes,

b) generacion de una planta transformada de forma estable a partir de la célula vegetal del paso a), y
opcionalmente

¢) produccién de una planta de progenie a partir de la planta transformada de forma estable del paso b); y/o el
paso ii) comprende producir la segunda planta transformada de forma estable por

d) contacto de una célula vegetal con una segunda bacteria que comprende un segundo acido nucleico de
transferencia extracromosomico que comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucleétidos exégenos diferentes,

e) generacién de una planta transformada de forma estable a partir de la célula vegetal del paso d), y
opcionalmente

f) produccién de una planta de progenie a partir de la planta transformada de forma estable del paso e).
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En otro aspecto, la presente memoria descriptiva proporciona un método de produccién de una planta transformada
de forma estable con al menos seis polinucleétidos exégenos diferentes, comprendiendo el método

i) obtener una primera planta transformada de forma estable, o una parte de planta, que comprende una primera
region genémica exdgena que comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucleotidos exdgenos diferentes,

i) poner en contacto una célula de la primera planta transformada de forma estable, o una parte de planta, con
una bacteria que comprende un &cido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende tres, cuatro,
cinco o seis polinucledtidos exégenos diferentes,

iii) producir una planta a partir de la célula, y

iv) opcionalmente, seleccionar una planta producida en el paso iii) que comprende dichos al menos seis
polinucleétidos exégenos diferentes.

Con respecto al paso de “poner la célula en contacto con la bacteria del paso i)’ de los aspectos anteriores, como
comprendera el experto en la materia, esto se hara durante un tiempo adecuado y en condiciones adecuadas para
que los acidos nucleicos de transferencia extracromosdmicos puedan ser transferidos de las bacterias a la célula.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una célula eucariota que comprende al menos

a) un primer acido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende un primer polinucleétido
exogeno,

b) un segundo acido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende un segundo polinucleétido
exogeno, y

¢) un tercer acido nucleico de transferencia extracromosémico que comprende un tercer polinucleétido exégeno.

En un aspecto, la célula comprende ademas una o mas bacterias adicionales cada una de las cuales comprende un
acido nucleico de transferencia extracromosomico que comprende polinucleétidos exdgenos diferentes.

También se proporciona una planta, o la progenie de la misma, o semillas que comprenden una primera region
gendmica exdgena que comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucleétidos exdgenos diferentes, y una segunda
region gendmica exdgena que comprende tres, cuatro, cinco o seis polinucledtidos exogenos diferentes. Los
polinucleétidos exdgenos de la o las regiones gendmicas exdgenas preferentemente estan orientados y separados
como se ha descrito previamente para la construccién de ADN.

La presente invencion proporciona ademas un organismo no humano transgénico que comprende una célula de
acuerdo con la invencién. En un aspecto, cada célula del organismo es una célula de acuerdo con la invencion.

Preferentemente, el organismo no humano transgénico es una planta transgénica, mas preferentemente una planta
transgénica oleaginosa para producir el aceite indicado mas adelante. En una realizacién adicional, la planta
transgénica comprende al menos un polinucleétido exdgeno adicional que codifica un supresor por silenciamiento
ligado operativamente a un promotor especifico del érgano de almacenamiento de una planta, en donde la planta es
fenotipicamente normal.

La presente invencién proporciona ademas una semilla que comprende la célula de acuerdo con la invencién o que
se obtiene a partir de la planta transgénica de la invencion.

La presente invencion proporciona ademdas un aceite que se obtiene de una célula vegetal o célula de levadura
recombinante que sintetiza DPA, en la que dicha célula vegetal o célula de levadura recombinante comprende un
polinucleétido exdgeno que codifica una elongasa de acido graso con actividad A5 elongasa, en la que la elongasa
tiene actividad sobre EPA para producir DPA con una eficacia de al menos 70 % cuando la elongasa se expresa a
partir del polinucleétido exégeno en la célula vegetal o de levadura, de forma que la suma de los porcentaje de DPA
y DHA respecto de la suma de los porcentajes de EPA, DPA y DHA en el aceite es al menos 70 %.

En un aspecto, el aceite se obtiene por extraccion del aceite de una semilla oleaginosa.

En un aspecto, el aceite es aceite de canola (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), aceite de mostaza (Brassica
juncea), otros aceites de Brassica, aceite de girasol (Helianthus annus), aceite de semillas de lino (Linum
usitatissimum), aceite de soja (Glycine max), aceite de alazor (Carthamus tinctorius), aceite de maiz (Zea mays),
aceite de tabaco (Nicotiana tabacum), aceite de mani (Arachis hypogaea), aceite de palma, aceite de semillas de
algodon (Gossypium hirsutum), aceite de coco (Cocos nucifera), aceite de palta (Persea americana), aceite de oliva
(Olea europaea), aceite de nueces de Cayl (Anacardium occidentale), aceite de macadamia (Macadamia
intergrifolia), aceite de almendras (Prunus amygdalus) o aceite de semillas de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana).

La presente memoria descriptiva proporciona un acido graso producido, u obtenido, a partir de la célula de acuerdo
con la invencion, del organismo no humano transgénico de la invencion y/o de la semilla de la invencion.
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La presente invencion proporciona ademas un método de produccién de una desaturasa, elongasa o diacilglicerol
aciltransferasa, comprendiendo el método cultivar la célula recombinante, el organismo no humano transgénico y/o
la semilla definidos para el aceite de la invencion.

La presente invencién proporciona ademas una composicion que comprende una célula de acuerdo con la
invencion, la desaturasa o elongasa de acuerdo con la invencién, un polinucleétido de acuerdo con la invencién, una
construccion de ADN de acuerdo con la invencion, un vector de la invencién, un aceite de acuerdo con la invencién o
un &cido graso de la invencion.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas alimentos, cosméticos o sustancias quimicas que comprenden
la célula recombinante, el organismo no humano transgénico y/o la semilla definidos para el aceite de la invencion, el
aceite de la invencion y/o el acido graso de la invencion.

La presente invencion proporciona ademas un método para conducir una reaccion de desaturasa, comprendiendo el
método poner un acido graso poliinsaturado esterificado con CoA en contacto con la desaturasa de la invencion.

La presente memoria descriptiva proporciona ademas un anticuerpo sustancialmente purificado, o un fragmento del
mismo, que se une especificamente a una desaturasa o elongasa de la invencién.

La presente invencion proporciona ademas el uso de la célula recombinante, del organismo no humano transgénico
y/o de la semilla definidos para el aceite de la invencion, el aceite de la invencién, el acido graso de la invencion y/o
el alimento de la invencion en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una
condicion que podria obtener un beneficio de un PUFA.

En un realizacion, la dolencia es arritmia cardiaca, angioplastia, inflamacién, asma, psoriasis, osteoporosis, calculos
renales, SIDA, esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, esquizofrenia, cancer, sindrome de
alcohol fetal, trastorno de hiperactividad con déficit atencional, fibrosis quistica, fenilcetonuria, depresion unipolar,
hostilidad agresiva, adrenoleucodisttofia, enfermedad cardiaca coronaria, hipertension, diabetes, obesidad, mal de
Alzheimer, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, colitis ulcerosa, restenosis después de angioplastia, eczema,
presion sanguinea elevada, agregacion plaquetaria, hemorragia gastrointestinal, endometriosis, sindrome
premenstrual, encefalomielitis mialgica, fatiga cronica después de infecciones viricas o una enfermedad ocular.

La presente invencion proporciona ademas el uso de una célula de acuerdo con la invencién, un organismo
transgénico no humano de acuerdo con la invencion, una semilla de acuerdo con la invencion, un aceite de acuerdo
con la invencién en la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir una dolencia que se beneficiaria de un
PUFA.

Los inventores de la presente invencidon han encontrado sorprendentemente que es posible expresar los supresores
por silenciamiento preferencialmente en los 6rganos de almacenamiento de una planta para aumentar los niveles de
expresion transgénica en células vegetales sin afectar significativamente el desarrollo de una planta.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una célula vegetal que comprende

i) un primer polinucledtido exdégeno que codifica un supresor por silenciamiento, ligado operativamente a un
promotor especifico del 6rgano de almacenamiento de una planta, y

i) un segundo polinucleétido exégeno que codifica una molécula de ARN, ligada operativamente a un promotor
que dirige la transcripcion de genes en el 6rgano de almacenamiento de una planta.

Preferentemente, el promotor especifico del érgano de almacenamiento de una planta es un promotor especifico de
semillas, tal como un promotor especifico de cotiledones o un promotor especifico del endosperma.

En un aspecto, el supresor por silenciamiento es una proteina supresora virica tal como, pero en un sentido no
limitativo, P1, P19, V2, P38, P15, Pe-Po y RPV-PO.

Normalmente, cuando la proteina supresora virico se expresa constitutivamente en una planta, dicha planta es
fenotipicamente anormal, pero cuando el supresor por silenciamiento se expresa especificamente en el érgano de
almacenamiento, la planta es fenotipicamente normal. Los ejemplos de tales proteinas supresoras viricas incluyen,
pero en un sentido no limitativo, P1, P19 y P15.

En un aspecto adicional, la proteina supresora virico reduce la acumulacién de microARN y/o el clivaje guiado de
microARN.

La molécula de ARN puede ser funcional per se tal como, pero en un sentido no limitativo, un polinucleétido de
sentido contrario, un polinucleétido catalitico, ARNcd y/o microARN. Como alternativa, la molécula de ARN puede
codificar un polipéptido con una funcién deseada tal como, pero en un sentido no limitativo, una enzima relacionada
con la sintesis 0 modificacion de acidos grasos, una proteina de almacenamiento en semillas tal como por ejemplo,
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una glutenina o gliadina de cereales, una enzima relacionada con la sintesis o modificacién de carbohidratos, el
metabolismo secundario 0 un producto farmacéutico. Los ejemplos de proteinas farmacéuticas incluyen, pero en un
sentido no limitativo, anticuerpos asi como moléculas relacionadas con anticuerpos y fragmentos de los mismos,
polipéptidos antigénicos que pueden proporcionar, por ejemplo, protecciéon inmunolégica contra cancer, un agente
infeccioso, una citoquina tal como, por ejemplo, un factor estimulante de colonias de granulocitos-macroéfagos,
interferén-a, alblmina de suero humano y eritropoyetina.

En un aspecto adicional, la célula comprende al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o al
menos cinco 0 mas polinucledtidos exdgenos diferentes adicionales, cada uno de los cuales codifica una molécula
de ARN y esta ligado operativamente a un promotor que dirige la transcripcién de genes en el 6rgano de
almacenamiento. Cada polinucle6tido exdgeno puede estar ligado operativamente al mismo promotor, a promotores
diferentes o una combinacién de los mismos.

En un aspecto los polinucledtidos exdgenos son ADN.

En un aspecto adicional, la célula se encuentra en un 6rgano de almacenamiento de una planta tal como una
semilla.

En un aspecto preferido, la molécula de ARN esta presente a un mayor nivel con relacién a una célula isogénica que
no contiene al primer polinucleétido exégeno. Preferentemente, el nivel esta incrementado al menos un 10 %, al
menos un 20 % y mas preferentemente al menos un 30 %.

En otro aspecto, al menos una molécula de ARN codificada por al menos uno de los polinucleétidos exdgenos
adicionales esta presente a un mayor nivel con relacion a una célula isogénica que no contiene al primer
polinucleétido exdgeno.

También se proporciona una planta transgénica que comprende una célula del aspecto anterior. En un aspecto,
cada célula de la planta es como se definio en el aspecto anterior. En un aspecto particularmente preferida, la planta
es fenotipicamente normal en comparacién con una planta que no contiene dicha célula.

En otro aspecto mas se provee un érgano de almacenamiento de una planta que comprende una célula del aspecto
anterior y/o que se obtiene de la planta transgénica definida precedentemente.

En un aspecto, el érgano de almacenamiento vegetal es una semilla.

En un aspecto adicional, se proporciona un método para obtener una planta fenotipicamente normal que presenta
mayores niveles de una molécula de ARN en su 6rgano de almacenamiento, que comprende

a) introducir en una célula vegetal

i) un primer polinucleétido exégeno que codifica un supresor por silenciamiento, ligado operativamente a un
promotor especifico del 6rgano de almacenamiento de una planta, y

i) un segundo polinucleétido exdégeno que codifica una molécula de ARN, ligada operativamente a un
promotor que dirige la transcripcién de genes en el érgano de almacenamiento de una planta,

b) regenerar una planta transformada a partir de la célula del paso a),

c) cultivar la planta transformada hasta que produzca 6rganos de almacenamiento,

d) determinar el nivel de la molécula de ARN en el 6rgano de almacenamiento, y

e) seleccionar una planta que es fenotipicamente normal, y en donde la molécula de ARN esta presente a un
mayor nivel en el 6rgano de almacenamiento con relacion a un 6rgano de almacenamiento correspondiente que
no contiene al primer polinucleétido exégeno.

En otro aspecto mas adicional, se proporciona un método para obtener una planta fenotipicamente normal que
presenta una expresion estabilizada de una molécula de ARN en su 6rgano de almacenamiento, que comprende

a) introducir en una célula vegetal

i) un primer polinucleétido exégeno que codifica un supresor por silenciamiento, ligado operativamente a un
promotor especifico del 6rgano de almacenamiento de una planta, y

i) un segundo polinucleétido exdégeno que codifica una molécula de ARN, ligada operativamente a un
promotor que dirige la transcripcion de genes en el 6rgano de almacenamiento de una planta,

b) regenerar una planta transformada a partir de la célula del paso a),

c¢) producir una planta de progenie de tercera generacion que comprende el érgano de almacenamiento de la
planta del paso b), y

d) seleccionar una planta de progenie de tercera generacion en donde la molécula de ARN esta presente en el
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o6rgano de almacenamiento a un nivel que es al menos un 90 % del nivel en un 6rgano de almacenamiento de
una generacién anterior de la planta.

Preferentemente, los polinucledtidos exdgenos de los aspectos anteriores estan integrados de forma estable en el
genoma de la célula.

En otro aspecto mas, la presente invencién proporciona un método para estabilizar la expresién de una molécula de
ARN en un érgano de almacenamiento de una planta transgénica, que comprende

i) expresar un primer polinucleétido exdgeno que codifica un supresor por silenciamiento, ligado operativamente
a un promotor especifico del 6rgano de almacenamiento de una planta, y

i) expresar un segundo polinucleétido exdgeno que codifica una molécula de ARN ligada operativamente a un
promotor que dirige la transcripcion de genes en el 6rgano de almacenamiento de una planta,

en donde la planta transgénica es al menos una planta de progenie de tercera generacién obtenida de una planta
progenitora transformada con los polinucleétidos exdgenos, y en donde la molécula de ARN esta presente en el
o6rgano de almacenamiento de la planta a un nivel que es al menos un 90 % del nivel en un 6rgano de
almacenamiento de una generacion anterior de la planta.

En un aspecto, la planta se cultiva en el campo.

Como resulta evidente, los rasgos y caracteristicas preferidas de un aspecto de la invencién son aplicables a
muchos otros aspectos de la invencion.

En toda la memoria descriptiva, el término "que comprende”, o variaciones tales como "comprende" o "comprenden”,
incluye un elemento, un ndmero 0 un paso mencionado, o un grupo de elementos, nUmeros o pasos, pero no
excluyen cualquier otro elemento, nimero o paso, o grupo de elementos, nimeros o pasos.

La invencion se describira de aqui en adelante por medio de los siguientes Ejemplos no limitantes y con referencia a
las figuras adjuntas.

Descripcion breve de las figuras adjuntas
Figura 1. Vias de biosintesis aerdhicas de DHA.

Figura 2. Diversas enzimas de intercambio de acilo que transfieren acidos grasos entre PC, agrupaciones de
CoA y agrupaciones de TAG. Adaptado de Singh et al. (2005).

Figura 3. Alineacion mltiple entre la A6-elongasa de Micromonas CS-0170 y genes relacionados. AAV33630,
enzima de elongacion de acidos grasos C20-poliinsaturados [Paviova sp. CCMP459]; AAY15135, elongasa 1
[Pavlova salina]; ABR67690, elongasa C20 [Pavlova viridis]; AAV67797, elongasa 1 de &cidos grasos
poliinsaturados [Ostreococcus tauri]; CAL55414, elongasa 2 de acidos grasos poliinsaturados (ISS)
[Ostreococcus tauri]; XP_001419791, proteina predicha [Ostreococcus lucimarinus CCE9901]; MicCS0170-d6E,
A6-elongasa de Micromonas CS-0170 (este trabajo); AAV67800, elongasa 2 de acidos grasos poliinsaturados
[Thalassiosira pseudonana]; XP_001416454, proteina predicha [Ostreococcus lucimarinus CCE9901];
ABC18313, elongasa 1 de acidos grasos poliinsaturados [Thraustochytrium sp. FIN-10]; AAV67799, elongasa 1
de acidos grasos poliinsaturados [Thalassiosira pseudonana]; AAW70157, delta-6-elongasa [Phaeodactilum
tricornutum]; ABC18314, elongasa 2 de acidos grasos poliinsaturados [Thraustochytrium sp. FJIN-10];
CAD58540, producto proteico sin nombre [Isochrysis galbana].

Figura 4. Alineacién mdltiple entre la A6-elongasa de Pyramimonas CS-0140 y genes relacionados. AAL84174,
enzima de elongacion 1 especifica de acidos grasos poliinsaturados [Physcomitrella patens]; AAT85662,
elongasa de acidos grasos poliinsaturados [Marchantia polimorpha]; AAV67797, elongasa 1 de acidos grasos
poliinsaturados [Ostreococcus tauri]; ABO94747, proteina predicha [Ostreococcus lucimarinus CCE9901]; Pyrco-
d6E, A6-elongasa de Pyramimonas CS-0140 (este trabajo); ABC18313, elongasa 1 de acidos grasos
poliinsaturados [Thraustochytrium sp. FJN-10]; BAF97073, enzima de elongacion de &cidos grasos
poliinsaturados [Mortierella alpina]; XP_001567488, proteina tipo enzima de elongacion de &acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]; BAE71129, delta5-elongasa
[Marchantia polimorpha]; XP_001779105; proteina predicha [Physcomitrella patens].

Figura 5. Alineacion multiple entre la A5-elongasa de Pyramimonas CS-0140 y genes relacionados. AAI52204,
proteina Elovl4 [Danio rerio]; CAG01780, producto proteico sin nombre [Tetraodon nigroviridis]; AAV67800,
elongasa 2 de acidos grasos poliinsaturados [Thalassiosira pseudonana]; AAV33630, enzima de elongacion de
acidos grasos C20-poliinsaturados [Pavlova sp. CCMP459]; ABR67690, elongasa C20 [Pavlova viridis];
AAY15135, elongasa 1 [Pavlova salina]; AAV67798, elongasa 2 de acidos grasos poliinsaturados [Ostreococcus
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tauri]; ABO98084, proteina predicha [Ostreococcus lucimarinus CCE9901]; Pyrco-dSE, A5-elongasa de
Pyramimonas CS-0140 (este trabajo).

Figura 6. Alineacion mudltiple entre la A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 y genes relacionados.
AAMO09687, acido graso A5-desaturasa [Thraustochytrium sp. ATCC21685]; AAV33631, A4-desaturasa
[Isochrysis galbana]; AAW70159, A6-desaturasa [Ostreococcus tauri]; ABQ099366, proteina predicha
[Ostreococcus lucimarinus CCE9901]; Mic-d6D, A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 (este trabajo);
ABF58685, A5-desaturasa [Perkinsus marinus]; ABL96295, A5-desaturasa [Pavlova salina].

Figura 7. Alineacion multiple entre la A6-desaturasa de Ostreococcus lucimarinus y genes relacionados.
AAMO09687, acido graso Ab5-desaturasa [Thraustochytrium sp. ATCC21685]; AAR27297, A6-desaturasa
[Amilomyces rouxii]; AAS93682, acido graso A6-desaturasa [Rhizopus oryzae]; AAV33631, A4d-desaturasa
[Isochrysis galbana]; AAW70159, A6-desaturasa [Ostreococcus tauri]; Ostlu-d6D, A6-desaturasa de
Ostreococcus lucimarinus (este trabajo); ABF58685, A5-desaturasa [Perkinsus marinus]; ABL96295, A5-
desaturasa [Pavlova salina]; EDQ92231, proteina predicha [Monosiga brevicollis MX1]; CAM41728, acido graso
desaturasa, putativa [Leishmania braziliensis]; CAM65683, acido graso desaturasa, putativa [Leishmania
infantum].

Figura 8 Alineacion multiple entre la A5-desaturasa de Pyramimonas CS-0140 y genes relacionados. AAM09687,
acido graso A5-desaturasa [Thraustochytrium sp. ATCC21685]; Pyrco-d5D, A5-desaturasa de Pyramimonas CS-
0140 (este trabajo); AAT85661, acido graso A6-desaturasa [Marchantia polimorpha]; AAX14505, acido graso A6-
desaturasa [Thalassiosira pseudonana]; ABP49078, acido graso A6-desaturasa [Phaeodactilum tricornutum;
AAW70159, A6-desaturasa [Ostreococcus tauri]; XP_001421073, proteina predicha [Ostreococcus lucimarinus
CCE9901]; ABF58685, Ab5-desaturasa [Perkinsus marinus]; CAJO7076, acido graso desaturasa, putativa
[Leishmania major]; ABL96295, A5-desaturasa [Pavlova salina]; EDQ92231, proteina predicha [Monosiga
brevicollis MX1].

Figura 9. Alineacion multiple de las secuencias de la proteina A6-desaturasa de Ostreococcus tauri (Ot) (SEQ ID
NO:30), de Ostreococcus lucimarinus (Ol) (SEQ ID NO:10) y de Micromonas (M) CCMP1545 (SEQ ID NO:8).

Figura 10. Arbol filogenético que muestra la relacion entre diversas desaturasas. Pavsa-d5D = A5-desaturasa de
Pavlova salina (ABL96295); Thr21685-d5D = A5-desaturasa de Thraustochytrium sp. ATCC21685 (AAM09687);
Mic1545-d6D = A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 (este trabajo); Ostta-d6D = A6-desaturasa de
Ostreococcus tauri (AAW70159); Ostlu-d6D = A6-desaturasa de Ostreococcus lucimarinus (este trabajo); Galga-
d6D = A6-desaturasa de Gallus gallus (XP_421053); Homsa-d6D = A6-desaturasa de Homo sapiens
(AAG23121); Musmu-d6D = A6-desaturasa de Mus musculus (NP_062673); Danre-d5/6D = A5-/A6-desaturasa
de Danio rerio (AAG25710); Spaau-d6D = A6-desaturasa de Sparus aurata putativa (AAL17639); Scoma-d6D =
A6-desaturasa de Scophthalmus maximus (AAS49163); Oncmy-d6D = A6-desaturasa de Oncorhynchus mykiss
(AAK26745); Salsa-d5D = A5-desaturasa de Salmo salar (AAL82631); Prifa-d6D = A6-desaturasa de Primula
farinosa (AAP23034); Euggr-d6D = A6-desaturasa de Euglena gracilis; Borof-d6D = A6-desaturasa de Borago
officianalis (AAC49700); Caeel-d6D = A6-desaturasa de Caenorhabditis elegans (AAC15586); Rhior-d6D = A6-
desaturasa de Rhizopus oryzae (AAS93682); Moral-d6D = A6-desaturasa de Mortierella alpina (AAF08685);
Moris-d6D = A6-desaturasa de Mortierella isabellina (AAL73948); Marpo-d6D = A6-desaturasa de Marchantia
polimorpha (AAT85661); Cerpu-d6D = A6-desaturasa de Ceratodon purpureus (CAB94993); Phatr-d6D = A6-
desaturasa de Phaeodactilum tricornutum (AAL92563); Thaps-d6D = A6-desaturasa de Thalassiosira
pseudonana (AAX14505); Pavsa-d8D = A8-desaturasa de Pavlova salina (ABL96296); Phatr-d5D = A5-
desaturasa de Phaeodactilum tricornutum (AAL92562); Marpo-d5D = A5-desaturasa de Marchantia polimorpha
(AAT85663); Moral-d5D = A5-desaturasa de Mortierella alpina (AAR28035); Dicdi-d5D = A5-desaturasa de
Dictyostelium discoideum (BAA37090).

Figura 11. Resultados de GC de semillas T2 de Arabidopsis transformadas con la construccion linP-mic1545-
d6D-linT. Se muestran los niveles de SDA y GLA para los eventos individuales 1-19, indicandose la relacion de
las eficacias de conversion de w3 a w6 arriba de cada columna. La A6-desaturasa de M. pusilla muestra una
clara preferencia por el sustrato w3.

Figura 12. Eficacias de conversién de las enzimas que constituyen las vias de EPA infiltradas en N.
benthamiana. Las vias de EPA contienen una A6-desaturasa (A6-desaturasa de Echium plantagineum, A6-
desaturasa de Ostreococcus tauri 0 A6-desaturasa de Micromonas pusilla), la A6-elongasa Pyramimonas cordata
y la A6-desaturasa de Pavlova salina. Panel a. muestra las eficacias de conversién de la agrupacion w3 para
cada via; b. contiene comparaciones directas entre la via de E. plantagineum, la via de M. pusilla y la via que
contiene estas dos desaturasas; c. contiene comparaciones directas entre la via de O. tauri, la via de M. pusilla 'y
una via que contiene a las dos acil-CoA desaturasas.
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Figura 13. Confirmacién por GC y GC-MS de la produccion de EPA en Nicotiana benthamiana por una w3
desaturasa de Micromonas RCC299 expresada de forma transitoria.

Figura 14. Mapa del vector binario pJP10lacq que muestran las caracteristicas clave del vector binario
incluyendo las orientaciones del promotor, las ubicaciones de la secuencia directriz del TMV, las ubicaciones de
las regiones espaciadoras y los sitios de clonacién Unicos para las inserciones de genes. NosT = terminador
NOS, FP1 = terminador de napina truncada, LininT = terminador de Linina.

Figura 15. Mapa del vector binario pJP107.

Figura 16. Determinacion de la concentraciéon de Agrobacterium requerida para lograr una actividad genética
casi maxima en el ensayo basado en hojas. Actividad de A9-elongasa de Isochrysis galbana (IgA9elo) en N.
benthamiana después de infiltracion con densidades de cultivo variables de AGL1 de Agrobacterium que
contienen a la construccion de expresion binaria IgA9elo. El P19 co-infiltrado se definié a una concentracion de
DOsoonm de 0,4. El eje y muestra la suma de ambas actividades IgA9elo para producir EDA y ETrA.

Figura 17. Comparacion de la expresion transgénica de las vias de LC-PUFA usando una expresion transitoria o
estable en hojas. Las eficacias de conversion se basan en los perfiles de acidos grasos totales. *resultados
extraidos de (Qi et al., 2004); Presultados extraidos de (Robert et al., 2005).

Figura 18. Adaptacion metabdlica en Nicotiana benthamiana. Panel a. Trazado de cromatografia gaseosa (GC)
de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) producidos a partir de aceite de atiin que contiene tan solo una
pequefia cantidad de EPA, pero una gran cantidad de DHA. Paneles b. y c. Trazados de GC de FAME derivados
de la fraccion TAG de tejido foliar de N. benthamiana transformado transitoriamente con construcciones binarias
CaMV 35S de un solo gen que contienen a la A6-desaturasa de Micromonas pusilla, la A6-elongasa de
Pyramimonas cordata, la A5-desaturasa de Pavlova salina, la A5-elongasa de P. cordata (b.) o la A5-elongasa de
P. salina (c.) y la Ad-desaturasa de P. salina. La acumulacién de EPA en la muestra usando la A5-elongasa de P.
salina demuestra la manera en que se pueden adaptar las vias metabdlicas mediante una seleccién cuidadosa
de un solo gen en la via.

Figura 19. Mapa de la regién del vector pJP3075 que comprende transgenes.
Figura 20. Mapa de la regién del vector pJP3059 que comprende transgenes.
Figura 21. Mapa de la regién del vector pJP3060 que comprende transgenes.
Figura 22. Mapa de la regién del vector pJP3115 que comprende transgenes.

Figura 23. Mapa de la regién del vector pJP3116 que comprende transgenes.

Clave para el listado de secuencias

SEQ ID NO:1: Marco de lectura abierto que codifica la A6-elongasa de Micromonas CS-0170.

SEQ ID NO:2: A6-elongasa de Micromonas CS-0170.

SEQ ID NO:3: Marco de lectura abierto que codifica la A6-elongasa/A9-elongasa de Pyramimonas CS-0140.
SEQ ID NO:4: A6-elongasa/A9-elongasa de Pyramimonas CS-0140.

SEQ ID NO:5: Marco de lectura abierto que codifica la A5-elongasa de Pyramimonas CS-0140.

SEQ ID NO:6: A5-elongasa de Pyramimonas CS-0140.

SEQ ID NO:7: Marco de lectura abierto que codifica la A6-desaturasa/A8-desaturasa de Micromonas CCMP1545.
SEQ ID NO:8: A6-desaturasa/A8-desaturasa de Micromonas CCMP1545.

SEQ ID NO:9: Marco de lectura abierto que codifica la A6-desaturasa de Ostreococcus lucimarinus.

SEQ ID NO:10: A6-desaturasa de Ostreococcus lucimarinus.

SEQ ID NO:11: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresion de la A6-desaturasa de
Ostreococcus lucimarinus en plantas.

SEQ ID NO:12: Marco de lectura abierto que codifica la A5-desaturasa de Pyramimonas CS-0140.

SEQ ID NO:13: A5-desaturasa de Pyramimonas CS-0140.

SEQ ID NO:14: Marco de lectura abierto parcial que codifica la w3-desaturasa de Micromonas CS-0170.

SEQ ID NO:15: w3-desaturasa parcial de Micromonas CS-0170.

SEQ ID NO:16: Marco de lectura abierto que codifica la w3-desaturasa de Micromonas RCC299

SEQ ID NO:17: w3-desaturasa de Micromonas RCC299.

SEQ ID NO:18: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresién de la w3-desaturasa de
Micromonas RCC299 en plantas.

SEQ ID NO:19: Marco de lectura abierto que codifica la w3-desaturasa de Micromonas CCMP1545

SEQ ID NO:20: w3-desaturasa de Micromonas CCMP1545.
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SEQ ID NO:21: Marco de lectura abierto que codifica la A9-elongasa de Isochrysis galbana.

SEQ ID NO:22: A9-elongasa de Isochrysis galbana.

SEQ ID NO:23: Marco de lectura abierto que codifica la A8-desaturasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:24: A8-desaturasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:25: Marco de lectura abierto que codifica la A5-desaturasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:26: A5-desaturasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:27: Marco de lectura abierto que codifica la A9 elongasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:28: A9 elongasa de Emiliania huxleyi CCMP1516.

SEQ ID NO:29: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresion de la A9 elongasa de
Emiliania huxleyi en plantas.

SEQ ID NO:30: A6-desaturasa de Ostreococcus tauri.

SEQ ID NO:31: Dominio consenso de la elongasa 1.

SEQ ID NO:32: Dominio consenso de la elongasa 2.

SEQ ID NO:33: Dominio consenso de la elongasa 3.

SEQ ID NO:34: Dominio consenso de la elongasa 4.

SEQ ID NO:35: Dominio consenso de la elongasa 5.

SEQ ID NO:36: Dominio consenso de la elongasa 6.

SEQ ID NO:37: Dominio consenso de la desaturasa 1.

SEQ ID NO:38: Dominio consenso de la desaturasa 2.

SEQ ID NO:39: Dominio consenso de la desaturasa 3.

SEQ ID NO:40: Dominio consenso de la desaturasa 4.

SEQ ID NO: 41-71 y 78-92: Cebadores de oligonucleétidos.

SEQ ID NO:72: Marco de lectura abierto que codifica la A4-desaturasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:73: Ad-desaturasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:74: Marco de lectura abierto que codifica la diacilglicerol aciltransferasa 1 de Arabidopsis thaliana.
SEQ ID NO:75: Diacilglicerol aciltransferasa 1 de Arabidopsis thaliana.

SEQ ID NO:76: Dominio consenso de la elongasa 7.

SEQ ID NO:77: Dominio consenso de la elongasa 8.

SEQ ID NO:93: Marco de lectura abierto que codifica la A9-elongasa de Pavlova pinguis.

SEQ ID NO:94: A9-elongasa de Pavlova pinguis.

SEQ ID NO:95: Marco de lectura abierto que codifica la A9-elongasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:96: A9-elongasa de Pavlova salina.

SEQ ID NO:97: Supresor virico P19.

SEQ ID NO:98: Supresor virico V2.

SEQ ID NO:99: Supresor virico P38.

SEQ ID NO:100: Supresor virico Pe-P0.

SEQ ID NO:101: Supresor virico RPV-PO.

SEQ ID NO:102: Marco de lectura abierto que codifica al supresor virico P19.

SEQ ID NO:103: Marco de lectura abierto que codifica al supresor virico V2.

SEQ ID NO:104: Marco de lectura abierto que codifica al supresor virico P38.

SEQ ID NO:105: Marco de lectura abierto que codifica al supresor virico Pe-P0.

SEQ ID NO:106: Marco de lectura abierto que codifica al supresor virico RPV-PO.

SEQ ID NO:107: Marco de lectura abierto de codones optimizados que codifica la diacilglicerol aciltransferasa 2
de Micromonas CCMP1545.

SEQ ID NO:108: Diacilglicerol aciltransferasa 2 de Micromonas CCMP1545.

SEQ ID NO: 109-124: Secuencias de bordes del a4cido nucleico de transferencia.

SEQ ID NO:125: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresion de la A6 desaturasa/A8
desaturasa de Micromonas CCMP1545 en plantas.

SEQ ID NO:126: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresion de la A6 elongasa/A9
elongasa de Pyramimonas CS-0140 en plantas (truncado por el extremo 3’y codifica una elongasa funcional).
SEQ ID NO:127: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresiéon de la A5 desaturasa de
Pavlova salina en plantas.

SEQ ID NO:128: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresion de la A5 elongasa de en
plantas.

SEQ ID NO:129: Marco de lectura abierto de codones optimizados para la expresion de la A4 desaturasa de
Pavlova salina en plantas.

Descripcion detallada de la invencion

Técnicas generales y definiciones

A menos que especificamente se defina de otra manera, se considera que todos los términos técnicos y cientificos
usados en la presente tienen el mismo significado que el conocido cominmente por el especialista en el arte (por
ejemplo, en cultivo celular, genética molecular, sintesis de acidos grasos, plantas transgénicas, quimica de proteinas
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y bioquimica).

A menos que se indique de otra manera, las técnicas de proteinas recombinantes, de cultivo celular e inmunolégicas
utilizadas en la presente invencién son procedimientos estandar, bien conocidos por los especialistas en el arte.
Dichas técnicas se describen y explican en la literatura en fuentes tales como, J. Perbal, A Practical Guide to
Molecular Cloning, John Wiley y Sons (1984), J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbour Laboratory Press (1989), T.A. Brown (editor), Essential Molecular Biology: A Practical Approach,
Volumenes 1 y 2, IRL Press (1991), D.M. Glover y B.D. Hames (editores), DNA Cloning: A Practical Approach,
Volumenes 1-4, IRL Press (1995 y 1996), F.M. Ausubel et al., (editores), Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Pub. Associates y Wiley-Interscience (1988, incluyendo todas las actualizaciones hasta el presente), Ed
Harlow y David Lane (editores), Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988), y J.E.
Coligan et al., (editores), Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons (incluyendo todas las actualizaciones
hasta el presente).

Definiciones seleccionadas

Como se usa en el presente documento, el término "acido graso" se refiere a un acido carboxilico (o un acido
organico), a menudo con una cola alifatica larga, ya sea saturada o insaturada. Normalmente los acidos grasos
tienen una cadena unida por enlaces carbono-carbono de al menos 8 atomos de carbono de longitud, mas
preferentemente de al menos 12 carbonos de longitud. La mayoria de los acidos grasos naturales tienen un ndmero
par de atomos de carbono porque su biosintesis comprende acetato que tiene dos atomos de carbono. Los acidos
grasos se pueden encontrar en un estado libre (no esterificado) o en una forma esterificada tal como una parte de un
triglicérido, diacilglicérido, monoacilglicérido, unido a acil-CoA (tio-éster) u otra forma unida. El acido graso puede
estar esterificado como un fosfolipido tal como en las formas de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol o difosfatidilglicerol.

Los "acidos grasos saturados" no contienen ningun enlace doble o ningn grupo funcional a lo largo de la cadena. El
término "saturado" se refiere a hidrégeno, en que todos los carbonos (ademas del grupo de acido carboxilico [-
COOH]) contiene tantos hidrégenos como sea posible. En otras palabras, el extremo omega (w) contiene 3
hidrégenos (CH3-) y cada carbono dentro de la cadena contiene 2 hidrogenos (-CH2-).

Los "acidos grasos insaturados" son de una forma similar a los acidos grasos saturados, excepto que existe uno o
mas grupos funcionales alqueno a lo largo de la cadena, donde cada alqueno sustituye una parte "-CH2-CH2-" de
enlace simple de la cadena con una porcion "-CH=CH-" unida mediante un enlace doble (es decir, un carbono unido
mediante un enlace doble a otro carbono). Los dos atomos de carbono siguientes en la cadena que estan unidos por
cualquiera de los lados del enlace doble pueden presentar una configuracion cis o trans.

Como se usa en el presente documento, el término "acido graso monoinsaturado” se refiere a un acido graso que
comprende al menos 12 atomos de carbono en su cadena de carbono y solamente un grupo alqueno (enlace doble
carbono-carbono) en la cadena. Como se usa en el presente documento, los términos "acidos grasos
poliinsaturados” o "PUFA" se refieren a un acido graso que comprende al menos 12 atomos de carbono en su
cadena de carbonos y al menos dos grupos alqueno (dobles enlaces carbono-carbono).

Como se usa en el presente documento, los términos "acidos grasos poliinsaturados de cadena larga" y "LC-PUFA"
se refieren a un acido graso que comprende al menos 20 atomos de carbono en su cadena de carbonos y al menos
dos dobles enlaces carbono-carbono, y por ende incluyen a los VLC-PUFA. Como se usa en el presente documento,
los términos "acidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga" y "VLC-PUFA" se refieren a un acido graso que
comprende al menos 22 atomos de carbono en su cadena de carbonos y al menos tres dobles enlaces carbono-
carbono. Comunmente, la cantidad de atomos de carbono en la cadena de carbonos de los acidos grasos se refiere
a una cadena de carbonos no ramificada. Si la cadena de carbonos es ramificada, la cantidad de atomos de carbono
no incluye los correspondientes a los grupos laterales. En un aspecto, los acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga es un acido graso w3, es decir, que tiene una desaturacién (enlace doble carbono-carbono) en el tercer enlace
carbono-carbono desde el extremo metilo del acido graso. En otro aspecto, los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga es un acido graso w6, es decir, que tiene una desaturacion (enlace doble carbono-carbono) en el sexto
enlace carbono-carbono desde el extremo metilo del acido graso. En un aspecto adicional, los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga se seleccionan del grupo que consiste de; acido araquidonico (ARA,
20:4A5,8,11,14; 6), acido eicosatetraenoico (ETA, 20:4A8,11,14,17, w3), acido eicosapentanoico (EPA,
20:5A5,8,11,14,17; w3), acido docosapentaenoico (DPA, 22:5A7,10,13,16,19, w3) o acido docosahexanoico (DHA,
22:6A4,7,10,13,16,19, w3). Los LC-PUFA también pueden ser &cido dihomo-y-linoleico (DGLA) o acido
eicosatrienoico (ETrA, 20:3A11,14,17, w3). Se podra apreciar facilmente que un LC-PUFA producido de acuerdo con
la invencion puede ser una mezcla de cualquiera o todo lo anterior y puede incluir otros LC-PUFA o derivados de
cualquiera de estos LC-PUFA. En un aspecto preferido, el acido graso w3 es EPA, DPA y/o DHA, preferentemente,
EPA y/o DPA, o preferentemente DPA y/o DHA.

Ademas, como se usa en el presente documento, los términos "acidos grasos poliinsaturados de cadena larga" y
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"acidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga"” se refieren al acido graso en un estado libre (no esterificado) o
en una forma esterificada tal como formando parte de un triglicérido, diacilglicérido, monoacilglicérido, unido a acil-
CoA u otra forma unida. El acido graso puede estar esterificado como un fosfolipido tal como en las formas de
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol o difosfatidilglicerol. Por
consiguiente, los LC-PUFA pueden estar presentes como una mezcla de formas en el lipido de una célula o un
aceite purificado o lipido extraido de células, tejidos u organismos. En formas de realizacién preferidas, la invencién
proporciona un aceite que comprende al menos un 75 % o 85 % de triacilgliceroles, siendo el resto otras formas de
lipidos tales como los ya mencionados, donde al menos dichos triacilgliceroles comprenden a los LC-PUFA. El aceite
se puede purificar o tratar adicionalmente, por ejemplo, mediante hidrélisis con una base fuerte para liberar el acido
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graso libre, o mediante fraccionamiento, destilacién o semejantes.

Las proteinas desaturasa, elongasa y acil transferasa, y los genes que codifican las mismas, que se pueden usar en
la invencion son cualquiera de los conocidos en el arte o bien, homoélogos o derivados de los mismos. Los ejemplos
de tales genes y los tamafios de las proteinas codificadas se enumeran en la Tabla 1. Las enzimas desaturasa cuya
participacion en la biosintesis de los LC-PUFA ha sido demostrada, pertenecen todas al grupo de las denominadas

desaturasas “front-end”.

Tabla 1. Genes clonados relacionados con la biosintesis de LC-PUFA

Enzima Tipo de | Especie N° Acceso Tamafio Referencias
organismo de la
proteina
(aa)
A4- Protista Euglena gracilis AY278558 541 Meyer et al., 2003
desaturasa
Algas Pavlova lutherii AY332747 445 Tonon et al., 2003
Isochrysis galbana AAV33631 433 Pereira et al,
2004b
Pavlova salina AAY15136 447 Zhou et al., 2007
Traustoquitriales | Thraustochytrium aureum | AAN75707 515 N/D
AAN75708
AAN75709
AAN75710
Thraustochytrium sp. | AAM09688 519 Qiu et al. 2001
ATCC21685
A5- Mamiferos Homo sapiens AF199596 444 Cho et al., 1999b
desaturasa Leonard et al,
2000b
Nematodos Caenorhabditis elegans AF11440, 447 Michaelson et al.,
NM_069350 1998b;
Watts y Browse,
1999b
Hongos Mortierella alpina AF067654 446 Michaelson et al.,
1998a;
Knutzon et al,
1998
Pythium irregulare AF419297 456 Hong et al., 2002a
Dictyostelium discoideum | AB022097 467 Saito et al., 2000
Saprolegnia diclina 470 W002081668
Diatomeas Phaeodactilum AY082392 469 Domergue et al.,
tricornutum 2002
Algas Thraustochytrium sp AF489588 439 Qiu et al., 2001
Thraustochytrium aureum 439 W002081668
Isochrysis galbana 442 W002081668
Musgo Marchantia polimorpha AY583465 484 Kajikawa et al.,
2004
N6- Mamiferos Homo sapiens NM_013402 | 444 Cho et al., 1999a;
desaturasa Leonard et al.,
2000
Mus musculus NM 019699 | 444 Cho et al,, 1999a
Nematodos Caenorhabditis elegans 270271 443 Napier et al., 1998
Plantas Borago officinales U79010 448 Sayanova et al,
1997
Echium AY055117 Garcia-Maroto et
AY055118 al., 2002
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Enzima Tipo de | Especie N° Acceso Tamafio Referencias
organismo de la
proteina
(aa)
Primula vialii AY234127 453 Sayanova et al,
2003
Anemone leveillei AF536525 446 Whitney et al.,
2003
Musgos Ceratodon purpureus AJ250735 520 Sperling et al,
2000
Marchantia polimorpha AY583463 481 Kajikawa et al.,
2004
Physcomitrella patens CAA11033 525 Girke et al., 1998
Hongos Mortierella alpina AF110510 457 Huang et al., 1999;
AB020032 Sakuradani et al.,
1999
Pythium irregulare AF419296 459 Hong et al., 2002a
Mucor circinelloides AB052086 467 NCBI*
Rhizopus sp. AY320288 458 Zhang et al., 2004
Saprolegnia diclina 453 W002081668
Diatomeas Phaeodactilum AY082393 477 Domergue et al.,
tricornutum 2002
Bacteria Synechocystis L11421 359 Reddy et al., 1993
Algas Thraustochytrium aureum 456 W002081668
A5/A\6 Peces Danio rerio AF309556 444 Hastings et al.,
desaturasa 2001
bifuncional
C20 A8- | Algas Euglena gracilis AF139720 419 Wallis y Browse,
desaturasa 1999
Plantas Borago officinales AAGA43277 446 Sperling et al,
2001
A6-elongasa | Nematodos Caenorhabditis elegans NM_069288 | 288 Beaudoin et al.,
2000
Musgos Physcomitrella patens AF428243 290 Zank et al., 2002
Marchantia polimorpha AY583464 290 Kajikawa et al.,
2004
Hongos Mortierella alpina AF206662 318 Parker-Barnes et
al., 2000
Algas Pavlova lutheri** 501 WO 03078639
Thraustochytrium AX951565 271 WO 03093482
Thraustochytrium sp** AX214454 271 WO 0159128
PUFA- Mamiferos Homo sapiens AF231981 299 Leonard et al,
elongasa 2000b;
Leonard et al,
2002
Rattus norvegicus AB071985 299 Inagaki et al., 2002
Rattus norvegicus** AB071986 267 Inagaki et al., 2002
Mus musculus AF170907 279 Tvrdik et al., 2000
Mus musculus AF170908 292 Tvrdik et al., 2000
Peces Danio rerio AF532782 291 (282) Agaba et al., 2004
Danio rerio** NM_199532 | 266 Lo et al., 2003
Gusanos Caenorhabditis elegans 268749 309 Abbott et al 1998
Beaudoin et al
2000
Algas Thraustochytrium AX464802 272 WO 0208401-A2
aureum**
Pavlova lutheri** 320 WO 03078639
A9-elongasa | Algas Isochrysis galbana AF390174 263 Qi etal., 2002
Euglena gracilis 258 WO 08/128241
A5-elongasa | Algas Ostreococcus tauri AAV67798 300 Meyer et al., 2004
Pyramimonas cordata 268 este trabajo
Pavlova sp. CCMP459 AAV33630 277 Pereira et al,
2004b
Pavlova salina AAY15135 302 Robert et al., 2009
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Enzima Tipo de | Especie N° Acceso Tamafio Referencias
organismo de la
proteina
(aa)
Diatomeas Thalassiosira AAV67800 358 Meyer et al., 2004
pseudonana
Peces Oncorhynchus mykiss CAM55862 | 295 WO 06/008099
Musgo Marchantia polimorpha BAE71129 348 Kajikawa et al.,
2006
* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ** Funcién no comprobada/no demostrada

Como se usa en el presente documento, el término “desaturasa front-end” se refiere a un miembro de una clase de
enzimas que introduce un enlace doble entre el grupo carboxilo y una parte insaturada pre-existente de la cadena de
acilo de lipidos, que se caracteriza estructuralmente por la presencia de un dominio citocromo b5 N-terminal, junto
con un tipico dominio de la acido graso desaturasa que incluye tres cajas de histidina altamente conservadas
(Napier et al., 1997).

Se puede evaluar la actividad de cualquiera de las elongasas o desaturasas para su uso en la invencion mediante
expresion de un gen que codifica la enzima en una célula tal como, por ejemplo, una célula de levadura o una célula
vegetal, y determinar si la célula tiene una mayor capacidad para producir LC-PUFA en comparacion con una célula
comparable en la cual no se expresa la enzima.

En una realizacion, la desaturasa y/o elongasa para su uso en la invencion se puede purificar a partir de un alga
microscopica.

Aunque determinadas enzimas se describen especificamente en la presente como "bifuncionales”, la ausencia de
dicho término no implica necesariamente que una enzima particular no tenga una actividad distinta de la definida
especificamente.

Desaturasas

Como se usa en el presente documento, el término "desaturasa” se refiere a una enzima que tiene la capacidad de
introducir un enlace doble carbono-carbono en el grupo acilo de un sustrato de acido graso que normalmente se
encuentra en una forma esterificada tal como, por ejemplo, CoA ésteres de acidos grasos. El grupo acilo puede estar
esterificado a un fosfolipido, tal como fosfatidilcolina (PC), o a una proteina transportadora de acilo (ACP) o, En un
aspecto preferido, a CoA. Las desaturasas generalmente se pueden clasificar en tres grupos en consecuencia. En
un aspecto, la desaturasa es una desaturasa front-end.

Como se usa en el presente documento, una "A4 desaturasa" se refiere a una proteina que interviene en una
reaccion de desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en la posicién 4 desde el extremo carboxilo
de un sustrato de acido graso. La "A4 desaturasa” puede convertir al menos DPA en DHA. El paso de desaturacion
para producir DHA a partir de DPA es catalizado por una A4 desaturasa en organismos distintos de mamiferos, y se
ha aislado un gen que codifica esta enzima de la especie protista de agua dulce Euglena gracilis y de especies
marinas del género Thraustochytrium sp. (Qiu et al., 2001; Meyer et al., 2003). En un aspecto, la A4 desaturasa
comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:73, un fragmento biolégicamente activo
de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO:73.

Como se usa en el presente documento, una "A5 desaturasa" se refiere a una proteina que interviene en una
reaccion de desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en la posicién 5 desde el extremo carboxilo
de un sustrato de acido graso. Los ejemplos de A5 desaturasas se enumeran en la Tabla 1. En un aspecto, la A5
desaturasa comprende aminodacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:26, un fragmento
bioldgicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % idéntica a la SEQ ID
NO:26. En otro aspecto, la A5l ldesaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID
NO:13, un fragmento bioldgicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 53 %
idéntica a la SEQ ID NO:13.

Como se usa en el presente documento, una "A6 desaturasa" se refiere a una proteina que interviene en una
reaccion de desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en la posicién 6 desde el extremo carboxilo
de un sustrato de acido graso. Los ejemplos de A6 desaturasas se enumeran en la Tabla 1.

En una realizacion, la A6 desaturasa se caracteriza ademas por presentar al menos dos, preferentemente las tres, y
preferentemente en una célula vegetal, de lo siguiente: i) mayor actividad A6 desaturasa sobre acido a-linolénico
(ALA, 18:3A9,12,15, w3) que sobre acido linoleico (LA, 18:2A9,12, w6) como sustrato de acido graso; ii) mayor
actividad A6 desaturasa sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que sobre ALA unido en la posicién sn-2 de
PC como sustrato de acido graso; vy iii) actividad A8 desaturasa sobre ETrA.
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En otra realizacion, la A6 desaturasa tiene mayor actividad sobre un sustrato w3 que el correspondiente sustrato w6
y tiene actividad sobre ALA para producir acido octadecatetraenoico (acido estearidénico, SDA, 18:4A6,9,12, 15, w3)
con una eficacia de al menos 5 %, mas preferentemente de al menos 7,5 % o con mayor preferencia de al menos 10
% cuando se expresa a partir de un polinucleétido exdgeno en una célula recombinante, o al menos un 35 % cuando
se expresa en una célula de levadura. En un aspecto, la A6 desaturasa tiene mayor actividad, por ejemplo, al menos
aproximadamente 2 veces mas actividad A6 desaturasa, sobre ALA que sobre LA como sustrato de acido graso. En
otro aspecto, la A6 desaturasa tiene mayor actividad, por ejemplo, al menos aproximadamente 5 veces mas
actividad A6 desaturasa o al menos 10 veces mas actividad, sobre ALA-CoA como sustrato de acido graso que
sobre ALA unido en la posicién sn-2 de PC como sustrato de acido graso.

En una realizacion, la A6 desaturasa no presenta una actividad A5 desaturasa detectable sobre ETA. En otra
realizacién, la A6 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:10, un
fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 77 % idéntica a la
SEQ ID NO:10. En otra realizacion, la A6 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la
SEQ ID NO:8, un fragmento biol6gicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 67
% idéntica a la SEQ ID NO:8. La A6 desaturasa también puede presentar actividad A8 desaturasa.

Como se usa en el presente documento, una "A8 desaturasa" se refiere a una proteina que interviene en una
reaccion de desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en la posicién 8 desde el extremo carboxilo
de un sustrato de acido graso. La A8 desaturasa puede convertir al menos ETrA en ETA. Los ejemplos de A8
desaturasas se enumeran en la Tabla 1. En un aspecto, la A8 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia
se proporciona en la SEQ ID NO:24, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de
aminoacidos que es al menos 80 % idéntica a la SEQ ID NO:24.

Como se usa en el presente documento, una "w3 desaturasa” se refiere a una proteina que interviene en una
reaccion de desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en la posicién 3 desde el extremo metilo de
un sustrato de acido graso. Los ejemplos de w3 desaturasas incluyen los que fueron descritos por Pereira et al.,
(2004a), Horiguchi et al., (1998), Berberich et al., (1998) y Spychalla et al. (1997).

En una realizacion, la w3 desaturasa puede convertir al menos uno entre ARA en EPA, DGLA en ETA, acido y-
linolénico (GLA, 18:3A6,9,12, w6) en SDA, ambos ARA en EPA y DGLA en ETA, ambos ARA en EPA y GLA en
SDA, o las tres opciones.

En una realizacion, la w3 desaturasa tiene actividad A17 desaturasa sobre un C20 acido graso que tiene al menos
tres dobles enlaces carbono-carbono, preferentemente ARA. En ofra realizacion, la w3 desaturasa tiene actividad
A15 desaturasa sobre un C18 acido graso que tiene tres dobles enlaces carbono-carbono, preferentemente GLA.

Como se usa en el presente documento, una "A15 desaturasa”" se refiere a una proteina que interviene en una
reaccion de desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en la posicién 15 desde el extremo carboxilo
de un sustrato de acido graso.

Como se usa en el presente documento, una "Al17 desaturasa" se refiere a una proteina que interviene en una
reaccion de desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en la posicién 17 desde el extremo carboxilo
de un sustrato de acido graso.

En otra realizacion, la w3 desaturasa tiene mayor actividad sobre un sustrato de acil-CoA, por ejemplo, ARA-CoA,
que sobre el correspondiente sustrato de acil-PC. Como se usa en el presente documento, un “correspondiente
sustrato de acil-PC” se refiere al acido graso esterificado en la posicion sn-2 de fosfatidilcolina (PC), donde el acido
graso es el mismo acido graso que en el sustrato de acil-CoA. En un aspecto, la actividad es al menos dos veces
mayor.

En una realizacion adicional, la w3 desaturasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID
NO:15, 17 o 20, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 35 % idéntica a la SEQ ID NO:15, al menos un 60 % idéntica a la SEQ ID NO:17 y/o al menos un 60 % idéntica a
la SEQ ID NO:20.

En otro aspecto mas adicional, una desaturasa para uso en la presente invencion tiene mayor actividad sobre un
sustrato de acil-CoA que sobre el correspondiente sustrato de acil-PC. Segun se indicé previamente, un
“correspondiente sustrato de acil-PC” se refiere al acido graso esterificado en la posicion sn-2 de fosfatidilcolina
(PC), donde el acido graso es el mismo acido graso que en el sustrato de acil-CoA. En un aspecto, la actividad es al
menos dos veces mayor. En un aspecto, la desaturasa es una A5 o A6 desaturasa, de los cuales se ofrecen
ejemplos, pero en un sentido no limitativo, entre los enumerados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Desaturasas con mayor actividad sobre un sustrato de acil-CoA que sobre un correspondiente sustrato de

acil-PC
Enzima Tipo de Especie N° Acceso Tamafio de la Referencias
organismo proteina (aa)
A6-desaturasa Algas Mantoniella CAQ30479 449 Hoffmann et al.
squamata 2008
Ostreococcus AAW70159 456 Domergue et al.
tauri 2005
A5-desaturasa Algas Mantoniella CAQ30478 482 Hoffmann et al.
squamata 2008
Plantas Anemone leveillei | N/D Sayanova et al.
2007

Elongasas

La evidencia bioquimica sugiere que la elongacion de acidos grasos consiste de 4 pasos: condensacion, reduccion,
deshidratacion y una segunda reduccion. En el contexto de esta invencion, una "elongasa" se refiere al polipéptido
gue cataliza el paso de condensacion en la presencia de los otros miembros del complejo de elongacién, bajo
condiciones fisiolégicas adecuadas. Se ha demostrado que solamente se requiere de la expresion heterdloga u
homologa en una célula del componente de condensacion ("elongasa") del complejo de elongacion proteico para
lograr la elongacion de la respectiva cadena de acilo. Por consiguiente, la elongasa introducida puede reclutar
exitosamente las actividades de reduccion y deshidratacion del huésped transgénico para realizar exitosamente
elongaciones de acilos. Se cree que la especificidad de la reaccion de elongacién con respecto a la longitud de la
cadena y el grado de desaturacion del sustrato de acido grasos reside en el componente de condensacion. Se cree
asimismo que es limitante de la velocidad en la reaccion de elongacion.

Como se usa en el presente documento, una "A5 elongasa" puede convertir al menos EPA en DPA. Los ejemplos de
A5 elongasas incluyen los que se divulgan en WO2005/103253. En un aspecto, la A5Llelongasa tiene actividad sobre
EPA para producir DPA con una eficacia de al menos 60 %, mas preferentemente de al menos 65 %, mas
preferentemente de al menos 70 % o con mayor preferencia de al menos 75 %. En un aspecto adicional, la
A5lelongasa comprende una secuencia de aminodacidos indicada en la SEQ ID NO:6, un fragmento biolégicamente
activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 47 % idéntica a la SEQ ID NO:6

Como se usa en el presente documento, una "A6 elongasa" puede convertir al menos SDA en ETA. Los ejemplos de
A6 elongasas incluyen los que se enumeran en la Tabla 1. En un aspecto, la elongasa comprende aminoacidos cuya
secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:4, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de
aminoacidos que es al menos 55 % idéntica a la SEQ ID NO:4.

Como se usa en el presente documento, una "A9 elongasa" puede convertir al menos ALA en ETrA. Los ejemplos de
A9 elongasas incluyen los que se enumeran en la Tabla 1. En un aspecto, la A9 elongasa comprende aminoacidos
cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:22, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una
secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % idéntica a la SEQ ID NO:22. En otro aspecto, la A9/ lelongasa
comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:28, un fragmento biolégicamente activo
de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 81 % idéntica a la SEQ ID NO:28. En otro aspecto, la
A9l elongasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:94, un fragmento
biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 % idéntica a la SEQ ID
NO:94. En otro aspecto, la A9(lelongasa comprende aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID
NO:96, un fragmento bioldgicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 %
idéntica a la SEQ ID NO:96. En un aspecto adicional, la A9 elongasa comprende aminoacidos cuya secuencia se
proporciona en la SEQ ID NO:94 o en la SEQ ID NO:96, un fragmento biolégicamente activo de la misma o una
secuencia de aminoacidos que es al menos 50 % idéntica a la SEQ ID NO:94 y/o en la SEQ ID NO:96, y en donde la
elongasa tiene mayor actividad sobre un sustrato w6 que sobre el correspondiente sustrato w3.

Como se usa en el presente documento, el término “tiene mayor actividad sobre un sustrato w6 que sobre el

correspondiente sustrato w3” se refiere a la actividad relativa de la enzima sobre sustratos que difieren por la accién
de una w3 desaturasa. Preferentemente, el sustrato w6 es LA y el sustrato w3 es ALA.
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Como se usa en el presente documento, una "elongasa con actividad A6 elongasa y A9 elongasa" puede por lo
menos (i) convertir SDA en ETA vy (ii) convertir ALA en ETrA y tiene mayor actividad A6 elongasa que actividad A9
elongasa. En un aspecto, la elongasa tiene una eficacia de conversion sobre SDA para producir ETA que es de al
menos un 50 %, mas preferentemente de al menos un 60 %, y/o una eficacia de conversion sobre ALA para producir
ETrA que es de al menos un 6 % o mas preferentemente de al menos un 9 %. En otro aspecto, la elongasa tiene al
menos 6,5 veces mas actividad A6 elongasa aproximadamente que actividad A9 elongasa. En un aspecto adicional,
la elongasa no tiene una actividad A5 elongasa detectable. En otro aspecto mas, la elongasa comprende
aminoacidos cuya secuencia se proporciona en la SEQ ID NO:4, un fragmento biolégicamente activo de la misma o
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 55 % idéntica a la SEQ ID NO:4.

Otras enzimas

Como se usa en el presente documento, el término “diacilglicerol aciltransferasa” (EC 2,3,1.20; DGAT) se refiere a
una proteina que transfiere un grupo acilo graso desde el acil-CoA hasta un sustrato de diacilglicerol para producir
un triacilglicerol. Por consiguiente, el término “actividad diacilglicerol aciltransferasa” se refiere a la transferencia de
acil-CoA al diacilglicerol para producir triacilglicerol. Hay tres tipos conocidos de DGAT denominados DGAT],
DGAT2 y DGAT3 respectivamente. Los polipéptidos DGAT1 tienen normalmente 10 dominios transmembrana,
DGAT?2 tienen normalmente 2 dominios transmembrana, en tanto DGAT3 normalmente es soluble. Los ejemplos de
polipéptidos DGAT1 incluyen polipéptidos codificados por los genes DGAT1 de Aspergillus fumigatus (N° Acceso
XP_755172), de Arabidopsis thaliana (CAB44774), de Ricinus communis (AAR11479), de Vernicia fordii
(ABC94472), de Vernonia galamensis (ABV21945, ABV21946), de Euonymus alatus (AAV31083), de Caenorhabditis
elegans (AAF82410), de Rattus norvegicus (NP_445889), de Homo sapiens (NP_036211), asi como variantes y/o
mutantes de los mismos. Los ejemplos de polipéptidos DGAT2 incluyen polipéptidos codificados por los genes
DGAT2 de Arabidopsis thaliana (N° Acceso NP_566952), de Ricinus communis (AAY16324), de Vernicia fordii
(ABC94474), de Mortierella ramanniana (AAK84179), de Homo sapiens (Q96PD7, Q58HT5), Bos taurus (Q70VD8),
de Mus musculus (AAK84175), de Micromonas CCMP1545, asi como variantes y/o mutantes de los mismos. Los
ejemplos de polipéptidos DGATS3 incluyen polipéptidos codificados por los genes DGAT3 de mani (Arachis
hypogaea, Saha, et al., 2006), asi como variantes y/o mutantes de los mismos.

Polipéptidos/Péptidos

La memoria descriptiva también proporciona polipéptidos que pueden ser purificados o recombinantes. Un
"polipéptido sustancialmente purificado" o un "polipéptido purificado” se refieren, segin los autores, a un polipéptido
gue ha sido separado en general de los lipidos, acidos nucleicos, otros péptidos y otras moléculas contaminantes
con los cuales esta asociado en la célula donde fue producido o en su estado nativo. Preferentemente, el polipéptido
sustancialmente purificado estd al menos un 60 % libre, mas preferentemente al menos un 75 % libre y mas
preferentemente al menos un 90 % libre de otros componentes en la célula donde fue producido o con los cuales
esté asociado naturalmente.

El término "recombinante” en el contexto de un polipéptido se refiere al polipéptido cuando es producido por una
célula, o en un sistema de expresion no celular, en una cantidad alterada o a una velocidad alterada, en
comparaciéon con su estado nativo si se produce naturalmente. En un aspecto, la célula es una célula que no
produce naturalmente al polipéptido. Sin embargo, la célula puede ser una célula que comprende un gen no
enddgeno que causa la produccién de una cantidad alterada del polipéptido. Un polipéptido recombinante de la
invencion incluye polipéptidos en la célula, tejido, érgano u organismo, 0 en un sistema de expresién no celular, en
donde es producido, es decir, un polipéptido que no tiene que ser purificado o separado de otros componentes de la
célula transgénica (recombinante) en la cual se produjo, y polipéptidos producido en dichas células o sistemas no
celulares que luego son purificado de por los menos algunos de los demas componentes.

Los términos "polipéptido” y "proteina” generalmente se usan indistintamente.

Un polipéptido o clase de polipéptidos se puede definir por el grado de identidad (% de identidad) de su secuencia
de aminoéacidos con una secuencia de aminoacidos de referencia, o por tener un mayor % de identidad con una
secuencia de aminoacidos de referencia que con otra. El % de identidad de un polipéptido con una secuencia de
aminoacidos de referencia se determina normalmente mediante el andlisis GAP (Needleman y Wunsch, 1970;
programa GCG) con los parametros de una penalidad por creacion de hueco = 5 y una penalidad por extension de
hueco = 0,3. La secuencia de consulta es de al menos 15 aminoacidos de longitud, y el analisis GAP alinea las dos
secuencias sobre una region de al menos 15 aminoacidos. Mas preferentemente, la secuencia de consulta es de al
menos 50 aminoacidos de longitud, y el analisis GAP alinea las dos secuencias sobre una regién de al menos 50
aminoacidos. Mas preferentemente, la secuencia de consulta es de al menos 100 aminoacidos de longitud, y el
analisis GAP alinea las dos secuencias sobre una regién de al menos 100 aminoacidos. Aln mas preferentemente,
la secuencia de consulta es de al menos 250 aminoacidos de longitud, y el analisis GAP alinea las dos secuencias
sobre una region de al menos 250 aminoacidos. Mas preferentemente aun, el analisis GAP alinea dos secuencias
sobre su longitud completa. El polipéptido o la clase de polipéptidos pueden tener la misma actividad enzimatica o
una actividad diferente o una falta de actividad, con respecto al polipéptido de referencia. Preferentemente, el
polipéptido tiene una actividad enzimatica de al menos 10 % de la actividad del polipéptido de referencia.
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Como se usa en el presente documento, un fragmento "biolégicamente activo" es una porcién de un polipéptido de la
invencién que mantiene una actividad definida de un polipéptido de referencia de longitud completa, por ejemplo,
puede tener actividad desaturasa y/o elongasa u otra actividad enzimatica. Los fragmentos biolégicamente activos,
Como se usa en el presente documento, excluyen al polipéptido de longitud completa. Los fragmentos
biolbgicamente activos pueden ser una porcion de cualquier tamafio, siempre que conserven la actividad definida.
Preferentemente, el fragmento biolégicamente activo conserva al menos un 10 % de la actividad de la proteina de
longitud completa.

Con respecto a un polipéptido o a una enzima definida, se podra apreciar que las cifras de % de identidad mayores
que las provistas en la presente abarcaran formas de realizacion preferidas. Por consiguiente, cuando fuera
aplicable, a la luz de las cifras minimas de % de identidad, se prefiere que el polipéptido/enzima comprenda una
secuencia de aminoacidos que es al menos 60 %, mas preferentemente al menos 65 %, mas preferentemente al
menos 70 %, mas preferentemente al menos 75 %, mas preferentemente al menos 76 %, mas preferentemente al
menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 %, mas preferentemente al
menos 91 %, mas preferentemente al menos 92 %, mas preferentemente al menos 93 %, mas preferentemente al
menos 94 %, mas preferentemente al menos 95 %, mas preferentemente al menos 96 %, mas preferentemente al
menos 97 %, mas preferentemente al menos 98 %, mas preferentemente al menos 99 %, mas preferentemente al
menos 99,1 %, mas preferentemente al menos 99,2 %, mas preferentemente al menos 99,3 %, mas
preferentemente al menos 99,4 %, mas preferentemente al menos 99,5 %, mas preferentemente al menos 99,6 %,
mas preferentemente al menos 99,7 %, mas preferentemente al menos 99,8 % y ain mas preferentemente al menos
99,9 % idéntica a la SEQ ID N° relevante nominado.

En una realizacion, la A6 desaturasa purificada y/o recombinante de la presente invencion no comprende una
secuencia proporcionada en el n.° de acceso EEH58637.1 0 XP_001421073.1. En otra realizacién, la w3 desaturasa
purificada y/o recombinante de la invencién no comprende una secuencia proporcionada en el n.° de acceso
XP_002505536.1. En otra realizacién, el DGAT de la invencién no comprende una secuencia proporcionada en el n.°
de acceso EEH54819.1.

Los mutantes de las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos definidos en el presente documento se pueden
preparar introduciendo cambios de nucle6tidos apropiados en un acido nucleico definido en la presente, o mediante
sintesis in vitro del polipéptido deseado. Tales mutantes incluyen, por ejemplo, supresiones, inserciones o
sustituciones de residuos dentro de la secuencia de aminoacidos. Se puede emplear una combinacién de supresion,
insercidn y sustitucion para obtener la construccion final, siempre que el producto peptidico final posea las
caracteristicas deseadas.

Los péptidos mutantes (alterados) se pueden preparar usando cualquier técnica conocida en el arte. Por ejemplo, se
puede someter a un polinucleétido de la invencidon a mutagénesis in vitro. Dichas técnicas de mutagénesis in vitro
incluyen subclonacion del polinucleétido en un vector adecuado, transformacién del vector en una cepa "de
mutacion” tal como la cepa XL-1 red de E. coli (Stratagene) y propagacion de la bacteria transformada por una
cantidad adecuada de generaciones. En otro ejemplo, los polinucleétidos de la invencidon son sometidos a técnicas
de entremezclado de ADN como se describe en general en Harayama (1998). Los productos derivados del ADN
mutado/alterado pueden ser examinados facilmente usando las técnicas que se describen en la presente para
determinar si poseen actividad desaturasa y/o elongasa.

Cuando se disefian secuencias de aminoacidos mutantes, la ubicacién del sitio de mutacién y la naturaleza de la
mutacion dependerd de la o las caracteristicas a modificar. Los sitios para la mutacion se pueden modificar
individualmente o en serie, por ejemplo, por (1) sustitucion primero con las elecciones de los aminoéacidos
conservadores y luego con selecciones mas radicales dependiendo de los resultados obtenidos, (2) suprimir el
residuo de interés o (3) insertar otros residuos adyacentes al sitio ubicado.

Las supresiones de secuencia de aminoacidos varian en general en un rango entre 1 y 15 residuos
aproximadamente, mas preferentemente entre 1 y 10 residuos aproximadamente y normalmente entre 1 y 5 residuos
contiguos aproximadamente.

En estos mutantes de sustitucion se ha eliminado al menos un residuo de aminoacido en la molécula del polipéptido
y se ha insertado un residuo diferente en su lugar. Los sitios de mayor interés para la mutagénesis de sustitucion
incluyen los sitios identificados como sitio(s) activo(s). Otros sitios de interés son aquellos en los cuales los residuos
particulares obtenidos de diversas cepas 0 especies son idénticos. Estas posiciones pueden ser importantes para la
actividad biologica. Estos sitios, en especial los que se encuentran dentro de una secuencia de al menos tres sitios
idénticamente conservados adicionales, se sustituyen preferentemente de una manera relativamente conservadora.
Tales sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 3 en la columna con el encabezado de "Ejemplos de
sustituciones".

En una realizacion preferida, un polipéptido mutante/variante tiene solamente, o0 no mas de, uno o dos o tres o

cuatro cambios de aminoacidos conservadores en comparaciéon con un polipéptido natural. Los detalles de los
cambios de aminoacidos conservadores se indican en la Tabla 3. Como comprendera el especialista, tales cambios
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menores pueden ser razonablemente predichos para no alterar la actividad del polipéptido cuando se expresa en
una célula recombinante.

Tabla 3. Ejemplos de sustituciones.

Resto original Ejemplos de sustituciones
Ala (A) val; leu; ile; gly

Arg (R) lys

Asn (N) gln; his

Asp (D) glu

Cys (C) ser

GIn (Q) asn; his

Glu (E) asp

Gly (G) pro, ala

His (H) asn; gin

lle (1) leu; val; ala

Leu () ile; val; met; ala; phe
Lys (K) arg

Met (M) leu; phe

Phe (F) leu; val; ala

Pro (P) gly

Ser (S) thr

Thr (T) ser

Trp (W) tyr

Tyr (Y) trp; phe

Val (V) ile; leu; met; phe, ala

También se incluyen en el alcance de la invencion los polipéptidos definidos en el presente documento que fueron
modificados diferencialmente durante o después de la sintesis, por ejemplo, por biotinilacién, bencilacién,
glicosilacion, acetilacion, fosforilacion, amidacién, derivatizacion con grupos protectores/bloqueantes conocidos,
clivaje proteolitico, unién a una molécula de anticuerpo o a otro ligando celular, etc. Estas modificaciones pueden
servir para incrementar la estabilidad y/o bioactividad del polipéptido de la invencion.

Los polipéptidos se pueden producir de diversas maneras, incluyendo produccion y recuperacion de polipéptidos
naturales, produccion y recuperacion de polipéptidos recombinantes y sintesis quimica de los polipéptidos. En un
aspecto, el polipéptido recombinante se puede producir mediante cultivo de una célula capaz de expresar el
polipéptido bajo condiciones eficaces para producir el polipéptido. A continuacion, el polipéptido recombinante puede
ser secretado de la célula y recuperado, o se lo puede extraer de la célula y recuperarlo luego, y preferentemente se
lo purifica separandolo de las moléculas contaminantes. Se puede modificar, ademas, quimicamente o
enzimaticamente. Una célula preferida para cultivar es una célula recombinante definida en la presente. Las
condiciones de cultivo eficaces incluyen, pero en un sentido no limitativo, condiciones eficaces de medios,
biorreactor, temperatura, pH y oxigeno que permitan producir polipéptidos. Un medio eficaz se refiere a cualquier
medio en el cual se cultiva una célula para producir un polipéptido definido en la presente. Dicho medio comprende
normalmente un medio acuoso que contiene fuentes de carbono asimilable, nitrégeno y fosfato, y sales, minerales,
metales y otros nutrientes apropiados, tales como vitaminas. Las células definidas en la presente se pueden cultivar
en biorreactores de fermentacion convencionales, frascos con agitacion, tubos de ensayo, placas para
microtitulacién y cajas de Petri. El cultivo se puede llevar a cabo a los valores de temperatura, pH y contenido de
oxigeno apropiados para una célula recombinante. Tales condiciones de cultivo son propias del conocimiento del
especialista en el arte. La célula mas preferida para producir el polipéptido es una célula de una planta, en especial
de la semilla de una planta.

Para los fines de la presente invencién, el término "anticuerpo”, a menos que se especifique lo contrario, incluye
fragmentos de anticuerpos completos que retienen su actividad de unién para un analito de interés, asi como
compuestos que comprenden a dichos fragmentos. Dichos fragmentos incluyen los fragmentos Fv, F(ab’) y F(ab'),,
asi como anticuerpos de cadena simple (scFv). Los anticuerpos de la invencion pueden ser monoclonales o
policlonales y se pueden producir usando procedimientos estandar en el arte.

Polinucleétidos

La memoria descriptiva también provee polinucleétidos que pueden ser, por ejemplo, un gen, un polinucleétido
aislado o un ADN quimérico. Puede ser ADN o ARN de origen genémico o sintético, de cadena doble o de cadena
simple, y combinados con carbohidratos, lipidos, proteinas u otros materiales para realizar una actividad particular
definida en la presente. El término "polinucledtido” se usa indistintamente en la presente con el término "molécula de
acido nucleico”. Un "aislado polinucledtido” significa, segun los autores, un polinucleétido que, si se obtiene de una
fuente natural, ha sido separado de las secuencias de polinucleétidos con las cuales esta asociado o unido en su
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estado nativo, o un polinucleétido no natural. Preferentemente, el polinucleétido aislado esta al menos un 60 % libre,
mas preferentemente al menos un 75 % libre y mas preferentemente al menos un 90 % libre de los otros
componentes con los cuales esta naturalmente asociado.

Como se usa en el presente documento, el término "gen" se interpreta es su sentido mas amplio e incluye las
secuencias de desoxirribonucleétidos que comprenden a la region transcrita y, si se traducen, la region codificante
de la proteina, de un gen estructural e inclusive las secuencias ubicadas adyacentes a la regién codificante por
ambos extremos 5’ y 3’ para una distancia de al menos 2 kb aproximadamente por cualquier extremo y que estan
relacionadas con la expresion del gen. En este sentido, el gen incluye las sefiales de control, tales como promotores,
potenciadores, sefales de terminacion y/o de poliadenilacién, que estan asociadas naturalmente con un gen dado, o
sefiales de control heterélogas en cuyo caso el gen se conoce como un "gen quimérico". Las secuencias ubicadas 5’
con respecto a la region codificante de la proteina y que estan presentes sobre el ARNm se denominan secuencias
no traducidas 5'. Las secuencias ubicadas 3’ con respecto a la region codificante de la proteina y que estan
presentes sobre el ARNm se denominan secuencias no traducidas 3'. El término "gen" abarca tanto al ADNc como
las formas gendémicas de un gen. Una forma gendmica o clon de un gen contiene la regién codificante que puede
interrumpirse con secuencias no codificantes denominadas "intrones" o "regiones intervinientes" o "secuencias
intervinientes”. Los intrones son segmentos de un gen que se transcriben en un ARN nuclear (ARNhn). Los intrones
pueden contener elementos reguladores tales como potenciadores. Los intrones son removidos o "procesados fuera"
del transcripto nuclear o primario; por ello no hay intrones en el transcripto de ARN mensajero (ARNm). El ARNm
funciona durante la traduccion especificando la secuencia o el orden de los aminoacidos en un polipéptido naciente.
El término "gen" incluye una molécula sintética o de fusién que codifica todo o parte de las proteinas de la invencion
gue se describen en la presente y una secuencia de nucledtidos complementaria de cualquiera de las mencionadas
anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un "ADN quimérico" se refiere a cualquier molécula de ADN que no es una
molécula de ADN nativa en su ubicacion nativa, también denominada "construccion de ADN" en la presente.
Normalmente, un ADN quimérico, 0 un gen quimérico, comprende secuencias reguladoras y transcritas o
codificantes de proteinas que no se hallan juntos en la naturaleza. Por consiguiente, un ADN quimérico o un gen
qguimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que derivan de fuentes diferentes, o
secuencias reguladoras y secuencias codificantes que derivan de la misma fuente, pero dispuestas de una manera
distinta de la disposicion en la cual se encuentran en la naturaleza.

El término "enddgeno” se usa en la presente para hacer referencia a una sustancia que normalmente esta presente
0 es producida en una planta no modificada en la misma etapa del desarrollo que la planta bajo investigaciéon. Un
"gen enddgeno" hace referencia a un gen nativo en su ubicacion natural en el genoma de un organismo. Como se
usa en el presente documento, una "molécula de acido nucleico recombinante”, un "polinucleétido recombinante” o
variaciones de los mismos, se refieren a una molécula de acido nucleico fue construido o modificado mediante
tecnologia de ADN recombinante. Los términos "polinucleétido extrafio" o "polinucleétido exdgeno” o "polinucleétido
heterélogo” y semejantes, se refieren a cualquier acido nucleico que se introduce en el genoma de una célula
mediante manipulaciones experimentales. Los genes extrafios o0 exdgenos pueden ser genes que se insertan en un
organismo no nativo, genes nativos introducidos en una nueva ubicacion dentro del huésped nativo o genes
quiméricos. Un "transgén" es un gen que fue introducido en el genoma mediante un procedimiento de
transformacion. Los términos "modificado genéticamente”, "transgénico" y variaciones de los mismos incluyen la
introduccion de genes en células por transformacion o transduccion, mutacion de genes en células y alteraciéon o
modulacion de la regulaciéon de un gen en una célula o en organismos en los cuales se han realizado estas practicas
0 en su progenie. Una “region genémica”, Como se usa en el presente documento, se refiere a una posiciéon dentro
del genoma en donde se ha insertado un transgén, o un grupo de transgenes (también denominado agrupacion en la
presente), en una célula, o en un ancestro de la misma. Dichas regiones comprenden solamente nucleétidos que
fueron incorporados por la intervencién del hombre, tal como mediante los métodos que se describen en la presente.

El término "exdgeno”, en el contexto de un polinucledtido, se refiere al polinucledtido cuando esta presente en una
célula en una cantidad alterada en comparacién con su estado nativo. En un aspecto, la célula es una célula que no
comprende naturalmente al polinucleétido. Sin embargo, la célula puede ser una célula que comprende un
polinucleétido no endégeno que da como resultado una cantidad alterada de produccion del polipéptido codificado.
Un polinucleétido exdgeno de la invencion incluye polinucleétidos que no han sido separados de los demas
componentes de la célula transgénica (recombinante), o de un sistema de expresion no celular, en el cual esta
presente, y los polinucledtidos producidos en tales células o en sistemas no celulares que luego se separan por
purificacién de por lo menos algunos de los demas componentes. El polinucleétido exdégeno (acido nucleico) puede
ser una extension contigua de nucleétidos existente en la naturaleza, o comprende dos o mas extensiones contiguas
de nucledtidos de fuentes diferentes (naturales y/o sintéticas) unidas para formar un solo polinucledétido.
Normalmente dichos polinucleétidos quiméricos comprenden al menos un marco de lectura abierto que codifica un
polipéptido de la invencion ligado operativamente a un promotor adecuado para dirigir la transcripcion del marco de
lectura abierto en una célula de interés.

Como se usa en el presente documento, el término “polinucledtidos exdgenos diferentes”, o variaciones del mismo,
significa que la secuencia de nucleétidos de cada polinucleétido es diferente en al menos uno, preferentemente mas,

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 883 T3

nucleétidos. Los polinucleétidos codifican ARN que se puede traducir, 0 no, en una proteina dentro de la célula. En
un ejemplo, se prefiere que cada polinucleétido codifique una proteina con una actividad diferente. En otro ejemplo,
cada polinuclettido exdgeno es menos que un 95 %, menos que un 90 % o menos que un 80 % idéntica a los otros
polinucleétidos exdgenos. Preferentemente, los polinucledtidos exégenos codifican proteinas/enzimas funcionales.
Ademas, se prefiere que no se superpongan los polinucleétidos exdgenos diferentes, que cada polinucledtido se
encuentre en una region distinta como, por ejemplo, el acido nucleico de transferencia extracromosémico que no se
superpone con otro polinucledtido exégeno. Como minimo, cada polinucleétido exdégeno tiene un sitio de inicio y
terminacion de la transcripcion, asi como el promotor designado. Un polinucledtido exdgeno individual puede
comprender intrones, 0 no.

Con respecto a los polipéptidos definidos, se podra apreciar que las cifras de % de identidad mayores que las
provistas antes abarcaran formas de realizacién preferidas. Por consiguiente, cuando fuera aplicable, a la luz de las
cifras minimas de % de identidad, se prefiere que el polinucleétido comprenda una secuencia de polinucleétidos que
es al menos 60 %, mas preferentemente al menos 65 %, mas preferentemente al menos 70 %, mas preferentemente
al menos 75 %, mas preferentemente al menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al
menos 90 %, mas preferentemente al menos 91 %, mas preferentemente al menos 92 %, mas preferentemente al
menos 93 %, mas preferentemente al menos 94 %, mas preferentemente al menos 95 %, mas preferentemente al
menos 96 %, mas preferentemente al menos 97 %, mas preferentemente al menos 98 %, mas preferentemente al
menos 99 %, mas preferentemente al menos 99,1 %, mas preferentemente al menos 99,2 %, mas preferentemente
al menos 99,3 %, mas preferentemente al menos 99,4 %, mas preferentemente al menos 99,5 %, mas
preferentemente al menos 99,6 %, mas preferentemente al menos 99,7 %, mas preferentemente al menos 99,8 % y
aun mas preferentemente al menos 99,9 % idéntica al SEQ ID N° relevante nominado.

En una realizacién, el polinucleétido aislado y/o exégeno que codifica una a A6 desaturasa de la invencién no
comprende la secuencia del genoma de Micromonas u Ostreococcus que predice la codificacion de la secuencia de
aminoacidos, proporcionada en el nimero de acceso EEH58637.1 o XP_001421073.1 respectivamente. En otra
realizacion, el polinucledtido aislado y/o exégeno que codifica una w3 desaturasa de la invencion no comprende la
secuenca del genoma de Micromonas que predice la codificacion de la secuencia de aminoacidos proporcionada en
el nimero de acceso XP_002505536.1. En otra realizacion, el polinucleétido aislado y/o exdgeno que codifica una
DGAT de la invencién no comprende la secuencia del genoma de Micromonas que predice la codificacion de la
secuencia de aminoacidos proporcionada en el nUmero de acceso en EEH54819.1.

Un polinucledtido de la presente invencion se puede hibridar selectivamente, bajo condiciones severas, con un
polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencién. Como se usa en el presente documento, las
condiciones severas son aquellas que (1) durante la hibridacién emplean un agente desnaturalizante tal como
formamida, por ejemplo, formamida 50 % (v/v) con albdmina de suero bovino 0,1 % (p/v), Ficoll 0,1 %,
polivinilpirrolidona 0,1 %, solucién amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM a pH 6,5 con NaCl 750 mM, citrato de
sodio 75 mM a 42°C; o (2) emplean formamida 50 %, SSC 5 x (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de
sodio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato de sodio 0,1 %, solucion de Denhardt 5 x, ADN de esperma de salmén sonicado
(50 g/ml), SDS 0,1 % y sulfato de dextrano 10 % a 42°C en SSC 0,2 x y SDS 0,1 % y/o (3) emplean una fuerza
ic')noica baja y temperatura alta para el lavado, por ejemplo, NaCl 0,015 M/citrato de sodio 0,0015 M/SDS 0,1 % a
50°C.

Los polinucleétidos de la invenciéon pueden contener, en comparacion con las moléculas naturales, una o mas
mutaciones que son supresiones, inserciones o sustituciones de residuos de nucleétidos. Los polinucledtidos que
contienen mutaciones con relacion a una secuencia de referencia pueden ser naturales (vale decir, aislados de una
fuente natural) o sintéticas (por ejemplo, obtenidos mediante mutagénesis dirigida al sitio o entremezclado de ADN
del acido nucleico descrito precedentemente). Por consiguiente, resulta evidente que los polinucleétidos de la
invencion pueden provenir de una fuente natural o recombinante.

Vectores recombinantes

Un aspecto de la presente invencion incluye un vector recombinante, que comprende al menos una molécula de
polinucleétidos definida en la presente, insertada en cualquier vector capaz de distribuir la molécula de
polinucleétidos en una célula hospedadora. Los vectores recombinantes incluyen vectores de expresién. Los
vectores recombinantes contienen secuencias de polinucledtidos heterélogas, es decir, secuencias de
polinucleétidos que no se encuentran naturalmente adyacentes a las moléculas de polinucleétidos definidas en la
presente que preferentemente derivan de una especie distinta de la especie de la cual derivan las moléculas de
polinucleétidos. El vector puede ser de ARN o ADN, ya sea procariota 0 eucariota, y normalmente es un vector
virico, derivado de un virus, o un plasmido. Los vectores de plasmidos incluyen normalmente secuencias de acidos
nucleicos adicionales que proporcionan una manera facil de seleccion, amplificacién y transformacion del casete de
expresion en células procariotas, por ejemplo, vectores derivados de pUC, vectores derivados de pSK, vectores
derivados de pGEM, vectores derivados de pSP, vectores derivados de pBS o vectores binarios que contienen una o
mas regiones de ADN-T. Las secuencias de acidos nucleicos adicionales incluyen origenes de replicacién para
proporciona una replicacion autbnoma del vector, genes marcadores seleccionables, que preferentemente codifican
resistencia a antibiéticos o herbicidas, multiple sitios de clonaciéon Unicos que proporcionan mdultiples sitios para
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insertar secuencias de acidos nucleicos o genes codificados en la construccién de acido nucleico, y secuencias que
mejoran la transformacién de células procariotas y eucariotas (en especial plantas). El vector recombinante puede
comprender mas de un polinucleétido definido en la presente, por ejemplo tres, cuatro, cinco o seis polinucleétidos
de la invencién combinados, cada uno ligado operativamente a secuencias de control de la expresiéon que sean
operables en la célula de interés. Dicho mas de un polinucleétido de la invencion, por ejemplo 3, 4, 5 0 6
polinucleétidos, preferentemente estan unidos de forma covalente en un solo vector recombinante, que luego se
puede introducir como una sola molécula en una célula para formar una célula recombinante de acuerdo con la
invencion y preferentemente integrarse en el genoma de la célula recombinante, por ejemplo en una planta
transgénica. De esta manera, los polinucledtidos asi unidos seran heredados juntos como un solo locus genético en
la progenie de la célula o planta recombinante. El vector o la planta recombinante puede comprender dos o mas de
tales vectores recombinantes, cada uno de los cuales contiene multiples polinucleoétidos, por ejemplo en donde cada
vector recombinante comprende 3, 4, 5 o 6 polinucledtidos.

El término "ligado operativamente”, Como se usa en el presente documento, se refiere a una relacion funcional entre
dos 0 mas segmentos de acidos nucleicos (por ejemplo, ADN). Normalmente, se refiere a la relacion funcional de un
elemento regulador de la transcripcion (promotor) con una secuencia transcrita. Por ejemplo, un promotor estéa ligado
operativamente a una secuencia codificante, tal como un polinucleétido definido en la presente, si estimula o modula
la transcripcion de la secuencia codificante en una célula apropiada. En general, los elementos promotores
reguladores de la transcripcion que estan ligados operativamente a una secuencia transcrita se encuentran
fisicamente contiguos de la secuencia transcrita, es decir, actian en cis. Sin embargo, algunos de los elementos
reguladores de la transcripcion, tales como potenciadores, no necesitan ubicarse fisicamente contiguas o en muy
proximas de las secuencias codificantes cuya transcripcién mejoran.

Cuando se encuentran presentes multiples promotores, cada promotor puede ser igual o diferente.

Las moléculas recombinantes, tales como los ADN quiméricos también pueden contener (a) una 0 mas sefiales
secretoras que codifican secuencias de péptidos sefial, para permitir la secrecion de un polipéptido expresado
definido en la presente de la célula que produce dicho polipéptido o que proporcione la localizacion del polipéptido
expresado, por ejemplo para retener el polipéptido en el reticulo endoplasmico (ER) de la célula o transferirlo a un
plastido, y/o (b) secuencias de fusidon que conducen a la expresion de moléculas de acidos nucleicos como proteinas
de fusién. Los ejemplos de segmentos de sefial adecuados incluyen cualquier segmento de sefial capaz de dirigir la
secrecién o la localizacion de un polipéptido definido en la presente. Los segmentos sefial preferidos incluyen, pero
en un sentido no limitativo, el péptido sefial de Nicotiana nectarin (US 5.939.288), la sefial de la extensina de tabaco
o la sefial de la proteina de unién a cuerpos oleosos de la oleosina de soja. Las moléculas recombinantes también
pueden incluir secuencias intervinientes y/o no traducidas que rodean y/o que se encuentran dentro de las
secuencias de acidos nucleicos de las moléculas de acidos nucleicos definidas en la presente.

Para facilitar la identificacion de los transformantes, la construccion de acidos nucleicos comprende preferentemente
un gen marcador seleccionable o rastreable, como o ademas del polinucleétido extrafio o exdgeno. Un "gen
marcador" se refiere a un gen que imparte un fenotipo distinto a las células que expresan al gen marcador y por
consiguiente permite diferenciar dicha célula transformada de las células que no contienen al marcador. Un gen
marcador seleccionable confiere una caracteristica que se puede "seleccionar" basado en la resistencia a un agente
selectivo (por ejemplo, un herbicida, un antibiético, radiacion, calor u otro tratamiento capaz de dafiar células no
transformadas). Un gen marcador rastreable (o gen informante) confiere un rasgo que se pueda identificar por
observacion o evaluacién, es decir, mediante un "examen" (por ejemplo, B-glucuronidasa, luciferasa, GFP u otra
actividad enzimatica que no esta presente en células no transformadas). El gen marcador y la secuencia de
nucleétidos de interés no tienen que estar unidos. La eleccién real de un marcador no es crucial en tanto sea
funcional (es decir, selectivo) en combinaciéon con las células de eleccién, tal como una célula vegetal. El gen
marcador y el polinucleétido extrafio 0 exdgeno de interés no tienen que estar unidos, dado que la co-transformacion
de genes no ligados como se describe, por ejemplo, en la US 4.399.216 también constituye un proceso eficiente en
la transformacion de plantas.

Los ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son marcadores que confieren resistencia a antibiéticos
tales como resistencia a ampicilina, eritromicina, cloranfenicol o tetraciclina, preferentemente resistencia a
kanamicina. Los ejemplos de marcadores seleccionables para la seleccion de transformantes de plantas incluyen,
pero en un sentido no limitativo, un gen hyg que codifica resistencia a higromicina B; un gen de neomicina
fosfotransferasa (nptll) que confiere resistencia a kanamicina, paromomicina, G418; un gen de glutation-S-
transferasa de higado de rata que confiere resistencia a herbicidas derivados de glutatién como se describe, por
ejemplo, en EP 256223; un gen de la glutamina sintetasa que confiere, con la sobreexpresion, resistencia a los
inhibidores de la glutamina sintetasa tal como fosfinotricina como se describe, por ejemplo, en WO 87/05327, un gen
de la acetiltransferasa de Streptomyces viridochromogenes que confiere resistencia al agente selectivo de
fosfinotricina como se describe, por ejemplo, en EP 275957, un gen que codifica una 5-enolshiquimato-3-fosfato
sintasa (EPSPS) que confiere tolerancia a N-fosfonometilglicina como describen, por ejemplo, Hinchee et al., (1988),
un gen bar que confiere resistencia contra bialafos como se describe, por ejemplo, en W091/02071; un gen de
nitrilasa tal como bxn de Klebsiella 0zaenae que confiere resistencia a bromoxinilo (Stalker et al., 1988); un gen de la
dihidrofolato reductasa (DHFR) que confiere resistencia a metotrexato (Thillet et al., 1988); un gen mutante de

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 883 T3

acetolactato sintasa (ALS), que confiere resistencia a imidazolinona, sulfonilurea u otras sustancias quimicas
inhibidoras de ALS (EP 154,204); un gen mutado de la antranilato sintasa que confiere resistencia a 5-
metiltriptofano; o un gen de dalapon deshalogenasa que confiere resistencia al herbicida.

Los marcadores rastreables preferidos incluyen, pero en un sentido no limitativo, un gen uidA que codifica una
enzima B-glucuronidasa (GUS) para la cual se conocen diversos sustratos cromogénicos, un gen de 3-galactosidasa
que codifica una enzima par la cual se conocen sustratos cromogénicos, un gen de aecuorina (Prasher et al., 1985),
que se puede emplear en la deteccion de bioluminiscencia sensible a calcio; un gen de la proteina fluorescente
verde (Niedz et al., 1995) o derivados de los mismos; un gen de la luciferasa (luc) (Ow et al., 1986), que permite la
deteccién de bioluminiscencia y otros conocidos en el arte. Una "molécula informante"” Como se usa en el presente
documento memoria descriptiva se refiere a una molécula que, debido a su naturaleza quimica, suministra una sefial
analiticamente identificable que facilita la determinacién de la actividad promotora por referencia a un producto
proteico.

Preferentemente, la construccién de acidos nucleicos se incorpora de manera estable en el genoma de la célula, tal
como la célula vegetal. Por lo tanto, el acido nucleico puede comprender elementos apropiados que permiten
incorporar la molécula en el genoma, o la construccién se ubica en un vector apropiado que se puede incorporar en
un cromosoma de la célula.

Expresion

Como se usa en el presente documento, un vector de expresion es un vector de ADN o ARN que tiene la capacidad
de transformar una célula hospedadora y de lograr la expresion de una o mas moléculas de polinucleétidos
especificas. Preferentemente, el vector de expresion también permite la replicacién dentro de una célula
hospedadora. Los vectores de expresion pueden ser procariotas o eucariotas, y normalmente son virus o plasmidos.
Los vectores de expresion de la presente invencion incluyen cualquier vector que funciona (es decir, expresion
directa de genes) en células recombinantes de la presente invencion, incluyendo en células bacterianas, fungicas,
de endoparasitos, de artrépodos, de animales y vegetales. Los vectores de expresion particularmente preferidos de
la presente invencion pueden dirigir la expresion de genes en células de levadura y/o vegetales.

Los vectores de expresion de la presente invencion contienen secuencias reguladoras tales como secuencias de
control de transcripcion, secuencias de control de la traduccién, origenes de replicacion y otras secuencias
reguladoras que son compatibles con la célula recombinante y que controlan la expresion de las moléculas de
polinucleétidos de la presente invencion. En particular, los polinucleétidos o vectores de la presente invencion
incluyen secuencias de control de la transcripcion. Las secuencias de control de la transcripcion son secuencias que
controlan el comienzo, la elongacién y terminacién de la transcripcion. Las secuencias de control de la transcripcién
particularmente importantes son aquellas que controlan el comienzo 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 transcripcidon que pueda funcionar en al menos una de las células
recombinantes de la presente invencién. La eleccion de las secuencias reguladoras usadas depende del organismo
blanco, tal como una planta y/u érgano blanco o tejido de interés. Dichas secuencias reguladoras se pueden obtener
de cualquier organismo eucariota tal como plantas o virus de plantas, o se pueden sintetizar quimicamente. Los
especialistas en el arte conocen una gran variedad de tales secuencias de control de la transcripcion. Las
secuencias de control de la transcripcion particularmente preferidas son promotores activos en la direccién de la
transcripcion en plantas, ya sea constitutivamente o especificos de etapa y/o tejidos, dependiendo del uso de la
planta o de partes de la misma.

Se han descrito numerosos vectores adecuados para una transfeccién estable de células vegetales o para
establecer plantas transgénicas, por ejemplo, en Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985, supl.
1987; Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, 1989; y Gelvin et al., Plant
Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishers, 1990. Normalmente, los vectores de expresion en plantas
incluyen, por ejemplo, uno o mas genes vegetales clonados bajo el control de transcripcion de secuencias
reguladoras 5' y 3' y un marcador seleccionable dominante. Dichos vectores de expresion en plantas también
pueden contener una region reguladora promotora (por ejemplo, una region reguladora que controla una expresion
inducible o constitutiva, regulada por el medio ambiente o por el desarrollo o especifica de células o tejidos), un sitio
de inicio de la transcripcién, un sitio de unién a ribosoma, una sefial de procesamiento de ARN, un sitio de
terminacion de la transcripcion y/o una sefial de poliadenilacion.

Se han descrito numerosos promotores constitutivos que son activos en células vegetales. Los promotores
adecuados para una expresion constitutiva en plantas incluyen, pero en un sentido no limitativo, el promotor 35S del
virus en mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor del 35S virus en mosaico de la escrofularia (FMV), el promotor
del virus baciliforme de la cafia de azlcar, el promotor del virus moteado amarillo de la comelina, el promotor
inducible por luz de la subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bi-fosfatocarboxilasa, el promotor de la triosafosfato
isomerasa citosolica de arroz, el promotor de la adenina fosforibosiltransferasa de Arabidopsis, el promotor del gen
de la actina 1 de arroz, los promotores de la manopina sintasa y octopina sintasa, el promotor Adh, el promotor de la
sacarosa sintasa, el promotor del complejo del gen R y el promotor del gen de la proteina de unién a clorofila a/p.
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Estos promotores se han usado para crear vectores de ADN que se han expresado en plantas; véase, por ejemplo,
WO 84/02913. Todos estos promotores se han usado para crear diversos tipos de vectores de ADN recombinantes
de expresioén en plantas.

Con el fin de obtener expresion en los tejidos fuente de la planta, tal como hojas, semillas, raiz o tallo, se prefiere
gue los promotores utilizados en la presente invencion sean de una expresion relativamente alta en estos tejidos
especificos. Para este fin, se puede elegir entre una cantidad de promotores para genes con expresion especifica o
mejorada para tejidos o células. Los ejemplos de tales promotores informados en la literatura incluyen el promotor
GS2 de la glutamina sintetasa de cloroplasto de arveja, el promotor de la fructosa-1,6-bifosfatasa de cloroplastos de
trigo, el promotor ST-LS1 fotosintética nuclear de patata, el promotor de serina/treonina quinasa y el promotor de
glucoamilasa (CHS) de Arabidopsis thaliana. También se informaron como activos en los tejidos fotosintéticamente
activos al promotor de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa del alerce del este (Larix laricina), el promotor del gen
Cab, Cab6, de pino, el promotor del gen Cab-1 de trigo, el promotor del gen Cab-1 de espinaca, el promotor del gen
Cab 1R de arroz, el promotor del gen de piruvato, el promotor de ortofosfato diquinasa (PPDK) de Zea mays, el
promotor del gen Lhcb1*2 de tabaco, el promotor Suc2 sacarosa-H* symporter de Arabidopsis thaliana y el
promotor de los genes de proteinas de la membrana tilacoide de espinaca (PsaD, PsaF, PsaE, PC, FNR, AtpC,
AtpD, Cab, RbcS).

También se pueden utilizar otros promotores de las proteinas de unién a clorofila a/f3 en la presente invencion, tales
como los promotores del gen LhcB y del gen PsbP de mostaza blanca (Sinapis alba). Hay varios promotores de
genes vegetales que son regulados como respuesta a sefiales del medio ambiente, hormonales, sustancias
guimicas y/o del desarrollo que también se pueden usar para la expresion de genes de proteinas de unién a ARN en
células vegetales, incluyendo promotores regulados por (1) calor, (2) luz (por ejemplo, el promotor RbcS-3A de
arveja, el promotor RbcS de maiz); (3) hormonas, tales como acido abscisico, (4) lesiones (por ejemplo, Wunl); o (5)
sustancias quimicas, tal como jasmonato de metilo, acido salicilico, hormonas esteroides, alcohol, protectores (WO
97/06269) o también puede ser ventajoso emplear (6) promotores especificos de érganos.

Como se usa en el presente documento, el término “promotor especifico del 6rgano de almacenamiento de una
planta” se refiere a un promotor que preferencialmente, en comparacion con otros tejidos vegetales, dirige la
transcripcion de genes en un érgano de almacenamiento de una planta. Preferentemente, el promotor solamente
dirige la expresion de un gen de interés en el drgano de almacenamiento y/o la expresion del gen de interés en otras
partes de la planta, tal como las hojas, no es detectable mediante un analisis de transferencia Northern y/o RT-PCR.
Normalmente, el promotor dirige la expresion de genes durante el crecimiento y desarrollo del érgano de
almacenamiento, en particular durante la fase de sintesis y acumulaciéon de compuestos de almacenamiento en el
o6rgano de almacenamiento. Tales promotores pueden dirigir la expresion de genes en todo el drgano de
almacenamiento de una planta o solamente en una parte del mismo, tal como el recubrimiento, el embrién o los
cotiledones en semillas de plantas dicotileddneas o el endosperma o la capa de aleurona de semillas de plantas
monocotiledéneas.

Con el fin de obtener expresion en los tejidos de almacenamiento o reserva de la planta, tales como el tubérculo de
la planta de patata, el fruto de tomate o las semillas de soja, canola, algodén, Zea mays, trigo, arroz y cebada, se
prefiere que los promotores utilizados en la invencién tengan una expresién relativamente alta en estos tejidos
especificos. Se conocen numerosos promotores de genes con expresion especifica o mejorada en tubérculos,
incluyendo el promotor de patatina de clase |, el promotor para los genes ADPGPP de tubérculos de patata, ambas
subunidades grande y pequefia, el promotor de sacarosa sintasa, el promotor de las proteinas mayores de
tubérculos incluyendo los complejos proteicos de 22 kD e inhibidores de proteinasas, el promotor para el gen de la
almidoén sintasa unida a granulos (GBSS) y otros promotores de patatinas de clase | y Il. También se pueden
emplear otros promotores para expresar una proteina en tejidos especificos, tales como semillas o frutas. Se puede
usar el promotor de la B-conglicinina u otros promotores especificos de semillas tales como los promotores de
napina, zeina, linina y faseolina. También se pueden usar promotores especificos de raices. Un ejemplo de un
promotor tal es el promotor del gen de la acido quitinasa. La expresion en los tejidos de la raiz también se podria
lograr utilizando los subdominios especificos de la raiz del promotor CaMV 35S que han sido identificados.

En una realizacion particularmente preferida, el promotor dirige la expresion en tejidos y 6rganos en los cuales tiene
lugar la biosintesis de acidos grasos y aceites. Dichos promotores actlan en el desarrollo de las semillas en el
momento adecuado para modificar la composicion del aceite en las semillas.

En una realizacion particularmente preferida adicional, y en algunos aspectos de la invencién, el promotor es un
promotor especifico de los 6rganos de almacenamiento de una planta. En un aspecto, el promotor especifico del
organo de almacenamiento vegetal es un promotor especifico de semillas. En un aspecto mas preferida, el promotor
dirige preferencialmente la expresion en los cotiledones de una planta dicotiledénea o en el endosperma de una
planta monocotiledénea, con relacion a la expresion en el embrion de la semilla o con relacion a otros 6rganos en la
planta, tal como las hojas. Los promotores preferidos para una expresion especifica de semillas incluyen i)
promotores de los genes que codifican las enzimas relacionadas con la biosintesis y acumulacién de acidos grasos
en semillas, tales como desaturasas y elongasas, ii) promotores de los genes que codifican proteinas de
almacenamiento en semillas vy iii) promotores de los genes que codifican las enzimas relacionadas con la biosintesis
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y acumulacion de carbohidratos en semillas. Los promotores especificos de semillas que son adecuados
comprenden el promotor del gen de napina de colza oleaginosa (US 5.608.152), el promotor de USP de Vicia faba
(Baumlein et al., 1991), el promotor de oleosina de Arabidopsis (WO 98/45461), el promotor de faseolina de
Phaseolus vulgaris (US 5.504.200), el promotor Bce4 de Brassica (WO 91/13980) o el promotor de legumina B4
(Baumlein et al., 1992) y los promotores que conducen a la expresion especifica de semillas en monocotileddneas
tales como maiz, cebada, trigo, centeno, arroz y semejantes. Los promotores notables que son adecuados son el
promotor del gen Ipt2 o Iptl de cebada (WO 95/15389 y WO 95/23230) o los promotores que se describen en el
documento WO 99/16890 (promotores del gen de la hordeina de cebada, el gen de glutelina de arroz, el gen de
orizina de arroz, el gen de prolamina de arroz, el gen de gliadina de trigo, el gen de glutelina de trigo, el gen de zeina
de maiz, el gen de glutelina de avena, el gen de kasirina de sorgo, el gen de secalina de centeno). Otros promotores
incluyen los que se describen en Broun et al., (1998), Potenza et al., (2004), US 20070192902 y US 20030159173.
En un aspecto, el promotor especifico de semillas se expresa preferencialmente en partes definidas de las semillas
tales como en los cotiledones o en el endosperma. Los ejemplos de promotores especificos de cotiledones incluyen,
pero en un sentido no limitativo, el promotor de FP1 (Ellerstrom et al., 1996), el promotor de legumina de arveja
(Perrin et al., 2000) y el promotor de fitohemaglutnina de haba (Perrin et al., 2000). Los ejemplos de promotores
especificos del endosperma incluyen, pero en un sentido no limitativo, el promotor de zeina-1 de maiz (Chikwamba
et al., 2003), el promotor de glutelina-1 de arroz (Yang et al., 2003), el promotor de D-hordeina de cebada (Horvath
et al., 2000) y los promotores de HMW glutenina de trigo (Alvarez et al., 2000). En un aspecto adicional, el promotor
especifico de semillas no se expresa, o solamente se expresa a un nivel bajo, en el embrion y/o después que
germind la semilla.

En otra realizacion, el promotor especifico del érgano de almacenamiento vegetal es un promotor especifico de
tubérculos. Los ejemplos incluyen, pero en un sentido no limitativo, los promotores B33, PAT21 y GBSS de patatina
de patata, asi como el promotor de esporamina de batata (por una revision véase Potenza et al., 2004). En un
aspecto preferido, el promotor dirige la expresién preferencialmente en la médula del tubérculo, con relacién a las
capas externas (piel, corteza) o el embrién del tubérculo.

En otra realizacion, el promotor especifico del érgano de almacenamiento vegetal es un promotor especifico de
frutos. Los ejemplos incluyen, pero en un sentido no limitativo, los promotores E8 y Pds de la poligalacturonasa de
tomate, asi como el promotor ACC oxidasa de manzana (por una revision véase Potenza et al., 2004). En un
aspecto preferido, el promotor dirige preferencialmente la expresion en las partes comestibles de la fruta, por
ejemplo la médula de la fruta, con relacién a la piel de la fruta o las semillas dentro del fruto.

La secuencia directriz no traducida 5' puede derivar del promotor seleccionado para expresar la secuencia del gen
heterdlogo del polinucleétido de la presente invencion o puede ser heteréloga con respecto a la region codificante de
la enzima a producir y se puede modificar especificamente, si se desea, para incrementar la traduccién del ARNm.
Por una revision sobre la optimizacion de la expresion de transgenes, véase Koziel et al., (1996). Las regiones no
traducidas 5' también se pueden obtener de los ARN viricos de plantas (virus en mosaico del tabaco, virus del
grabado de la hoja de tabaco, virus en mosaico enano de maiz, virus en mosaico enano de alfalfa, entre otros), de
genes eucariotas adecuados, de genes vegetales (directriz del gen de la proteina de unién a clorofila a/b de trigo y
maiz) o de una secuencia genética sintética. La presente invencién no se limita a las construcciones en donde la
regién no traducida deriva de la secuencia no traducida 5' que acompafia a la secuencia del promotor. La secuencia
directriz también podria derivar de una secuencia codificante o de un promotor no relacionado. Las secuencias
directrices de utilidad en el contexto de la presente invencion comprenden la directriz Hsp70 de maiz (US 5.362.865
y US 5.859.347) y el elemento TMV omega ejemplificado en el Ejemplo 8.

La terminacién de transcripcion se efectia con una secuencia de ADN no traducida 3' ligada operativamente en el
vector quimérico al polinucleétido de interés. La region no traducida 3' de una molécula de ADN recombinante
contiene una sefial de poliadenilacién cuya funcién en plantas causa la adicion de nucleétidos adenilato al extremo 3'
del ARN. La region no traducida 3' se puede obtener de diversos genes que se expresan en células vegetales. La
region no traducida 3’ de la nopalina sintasa, la regién no traducida 3’ del gen de la subunidad pequefia Rubisco de
arveja, la regiéon no traducida 3’ de la proteina de almacenamiento 7S de soja en genes de semillas son de uso
comun en este sentido. También son adecuadas las regiones no traducidas transcritas 3', que contienen la sefial de
poliadenilato de los genes del plasmido inductor de tumores (Ti) de Agrobacterium.

Se pueden usar tecnologias de ADN recombinante para mejorar la expresion de una molécula de polinucleétidos
transformada mediante manipulacién, por ejemplo, la cantidad de copias de la molécula de polinucleétidos dentro de
una célula hospedadora, la eficacia con la cual se transcriben dichas moléculas de polinucleétidos, la eficacia con
qgue se traducen los transcriptos resultantes y la eficacia de las modificaciones de post-traduccion. Las técnicas
recombinantes de utilidad para incrementar la expresion de las moléculas de polinucleétidos definidas en la presente
incluyen, pero en un sentido no limitativo, union operativa de moléculas de polinucleétidos a plasmidos con un gran
ndamero de copias, integracion de la molécula de polinucleétidos en uno o mas cromosomas de células
hospedadoras, adicién de secuencias estabilizadoras 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 a ribosomas, secuencias
Shine-Dalgarno), modificacion de las moléculas de polinucleétidos para que se correspondan con la utilizacion de
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codones de la célula hospedadora y supresion de las secuencias que desestabilizan a los transcriptos.
Acidos nucleicos de transferencia

Los acidos nucleicos de transferencia de la invencién comprenden al menos una, preferentemente dos, secuencias
de bordes y un polinucleétido exégeno. El acido nucleico de transferencia puede codificar, o0 no, un marcador
seleccionable. Preferentemente, el acido nucleico de transferencia forma parte de un vector binario en la bacteria,
donde dicho vector binario comprende ademas elementos que permiten la replicacion del vector en la bacteria o
permite la seleccién o conservacion de células bacterianas que contienen al vector. Con la transferencia a una célula
eucariota, el componente de acido nucleico de transferencia del vector binario tiene la capacidad de integrarse en el
genoma de la célula eucariota.

Como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico de transferencia extracromosémico” se refiere a
una molécula de &acido nucleico que tiene la capacidad de poder ser transferida de una bacteria, tal como
Agrobacterium sp., a una célula eucariota, tal como una célula foliar vegetal. Un acido nucleico de transferencia
extracromosomico es un elemento genético reconocido como un elemento que puede ser transferido con la
subsiguiente integracién de la secuencia de nucle6tidos contenida dentro de sus bordes en el genoma de la célula
receptora. En este sentido, un acido nucleico de transferencia normalmente esta flanqueado por dos secuencias de
"bordes", aunque en algunos casos se puede usar un solo borde por uno de los extremos y el segundo extremo del
acido nucleico transferido es generado aleatoriamente en el proceso de transferencia. Un polinucleétido exégeno
deseado se ubica normalmente entre la secuencia tipo borde izquierdo y la secuencia tipo borde derecho de un
acido nucleico de transferencia. El polinucleétido deseado contenido dentro del acido nucleico de transferencia se
puede ligar operativamente a varios diferentes elementos reguladores promotores y terminadores que facilitan su
expresion, es decir, la transcripcion y/o traduccion del polinucledtido. Los ADN-T de Agrobacterium sp. tal como de
Agrobacterium tumefaciens o de Agrobacterium rhizogenes, y variantes/mutantes de los mismos elaboradas por el
hombre son probablemente los ejemplos mejor caracterizados de acidos nucleicos de transferencia. Otro ejemplo es
el ADN-P ("ADN de plantas") que comprende secuencias tipo borde de ADN-T de plantas.

Como se usa en el presente documento, “ADN-T” se refiere, por ejemplo, al ADN-T de un plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens o de un plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes, o variantes de los mismos elaboradas
por el hombre que funcionan como ADN-T (ADN transferido). El ADN-T puede comprender un ADN-T completo
incluyendo ambas secuencias de bordes derecho e izquierdo, pero solamente es necesario que comprenda las
secuencias minimas requeridas en cis para la transferencia, es decir, la secuencia del borde derecho y de ADN-T.
En los ADN-T de la invencion se han insertado, en cualquier parte entre las secuencias de bordes derecho e
izquierdo (si esta presente), el polinucleétido exdégeno flanqueado por sitios blanco para una recombinasa especifica
del sitio. Las secuencias que codifican los factores requeridos en trans para la transferencia del ADN-T en una célula
vegetal, tal como los genes vir, se pueden insertar en el ADN-T o pueden estar presentes sobre el mismo replicon
que el ADN-T o preferentemente se encuentran en trans sobre un replicbn compatible en el huésped de
Agrobacterium. Dichos “sistemas de vectores binarios” son bien conocidos en el arte.

Como se usa en el presente documento, el “ADN-P” se refiere a un acido nucleico de transferencia aislado de un
genoma vegetal, o variantes/mutantes del mismo elaborado por el hombre, y comprende por cada extremo, 0 por un
solo extremo, una secuencia tipo borde de ADN-T. La secuencia tipo borde comparte preferentemente al menos un
50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un
95 %, pero menos que un 100 % de identidad de secuencia, con una secuencia de borde de ADN-T de
Agrobacterium sp., tal como de Agrobacterium tumefaciens o de Agrobacterium rhizogenes. Por consiguiente, se
pueden usar ADN-P en lugar de ADN-T para transferir una secuencia de nucleétidos contenida en el ADN-P, por
ejemplo de Agrobacterium a otra célula. EI ADN-P, antes de la insercion del polinucledtido exégeno que sera
transferido, puede modificarse para facilitar la clonacién y preferentemente no deberia codificar ninguna proteina. El
ADN-P se caracteriza por contener al menos una secuencia de borde derecho y preferentemente también una
secuencia de borde izquierdo.

Como se usa en el presente documento, las secuencias de “bordes” de un &cido nucleico de transferencia se
pueden aislar de un organismo seleccionado, tal como una planta o bacteria, o puede ser una variante/mutante de la
misma elaborada por el hombre. La secuencia del borde promueve y facilita la transferencia del polinucleétido
exogeno con el cual esta ligado y puede facilitar su integracién en el genoma de la célula receptora.

En un aspecto, una secuencia de borde es de entre 5-100 bp de longitud, 10-80 bp de longitud, 15-75 bp de longitud,
15-60 bp de longitud, 15-50 bp de longitud, 15-40 bp de longitud, 15-30 bp de longitud, 16-30 bp de longitud, 20-30
bp de longitud, 21-30 bp de longitud, 22-30 bp de longitud, 23-30 bp de longitud, 24-30 bp de longitud, 25-30 bp de
longitud o 26-30 bp de longitud.

Las secuencias de bordes del ADN-T de Agrobacterium sp. son bien conocidas en el arte e incluyen los que se
describen en Lacroix et al. (2008), Tzfira y Citovsky (2006) y Glevin (2003). Las secuencias de bordes de ADN-P se
pueden aislar de cualquier planta, tal como de patata y trigo. En un aspecto, el ADN-P tiene la secuencia de acido
nucleico ANGATNTATNG6GT (SEQ ID NO:109), donde "N" es cualquier nucleétido, tal como los representados por
"A”, "G”, "C” 0 "T". Los ejemplos de otras secuencias de bordes de utilidad para la invencién incluyen, pero en un
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sentido no limitativo,

TGACAGGATATATTGGCGGGTAAAC (SEQ ID NO:110);
TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAAC (SEQ ID NO:111);
TGGCAGGATATATACCGTTGTAATT (SEQ ID NO:112);
CGGCAGGATATATTCAATTGTAATT (SEQ ID NO:113);
TGGTAGGATATATACCGTTGTAATT (SEQ ID NO:114);
TGGCAGGATATATGGTACTGTAATT (SEQ ID NO:115);
YGRYAGGATATATWSNVBKGTAAWY (SEQ ID NO:116);
CGGCAGGATATATCCTGATGTAAAT (SEQ ID NO:117);
TGGCAGGAGTTATTCGAGGGTAAAC (SEQ ID NO:118);
TGACAGGATATATCGTGATGTCAAC (SEQ ID NO:119);
GGGAAGTACATATTGGCGGGTAAAC (SEQ ID NO:120);
TTACAGGATATATTAATATGTATGA (SEQ ID NO:121);
TAACATGATATATTCCCTTGTAAAT (SEQ ID NO:122);
TGACAGGATATATGGTAATGTAAAC (SEQ ID NO:123); y
TGGCAGGATATATACCGATGTAAAC (SEQ ID NO:124),

donde*Y=CoT,R=A0G;K=GoT,W=A0T;S=CoG;V=A,C,0G;B=C,GoT.

Si bien tradicionalmente sélo se ha usado Agrobacterium sp. para transferir genes a células vegetales, existe ahora
una gran cantidad de sistemas que fueron identificados/desarrollados y que actGan de una manera similar a
Agrobacterium sp. Recientemente se han modificado genéticamente varias especies distintas de Agrobacterium para
gque sean competentes para la transferencia de genes (Chung et al., 2006; Broothaerts et al., 2005). Estas especies
incluyen Rhizobium sp. NGR234, Sinorhizobium meliloti y Mezorhizobium loti. Las bacterias se hacen competentes
para la transferencia de genes proporcionandoles a las bacterias la maquinaria necesaria para el proceso de
transformacion: es decir un conjunto de genes de virulencia codificado por un plasmido Ti de Agrobacterium y el
segmento de ADN-T que reside sobre un pequefio plasmido binario separado. Las bacterias manipuladas de esta
manera tienen la capacidad de transformar diferentes tejidos vegetales (tejido de discos de hoja, callos y oval), de
monocotiledéneas o dicotiledoneas, y de diversas especies vegetales diferentes (por ejemplo, tabaco, arroz).

La transferencia directa de plasmidos de expresién eucariotas de bacterias a huéspedes eucariotas se logré por
primera vez hace varias décadas por fusion de células de mamifero y protoplastos de Escherichia coli portadores de
plasmidos (Schaffner, 1980). Desde entonces, ha ido aumentando de manera constante la cantidad de bacterias
capaces de distribuir genes en células de mamifero (Weiss, 2003), habiendo sido descubiertos por cuatro grupos de
forma independiente (Sizemore et al., 1995; Courvalin et al., 1995; Powell et al., 1996; Datrji et al., 1997).

Se ha demostrado que Shigella flexneri, Salmonella typhimurium o E. coli atenuadas que se volvieron invasivas por
el plasmido de virulencia (pWR100) de S. flexneri pueden transferir plasmidos de expresion después de la invasion
en células hospedadoras y muerte intracelular debido a una atenuacién metabdlica. La aplicacién en mucosas, ya
sea por via nasal u oral, de tales organismos recombinantes de Shigella o Salmonella indujo respuestas inmunes
contra el antigeno codificado por los plasmidos de expresion. Mientras tanto, se habia mas que duplicado la lista de
bacterias capaces de transferir plasmidos de expresién a células hospedadoras de mamifero in vitro e in vivo y fue
documentado para S. typhi, S. choleraesuis, Listeria monocytogenes, Yersinia pseudotuberculosis y Y. enterocolitica
(Fennelly et al., 1999; Shiau et al., 2001, Dietrich et al., 1998, 2001; Hense et al., 2001; Al-Mariri et al., 2002).

En general, se podria asumir que todas las bacterias capaces de ingresar en el citosol de la célula hospedadora
(como S. flexneri o I. monocytogenes) y lisarse dentro de este compartimento celular, deberian poder transferir ADN.
Esto se conoce como una invasién ‘abortiva’ o ‘suicida’ ya que las bacterias deben lisarse para que tenga lugar la
transferencia de ADN (Grillot-Courvalin et al., 1999). Ademas, aln muchas de las bacterias que permanecen en la
vacuola fagocitica (como S. typhimurium) también podrian hacerlo. Por consiguiente, las cepas de laboratorio
recombinantes de E. coli que han sido manipuladas para ser invasivas pero incapaces de un escape fagosoémico,
podrian no obstante distribuir su carga de plasmidos en el nacleo de la célula de mamifero infectada (Grillot-
Courvalin et al., 1998). Ademas, recientemente también se ha demostrado que Agrobacterium tumefaciens puede
introducir transgenes en células de mamifero (Kunik et al., 2001).

El proceso de transferencia que emplea elementos de transferencia extracromosémicos normalmente transfiere
multiples copias del elemento a la célula receptora. Como se usa en el presente documento, el término “transfectado
transitoriamente” significa que, aunque algunos de los polinucleétidos exdgenos se pueden integrar de forma estable
en el genoma de la célula, las células no se seleccionan por una integracion estable. Como resultado de ello, gran
parte del acido nucleico de transferencia permanece en una ubicacion extracromosomica en la célula, por ejemplo,
mas del 90 % de las copias del polinucleétido exdgeno que fueron transferidos a la célula receptora no se integra en
el genoma.

Como se usa en el presente documento, los términos “transfeccion”, “transformacion” y variaciones de los mismos
en general se usan indistintamente. Las células “transfectadas” o “transformadas” pueden haber sido manipuladas
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para introducir el o los polinucleétidos exdgenos, o pueden ser células de la progenie derivadas de ellas.
Células recombinantes

La invencion también proporciona una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal recombinante, que
es una célula hospedadora transformada con una o mas moléculas recombinantes, tales como los polinucleétidos,
los ADN quiméricos o los vectores recombinantes definidos en el presente documento. La célula recombinante
puede comprender cualquier combinacién de los mismos, tal como dos o tres vectores recombinantes o un vector
recombinante y uno o mas polinucleétidos o ADN quiméricos adicionales. Las células adecuadas de la invencion
incluyen cualquier célula que se pueda transformar con un polinucleétido, un ADN quimérico o un vector
recombinante de la invencion, tal como por ejemplo, una molécula que codifican un polipéptido 0 una enzima
descrita en la presente. La célula es preferentemente una célula que de esa manera se pueda usar para producir
LC-PUFA. La célula recombinante puede ser una célula en cultivo, una célula in vitro o presente en un organismo, tal
como por ejemplo una planta, o en un érgano, tal como por ejemplo una semilla o una hoja. Preferentemente, la
célula se encuentra en una planta, mas preferentemente en la semilla de una planta.

Las células hospedadoras en las cuales se introducen los polinucleétido pueden ser células no transformadas o
células que ya fueron transformadas con al menos una molécula de &cido nucleico. Dichas moléculas de acidos
nucleicos pueden estar relacionadas, o no, con la sintesis de LC-PUFA. Las células hospedadoras de la presente
invencion pueden tener capacidad endogena (es decir, natural) de producir las proteinas definidas en la presente, en
cuyo caso la célula recombinante derivada de las mismas tienen una mayor capacidad para producir los
polipéptidos, o pueden tener la capacidad de producir tales proteinas solamente después de su transformacion con
al menos un polinucledtido de la invencién. En un aspecto, una célula recombinante de la invencién tiene una mayor
capacidad para sintetizar acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Como se usa en el presente documento, el
término "célula con una mayor capacidad para sintetizar acidos grasos poliinsaturados de cadena larga" es un
término relativo donde la célula recombinante de la invencién se compara con una célula hospedadora que no
contiene a los polinucleétidos de la invencion, con una célula recombinante que produce mas acidos grasos de
cadena larga poliinsaturados o una mayor concentracion de LC-PUFA tal como EPA, DPA o DHA (con relacion a
otros acidos grasos), que la célula nativa. La célula con una mayor capacidad para sintetizar otro producto, tal como
por ejemplo otro acido graso, un lipido, un carbohidrato tal como almidon, una molécula de ARN, un polipéptido, un
compuesto farmacéutico u otro producto tiene un significado correspondiente.

Las células hospedadoras de la presente invencion pueden ser cualquier célula capaz de producir al menos una de
las proteinas descritas en la presente, e incluyen células bacterianas, flngicas (incluyendo de levadura), de
parasitos, de artropodo, de animales y vegetales. Las células pueden ser procariotas o0 eucariotas. Las células
hospedadoras preferidas son células de levadura y vegetales. En un aspecto preferido, la célula vegetal es una
célula de semilla, en particular una célula del cotiledén o endosperma de una semilla. En un aspecto, la célula es
una célula de animal o una célula de un alga. La célula animal puede ser de cualquier tipo de animal tal como, por
ejemplo, una célula de un animal no humano, una célula de un vertebrado no humano, una célula de mamifero no
humano o células de animales acuaticos tales como, peces o crustaceos, invertebrados, insectos, etc. Los ejemplos
no limitativos de células de artrépodos incluyen células de insecto, tal como células de Spodoptera frugiperda (Sf),
por ejemplo Sf9, Sf21, células de Trichoplusia ni y células S2 de Drosophila. Un ejemplo de una célula bacteriana de
utilidad como una célula hospedadora de la presente invencién es de Synechococcus spp. (también conocida como
Synechocystis spp.), por ejemplo Synechococcus elongatus.

Las células pueden ser de un organismo adecuado para un proceso de fermentacion. Como se usa en el presente
documento, el término "proceso de fermentacion" se refiere a cualquier proceso de fermentacién o a cualquier
proceso que comprende un paso de fermentacion. Un proceso de fermentacion incluye, en un sentido no limitativo,
los procesos de fermentacién usados para producir alcoholes (por ejemplo, etanol, metanol, butanol); acidos
organico (por ejemplo, acido citrico, acido acético, acido itacénico, acido lactico, acido glucénico); cetonas (por
ejemplo, acetona); aminoacidos (por ejemplo, acido glutamico); gases (por ejemplo, Hz y COy); antibiéticos (por
ejemplo, penicilina y tetraciclina); enzimas; vitaminas (por ejemplo, riboflavina, beta-caroteno); y hormonas. Los
procesos de fermentacién también incluyen los procesos de fermentacion usados en la industria de alcohol de
consumo (por ejemplo, cerveza y vino), la industria lactea (por ejemplo, productos lacteos fermentados), la industria
del cuero y la industria del tabaco. Los procesos de fermentacion preferidos incluyen los procesos de fermentacion
de alcoholes, bien conocidos en el arte. Los procesos de fermentacion preferidos son procesos de fermentacion
anaerobicos, bien conocidos en el arte. Las células fermentadoras adecuadas, normalmente microorganismos,
tienen la capacidad de fermentar, es decir, convertir, azlcares, tales como glucosa o maltosa, directa o
indirectamente en el producto de fermentacion deseado. Los ejemplos de microorganismos fermentadores incluyen
organismos flngicos, tal como levadura. Como se usa en el presente documento, una “levadura” incluye
Saccharomyces spp., Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlbergensis, Candida spp., Kluveromyces spp.,
Pichia spp., Hansenula spp., Trichoderma spp., Lipomyces starkey y Yarrowia lipolitica. Las levaduras preferidas
incluyen cepas de Saccharomyces spp., y en particular, Saccharomyces cerevisiae.

Plantas transgénicas

La invencién también provee una planta que comprende una célula de la invencién, tal como una planta transgénica
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que comprende uno o mas polinucleétidos de la invencion. El término "planta”, cuando se usa en la presente como
un sustantivo, se refiere a plantas completas, pero cuando se usa como adjetivo se refiere a cualquier sustancia que
esta presente, se obtiene, deriva de o esta relacionada con una planta, tal como por ejemplo, 6rganos vegetales (por
ejemplo hojas, tallos, raices, flores), células individuales (por ejemplo polen), semillas, células vegetales y
semejantes. El término "parte de planta" se refiere a todas las partes de planta que comprenden el ADN vegetal,
incluyendo estructuras vegetativas tal como, por ejemplo, hojas o tallos, raices, 6rganos o estructuras florales, polen,
semillas, partes de semillas tal como un embrién, endosperma, escutelo o recubrimiento de semilla, tejido vegetal tal
como, por ejemplo, el tejido vascular, células y progenie de las mismas.

Una "planta transgénica”, una "planta modificada genéticamente" o variaciones de las mismas, se refieren a una
planta que contiene una construccidn genética (“transgén”) que no se encuentra en una planta de tipo salvaje de la
misma especie, variedad o cultivar. Las plantas transgénicas definidas en el contexto de la presente invencion
incluyen plantas y su progenie que han sido modificadas genéticamente usando técnicas recombinantes para
producir al menos un polipéptido definido en la presente en la planta u érgano vegetal deseado. Las células
vegetales transgénicas y las partes de plantas transgénicas tienen los significados correspondientes. Un “transgén”
al que se hace referencia en la presente tiene el significado normal en el arte de la biotecnologia e incluye una
secuencia genética que fue producida o alterada mediante tecnologia de ADN o ARN recombinante y que fue
introducida en una célula de la invencion, preferentemente una célula vegetal. El transgén puede incluir secuencias
genéticas derivadas de una célula vegetal que puede ser de la misma especie, variedad o cultivar que la célula
vegetal en la cual se introduce el transgén o puede ser de una especie, variedad o cultivar diferente o de una célula
distinta de una célula vegetal. Normalmente, el transgén fue introducido en la célula, tal como una planta, mediante
manipulacion humana tal como, por ejemplo por transformacion, pero se puede usar cualquier método reconocido
por los especialistas en el arte.

Los términos "semilla" y "grano” se usan indistintamente en la presente. Un “grano” se refiere a un grano maduro, tal
como un grano cosechado o un grano que aun se encuentra sobre la planta pero que esta listo para ser cosechado,
y también se refiere a un grano después de embeberlo o hacerlo germinar, segin el contexto. Los granos maduros
comunmente tienen un contenido de humedad menor que un 18-20 % aproximadamente. Una “semilla en
desarrollo”, Como se usa en el presente documento, se refiere a una semilla antes de la madurez, normalmente
presente en las estructuras reproductoras de la planta después de la fertilizacion o antesis, pero también se refieren
a las semillas antes de la madurez que se pueden aislar de la planta.

Como se usa en el presente documento, el término “érgano de almacenamiento de una planta” se refiere a una parte
de una planta especializada en guardar energia en la forma de, por ejemplo, proteinas, carbohidratos, acidos grasos
y/o aceites. Los ejemplos de érganos de almacenamiento de una planta son semillas, frutos, raices tuberosas y
tubérculos. Un drgano de almacenamiento preferido de una planta de la invencion es la semilla.

Como se usa en el presente documento, el término “fenotipicamente normal” se refiere a una planta o a un 6rgano
vegetal, en particular un 6rgano de almacenamiento tal como una semilla, tubérculo o fruto de la invencion
modificada genéticamente que no tiene una capacidad significativamente reducida para crecer y reproducirse en
comparacion con una planta u érgano vegetal no modificado. En un aspecto, la planta u 6rgano vegetal modificada
genéticamente que es fenotipicamente normal comprende un polinucleétido exégeno que codifica un supresor por
silenciamiento ligado operativamente a un promotor especifico del érgano de almacenamiento de una planta y que
tiene la capacidad de crecer o reproducirse, esencialmente igual que una planta u drgano isogénico que no que
comprende a dicho polinucleétido. Preferentemente, la biomasa, el indice de crecimiento, indice de germinacion, el
tamafio de los érganos de almacenamiento, el tamafio de las semillas y/o la cantidad de semillas viables producidas
no son menores que un 90 % de los valores de una planta que no contiene a dicho polinucleétido exégeno cuando
se cultiva bajo condiciones idénticas. Este término no abarca las caracteristicas de la planta que pueden ser
diferentes de la planta de tipo salvaje pero que no afectan la utilidad de la planta para fines comerciales tal como,
por ejemplo, un fenotipo ballerina de las hojas de las plantulas.

Las plantas suministradas o contempladas para su uso en la practica de la presente invencién incluyen tanto
monocotiledéneas como dicotiledoneas. En formas de realizacion preferidas, las plantas de la presente invencion
son plantas de cultivo (por ejemplo, cereales y legumbres, maiz, trigo, patata, tapioca, arroz, sorgo, mijo, mandioca,
cebada o arveja) u otras legumbres. Las plantas se pueden cultivar para la produccién de raices, tubérculos, hojas,
tallos, flores o frutos comestibles. Las plantas pueden ser verduras o plantas ornamentales. Las plantas de la
invencion pueden ser: maiz (Zea mays), canola (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), lino (Linum usitatissimum),
alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeno (Secale cerale), sorgo (Sorghum bicolour, Sorghum vulgare),
girasol (Helianthus annus), trigo (Tritium aestivum), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum), patata (Solanum
tuberosum), mani (Arachis hypogaea), algodon (Gossypium hirsutum), batata (Lopmoea batatus), mandioca
(Manihot esculenta), café (Cofea spp.), coco (Cocos nucifera), anana (Anana comosus), arboles citricos (Citrus
spp.), cacao (Theobroma cacao), té (Camellia senensis), banana (Musa spp.), palta (Persea americana), higo (Ficus
casica), guayava (Psidium guajava), mango (Mangifer indica), olivo (Olea europaea), papaya (Carica papaya), cayu
(Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia intergrifolia), almendra (Prunus amygdalus), remolacha (Beta
vulgaris), avena o cebada.
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En una realizacion preferida, la planta es una angiosperma.

En una realizacion, la planta es una planta oleaginosa, preferentemente una planta de cultivo de semillas
oleaginosas. Como se usa en el presente documento, una "planta oleaginosa" es una especie vegetal usada en la
produccién comercial de aceites a partir de las semillas de la planta. La planta oleaginosa puede ser colza
oleaginosa (tal como canola), maiz, girasol, soja, sorgo, lino (semillas de lino) o remolacha. Ademas, la planta
oleaginosa puede ser otras Brassicas, algodén, mani, amapola, mostaza, semillas de ricino, sésamo, alazor o
plantas productoras de nueces. La planta puede producir niveles altos de aceite en sus frutos, tal como olivo, palma
oleaginosa o0 coco. Las plantas de horticultura en las cuales se puede aplicar la presente invencién son lechuga,
endivia o verduras de brassicas incluyendo coles, brécoli o coliflor. La presente invencién se puede aplicar en
tabaco, cucurbitaceas, zanahorias, frutillas, tomate o pimiento.

En una realizacion preferida adicional, la planta no transgénica usada para producir una planta transgénica de la
invencion produce aceite, en especial en las semillas, que tiene i) menos que un 20 %, menos que un 10 % o menos
que un 5 % de acidos grasos 18:2 y/o ii) menos que un 10 % o menos que un 5 % de acidos grasos 18:3.

En una realizacion preferida, la planta transgénica es homocigota para cada uno y todos los genes que fueron
introducidos (transgén) de modo que su progenie no segregara el fenotipo deseado. La planta transgénica también
puede ser heterocigética para los transgenes introducidos, preferentemente uniformemente heterocigéticas para el
transgén, tal como por ejemplo en la progenie F1 que fue cultivada a partir de semillas hibridas. Dichas plantas
pueden ofrecer ventajas tales como el vigor hibrido, bien conocido en el arte.

Cuando fuera relevante, las plantas transgénicas también comprenden otros transgenes que codifican enzimas
relacionadas con la produccion de LC-PUFA tales como, pero en un sentido no limitativo, una A6 desaturasa, una A9
elongasa, una A8 desaturasa, una A6 elongasa, una A5 desaturasa, una w3 desaturasa, una A4 desaturasa, una A5
elongasa, una diacilglicerol aciltransferasa, una A17 desaturasa, una Al5 desaturasa y/o una A12 desaturasa. Los
ejemplos de tales enzimas con una de mas de estas actividades son conocidos en el arte e incluyen los que se
describen en la presente y en WO 05/103253 (véase, por ejemplo, Tabla 1 de WO 05/103253). En ejemplos
especificos, la planta transgénica comprende por lo menos polinucleétidos exdégenos que codifican;

a) una A4 desaturasa, una A5 desaturasa, una A6 desaturasa, una A5 lelongasa y una A6 elongasa,

b) una A4 desaturasa, una A5 desaturasa, una A8 desaturasa, una A5(Jelongasa y una A9 elongasa,

c) una A4 desaturasa, una A5 desaturasa, una A6 desaturasa, una A5 elongasa, una A6 elongasa y una Al5
desaturasa,

d) una A4 desaturasa, una A5 desaturasa, una A8 desaturasa, una A5 elongasa, una A9 elongasa y una Al5
desaturasa,

e) una A4 desaturasa, una A5 desaturasa, una A6 desaturasa, una A5 elongasa, una A6 elongasa y una Al7
desaturasa, o

f) una A4 desaturasa, una A5 desaturasa, una A8 desaturasa, una A5Celongasa, una A9 elongasa y una Al7
desaturasa.

Transformacion de plantas

Las plantas transgénicas se pueden producir usando técnicas conocidas en el arte, tales como las que se describen
en general en A. Slater et al., Plant Biotechnology - The Genetic Manipulation of Plants, Oxford University Press
(2003), y P. Christou y H. Klee, Handbook of Plant Biotechnology, John Wiley y Sons (2004).

Como se usa en el presente documento, los términos “transformacién de manera estable”, “transformado de manera
estable” y variaciones de los mismos se refieren a la integracion de las moléculas de acidos nucleicos exégenas en
el genoma de la célula de modo tal que son transferidas a las células de la progenie durante la division celular sin
necesidad de seleccionar positivamente su presencia. Los transformantes estables, o la progenie de los mismos, se
pueden seleccionar con cualquier medio conocido en el arte tales como transferencias Southern con ADN
cromosomico o hibridacién in situ de ADN genémico.

La transferencia mediada por Agrobacterium es un sistema de amplia aplicacién para introducir genes en células
vegetales porque el ADN se puede introducir en las células en tejidos vegetales u érganos vegetales completos o en
explantes en cultivo tisular, ya sea para una expresion transitoria 0 para una integracion estable del ADN en el
genoma de la célula vegetal. El uso de vectores de integracion vegetales mediados por Agrobacterium para
introducir ADN en células vegetales es bien conocido en el arte (véase, por ejemplo, US 5177010, US 5104310, US
5004863 o US 5159135). La regiéon de ADN a transferir esta definida por las secuencias de los bordes, y el ADN que
interviene (ADN-T) cominmente se inserta en el genoma vegetal. Ademas, la integracion del ADN-T es un proceso
relativamente preciso que da como resultado unos pocos reordenamientos. En aquellas variedades vegetales donde
la transformaciéon mediada por Agrobacterium es eficiente, es el método de eleccién debido a la naturaleza facil y
definida de la transferencia de genes. Los vectores preferidos para la transformacion con Agrobacterium tienen la
capacidad de replicarse en E. coli, asi como en Agrobacterium, permitiendo manipulaciones convenientes como se
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describe en la literatura (Klee et al., En: Plant DNA Infectious Agents, Hohn y Schell (editores), Springer-Verlag,
Nueva York, pags. 179-203 (1985).

Los métodos de aceleracion que se pueden usar incluyen, por ejemplo, bombardeo con microproyectiles y
semejantes. Un ejemplo de un método para distribuir moléculas de acidos nucleicos transformantes en células
vegetales es el bombardeo con microproyectiles. Este método ha sido revisado por Yang et al., Particle
Bombardment Technology for Gene Transfer, Oxford Press, Oxford, Inglaterra (1994). Se pueden recubrir particulas
no bioldgicas (microproyectiles) con acidos nucleicos y distribuirlas en las células mediante una fuerza propulsora.
Los ejemplos de particulas incluyen las que comprenden tungsteno, oro, platino y semejantes. Una ventaja particular
del bombardeo de microproyectiles, ademas de ser un medio eficaz para transformar monocotiledéneas de manera
reproducible, es que no es necesario aislar los protoplastos ni susceptibilidad de una infeccién por Agrobacterium.
Una forma de realizacion ilustrativa de un método para distribuir ADN en células de Zea mays por aceleracion es un
sistema de distribucion de particulas a biolistico, que se puede usar para impulsar particulas recubiertas con ADN a
través de una pantalla, tal como una pantalla de acero inoxidable o Nytex, sobre una superficie de filtro cubierta con
células de maiz cultivadas en suspension. Un sistema de distribucién de particulas adecuado para su uso con la
presente invencion es la pistola de aceleracion por helio PDS-1000/He disponible de Bio-Rad Laboratories.

Para el bombardeo, se pueden concentrar células en suspensién sobre filtros. Los filtros que contienen a las células
que seran bombardeadas se ubican a una distancia apropiada debajo de la placa de detencién de microproyectiles.
Si se deseara, también se pueden colocar una o varias pantallas entre la pistola y las células a bombardear.

Como alternativa, se pueden disponer embriones inmaduros u otras células blanco sobre un medio de cultivo sélido.
Las células que seran bombardeadas se ubican a una distancia apropiada debajo de la placa de detencion de
microproyectiles. Si se deseara, también se coloca una o varias pantallas entre el dispositivo de aceleracion y las
células que seran bombardeadas. El uso de las técnicas que se describen en este documento permitira obtener
hasta 1000 o mas focos de células que expresan de forma transitoria un gen de un marcador rastreable o
seleccionable. La cantidad de células de un foco que expresa el producto genético exégeno 48 horas después del
bombardeo a menudo varia en un rango de uno a diez, con un promedio de uno a tres.

En la transformaciéon por bombardeo, se pueden optimizar las condiciones de cultivo de pre-bombardeo y los
parametros de bombardeo con el fin de obtener la cantidad maxima de transformantes estables. Tanto los
parametros fisicos como bioldgicos para el bombardeo son importantes en esta tecnologia. Los factores fisicos son
aquellos que comprenden la manipulacion del ADN/precipitado de microproyectiles o aquellos que afectan el vuelo y
la velocidad de los macro- o microproyectiles. Los factores biolégicos incluyen todos los pasos involucrados en la
manipulacion de las células antes e inmediatamente después del bombardeo, el ajuste osmético de las células
blanco para ayudar a aliviar el trauma asociado con el bombardeo y también la naturaleza del ADN transformante, tal
como ADN alineado o plasmidos superenrollados intactos. Se considera que las manipulaciones de pre-bombardeo
son especialmente importantes para una transformacion exitosa de embriones inmaduros.

En otra realizacion alternativa, se pueden transformar plastidos de forma estable. Los métodos divulgados para la
transformacion de plastidos en plantas superiores incluyen distribucion con pistola de particulas de ADN que
contienen un marcador seleccionable y direccionamiento del ADN al genoma del plastido por medio de
recombinacién homéloga (US 5, 451.513, US 5.545.818, US 5.877.402, US 5.932.479, y WO 99/05265).

Por consiguiente, se considera que puede ser necesario ajustar diversos aspectos de los parametros de bombardeo
en estudios a pequefia escala para optimizar completamente las condiciones. Puede ser particularmente deseable
ajustar los parametros fisicos, tal como la distancia a la hendidura, la distancia de vuelo, la distancia al tejido y la
presion de helio. También puede ser conveniente minimizar los factores de reduccién de trauma modificando las
condiciones que afectan el estado fisiologico de las células receptoras y que por ello pueden afectar la
transformacion y las eficacias de integracién. Por ejemplo, se puede ajustar el estado osmético, la hidratacion del
tejido y la etapa de subcultivo o el ciclo celular de las células receptoras para lograr una transformacion 6ptima. La
ejecucion de otros ajustes de rutina constituye un aspecto conocido para los especialistas en el arte a la luz de la
presente descripcion.

La transformacion de protoplastos vegetales se puede efectuar usando métodos basados en precipitacion por
fosfato de calcio, tratamiento con polietilenglicol, electroporacién y combinaciones de estos tratamientos. La
aplicacion de estos sistemas a diferentes variedades de plantas depende de la capacidad para regenerar dicha cepa
vegetal particular a partir de protoplastos. Se han descrito métodos ilustrativos para la regeneracién de cereales a
partir de protoplastos (Fujimura et al., 1985; Toriyama et al., 1986; Abdullah et al., 1986).

También se pueden usar otros métodos de transformacion de células, los cuales incluyen, por ejemplo, la
introduccion de ADN en plantas mediante la transferencia directa de ADN en el polen, la inyeccion directa de ADN
en los organos reproductores de una planta o la inyeccién directa de ADN en las células de embriones inmaduros,
seguida por la rehidrataciéon de embriones desecados.

La regeneracién, el desarrollo y el cultivo de plantas a partir de protoplastos transformantes de plantas individuales,
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0 a partir de varios explantes transformados, son bien conocidos en el arte (Weissbach et al., en: Methods for Plant
Molecular Biology, Academic Press, San Diego, CA (1988). Este proceso de regeneracion y desarrollo normalmente
incluye los pasos de seleccion de las células transformadas, cultivo de aquellas células individualizadas a través de
las etapas usuales del desarrollo embrionario, hasta la etapa de plantula con raiz. Los embriones y las semillas
transgénicas se regeneran de forma similar. Luego se siembran los brotes con raices resultantes en un medio
apropiado para el cultivo de plantas, tal como tierra.

El desarrollo o la regeneracién de plantas que contienen al gen exdgeno extrafio son bien conocidos en el arte.
Preferentemente, las plantas regeneradas son autopolinizadas para proveer plantas transgénicas homocigotas. De
lo contrario, se cruza el polen obtenido de las plantas regeneradas con plantas de lineas de importancia agronémica
desarrolladas a partir de semillas. Por otro lado, se usa el polen de plantas de estas lineas importantes para polinizar
plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invencion, que contiene al acido nucleico exégeno
deseado, se cultiva usando métodos bien conocidos por los especialistas en el arte.

Los métodos para transformar dicotiledéneas, primariamente mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens, y
obtener plantas transgénicas fueron publicados para algodon (US 5.004.863, US 5.159.135, US 5.518.908); soja (US
5.569.834, US 5.416.011); Brassica (US 5.463.174); mani (Cheng et al., 1996); y arveja (Grant et al., 1995).

Los métodos para transformar de plantas de cereales tales como trigo y cebada para introducir una variacion
genética en la planta por introduccién de un acido nucleico exégeno y para regenerar plantas a partir de protoplastos
o de embriones inmaduros de las plantas son bien conocidos en el arte, véanse por ejemplo, CA 2.092.588, AU
61781/94, AU 667939, US 6.100.447, PCT/US97/10621, US 5.589.617, US 6.541.257, y otros métodos se indican
en la memoria descriptiva de la Patente W099/14314. Preferentemente, las plantas transgénicas de trigo o cebada
se producen mediante procedimientos de transformacién mediados por Agrobacterium tumefaciens. Los vectores
que contienen a la construccion de acidos nucleicos deseada se pueden introducir en células de trigo regenerables
de plantas de cultivo tisular o de explantes, o de sistemas vegetales adecuados tales como protoplastos.

Las células de trigo regenerables son preferentemente del escutelo de embriones inmaduros, embriones maduros,
callos derivados de los mismos o del tejido meristematico.

Para confirmar la presencia de los transgenes en células y plantas transgénicas, se puede conducir una
amplificaciéon con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o un analisis de transferencia Southern usando
métodos conocidos por los especialistas en el arte. Los productos de expresion de los transgenes se pueden
detectar en cualquiera de varias maneras, dependiendo de la naturaleza del producto e incluyen transferencia
Western y ensayos enzimaticos. Una manera de particular utilidad para cuantificar la expresion de proteinas y para
detectar la replicacion en diferentes tejidos vegetales comprende usar un gen informante, tal como GUS. Una vez
gue se obtuvieron las plantas transgénicas, se pueden cultivar para producir tejidos vegetales o partes de plantas
con el fenotipo deseado. Se puede cosechar el tejido vegetal o las partes de plantas y/o se pueden recolectar las
semillas. La semilla puede servir como una fuente para cultivar plantas adicionales con tejidos o partes que tienen
las caracteristicas deseadas.

Una planta transgénica formada usando métodos de transformacion con Agrobacterium u otros métodos contiene
normalmente un solo locus genético sobre un cromosoma. Dichas plantas transgénicas pueden considerarse como
hemicigoticas para el o los genes agregados. Mas preferida es una planta transgénica que es homocigota para el o
los genes agregados; es decir, una planta transgénica que contiene dos genes agregados, un gen en el mismo locus
de cada cromosoma de un par de cromosomas. Se puede obtener una planta transgénica homocigota por auto-
fertilizacion de una planta transgénica hemicigética, germinacién de algunas de las semillas producidas y andlisis de
las plantas resultantes para el gen de interés.

Se comprendera asimismo que también se pueden cruzar (aparear) dos diferentes plantas transgénicas que
contienen dos genes o loci exdgenos que segregan de forma independiente para producir una descendencia que
contiene a ambos juegos de genes o loci. El autocruzamiento de la progenie F1 apropiada puede producir plantas
gue son homocigotas para ambos loci 0 genes exégenos agregados. También se contempla el retrocruzamiento con
una planta progenitora y el exocruzamiento con una planta no transgénica, al igual que la propagacion vegetativa.
Se pueden consultar descripciones de otros métodos de cruzamiento usados cominmente para distintos caracteres
y cultivos en Fehr, en Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcos J. ed., American Society of Agronomy,
Madison, Wis.

Animales transgénicos no humanos

Un "animal transgénico no humano" se refiere a un animal, distinto de un ser humano, que contiene una
construccién genética (“transgén”) que no esta presente en un animal de tipo salvaje de la misma especie o raza. Un
“transgén” al que se hace referencia en la presente tiene el significado normal en el arte de la biotecnologia e incluye
una secuencia genética que fue producida o alterada mediante tecnologia de ADN o ARN recombinante y que fue
introducida en una célula animal. El transgén puede incluir secuencias genéticas derivadas de una célula animal,
que puede ser de la misma especie o raza, 0 de una especie o raza diferente, que la célula en la cual se introdujo el
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transgén. Normalmente, el transgén fue introducido en el animal mediante manipulacion humana tal como, por
ejemplo por transformacién, pero se puede usar cualquier método reconocido por los especialistas en el arte.

Las técnicas para producir animales transgénicos son bien conocidas en el arte. Un libro de texto general que es de
utilidad sobre este tema es Houdebine, Transgenic animals — Generation and Use (Harwood Academic, 1997). La
transformacion de una molécula de polinucleétidos en una célula se puede efectuar mediante cualquier método por
el cual se pueda insertar una molécula de polinucleétidos en la célula. Las técnicas de transformacion incluyen, pero
en un sentido no limitativo, transfeccién, electroporacién, microinyeccion, lipofeccién, adsorcion y fusién celular. Una
célula recombinante puede permanecer unicelular o se puede cultivar en un tejido, 6rgano o en un organismo
multicelular. Las moléculas de polinucleétidos transformadas pueden permanecer en posicion extracromosémica o
se pueden integrar en uno o mas sitios dentro de un cromosoma de la célula transformada (es decir, recombinante)
de manera tal que se retiene su capacidad para expresarse. Se puede introducir ADN heter6logo, por ejemplo, en
huevos de mamifero fertilizados. Por ejemplo, se pueden transformar células de tallos totipotenciales o
pluripotenciales por microinyeccion, precipitacion mediada por fosfato de calcio, fusion de liposomas, infeccion
retrovirica u otros medios, luego las células transformadas se introducen en el embrién y a continuacién el embrién
se desarrolla en un animal transgénico. En un método muy preferido, los embriones en desarrollo se infectan con un
retrovirus que contiene al ADN deseado y se producen animales transgénicos a partir del embrién infectado. Sin
embargo, en un método mas preferido los ADN apropiados se coinyectan en el pronicleo o citoplasma de los
embriones, preferentemente en la etapa de una sola célula y se deja que los embriones se desarrollen en animales
transgénicos maduros.

Otro método usado para producir un animal transgénico comprende microinyectar un acido nucleico en huevos en
etapa pro-nuclear mediante métodos estandar. Los huevos inyectados se cultivan luego antes de su transferencia en
los oviductos de individuos receptores pseudoprefiados.

Los animales transgénicos también se pueden producir mediante tecnologia de transferencia nuclear. Con el uso de
este método, se transfectan de forma estable fibroblastos de animales donantes con un plasmido incorporando las
secuencias codificantes para un dominio de unién o un miembro de unién de interés bajo el control de secuencias
reguladoras. Los transfectantes estables se fusionan luego con oocitos enucleados, se cultivan y se transfieren a
receptores femeninos.

Aumento de los niveles de ARN exdgeno y expresidn estabilizada

Supresores por silenciamiento

El silenciamiento de genes posterior a la transcripcion (PTGS) es un mecanismo de defensa especifico de
secuencias de nucledtidos que puede estar dirigido al ARNm celular y virico para su degradacion El PTGS tiene
lugar en plantas u hongos transformados de forma estable o transitorio con un ADN extrafio (heter6logo) o endégeno
y da como resultado una acumulacion reducida de moléculas de ARN con similitud de secuencia con el acido
nucleico introducido.

Se ha considerado en general que la coexpresion de un supresor por silenciamiento con un transgén de interés
incrementara los niveles de ARN presentes en la célula transcritos a partir del transgén. Si bien se ha demostrado
que esto es asi para células in vitro, se han observado efectos secundarios significativos en muchos estudios de
coexpresion en plantas completas. Mas especificamente, como se describe en Mallory et al., (2002), Chapman et al.,
(2004); Chen et al., (2004), Dunoyer et al., (2004), Zhang et al., (2006), Lewsey et al., (2007) y Meng et al., (2008),
las plantas que expresan supresores por silenciamiento, en general bajo promotores constitutivos, a menudo son
fenotipicamente anormales hasta el grado que no son de utilidad para la produccién comercial.

Segun se ha indicado previamente, los inventores de la presente invencién han encontrado que se pueden
incrementar los niveles de moléculas de ARN y/o se pueden estabilizar los niveles de moléculas de ARN sobre
numerosas generaciones limitando la expresién del supresor por silenciamiento a un érgano de almacenamiento de
una planta o a una parte del mismo. Como se usa en el presente documento, un “supresor por silenciamiento” es
cualquier polinucleétido o polipéptido que se puede expresar en una célula vegetal que aumente el nivel de los
productos de expresion de un transgén diferente en la célula vegetal, en particular sobre repetidas generaciones a
partir de la planta inicialmente transformada. En un aspecto, el supresor por silenciamiento es un supresor por
silenciamiento virico o un mutante del mismo. Se conocen numerosos supresores por silenciamiento virico en el arte
que incluyen, pero en un sentido no limitativo, P19, V2, P38, Pe-Po y RPV-P0O. En un aspecto, el supresor por
silenciamiento virico comprende aminoacidos cuya secuencia se provee en cualquiera de las SEQ ID NO: 97 a 101,
un fragmento biolégicamente activo de la misma o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 50 % idéntica
a cualquiera entre una o mas de las SEQ ID NO: 97 a 101 y que tiene actividad como un supresor por
silenciamiento.

Como se usa en el presente documento, los términos “expresion estabilizadora”, “expresado de forma estable”,

“expresion estabilizada” y variaciones de los mismos, se refieren a que el nivel de la molécula de ARN es
esencialmente el mismo o mayor en las plantas de progenie sobre repetidas generaciones, por ejemplo al menos
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tres, al menos cinco o al menos 10 generaciones, en comparacion con las plantas isogénicas que no contienen al
polinucleétido exdégeno que codifica al supresor por silenciamiento. Sin embargo, estos términos no excluyen la
posibilidad que sobre repetidas generaciones hay una cierta pérdida de los niveles de la molécula de ARN en
comparacién con una generacion anterior, por ejemplo no menos que un 10 % de pérdida por generacion.

El supresor se puede seleccionar de cualquier fuente como por ejemplo vegetal, virico, de mamifero, etc. El supresor
puede ser, por ejemplo:

« virus B2 de los gallineros;

* virus P14 latente de Pothos;

* virus AC2 latente de Pothos;

* virus en mosaico AC4 de mandioca africana;

« enfermedad por el virus en mosaico de amarilleamiento de venas C2 de Bhendi;
« enfermedad por el virus en mosaico de amarilleamiento de venas C4 de Bhendi;
» enfermedad por el virus en mosaico de amarilleamiento de venas BC1 de Bhendi;
e virus de clorosis p22 de tomate;

* virus de clorosis CP de tomate;

* virus de clorosis CPm de tomate;

e virus en mosaico dorado AL2 de tomate;

« virus de hoja enrollada Java BC1 de tomate;

« virus de amarilleamiento de hojas enrolladas V2 de tomate;

« virus de amarilleamiento de hojas enrolladas China-C2 de tomate;

« forma aislada BC1 del virus Y10-China de amarilleamiento de hojas enrolladas de tomate;
- forma aislada V2 israeli de amarilleamiento de hojas enrolladas de tomate;
e virus en mosaico amarillo Vigna AC2 de habichuela;

« virus clorético de manchas en anillo CP de hibisco;

e virus rugoso P38 de nabo;

e virus rugoso CP de nabo;

* virus en mosaico de la coliflor P6;

e virus de amarilleamiento p21 de remolacha;

e virus tristeza p20 de citricos;

e virus tristeza p23 de citricos;

e virus tristeza CP de citricos;

e virus en mosaico SCP de caupi;

e virus enano clorético p22 de batata;

e virus en mosaico 2b de pepino;

e virus HC-Pro de aspermia de tomate;

e virus L2 de punta enrollada de remolacha;

* virus en mosaico 19K del suelo de trigo;

* virus en mosaico estriado Gammab de cebada;

* virus Gammab semilatente de Poa;

e pecluvirus P15 de aglomeraciones de mani;

e virus Pns10 enano de arroz;

e virus PO de amarilleamiento transmitido por afidos de cucurbitaceas;
* virus PO de amarilleamiento del oeste de la remolacha;

e virus X P25 de patata;

» virus P1b del amarillamiento de venas de pepino;

* virus HC-Pro pox de ciruela;

* virus en mosaico HC-Pro de cafia de azlcar

e virus Y cepa HC-Pro de patata;

« virus del grabado de la hoja P1/HC-Pro de tabaco;

e virus en mosaico P1/HC-Pro de nabo;

« virus P1 moteado de pasto ovillo;

- forma aislada del virus noruego P1 moteado de pasto ovillo;

* virus P1 moteado amarillo de arroz;

« forma aislada del virus nigeriano P1 moteado amarillo de arroz;

« virus NS3 de hoja blanca de arroz;

* virus NS3 estriado de arroz;

e virus en mosaico del tabaco 126K infectante de cruciferas;

e virus en mosaico del tabaco p122 infectante de cruciferas;

e virus en mosaico del tabaco p122;

e virus en mosaico del tabaco 126

* virus en mosaico del tabaco 130K;
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* virus del cascabel 16K de tabaco;

* virus enano arbustivo P19 de tomate;

* virus bandeado reticular NSs de tomate;

« virus de manchas cloréticas de hojas P50 de manzana;

e virus A p10 de uva;

» virus 2 homélogo de BYV p21 asociado a enrollamiento de hojas de uva,

asi como variantes/mutantes de los mismos. El listado anterior proporciona el virus del cual se puede obtener el
supresor y la denominacion de la proteina (por ejemplo, B2, P14 etc.) o regién codificante del supresor de cada virus
particular.

Se pueden usar multiples copias de un supresor. Se pueden usar diferentes supresores juntos (por ejemplo, en
tandem).

Moléculas de ARN

Se puede coexpresar esencialmente cualquier molécula de ARN que se deseara expresar en un oOrgano de
almacenamiento de una planta con el supresor por silenciamiento. La molécula de ARN puede afectar una
caracteristica agronémica, resistencia a insectos, resistencia a enfermedades, resistencia a herbicidas, esterilidad,
caracteristicas de los granos y semejantes. Los polipéptidos codificados pueden estar relacionados con el
metabolismo de aceite, almidén, carbohidratos, nutrientes, etc., o pueden ser responsables de la sintesis de
proteinas, péptidos, acidos grasos, lipidos, ceras, aceites, almidones, azlcares, carbohidratos, sabores, olores,
toxinas, carotenoides, hormonas, polimeros, flavonoides, proteinas de almacenamiento, acidos fendlicos, alcaloides,
ligninas, taninos, celulosas, glicoproteinas, glucolipidos, etc.

En un ejemplo particular, las plantas producidas incrementaron los niveles de enzimas para la produccién de aceite
en plantas, tales como Brassicas, por ejemplo colza oleaginosa o girasol, alazor, lino, algodén, poroto de soja o
maiz; enzimas relacionadas con la sintesis de almidén en plantas tales como patata, maiz y cereales tal como trigo,
cebada o arroz; enzimas que sintetizan, o proteinas que ellas mismas son, medicamentos naturales, tales como
productos farmacéuticos o veterinarios.

Los tipos de polipéptidos contemplados para la produccién en un método de la presente invencion incluyen proteinas
farmacéuticas para su uso en mamiferos, incluyendo el hombre, tal como insulina, preproinsulina, proinsulina,
glucagon, interferones tales como [-interferén y (-interferdn, factores de coagulacién sanguinea tales como los
Factores VII, VIII, IX, X, XI y Xll, hormonas de la fertilidad tal como la hormona luteinizantes, hormona foliculo-
estimulante, factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento epidérmico, factores de crecimiento
derivados de plaquetas, factor estimulante de colonias de granulocitos, prolactina, oxitocina, hormona estimulante de
tiroides, hormona adrenocorticotrépica, calcitonina, hormona paratiroide, somatostatina, eritropoyetina (EPO),
enzimas tales como B-glucocerebrosidasa, hemoglobina, albdmina de suero, colageno, hormona de crecimiento,
albumina de suero humana, fosfatasa alcalina secretada humana, aprotinina, al-antitripsina, IgG1 (fosfonato éster),
IgM (hapteno neuropéptido), SIgA/G (adhesina de Streptococcus mutans), inmunotoxina scFv-briodina 1 (CD 40),
IgG (HSV), LSC (HSV) y semejantes.

Ademas, el método de la invencién se puede usar para la produccion de anticuerpos especificos, incluyendo
moléculas relacionadas con anticuerpos o fragmentos activos de los mismos que se unen, por ejemplo, al receptor
de la proteina morfogenética osea tipo 1B; EI6; STEAPI; MPF; Napi3b; Sema 5b; PSCA,; receptor endotelina tipo B;
MSG783; STEAP2; TrpM4; CRIPTO; CD21; CD79b; FcRH2; HER2; NCA; MDP; IL20Ra; Brevican; EphB2R;
ASLG659; PSCA; GEDA,; receptor del factor activante de células B; CD22; CD79a; CXCR5; HLA-DOB; P2X5; CD72;
LY64; FcRHI; IRTA2; TENB2; CD20; VEGF incluyendo VEGF_A, B, C o D; p53; EGFR; receptor de progesterona;
catepsina D; Bcl-2; E caderina; CEA; Lewis X; Ki67; PCNA; CD3; CD4; CD5; CD7; CD11c; CD11d; c-Myc; tau;
PrPSC; o AB.

Ademas, el método de la invencion se puede usar en la produccién de un antigeno, que puede ser distribuido, o no,
al consumir el 6rgano de almacenamiento, ejemplos de los cuales incluyen la proteina de la envoltura del virus de
Hepatitis B, la glucoproteina del virus de la rabia, la enterotoxina sensible al calor de Escherichia coli, la proteina de
la capside del virus Norwalk, un autoantigeno en diabetes, subunidad de toxina B de la célera, subunidades B y A2
de la toxina de la célera, enterotoxina de rotavirus y fusiones de antigenos de fimbrias enterotoxigénicas de E. coli,
glucoproteina S del virus de gastroenteritis transmisible porcino, rinovirus 15 humano (HRV-14) y epitopes del virus
de inmunodeficiencia humana de tipo (HIV-1), epitopes del virus de enteritis de visén, proteina estructural VP1 del
virus de aftosa, glicoproteina B del citomegalovirus humano, antigenos de caries dentales (S. mutans) y antigenos
del virus sincicial respiratorio.

Niveles de LC-PUFA producidos

Los niveles de los LC-PUFA o la combinaciéon de los LC-PUFA producidos en la célula recombinante son de
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importancia. Los niveles se pueden expresar como una composicion (porcentual) de los acidos grasos totales de un
LC-PUFA particular o de un grupo de LC-PUFA relacionados, por ejemplo el w3 LC-PUFA o el w6 LC-PUFA o el
VLC-PUFA, u otra que se puede determinar mediante métodos conocidos en el arte. El nivel también se puede
expresar como el contenido de LC-PUFA, tal como por ejemplo el porcentaje de LC-PUFA en el peso seco del
material que comprende las células recombinantes, por ejemplo el porcentaje de peso seco de las semillas que
corresponde a LC-PUFA. Se podra apreciar que el LC-PUFA producido en una semilla oleaginosa puede ser
considerablemente mayor en términos del contenido de LC-PUFA que en un vegetal o un grano que no fue cultivado
para la produccion de aceite, aunque ambos pueden tener composiciones similares LC-PUFA, y ambos se pueden
usar como fuentes de LC-PUFA para el consumo de seres humanos o animales.

Los niveles de LC-PUFA se pueden determinar mediante cualquiera de los métodos conocidos en el arte. En un
método preferido, se extraen los lipidos totales de las células, tejidos u organismos y el &cido graso es convertido en
ésteres metilicos antes del analisis mediante cromatografia gaseosa (GC). Dichas técnicas se describen en el
Ejemplo 1. Se puede usar la posicién del pico en el cromatograma para identificar cada acido graso particular, y se
puede integrar el area bajo cada pico para determinar la cantidad. Como se usa en el presente documento, a menos
gue se indique lo contrario, el porcentaje de un &cido graso particular en una muestra se determina como el area
bajo el pico para dicho acido graso como un porcentaje del area total de los acidos grasos en el cromatograma. Esto
corresponde esencialmente a un porcentaje en peso (p/p). La identidad de los acidos grasos se puede confirmar por
GC-MS. Los lipidos totales se pueden separar mediante técnicas conocidas en el arte para purificar fracciones tales
como la fraccion TAG. Por ejemplo, se puede conducir una cromatografia en capa delgada (TLC) a escala analitica
para separar la fraccion TAG de las demas fracciones de lipidos tal como DAG, acil-CoA o fosfolipido con el fin de
determinar la composicién de acidos grasos especifica de TAG.

En una realizacion, la suma total de ARA, EPA, DPA y DHA en los acidos grasos en la célula comprende al menos
15 %, mas preferentemente al menos 20 % o al menos 25 % de los acidos grasos totales en la célula. En un aspecto
mas preferida, la suma total de dichos acidos grasos es de al menos 29 %, al menos 30 % o al menos 31 % de los
acidos grasos totales en la célula. En un aspecto adicional, los acidos grasos totales en la célula comprenden menos
que un 1 % de C20:1. En otro aspecto, la cantidad de DHA en los acidos grasos en la célula es de al menos un 3 %,
mas preferentemente al menos un 4 %, mas preferentemente al menos un 5 % o al menos un 7 %, o0 con mayor
preferencia al menos un 10 %, de los acidos grasos totales en la célula. En formas de realizacion preferidas, los TAG
extraibles en la célula comprende los acidos grasos a los niveles a los que se hace referencia en este parrafo.
También abarca cada combinacion posible de estas caracteristicas. Por ejemplo, la suma total de ARA, EPA, DPA y
DHA en los acidos grasos en la célula puede comprender al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos
29 %, al menos 30 % o al menos 31 % de los acidos grasos totales en la célula, de los cuales al menos un 3 %, al
menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos un 7 % o al menos un 10 % de los acidos grasos totales en la célula es
DHA, en tanto el nivel de C20:1 puede ser menor que el 1 %.

En cada una de estas realizaciones, la célula recombinante puede ser una célula de un organismo adecuado para
una fermentacion tal como, por ejemplo, un microorganismo unicelular que puede ser un procariota 0 un eucariota,
tal como una levadura o una célula vegetal. En un aspecto preferido, la célula es una célula de una angiosperma
(planta superior). En un aspecto preferido adicional, la célula es una célula de una semilla tal como, por ejemplo, una
semilla oleaginosa o un grano o un cereal.

El nivel de produccion de LC-PUFA en la célula recombinante también se puede expresar como una relaciéon de
conversion, es decir, la cantidad de LC-PUFA formada como un porcentaje de uno o mas sustratos PUFA o LC-
PUFA. Con respecto a EPA, por ejemplo, esto se puede expresar como la relacién entre el nivel de EPA (como un
porcentaje de los acidos grasos totales) y el nivel de un sustrato de acido graso (ALA, SDA, ETA o ETrA).

En una realizacion, la eficacia de la conversion de ALA en EPA es de al menos un 80 % o mas preferentemente del
90 %. En otra realizacion, la eficacia de la conversién de ALA en EPA, DPA o DHA (calculada como la suma de los
porcentajes para EPA, DPA y DHA/ la suma de los porcentajes para ALA y todos los productos de acidos grasos A6-
desaturados a partir de ALA) es de al menos un 17,3 % o de al menos un 23 %. En otra realizacion, la eficacia de la
conversion de ALA en DPA o DHA (calculada como la suma de los porcentajes para DPA y DHA/ la suma de los
porcentajes para ALA y todos los productos de acidos grasos A6-desaturados a partir ALA) es de al menos un 15,4
% o de al menos un 21 %. En otra realizacion, la eficacia de la conversion de ALA en DHA (calculada como el
porcentaje para DHA/ la suma de los porcentajes para ALA y todos los productos de acidos grasos A6-desaturados a
partir de ALA) es de al menos un 9,5 % o de al menos un 10,8 %. En otra realizacion, la eficacia de la conversion de
EPA en DHA (calculada como el porcentaje para DHA/ la suma de los porcentajes para EPA y todos los productos
de acidos grasos A5-elongados a partir de EPA) es de al menos un 45 % o de al menos un 50 %. En otra
realizacion, la eficacia de la conversién de SDA para producir ETA (calculada como la suma de los porcentajes para
ETA y los productos de acidos grasos A5-desaturados a partir de ETA / la suma de los porcentajes para SDA y todos
los productos de acidos grasos A6-elongados a partir de SDA) es de al menos un 50 %, mas preferentemente de al
menos un 60 %. En otra realizacion, la eficacia de la conversion de ALA en ETrA es de al menos un 6 %, mas
preferentemente de al menos un 9 %. En otra realizacion, la eficacia de la conversion de EPA en DPA (calculada
como la suma de los porcentajes para DPA y DHA/ la suma de los porcentajes para EPA, DPA y DHA) a través de

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 883 T3

un paso con una A5 elongasa es de al menos un 60 %, mas preferentemente de al menos un 65 %, mas
preferentemente de al menos un 70 % o con mayor preferencia de al menos un 75 %.

El contenido de LC-PUFA en la célula recombinante se puede maximizar si la célula progenitora usada para la
introduccion de los genes es elegida de modo tal que el nivel de sustrato de acido graso producido o provisto
exogenamente es optimo. El nivel de LC-PUFA también se puede maximizar cultivando o incubando las células bajo
condiciones optimas, por ejemplo a una temperatura ligeramente menor que la temperatura estandar para dicha
célula, lo cual se cree favorece la acumulacién de acidos grasos poliinsaturados. En particular, sin embargo, la
evidencia existente hasta la fecha sugiere que algunas desaturasas expresadas heterélogamente en levadura o
plantas tienen una actividad relativamente baja en combinaciéon con algunas elongasas. Esto se puede aliviar
proporcionando una desaturasa con la capacidad de usar una forma acil-CoA del &cido graso como un sustrato en la
sintesis de LC-PUFA, y se cree que esto es ventajoso en células recombinantes distintas de levadura, tales como
células vegetales.

Produccién de aceites

Se pueden emplear las técnicas que son de practica rutinaria en el arte para extraer, procesar y analizar los aceites
producidos por células, plantas, semillas, etc. de la presente invencién. Normalmente, las semillas de las plantas se
cocinan, se prensan y se extraen para producir un aceite crudo, que luego es desgomado, refinado, blanqueado y
desodorizado. En general, las técnicas para triturar semillas son conocidas en el arte. Por ejemplo, las semillas
oleaginosas se pueden temperar rociandolas con agua para elevar el contenido de humedad, por ejemplo, a un 8,5
%, y cortar en copos usando un rodillo compactador liso con un ajuste de hueco definido en 0,23 a 0,27 mm. Segun
el tipo de semilla, se puede agregar agua, o no, antes de la trituracién. La aplicacion de calor desactiva las enzimas,
facilita la ruptura celular posterior, coalesce las gotas de aceite y aglomera las particulas de proteinas, todo lo cual
facilita el proceso de extraccion.

La mayoria de los aceites de semillas se libera por medio de pasaje a través de una prensa de tornillo. Las tortas
expulsadas de la prensa de tornillo son sometidas a extraccién con solvente, por ejemplo, con hexano, usando una
columna de temperatura controlada. Como alternativa, el aceite crudo producido por la operacién de prensado se
puede hacer pasar a través de un tanque de asentamiento con una via de drenaje acanalada superior para remover
los sélidos que se generan con el aceite durante la operacién de prensado. El aceite clarificado se puede hacer
pasar a través de un filtro tipo placa y marco para remover cualquier particula solida fina. Si se deseara, el aceite
recuperado del proceso de extraccion se puede combinar con el aceite clarificado para producir un aceite crudo
mezclado.

Una vez que se deprivo el solvente del aceite crudo, se combinan las porciones prensadas y extraidas y luego son
sometidas a los procedimientos normales de procesamiento de aceite (es decir, desgomado, refinacién caustica,
blanqueado y desodorizacion). El desgomado se puede realizar por adicion de acido fosforico concentrado al aceite
crudo para convertir los fosfatidos no hidratables en una forma hidratable y para quelar los metales menores que
estan presentes en el aceite. La goma se separa del aceite por centrifugacion. El aceite se puede refinar por adicién
de una cantidad suficiente de una solucion de hidréxido de sodio para titular todos los acidos grasos y remover los
jabones asi formados.

La desodorizacion se puede realizar calentando el aceite a 260 °C bajo vacio e introduciendo lentamente vapor en el
aceite a una velocidad de 0,1 ml/minuto/100 ml de aceite aproximadamente. Después de aproximadamente 30
minutos de burbujeo, se deja que el aceite se enfrie bajo vacio. El aceite es transferido normalmente a un recipiente
de vidrio y se lava con argén antes de almacenarlo bajo refrigeracion. Si la cantidad de aceite es limitada, el aceite
se puede colocar bajo vacio, por ejemplo, en un reactor Parr y calentar a 260 °C por el mismo tiempo que hubiera
sido desodorizado. Este tratamiento mejora el color del aceite y remueve la mayoria de las sustancias volatiles.

Alimentos

La presente invencion incluye composiciones que se pueden usar como alimentos. A los efectos de la presente
invencion, el término "alimentos" incluye cualquier alimento o preparacion destinada al consumo de seres humanos o
animales (incluyendo un consumo por via enteral y/o parenteral) que cuando es ingerido por el cuerpo (a) sirve para
nutrir o aumentar los tejidos o suministrar energia; y/o (b) mantiene, restablece o sustenta un estado nutricional o
funcién metabdlica adecuados. Los alimentos de la invencion incluyen composiciones nutricionales para bebés y/o
nifios.

Los alimentos que se describen en el presente documento comprenden, por ejemplo, una célula de la invencién, una
planta de la invencion, la parte de planta de la invencion, la semilla de la invencién, un extracto de la invencion, el
producto del método de la invencion, el producto del proceso de fermentacion de la invencién o una composicion
junto con uno o mas vehiculos adecuados. El término "vehiculo" se usa en su sentido mas amplio para abarcar
cualquier componente que puede tener, o no, valor nutricional. Como podra apreciar el especialista, el vehiculo debe
ser adecuado para su uso (0 usado a una concentracion suficientemente baja) en un alimento de modo tal que no
tenga efectos nocivos sobre un organismo que consume el alimento.
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El alimento que se describe en el presente documento comprende un aceite, un éster de acido graso o un acido
graso producido directa o indirectamente mediante el uso de los métodos, células o plantas divulgados en la
presente. La composicion se puede encontrar en la forma de un gel o de un liquido. Ademas, la composicién puede
incluir macronutrientes comestibles, vitaminas y/o minerales en las cantidades deseadas para un uso particular. Las
cantidades de estos ingredientes varian dependiendo de si la composicion se usara con individuos normales o si se
usara con individuos que tienen necesidades especiales, tales como los individuos que sufren de trastornos
metabdlicos y semejantes.

Los ejemplos de vehiculos adecuados con valor nutricional incluyen, pero en un sentido no limitativo,
macronutrientes tales como grasas comestibles, carbohidratos y proteinas. Los ejemplos de tales grasas
comestibles incluyen, pero en un sentido no limitativo, aceite de coco, aceite de borraja, aceite de hongos, aceite de
grosellas, aceite de soja y mono y diglicéridos. Los ejemplos de dichos carbohidratos incluyen (pero en un sentido no
limitativo): glucosa, lactosa comestible y almidén hidrolizado. Ademas, los ejemplos de proteinas que se pueden
utilizar en la composicion nutricional de la invencién incluyen (pero en un sentido no limitativo) proteinas de soja,
suero electrodializado, leche descremada electrodializada, suero de leche o los hidrolizados de estas proteinas.

Con respecto a las vitaminas y los minerales, se puede agregar lo siguiente a las composiciones de alimento de la
presente invencion: calcio, fosforo, potasio, sodio, cloruro, magnesio, manganeso, hierro, cobre, zinc, selenio, iodo y
las vitaminas A, E, D, C y el complejo B. También se pueden agregar otras vitaminas y minerales.

Los componentes utilizados en las composiciones alimenticias de la presente invencion pueden ser de origen
semipurificado o purificado. Los términos semipurificado o purificado se refieren a un material que fue preparado por
purificacién de un material natural o mediante sintesis de novo.

La composicion alimenticia de la presente invencién también se puede agregar a un alimento aun cuando la dieta no
requiera de suplementos. Por ejemplo, la composicion se puede agregar a un alimento de cualquier tipo, incluyendo
(pero en un sentido no limitativo): margarina, manteca modificada, quesos, leche, yogur, chocolate, caramelos,
refrigerios, aceites para ensalada, aceites para cocinar, grasas para cocinar, carnes, pescado y bebidas.

El género Saccharomyces spp se usa tanto en la elaboracién de cerveza como en la elaboracion de vino y también
como agente de horneado, en particular de pan. La levadura es uno de los constituyentes principales de los
extractos vegetales. La levadura también se usa como un aditivo en los piensos. Resultara evidente que se pueden
suministrar cepas de levadura manipuladas genéticamente que estan adaptadas para sintetizar los LC-PUFA que se
describen en la presente. Estas cepas de levadura se pueden usar luego en alimentos y en la elaboracion de vino y
cerveza para proporcionar productos con un mayor contenido de acidos grasos.

Ademas, los acidos grasos producidos de acuerdo con la presente invencién o células hospedadoras transformadas
para contener y expresar los genes objeto de la presente también se pueden usar como suplementos de piensos
para alterar el tejido de un animal o la composicion de acidos grasos de la lecha para uno que fuera mas deseable
para consumo humano o animal. Los ejemplos de dichos animales incluyen ovejas, ganado, caballos y semejantes.

Ademas, los alimentos de la invencién se pueden usar en acuicultura para incrementar los niveles de acidos grasos
en los peces para consumo humano o de animales.

Los alimentos preferidos de la invencién son las plantas, semillas y otras partes de plantas tales como hojas y tallos
que se pueden usar directamente como alimento o pienso para seres humanos u otros animales. Por ejemplo, los
animales pueden pastar directamente sobre tales plantas cultivadas a campo o pueden ser alimentados con
cantidades mas medidas en una alimentacion controlada. La invencion incluye el uso de dichas plantas y partes de
plantas como un alimento para incrementar los niveles de LC-PUFA en seres humanos y otros animales.

Composiciones

La presente memoria descriptiva también abarca composiciones, en particular composiciones farmacéuticas, que
comprenden uno o mas de los acidos grasos y/o los aceites resultantes producidos con los métodos de la invencion.

Una composicion farmacéutica puede comprender uno o mas de los acidos grasos y/o aceites, en combinacion con
un transportador, adyuvante o vehiculo estandar, bien conocido, no téxico, farmacéuticamente aceptable, tal como
solucién amortiguadora fosfato salina, agua, etanol, polioles, aceites vegetales, un agente humectante o una
emulsion tal como una emulsiéon de agua/aceite. La composicién se puede encontrar en una forma liquida o sélida.
Por ejemplo, la composicion se puede encontrar en la forma de una tableta, capsula, liquido o polvo ingerible,
inyectable o como un ungiiento o crema topica. La fluidez apropiada se mantiene, por ejemplo, manteniendo el
tamafo de requerido en el caso de dispersiones y mediante el uso de agentes tensioactivos. También puede ser
deseable incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, cloruro de sodio y semejantes. Ademas de dichos
diluyentes inertes, la composicién también puede incluir adyuvantes, como por ejemplo agentes humectantes,
agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, agentes saborizantes y agentes perfumantes.
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Las suspensiones pueden comprender, ademas del ingrediente activo, agentes de suspension, tales como alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidroxido de
aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de estas sustancias.

Las formas de dosificacion sélidas, tales como tabletas y capsulas, se pueden preparar usando técnicas bien
conocidas en el arte. Por ejemplo, los acidos grasos producidos de acuerdo con la presente invenciéon se pueden
conformar como tabletas con las bases para tabletas convencionales, tal como lactosa, sacarosa y almidén de maiz
en combinacién con aglutinantes tales como acacia, almidéon de maiz o gelatina, agentes desintegrantes tal como
almidén de patata o acido alginico, y un lubricante tal como &cido estearico o estearato de magnesio. Las capsulas
se pueden preparar incorporando estos excipientes en una capsula de gelatina junto con antioxidantes y el o los
acidos grasos relevantes.

Para una administracion intravenosa, los acidos grasos producidos de acuerdo con la presente invencion, o
derivados de los mismos, se pueden incorporar en formulaciones comerciales.

Una dosificacién tipica de un acido graso particular comprende entre 0,1 mg y 20 g, ingeridas una a cinco veces por
dia (hasta 100 g por dia) y preferentemente se encuentra en el rango de entre aproximadamente 10 mg y
aproximadamente 1, 2, 5 o 10 g diarios (tomado en una o multiples dosis). Seglin es de conocimiento en el arte,
resulta deseable un minimo de aproximadamente 300 mg/dia de acidos grasos, en especial de LC-PUFA. Sin
embargo, se podra apreciar que cualquier cantidad de acidos grasos sera beneficiosa para el sujeto.

Las posibles rutas de administraciéon de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion incluyen, por
ejemplo, la via enteral (por ejemplo, oral y rectal) y parenteral. Por ejemplo, una preparacién liquida se puede
administrar por via oral o rectal. Ademas, se puede dispersar por completo una mezcla homogénea en agua,
mezclar bajo condiciones estériles con diluyentes, conservantes, soluciones amortiguadoras o propelentes
fisiolégicamente aceptables para formar un aerosol o inhalante.

La dosificacion de la composicion que sera administrada al paciente puede ser determinada por el especialista en el
arte y depende de diversos factores tales como peso del paciente, edad del paciente, estado de salud general del
paciente, antecedentes del paciente, estado inmune del paciente, etc.

Ademas, las composiciones de la presente invencion se pueden utilizar con fines de cosméticos. Se pueden agregar
a composiciones cosmeéticas pre- existentes de modo tal que se forma una mezcla o se puede usar un acido graso
producido de acuerdo con la presente invencién como Unico ingrediente "activo" en una composicién cosmética.
Ejemplos

Ejemplo 1. Materiales y métodos

Cultivo de microalgas

Se cultivaron aislados de Micromonas CS-0170 y Pyramimonas CS-0140 de la coleccién de microalgas vivas CSIRO
(http://www.marine.csiro.au/microalgae) bajo condiciones estandares de cultivo. Un cultivo madre de la coleccién se
subcultivd y se escal6 en una dilucién de 1 en 10 en transferencias consecutivas en frascos Erlenmeyer de 1 |y
luego en botellones de policarbonato de 10 I. El medio de cultivo fue /2, una modificacion del medio f de Guillard y
Ryther (1962) conteniendo nutrientes de mitad de concentraciéon, con una temperatura de crecimiento de 20+1°C.
Otras condiciones de cultivo incluyeron una intensidad de luz de 100 pmol.fotones PAR.m?s™, fotoperiodo de 12:12
horas de luz:oscuridad, y burbujeo con 1 % CO; en aire con un flujo de 200 ml.I".min™.

Aislamiento de ADN gendmico de microalgas

Se aislé el ADN gendémico de Micromonas CS-0170 y Pyramimonas CS-0140 usando el sistema DNeasy Plant Mini
Kit como se describia en el manual de instrucciones adjunto (QIAGEN, nimero de catalogo 69106).

Aislamiento de ARN total de microalgas

Se aislé el ARN total de células Micromonas CS-0170 y Pyramimonas CS-0140 usando el siguiente método. Se
pulverizaron 2 g (peso humedo) de células usando un mortero y pilon en nitrégeno liquido y se esparcio lentamente
en un vaso de precipitados conteniendo 22 ml de solucién amortiguadora de extraccién con agitacion continua. Para
esto, se agreg6 polivinilpirrolidona insoluble 5 %, 2-mercaptoetanol 90 mM, y ditiotreitol 10 mM y la mezcla se agitd
durante otros 10 minutos antes de ser transferida a un tubo Corex™. Se agregaron 18,4 ml de acetato de amonio 3
M y se mezclé bien. La mezcla luego se centrifugé a 6000 xg durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se
transfiri6 a un nuevo tubo y se precipitaron los acidos nucleicos por la adicion de 0,1 volimenes de NaAc 3 M (pH
5,2) y 0,5 volimenes de isopropanol frio. Luego de 1 hora de incubacion a -20°C, la muestra se centrifugé a 6000 xg
durante 30 minutos en un rotor basculante. El aglomerado se resuspendié en 1 ml de agua y se extrajo con
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fenol/cloroformo. La capa acuosa se transfirid a un nuevo tubo y se precipitaron una vez mas los acidos nucleicos
por la adicion de 0,1 volimenes de NaAc 3 M (pH 5,2) y 2,5 volumenes de etanol frio. El aglomerado se resuspendio
en agua y se determind la concentracion de acidos nucleicos por espectrofotometria.

Vectores y cepas

El plasmido pYES2 y la cepa de levadura INVSC1 se obtuvieron de Invitrogen, el vector plasmidico pPGEMT-Easy de
Promega, vector plasmidico pBluescript Il KS- de Stratagene. La cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens fue en
referencia a Lazo et al. (1991) y las series de vectores binarios pORE a Coutu et al. (2007).

Condiciones de PCR

Para amplificar los fragmentos de ADN por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se usaron condiciones
estandares a menos que se especifique de otro modo. La optimizacién de las condiciones se realizé por variacion en
el nimero de ciclos de amplificacion, la temperatura para el apareamiento de los cebadores, concentracion de M92+
y otros parametros tal como se hace generalmente en el arte. Las soluciones amortiguadoras fueron como las
especificaban los proveedores de las polimerasas. Generalmente, las condiciones de reaccién fueron como sigue.
Luego de una desnaturalizacién inicial a 94°C durante entre 2 y 3 minutos, las mezclas de reaccion se trataron
durante entre 20 y 40 ciclos de desnaturalizacion/apareamiento/extension con desnaturalizacion a 94°C durante
entre 30 y 60 segundos, apareamiento de los cebadores a entre 40 y 60°C durante 30 segundos, y extension de la
polimerasa durante entre 30 y 60 segundos a entre 70 y 72°C, seguido de un paso de extension adicional durante 3
minutos a entre 70y 72°C.

La amplificacién por PCR con transcripcion reversa (RT-PCR) generalmente se realiz6 usando el sistema de RT-
PCR Superscript lll One-Step (Invitrogen) en un volumen de 25 ul usando 10 pmol del cebador directo y 30 pmol del
cebador reverso, MgSO4 en una concentracion final de 2,5 mM, 400 ng de ARN total con solucion amortiguadora y
componentes de nucleétidos de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los regimenes de temperatura tipicos
fueron: 1 ciclo de 45°C durante 30 minutos para que ocurra la transcripcion reversa; luego 1 ciclo de 94°C durante 2
minutos seguido por 40 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 52°C durante 30 segundos, 70°C durante 1 minuto;
luego 1 ciclo de 72°C durante 2 minutos antes de enfriar la mezcla de reaccion a 5°C.

5y 3'-RACE

Para obtener los ADNc de longitud completa correspondientes a los fragmentos de genes de longitud parcial, se
obtuvieron los extremos 5’ y/o 3' de ADNs por los métodos 5- y 3"-RACE (amplificacién rapida de extremos de
ADNC). El extremo 3" de un ADNCc se aislo usando un cebador directo especifico de gen como se especifica en los
ejemplos y un cebador reverso oligo-dT 5 -ATTTAGGTGACACTATAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3" (SEQ ID NO:41),
donde V representa tanto A, G o C, que fue comUn a todas las reacciones 3'-RACE. Se realiz6 una amplificaciéon RT-
PCR usando el sistema de RT-PCR Superscript Il One-Step (Invitrogen) en un volumen de 25 pl usando 10 pmol del
cebador directo y 30 pmol del cebador reverso, MgSO4 en una concentracion final de 2,5 mM, 400 ng de ARN total
como molde para la sintesis de ADNc, y soluciéon amortiguadora y componentes de nucleétidos como lo especificé el
proveedor. Las condiciones de ciclado fueron generalmente: 1 ciclo de 45°C durante 30 minutos para la transcripcion
reversa; luego 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos; seguido por 40 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 52°C durante
30 segundos, 70°C durante 1 minuto y 1 ciclo de 72°C durante 2 minutos antes de enfriar a 5°C. Los amplicones
generados en la reaccion se ligaron en pGEM-T Easy, se clonaron en E. coli y se secuenciaron por métodos
estandares.

A menos que se especifique de otro modo, el extremo 5° del ADNc se aisl6 usando un método de transferasa
terminal modificado con 2 pg de ARN total como molde para la sintesis de ADNc. Se agregaron 10 pmol de un
cebador reverso especifico de gen al ARN total y 10,8 ul de agua antes de calentar la mezcla a 65°C durante 5
minutos y enfriar sobre hielo durante 2 minutos. Luego se agregaron los siguientes componentes: 4 pl de solucion
amortiguadora Superscript Il first-strand cDNA (Invitrogen), 1 ul de 0,1 M de ditiotreitol, 1 pl de RNAseOUT
(Invitrogen) y 1 ul de transcriptasa reversa Superscript lll. La mezcla luego se incubd a 55°C durante 60 minutos y la
reaccion termind por una incubacion adicional a 70°C durante 15 minutos. Luego de enfriarla brevemente sobre
hielo, la reaccion se tratd entonces con 2 unidades de RNAsa H a 37°C durante 20 minutos. El ADNc luego se
purificé usando el conjunto de elementos QIAQUICK PCR Purification (QIAGEN, namero de catalogo 28106). Luego
se coloc6 una cola de A a 25 pl del eluato usando 10 unidades de TdT (NEB), 5 ul de solucion amortiguadora NEB
#4, 5 pl de 2,5 mM de CoCly, 0,5 pl de 10 mM de dATP en un total de 50 pl. La reaccion se realizé a 37°C durante
30 minutos seguido por la inactivacion de la enzima a 70°C durante 10 minutos. Luego se llevd a cabo una reaccién
de PCR usando 2,5 unidades de ADN polimerasa Taq (NEB) en la mezcla de reaccion incluyendo 5 pl del ADN con
cola de A, 10 pmol cebador reverso especifico de gen, 30 pmol del cebador oligo-dT modificado 5'-
ATTTAGGTGACACTATAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3" (SEQ ID NO:41), donde V representa tanto A, G o C, y
solucion amortiguadora y componentes de nucleétidos como se especifica en el manual adjunto. Las condiciones de
ciclado generalmente fueron: 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos; 5 ciclos de 94°C durante 20 segundos, 54°C
durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto; 30 ciclos de 94°C durante 20 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C
durante 1 minuto; 1 ciclo de 72°C durante 5 minutos; mantenido a 4°C. Cuando no se hizo visible una clara banda de
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producto en el rango de tamafio esperado luego de una electroforesis en gel, la region del gel se corté y quitd y se
purificaron los productos de ADN del gel. Se us6 una muestra de 1 pl de una dilucién 1:20 del eluato como molde en
una segunda ronda de PCR. Los amplicones generados en la reaccion se ligaron en pGEM-T Easy y se
secuenciaron.

Cultivo de levaduras y alimentacién con acidos grasos precursores

Se introdujeron plasmidos en levaduras por tratamiento térmico y los transformantes se seleccionaron en placas con
medio minimo para levaduras (YMM) conteniendo 2 % de rafinosa como la Unica fuente de carbono. Se
establecieron cultivos de indculo clonales en YMM liquido con 2 % de rafinosa como la Unica fuente de carbono. A
partir de estos se inocularon cultivos experimentales en YMM + NP-40 1 %, hasta una ODG600 inicial de
aproximadamente 0,3. Los cultivos se hicieron crecer a 30°C con agitacion (aproximadamente 60 rpm) hasta que la
OD600 fue aproximadamente 1,0. En este punto se agregd galactosa hasta una concentracion final de 2 % y se
agregaron acidos grasos precursores hasta una concentracion final de 0,5 mM. Los cultivos se incubaron a 20°C con
agitaciéon durante otras 48 horas antes de colectarlos por centrifugacion. Los aglomerados celulares se lavaron con
NP-40 1 %, NP-40 0,5 % y agua para eliminar cualquier acido graso no incorporado de la superficie de las células.

Expresion de genes en células vegetales en un sistema de expresién transitorio

Los genes se expresaron en células vegetales en un sistema de expresion transitorio esencialmente como lo
describe Voinnet et al. (2003). Los plasmidos conteniendo la regién codificante a ser expresada a partir de un
promotor constitutivo fuerte tal como el promotor de 35S, se introdujeron en la cepa AGL1 de Agrobacterium
tumefaciens. Por separado, se introdujo un gen quimérico 35S:p19 en AGL1 para la expresion del supresor virico
por silenciamiento p19. Las células recombinantes se hicieron crecer a 28°C en caldo de cultivo suplementado con
50 mg/ml de kanamicina y 50 mg/ml de rifampicina hasta fase estacionaria. Las bacterias se aglomeraron por
centrifugacion a 5000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente antes de ser resuspendidas a OD600 = 1,0 en
una solucién amortiguadora de infiltracién conteniendo MES 10 mM pH 5,7, MgCl, 10 mM y acetosiringona 100 puM.
Las células luego se incubaron a 28°C con agitacién durante 3 horas antes de mezclar iguales volimenes de
cultivos de Agrobacterium conteniendo 35S:p19 y el o los genes quiméricos de ensayo de interés previo a la
infiltracion en el tejido de la hoja. Las plantas generalmente se hicieron crecer durante otros cinco dias luego de la
infiltracién antes de que se tomaran discos de las hojas para el andlisis de los acidos grasos por GC.

Cuando el tejido de la hoja fue alimentado con acidos grasos exdgenos, los acidos grasos se prepararon por
calentamiento del acido graso apropiado en solucién de hidréxido de amonio 2M durante 20 minutos a 60°C luego
de los cuales la solucion se evaporé, también a 60°C. La sal resultante luego se resuspendid en solucién
amortiguadora de fosfato 0,1M (pH 7,2) hasta una concentracion final de 0,5 pg/ml. La sal de acido graso se inyectod
en las hojas cuatro dias luego de la infiltracion de Agrobacterium y se tomaron discos de hojas a diferentes puntos
en el tiempo luego de la alimentacién, por ejemplo entre 2 y 48 horas luego de la adicion del acido graso exdgeno,
para el analisis de la composicidon de acido graso. Los controles se incluyeron cuando se omitié el acido graso
exogeno, o cuando la cepa de Agrobacterium usada para la infiltracion no contenia el gen de interés.

Andlisis de acidos grasos por cromatografia gaseosa (GC)

Preparacion de acidos grasos

Cuando una muestra contenia una gran cantidad de agua, que incluye todas las muestras de hojas de Nicotiana
benthamiana y otros tejidos no semilla, los lipidos totales se extrajeron usando el método descrito por Bligh y Dyer
(1959) antes de la metilacién. Los ésteres de metilo de acidos grasos (FAME) se formaron por transesterificacion del
aglomerado de levaduras centrifugadas, semillas de Arabidopsis, lipidos totales de Nicotiana benthamiana u otras
muestras de lipidos totales por calentamiento con MeOH-CHCIs-HCI (10:1:1, v/v/v) a entre 90 y 100°C durante 2
horas en un tubo de ensayo de vidrio ajustado con una tapa a rosca revestida con teflon. Los FAME se extrajeron en
hexano-diclorometano (4:1, v/v) y se analizaron por GC y GC-MS.

Cromatografia capilar gaseosa-liquida (GC)

Los FAME se analizaron por cromatografia gaseosa (GC) usando un GC Agilent Technologies 6890N (Palo Alto,
California, EE.UU.) equipado con una columna capilar de silice fusionada Equity™-1 (15 m x 0,1 mm de diametro
interno, 0,1 um de espesor de pelicula), un FID, un inyector con opcién ranura/sin ranura y un automuestreador e
inyector Agilent Technologies 7683 Series. Como gas vehiculo se usé helio. Las muestras se inyectaron en el modo
sin ranura a una temperatura de horno de 120°C. Luego de la inyeccion, la temperatura de horno se aumento6 hasta
270°C a 10°C.min™ y finalmente a 310°C a 5°C.min". Los picos se cuantificaron con el programa de computacién
Agilent Technologies ChemStation (Rev B.03.01 (317), \ Palo Alto, California, EE.UU.).

Cromatografia gaseosa-espectrometria de masa (GC-MS)

La GC-MS se llevé a cabo en un GC-MS Finnigan GCQ Plus de trampa de iones configurado con una inyeccion en
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columna ajustada a 4°C. Las muestras se inyectaron usando un automuestreador AS2000 sobre una rendija de
retencién unida a una columna de fase unida HP-5 Ultra 2 (50 m x 0,32 mm de didmetro interno x 0,17 um de
espesor de pelicula). La temperatura inicial de 45°C se mantuvo durante 1 minuto, seguido por una programacion de
temperatura a 30°C.min™ hasta 140°C luego a 3°C.min™ hasta 310°C donde se mantuvo durante 12 minutos. Como
gas vehiculo se uso6 helio. Las condiciones de operacion de espectrometria de masa fueron: energia de impacto de
electrones 70 eV; corriente de emision 250 pamp, linea de transferencia 310°C; temperatura de fuente 240°C;
velocidad de barrido 0,8 barridos.s ™ y rango de masa entre 40 y 650 Dalton. El espectro de masa se adquirié y
procesé con el programa de computacion Xcalibur™.

Cultivo de levaduras y alimentacion con acidos grasos precursores

Se introdujeron plasmidos en levaduras por tratamiento térmico y los transformantes se seleccionaron en placas con
medio minimo para levaduras (YMM) conteniendo 2 % de rafinosa como la Unica fuente de carbono. Se
establecieron cultivos de in6culo clonales en YMM liquido con 2 % de rafinosa como la Unica fuente de carbono. A
partir de estos se inocularon cultivos experimentales en YMM + NP-40 1 %, hasta una ODG600 inicial de
aproximadamente 0,3. Los cultivos se hicieron crecer a 30°C con agitacién (aproximadamente 60 rpm) hasta que la
0OD600 fue aproximadamente 1,0. En este punto se agregd galactosa hasta una concentracion final de 2 % y se
agregaron acidos grasos precursores hasta una concentracion final de 0,5 mM. Los cultivos se incubaron a 20°C con
agitacion durante otras 48 horas antes de colectarlos por centrifugacion. Los aglomerados celulares se lavaron con
NP-40 1 %, NP-40 0,5 % y agua para eliminar cualquier acido graso no incorporado de la superficie de las células.

Ejemplo 2. Aislamiento y caracterizacion del ADNc qu e codifica A6-elongasa de microalgas

Aislamiento de un fragmento del gen de A6-elongasa de Micromonas CS-0170

La cepa CS-0170 de Micromonas de la coleccién de microalgas vivas CSIRO (W02005/103253) se identifico como
una cepa de microalgas que tenia un nivel nativo elevado de A5-y A6-elongacion (Tabla 4).

Tabla 4. Conversién de acidos grasos en las cepas Micromonas CS-0170 y Pyramimonas CS-0140 de la coleccién
de microalgas vivas CSIRO.

Tipo PRASINOPHYCEAE PRASINOPHYCEAE
Especies Micromonas pusilla  Pyramimonas cordata
Cepa Cs0170 CS0140
Fase logaritmica logaritmica

16:1 (n-7) 0,7 0,8
18:1 (n-9) 0,3 0,2
18:1 (n-7) 55 14,8
16:2 (n-7) 0,2 0,0
18:2 (n-6) 0,1 0,7
18:3 (n-6) 0,0 0,0
20:4 n-6) 0,0 0,0
16:3 (n-3) 0,0 0,0
16:4 (n-3) 20,4 14,3
18:3 (n-3) 1,4 4,6
18:4 (n-3) 20,7 25,6
18:5 (n-3) 16,7 3,4
20:3 (n-3) 0,1 1,2
20:4 (n-3) 0,0 0,0
20:5 (n-3) 0,3 0.4
22:5 (n-3) 0,3 4,1
22:6 (n-3) 8,5 4,5

En un intento por identificar las secuencias conservadas, las secuencias de aminoacidos de la elongasa de los
nameros de acceso al GenBank AAV67800, ABC18314, CAD58540, CAL55414, AAV67797, XP_001416454,
AAW70157, AAV67799, ABC18313, AAY15135 se alinearon usando el algoritmo ClustalW. Entre las numerosas
regiones de homologia de diferentes grados de identidad, se eligieron los bloques de secuencia de aminoacidos
consenso KXXXXXDT (SEQ ID NO:31) y MYXYY (SEQ ID NO:32) (donde cada X es, en forma independiente,
cualquier aminoécido), correspondiente a las posiciones de aminoacidos 144-151 y 204-208, respectivamente, de
AAY15135. Los cebadores degenerados 5 -AAGWWCIKSGARYISYTCGACAC-3° (SEQ ID NO:42) y 5-
AIIMIRTARTASGTGTACAT-3" (SEQ ID NO:43) donde | = inosina, W =A0T,R=A0G,Y=CoT,K=GoT,M=A
0 C, S = C o G, se sintetizaron basandose en las secuencias de estos dos bloques. Se realiz6 una amplificacion por
RT-PCR usando el sistema de RT-PCR Superscript Ill One-Step (Invitrogen) en un volumen de 50 pl usando 20
pmol de cada cebador, MgSO4 en una concentracion final de 2,5 mM, 200 ng de ARN total de Micromonas CS-0170
con solucion amortiguadora y componentes de nucleétidos como se especificéd. Las condiciones de ciclado fueron:
48°C iniciales durante 30 minutos para la transcripcion reversa, luego 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos, seguido de
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5 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 40°C durante 30 segundos, 70°C durante 30 segundos; luego 40 ciclos de
94°C durante 30 segundos, 45°C durante 30 segundos, 70°C durante 30 segundos y luego 72°C durante 2 minutos.
Se generd un amplicon de 209 pb, se ligé en pGEM-T Easy y se secuencid.

Aislamiento de un ADNc de longitud completa que codifica A6-elongasa de Micromonas CS-0170

Los cebadores se disefiaron para extender el fragmento de 209 bp por 5°- y 3"-RACE. El extremo 3" del gen se aisl6
como se describié en el ejemplo 1 usando el cebador directo especifico de gen 5-GAACAACGACTGCATCGACGC-
3" (SEQ ID NO:44) y 200 ng de ARN total de Micromonas CS-0170. Se gener6 un amplicén de 454 bp, se ligo en
PGEM-T Easy y se secuencid. El extremo 5 del gen se aisl6 usando el conjunto de elementos GeneRacer
(Invitrogen, nimero de catalogo L1500-01) con una incubacion para la transcripcion reversa a 55°C durante 1 hora
para generar el ADNc adaptado en 5° como se describe en el manual adjunto. El cebador 5° GeneRacer 5'-
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3° (SEQ ID NO:45) y el cebador reverso especifico de gen 5'-
TTGCGCAGCACCATAAAGACGGT-3" (SEQ ID NO:46) se usaron en una amplificacién por PCR usando la ADN
polimerasa PFU Ultra 1l Fusion en un volumen de 50 pl usando 10 pmol de cada, 1 ul del molde de ADNc
GeneRacer con solucion amortiguadora y componentes de nucleétidos como lo especifica el fabricante (Stratagene,
numero de catdlogo 600670). Las condiciones de ciclado fueron: 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos; 35 ciclos de
94°C durante 20 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos; luego 72°C durante 2 minutos
antes de enfriar a 4°C. Este producto luego se diluyé 1:10 y se usé 1 pl como molde en una segunda ronda de PCR
usando el cebador interno 5° GeneRacer 5- GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3" (SEQ ID NO:47) y el
cebador reverso especifico de gen 5-TTGCGCAGCACCATAAAGACGGT-3" (SEQ ID NO:46) usando las mismas
condiciones de PCR como se us6 en la primera ronda de amplificacion. Se generd un amplicon de 522 bp, se ligé en
pPGEM-T Easy y se secuencio.

Las secuencias de nucledtidos de los tres amplicones se ensamblaron en una secuencia que se predijo que era la
secuencia de longitud completa. La region codificante de longitud completa con una region corta de UTR 5” luego se
amplificé a partir de ADN gendmico de la cepa CS-0170 de Micromonas usando el cebador directo 5'-CAGGCGACG
CGCGCCAGAGTCC-3" (SEQ ID NO:48), cebador reverso 5-TTATTAGTTACTTGGCCTTTACCTTC-3" (SEQ ID
NO:49) y ADN polimerasa PFU Ultra Il Fusion (Stratagene). Se generd un amplicon de 860 bp, se ligé en pGEM-T
Easy y se secuencié. La secuencia del marco de lectura abierto del gen se presenta como que tiene la secuencia
SEQ ID NO:1.

La secuencia de aminoacidos de longitud completa codificada por el gen se presenta como SEQ ID NO:2. El andlisis
por BLAST de la secuencia de la proteina revelé que el ADNc aislado codificaba tanto para A5- o A6-elongasa. Estos
dos tipos de elongasas son similares al nivel de aminoacidos y la actividad que codificaban fue incierta sélo a partir
de la secuencia de aminoacidos. Cuando se usa como una secuencia de busqueda para el banco de datos de
secuencias de proteinas Genbank usando BLASTP, el maximo grado de identidad entre la elongasa de Micromonas
CS-0170 y otras elongasas fue 65 % con nimero de acceso CAL55414 que es la secuencia para la elongasa 2 de
acidos grasos poliinsaturados de Ostreococcus tauri. EI dominio de la familia GNS1/SUR4 conservado (dominio
conservado pfam01151 en NCBI) se representa en esta secuencia en los aminoacidos entre 49 y 274, que
generalmente indica que la proteina esta involucrada en los sistemas de elongacién de acidos grasos de cadena
larga.

En la Figura 3 se provee un arbol de relacion de secuencias basado en el alineamiento mdultiple de secuencias
similares a la elongasa de Micromonas CS-0170, incluyendo aquellas usadas para disefiar los cebadores
degenerados originales.

Caracterizacion funcional de la A6-elongasa de Micromonas CS-0170 en levaduras

La regién codificante de proteina entera de este clon, contenida en un fragmento Sall/Sphl en pGEM-T Easy se
insertdé en pYES2 en los sitios Xhol/Sphl, generando el vector pYES2+MicElol para la introduccién y caracterizacion
funcional en levaduras. Las células de la cepa INVSC1 de levaduras se transformaron con pYES2+MicElol y los
transformantes se seleccionaron en medio sin uracilo. Las células de levaduras conteniendo pYES2+MicElol se
hicieron crecer en cultivo y el promotor de GAL se indujo con galactosa para la expresion del gen MicElol. Luego de
la adicion de ALA, SDA o EPA (0,5 mM) al medio de cultivo y 48 horas de cultivo adicional a 30°C, se analizaron los
acidos grasos en los lipidos celulares totales. Cuando se agregdé ALA al medio, la presencia de ETrA en los lipidos
celulares de las levaduras transformantes se detecté como el 0,2 % de los acidos grasos totales, representando una
eficacia de conversion baja pero medible del 0,4 %. Similarmente, cuando se agregé SDA al medio, la presencia de
ETA en los lipidos celulares de las levaduras transformantes se detecté como el 0,2 %, representando una eficacia
de conversion del 0,4 %, indicando un bajo nivel de actividad A6-elongasa. Sin embargo, cuando se agreg6 EPA al
medio, la presencia de DPA en los lipidos celulares de las levaduras transformantes no se detectd, indicando una
falta de actividad A5-elongasa en las células de levaduras (Tabla 5).
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Tabla 5. Conversion de acidos grasos en células de levaduras transformadas con las construcciones genéticas que
expresan elongasas aisladas de Micromonas CS-0170 y Pyramimonas CS-0140.

Clon gP::;:cl)J/rsor de acido | 4cigo graso formado/ | Tasa de
: y

% de FA totales % de FA totales conversion

PYES2+ ALA, 18:3w3 /52,2 % ETrA, 20:3w3/0,2 % 0.4 %

Mic-Elol

PYES2+ SDA, 18:4w3 / 54,3 % ETA, 20:4w3/0,2 % 0.4 %

Mic-Elol

PYES2+ EPA, 20:5w3 /2,0 % DPA, 22:5w3 /0 % 0%

Mic-Elol

PYES2+ ALA, 18:3w3 / 51,4 % ETrA, 20:3w3 /5,3 % 9.3%

Pyrco-Elol

PYES2+ SDA, 18:4w3 /17,9 % ETA, 20:4w3 /34,1 % 65,6 %

Pyrco-Elol

PYES2+ EPA, 20:5w3 /2,1 % DPA, 22:5w3 / trazas -

Pyrco-Elol

PYES2+ ALA, 18:3w3 / 56,4 % ETrA, 20:3w3 /0,3 % 0.5 %

Pyrco-Elo2

pPYES2+ SDA, 18:4w3 /51,7 % ETA, 20:4w3/0,7 % 1.3%

Pyrco-Elo2

PYES2+ EPA, 20:5w3 /0,6 % DPA, 22:5w3 /1,8 % 75,0 %

Pyrco-Elo2

Aislamiento y caracterizacién de una A6-elongasa de Pyramimonas CS-0140

Aislamiento de un fragmento del gen de A6-elongasa Pyramimonas CS-0140

A partir del alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los nimeros de acceso al GenBank AB0O94747,
CAI58897, CAJ30869, CAL23339 y AAV67797, los inventores identificaron los bloques de secuencia de
aminoacidos consenso KIYEFVDT (SEQ ID NO:33) y VHVCMYT (SEQ ID NO:34) correspondiente a las posiciones
de aminoacidos 143-150 y 199-205, respectivamente, de AAV67797. Los cebadores degenerados 5'-
AARATMTAYGAGTTYGTIGATAC-3" (SEQ ID NO:50) y 5-TAIGTGTACATGCACACRTGWACCC-3* (SEQ ID
NO:51) (abreviaturas como mas arriba) se sintetizaron basandose en las secuencias de estos dos bloques. Se
realiz6 una amplificacion por RT-PCR usando el sistema de RT-PCR Superscript lll One-Step con 100 ng de ARN
total de Pyramimonas CS-0140. Se gener6 un amplicon de 191 bp, se ligéb en pGEM-T Easy y se secuencid.

Aislamiento de un gen de A6-elongasa de longitud completa de Pyramimonas CS-0140

Los cebadores se disefiaron para extender el fragmento de 191 bp por 5°- y 3"-RACE. El extremo 3" del gen se aisl6
usando el cebador directo especifico de gen 5-TTCGTGGATACGTTCATCATGC-3" (SEQ ID NO:52) como se
describié en el Ejemplo 1. Se generd un amplicdn de 945 bp, se ligéb en pGEM-T Easy y se secuencié. El extremo 5
del gen se aislo a partir de 1 pg de ARN total de Pyramimonas CS-0140 usando el conjunto de elementos
GeneRacer con una incubacién para la transcripcion reversa de 55°C durante 1 hora para generar ADNc adaptado
en 5’ como se describe en el manual adjunto. El cebador 5° GeneRacer y el cebador reverso especifico de gen 5'-
AGTTGAGCGCCGCCGAGAAGTAC-3" (SEQ ID NO:53) se usaron en una amplificaciéon por PCR usando la ADN
polimerasa PFU Ultra Il Fusion. Este producto luego se diluy6 1:10 y se usé 1 pul como molde en una segunda ronda
de PCR usando el cebador interno 5" GeneRacer 5'- GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3" (SEQ ID NO:47) y
el cebador reverso especifico de gen 5-ACCTGGTTGACGTTGCCCTTCA-3" (SEQ ID NO:54) usando las mismas
condiciones de PCR como se las que se usaron en la primera ronda de amplificacion. Se gener6 un amplicén de 743
bp, se ligd en pGEM-T Easy y se secuencid. Las tres secuencias parciales luego se ensamblaron en una secuencia
de longitud completa predicha.

La region codificante de longitud completa con una regién corta de la UTR 5" luego se amplificé a partir del ARN total
por RT-PCR. El cebador directo 5-GCTATGGAGTTCGCTCAGCCT-3" (SEQ ID NO:55) y el cebador reverso 5'-
TTACTACTGCTTCTTGCTGGCCAGCT-3" (SEQ ID NO:56) se usaron con 100 ng de ARN total de Pyramimonas
CS-0140. Se gener6 un amplicon de 900 bp, se ligdb en pGEM-T Easy y se secuencié. La secuencia de nucleétidos
del marco de lectura abierto del amplicon se da como SEQ ID NO:3 y la secuencia de aminoacidos de la proteina
codificada se da como SEQ ID NO:4.

El analisis por BLAST indico que la secuencia de aminoacidos de longitud completa (provista como SEQ ID NO:4)
tiene similitud con otras A5- A6-elongasas. El grado maximo de identidad entre la elongasa de Pyramimonas CS-
0140 y otras proteinas (BLASTX) fue 54 % con AAV67797, la elongasa 1 de acidos grasos poliinsaturados de
Ostreococcus tauri. En la Figura 4 se provee un arbol de relacion de secuencia basado en el alineamiento mltiple
de secuencias similar a la elongasa de Pyramimonas CS-0140, incluyendo aquellas usadas para disefiar los
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cebadores degenerados originales. ElI dominio de familia GNS1/SUR4 conservado (dominio conservado pfam01151
en NCBI) esta representado en esta secuencia en los aminoacidos entre 52 y 297, que generalmente indica que la
proteina esta involucrada en los sistemas de elongacién de acidos grasos de cadena larga.

Caracterizacién funcional de la A6-elongasa de Pyramimonas CS-0140 en levaduras

La region codificante de la proteina entera de este clon, contenida en un fragmento EcoRI en pGEM-T Easy se
insertd en pYES2 en el sitio EcoRlI, generando el vector pYES2+Pyrco-Elol para la introduccién y caracterizacion
funcional en levaduras. Las células de la cepa INVSC1 de levaduras se transformaron con pYES2+Pyrco-Elol y los
transformantes se seleccionaron en medio sin uracilo. Las células de levaduras que contienen pYES2+Pyrco-Elol se
hicieron crecer en cultivo y luego se indujeron con galactosa para expresar el ADNc Pyrco-Elol. Los acidos grasos
se agregaron al medio de cultivo en una concentracion final de 0,5 mM y se cultivaron adicionalmente a 30°C
durante 48 horas, luego de las cuales se analizaron los acidos grasos en los lipidos celulares totales. Cuando se
agreg6 ALA al medio, la presencia de ETrA en los lipidos celulares de las levaduras transformantes se detecté como
el 5,3 % de los FA totales, representando una eficacia de conversion (actividad A9-elongasa) del 9,3 %. Cuando se
agreg6 SDA al medio, la presencia de ETA en los lipidos celulares de las levaduras transformantes se detecté como
el 34,1 %, representando una eficacia de conversion del 65,6 %, un alto nivel de actividad A6-elongasa. Sin
embargo, cuando se agregd EPA al medio, la presencia de DPA en los lipidos celulares de las levaduras
transformantes no se detect6 (Tabla 5), indicando que el ADNc codificaba para actividad A6-elongasa con algo de
actividad A9-elongasa, pero sin actividad A5-elongasa en las células de levaduras.

Los datos descritos anteriormente para los dos genes de A6-elongasa mostraron que el gen de Pyramimonas
codificaba una enzima que era mucho mas activa que el gen de Micromonas. Esto no era esperado. Las
posibilidades de que la region codificante amplificada del ADN genémico de Micromonas contuviese una mutacion o
que la regidn codificante fuese incompleta no se excluyeron.

Ejemplo 3. Aislamiento y caracterizacién del ADNc qu e codifica A5-elongasa de microalgas

Aislamiento de un fragmento de gen de A5-elongasa de Pyramimonas CS-0140

La cepa CS-0140 de Pyramimonas en la coleccion de microalgas vivas de CSIRO se identific6 como una cepa de
microalgas que tuvo un alto nivel nativo de A5-y A6-elongacion (Tabla 4).

Se realiz6 un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de elongasa de nimeros de acceso al GenBank
AAV67798 y ABO98084. A partir de varias secuencias apareadas, los inventores eligieron los bloques de secuencia
de aminoacidos consenso YLELLDT (SEQ ID NO:35) y MYSYY (SEQ ID NO:36) correspondientes a las posiciones
de aminoacidos 136-142 y 198-202, respectivamente, de AAV67798. Los cebadores degenerados 5'-
ARTAYYTSGARYTRYTGGAYAC-3" (SEQ ID NO:57) y 5'-CATKARRTARTASGAGTACAT-3" (SEQ ID NO:58)
(abreviaturas como mas arriba) se sintetizaron basandose en las secuencias de estos dos bloques. Se realiz6 una
amplificacion por RT-PCR usando el sistema de RT-PCR Superscript 1l One-Step como se describe en el Ejemplo 1.
Luego se usaron 0,5 pl de esta reaccién como molde en una segunda ronda de PCR usando ADN polimerasa Taq
(NEB) con los mismos cebadores. Se generd un amplicén de 200 bp, se ligé en pGEM-T Easy y se secuencio.

Aislamiento de un gen de A5-elongasa de longitud completa de Pyramimonas CS-0140

Los cebadores se disefiaron para extender el fragmento de 200 bp por 5°- y 3"-RACE. El extremo 3" del gen se aislé
usando el cebador directo especifico de gen 5'-CATCATACCCTGTTGATCTGGTC-3" (SEQ ID NO:59) y un cebador
reverso oligo-dT como en el Ejemplo 1. Se generé un amplicon de 408 bp, se ligé en pGEM-T Easy (Promega) y se
secuencio. El extremo 5 del gen se aisld a partir de 1 ug de ARN total de Pyramimonas CS-0140 usando el conjunto
de elementos GeneRacer con una incubacion para la transcripcion reversa de 55°C durante 1 hora para generar el
ADNc adaptado en 5 como se describe en el manual adjunto. El cebador reverso especifico de gen 5'-
CCAGATCAACAGGGTATGATGGT-3" (SEQ ID NO:60) se us6 en la amplificacion por PCR usando la ADN
polimerasa PFU Ultra Il Fusion como lo especifica el fabricante. Este producto luego se diluy6 1:10 y se us6 1 pl
como molde en una segunda ronda de PCR wusando el cebador interno 5 GeneRacer 5'-
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3" (SEQ ID NO:47) y el cebador reverso especifico de gen 5'-
CGAAAGCTGGTCAAACTTCTTGCGCAT-3" (SEQ ID NO:61). Se gener6 un amplicén de 514 bp, se ligé en pGEM-T
Easy (Promega) y se secuencio. La secuencia de longitud completa se ensamblé a partir de tres secuencias
parciales.

La regioén codificante de longitud completa con una region corta de UTR 5 luego se amplificé a partir del ARN total
por RT-PCR. El cebador directo 5-AACATGGCGTCTATTGCGATTCCGGCT-3" (SEQ ID NO:62) y el cebador
reverso 5 -TTATTACTGCTTCTTGGCACCCTTGCT-3" (SEQ ID NO:63) se usaron en una amplificacién por RT-PCR
como se describié en el Ejemplo 1. Se generd un amplicon de 810 bp, se ligé en pGEM-T Easy y se secuencié. La
secuencia de nucleétidos del marco de lectura abierto del inserto como se provee como SEQ ID NO:5, y la
secuencia de aminoécidos predicha codificada por el ADNc se muestra como SEQ ID NO:6.

59



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 644 883 T3

El andlisis por BLAST indico que la secuencia de aminoacidos de longitud completa tuvo una homologia con otras
A5- y A6-elongasas. El analisis por BLASTP mostr6 que el maximo grado de identidad entre la elongasa de
Pyramimonas CS-0140 y otras proteinas en el banco de datos Genbank fue 46 %, con nimero de acceso
ABR67690 correspondiente a la elongasa de Pavlova viridis C20. En la Figura 5 se provee un arbol de relacién de
secuencia basandose en el alineamiento multiple de secuencias similar a la Pyramimonas CS-0140 elongasa,
incluyendo aquellas usadas para disefiar los cebadores degenerados originales.

Caracterizacion funcional de la A5-elongasa de Pyramimonas CS-0140 en levaduras

La region codificante de la proteina entera de este clon, contenida en un fragmento EcoRI del ADNc en pGEM-T
Easy se insert6 en pYES2 en el sitio EcoRI, generando pYES2+Pyrco-Elo2 para la introduccion y caracterizacion
funcional en levaduras. Las células de la cepa INVSC1 de levaduras se transformaron con pYES2+Pyrco-Elo2 y los
transformantes se seleccionaron en medio sin uracilo. Las células de levaduras conteniendo pYES2+Pyrco-Elo2 se
hicieron crecer en cultivo y luego se indujeron con galactosa para expresar el ADNc. Luego del agregado de acidos
grasos al medio de cultivo y 48 horas de cultivo adicional a 30°C, se analizaron los acidos grasos en los lipidos
celulares. Cuando se agregd ALA al medio, la presencia de ETrA en los lipidos celulares de las levaduras
transformantes se detectdé como el 0,3 % de FA totales, representando una eficacia de conversion del 0,5 %
(actividad A9-elongasa). Cuando se agregé SDA al medio, la presencia de ETA en los lipidos celulares de las
levaduras transformantes se detect6 como el 0,7 %, representando una eficacia de conversion del 1,3 % (actividad
A6-elongasa). Cuando se agregé EPA al medio, la presencia de DPA en los lipidos celulares de las levaduras
transformantes se detecté como el 1,8 %, representando una eficacia de conversion sorprendente elevada del 75 %,
indicando una actividad A5-elongasa fuerte en las células de levaduras (Tabla 6).

Los presentes inventores creen que dicha conversion eficaz de EPA a DPA en una célula recombinante no ha sido
informada previamente. Se predice que la eficacia de conversién en las plantas para esta enzima sera similarmente
alta. El dominio de familia GNS1/SUR4 conservado (dominio conservado pfam01151 en NCBI) esta representado en
esta secuencia en los aminoacidos entre 50 y 267, que generalmente indica que la proteina esta involucrada en los
sistemas de elongacion de acidos grasos de cadena larga.

Tabla 6. Conversién de acidos grasos en células de levaduras transformadas con construcciones genéticas que
expresan elongasas aisladas de Micromonas CS-0170 y Pyramimonas CS-0140.

Clon Precursor de acido graso / | Acido graso formado / | Tasa de
% de FA totales % de FA totales conversion

presy ALA, 18:3w3 /52,2 % ETrA, 20:3w3 /0,2 % 0.4 %

EATCEEi;“l SDA, 18:4w3 / 54,3 % ETA, 20:4w3 /0,2 % 0.4 %

,F\’ATCEEﬁ:l EPA, 20:5w3 / 2,0 % DPA, 22:5w3 /0 % 0%

D Voo tlol ALA, 18:3w3 / 51,4 % ETrA, 20:3w3 /5,3 % 9,3 %

P vros.tlol SDA, 18:4w3 /17,9 % ETA, 20:4w3 / 34,1 % 65,6 %

FI;;CrEci-ZI;Iol EPA, 20:5w3/2,1 % DPA, 22:5w3 / trazas -

D Voo tlo2 ALA, 18:3w3 / 56,4 % ETrA, 20:3w3 /0,3 % 0,5 %

P vros.£lo2 SDA, 18:4w3 / 51,7 % ETA, 20:4w3 /0,7 % 1,3%

Eﬁiﬁ;oz EPA, 20:5w3 / 0,6 % DPA, 22:5w3 / 1,8 % 75.0 %

Ejemplo 4. Aislamiento y caracterizacion de genes qu e codifican A6-desaturasa de microalgas

Sintesis de un gen de A6-desaturasa de longitud completa de Micromonas CCMP1545

La secuencia gendmica de modelos de proteina filtrados de Micromonas CCMP1545 producida por el Instituto de
Gendmica del Departamento de Energia de Estados Unidos (http://www.jgi.doe.gov/) se analizd con el programa
BLASTP usando la secuencia de aminoacidos de la A6-desaturasa de Ostreococcus tauri, nimero de acceso al
Genbank AAW70159, como la secuencia de busqueda. Este andlisis reveld la presencia de una proteina predicha en
Micromonas CCMP1545 que tuvo homologia con AAW70159. La secuencia de proteina predicha de Micromonas
CCMP1545 se uso6 para disefiar y sintetizar una secuencia de nucleétidos optimizada para codén que fue la mas
adecuada para la expresién en plantas dicotiledéneas tal como Brassica napus. La secuencia de nucleétidos de la
regién codificante de proteina se da en SEQ ID NO:7. La construccién plasmidica se designé pGA4. La secuencia
de aminoacidos se muestra como SEQ ID NO:8.
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El andlisis por BLASTP usando la secuencia de aminoacidos de la desaturasa de Micromonas CCMP1545 SEQ ID
NO:8 como bulsqueda para otras proteinas en el banco de datos Genbank mostré que la proteina tuvo una
homologia con las A6-desaturasas. El mayor grado de identidad fue 66 % respecto de la longitud completa con la
secuencia de aminoacidos de nimero de acceso AAW70159, la secuencia de una A6-desaturasa de Ostreococcus
tauri. En la Figura 6 se provee un arbol de relacion de secuencia basandose en el alineamiento mdultiple de
secuencias similar a la desaturasa de Micromonas CCMP1545. Esta desaturasa front-end contiene un dominio de
citocromo b5 (dominio conservado pfam00173 en NCBI) en los aminoacidos entre 54 y 104 y el dominio conservado
de similar a A6-FADS (Dominio conservado cd03506 en NCBI) en los aminoacidos entre 172 y 428. Las tres cajas
de histidina indicativas de una desaturasa front-end estan presentes en esta secuencia en 190-195, 227-232 y 401-
405, respectivamente. Las proteinas que contienen ambos de estos dominios son generalmente desaturasas front-
end requeridas para la sintesis de acidos grasos altamente insaturados. Interesantemente, estas desaturasas se
agrupan estrechamente con AAW70159, la Unica desaturasa de acil-CoA similar a plantas bioquimicamente
confirmada publicada hasta la fecha.

Caracterizacion funcional de la A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 en células de levaduras

La region codificante entera de la desaturasa de Micromonas, contenida en un fragmento Kpnl-Sacl del plasmido
pGA4 se insertd en el vector para levaduras pYES2 en el sitio Kpnl-Sacl, generando pYES2+Micd6D para la
introduccion y caracterizacion funcional en levaduras. Las células de la cepa INVSC1 de levaduras se transformaron
con pYES2+Micd6D y los transformantes se seleccionaron en medio sin uracilo. Las células de levaduras
conteniendo pYES2+Micd6D se hicieron crecer en cultivo y luego se indujeron con galactosa. Luego de la adicion de
0,5 mM de LA, ALA, ETrA, DGLA o ETA al medio de cultivo y 48 horas de cultivo adicional a 30°C, se analizaron los
acidos grasos en los lipidos celulares totales. Cuando se agreg6 LA al medio, la presencia de GLA en los lipidos
celulares de las levaduras transformantes se detecté como el 3,9 % de FA totales, representando una eficacia de
conversidon A6-desaturacion del 11,4 %. Cuando se agregd ALA al medio, la presencia de SDA en los lipidos
celulares de las levaduras transformantes se detectdé como el 13,9 % de FA totales, representando una eficacia de
conversion A6-desaturacion del 39,0 %. Esto es, la eficacia de conversion para sustratos acidos grasos w3 fue 3,5
veces mayor que para el correspondiente sustrato acido graso w6. Cuando se agregd ETrA al medio, la presencia
de ETA en los lipidos celulares de las levaduras transformantes se detect6 como el 0,21 % de FA totales,
representando una eficacia de conversion A8-desaturacion del 8,0 %. Sin embargo, cuando se agregé tanto DGLA o
ETA al medio, la presencia de ARA o EPA, respectivamente, no se detectd. Esto indico la ausencia de cualquier
actividad de A5-desaturacion (Tabla 7).

Tabla 7. Conversién de acidos grasos en células de levaduras transformadas con construcciones genéticas que
expresan desaturasas aisladas de Micromonas CCMP1545, Ostreococcus lucimarinus y Pyramimonas CS-0140.

Clon Frecursor de acido graso Acido graso formado / Tasa de
0, ..

% de FA totales % de FA totales conversion

prES2 LA, 18:2w6 /30,3 % GLA, 18:3w6 / 3,9 % 11,4 %

Mic-d6D

pYES2+ ALA, 18:3w3 /21,7 % SDA, 18:4w3 /13,9 % 39.0 %

Mic-d6D

PYES2+ ETrA, 20:3w3 / 2,4 % ETA, 20:4w3 /0,21 % 8.0 %

Mic-d6D

prES2 DGLA, 20:3w6 /2,6 % ARA, 20:4w6 / 0 % .

Mic-d6D

pYES2+ ' - ' : :

Mic-d6D ETA, 20:4w3 /6,2 % EPA, 20:5w3 /0 %

pYESZ4 LA, 18:2w6 / 29,5 % GLA, 18:3w6 /2,1 % 6.6 %

Ostlu-d6D

pyES2: ALA, 18:3w3/21,8 % SDA, 18:4w3 /13,8 % 38,8 %

Ostlu-d6D

pYES2+ ) ) . : :

OstindeD ETrA, 20:3w3 /2,2 % ETA, 20:4w3 /0 %

pYES2+ ) - ' : :

Ostlu-d6D GLA, 18:3w6 /29,2 % 18:4w6 /0 %

PYES2+ ] . _ ; -

Ostid6D SDA, 18:4w3 / 41,7 % 18:5w3 /0 %

pYES2+ _ 5 ' : :

Ostlu-d6D DGLA, 20:3w6 / 2,3 % ARA, 20:4w6 / 0 %

pYES2+ ) - ' : :

OstindeD ETA, 20:4w3 / 4,9 % EPA, 20:5w3 / 0 %

pres2y LA, 18:2w6 /35,1 % GLA, 18:3w6 / 0 % ]

Pyrco-d5D
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PYES2+ ALA, 18:3w3 / 40,9 % SDA, 18:4w3 / 0 % -
Pyrco-d5D

PYES2+ DGLA, 20:3w6 /2,9 % ARA, 20:406 /0,12 % 4,0%
Pyrco-d5D

PYES2+ ETA, 20:4w3 /7,2 % EPA, 20:5w3 /0,26 % 3,5%
Pyrco-d5D

Caracterizacion funcional de la A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 en células vegetales

Las actividades enziméaticas de A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 (Mic1545-d6D) y una A6-desaturasa de
Echium plantagineum (Echpl-d6D; Zhou et al., 2006), usadas en la presente como una muestra de control positivo,
se demostré en plantas usando un sistema mejorado de expresion transitorio en Nicotiana benthamiana como se
describié en el Ejemplo 1. Se hizo un vector designado 35S-pOREO04 por insercion de un fragmento Pstl conteniendo
un promotor 35S en el sitio Sfol del vector pPOREO4 luego del tratamiento con ADN polimerasa T4 para hacer romos
los extremos (Coutu et al., 2007). Se hizo una construccion genética 35S:Mic1545-d6D por inserciéon de la region
codificante entera de pGA4, contenida en un fragmento Swal, en 35S-pOREO4 en el sitio Smal-EcoRV, generando
pJP2064.

Estos vectores quiméricos se introdujeron en la cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens y las células de cultivos
de estos se infiltraron en tejidos de hojas de plantas Nicotiana benthamiana en el vivero. Las plantas se hicieron
crecer durante otros cincos dias luego de la infiltracion antes de tomar los discos de hojas para el andlisis por GC
gue reveld que ambos genes fueron funcionales como A6-desaturasa en Nicotiana benthamiana.

El tejido de hojas transformado con la A6-desaturasa de Echium plantagineum contuvo GLA (0,4 %) y SDA (1,2 %),
gue represento eficacias de conversion del 3,8 % y 4,4 %, respectivamente. El tejido de hojas transformadas con la
A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 contuvo SDA (2,2 %) que representd una eficacia de conversién del 6,9
% sin deteccién de GLA. La ausencia de GLA en el tejido de hojas se puede deber a una preferencia extrema en la
planta por el sustrato w3 ALA en comparacién con el sustrato w6 LA, o en parte por la presencia de actividad nativa
como w3 desaturasa de Nicotiana benthamiana que podria convertir algo del GLA producido por la A6-desaturacién
a SDA. Dichos efectos han sido vistos como probables en experimentos previos describiendo acil-PC A6-
desaturasas con preferencia por sustratos w3 (Sayanova et al., 2006), a pesar que en ese estudio no se cuantificé la
extensién en la que esto ocurre.

Preferencia por sustrato omega-3 de A6-desaturasa de Micromonas

La A6-desaturasa aislada de Micromonas tuvo una sorprendentemente fuerte preferencia por sustratos w3 en
plantas, asi como en levaduras. La enzima expresada en células de levaduras se observé que tuvo una actividad 3,5
veces mayor sobre sustratos acidos grasos w3-desaturados que los correspondientes sustratos acidos grasos w6-
desaturados. La preferencia observada por sustratos w3 fue absolutamente sorprendente e inesperada basandose
en la informada falta de preferencia por la enzima O. tauri (Domergue et al., 2005). Los informes sobre la expresién
de la A6-desaturasa de O. tauri en levaduras o en semillas de plantas indican actividad similar sobre LA y ALA.

El uso de este gen u otros genes con dicha alta especificidad por sustratos acidos grasos w3-desaturados junto con
otras desaturasas y elongasas de acidos grasos como parte de una via VLC-PUFA recombinante en plantas se
predijo por lo tanto que aumenta los niveles de EPA, DPA y DHA en relacion al uso de desaturasas sin preferencia
por sustratos w3-desaturados. Dicho aumento se predijo que ocurre como un resultado de la reduccién de la
conversion de LA a GLA y los posteriores w6 PUFAs DGLA y ARA que no son eficazmente convertidos en las
plantas a sus equivalentes w3 por Al7-desaturasas de hongos o levaduras. Mientras que una A6-desaturasa con
una preferencia por sustratos acidos grasos w3 ha sido aislada (Sayanova et al., 2003), tuvo actividad sobre
cadenas acilo unidas a fosfolipidos. Por otra parte, se predice que la desaturasa obtenida a partir de Micromonas
tiene una actividad sobre sustratos acil-CoA.

Funcién dual A6/A8 de A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545

Fue interesante indicar que la A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 mostré un nivel significativo de actividad
A8-desaturasa y por lo tanto tuvo actividades dual significativas, en contraste a la enzima de Ostreococcus
lucimarinus que no tuvo actividad detectable de A8-desaturasa (mas abajo). La actividad desaturasa dual se predice
gue es util en la construccion de vias A6/A8-desaturasa duales en plantas, o donde la elongasa que es usada en la
construccion de dichas vias tiene ambas actividades A9-elongasa y A6-elongasa. El uso de dicho gen podria ayudar
a reducir la acumulacion de ETrA por conversion de éste a ETA, que podria ser entonces A5-desaturado a EPA.

Sintesis de un gen de A6-desaturasa de longitud completa de Ostreococcus lucimarinus
El banco de datos GenBank de las secuencias de proteinas no redundantes se analiz6 por BLASTX usando la

secuencia de nucleétidos de A6-desaturasa de Ostreococcus tauri (nUmero de acceso AY746357) como la
secuencia de busqueda. A partir de este analisis, se identificd un gen de Ostreococcus lucimarinus que codificaba
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para una proteina de longitud parcial con secuencia de aminoacidos de niumero de acceso XP_001421073. Luego
se examinaron las secuencias de ADN gendmicas que flanquean la regién que codifica XP_001421073 para
identificar los codones putativos de inicio y de finalizacién para definir la region codificante de la proteina de longitud
completa, cuya secuencia de nucleétidos se da como SEQ ID NO:9. La regién codificante luego se tradujo a una
secuencia de proteina, dada como SEQ ID NO:10. Esta secuencia de aminoacidos se us6 para disefiar y sintetizar
una secuencia de nucleétidos optimizada para codones que fue mas adecuada para la expresién en Brassica napus
y otras plantas dicotiledoneas, que tiene la secuencia de nucle6tidos mostrada en SEQ ID NO:11.

El andlisis por BLASTP usando la secuencia de aminoacidos de Ostreococcus lucimarinus como busqueda de otras
proteinas en el banco de datos Genbank mostrada como SEQ ID NO:10 tuvo homologia con A6-desaturasas. El
mayor grado de identidad a lo largo de la secuencia de longitud completa fue 76 % con la secuencia de aminoacidos
de nimero de acceso AAW70159, la secuencia para la A6-desaturasa de Ostreococcus tauri. En la Figura 7 se
provee un arbol de relacién de secuencia basandose en el alineamiento miltiple de secuencias similar a la
desaturasa de Ostreococcus lucimarinus. Esta desaturasa front-end contuvo un dominio de citocromo b5 (dominio
conservado pfam00173 en NCBI) en los aminoacidos 55 a 108 y el dominio conservado similar a A6-FADS (dominio
conservado cd03506 en NCBI) en los aminoacidos 198 a 444. Las tres cajas de histidina indicativas de una
desaturasa front-end estan presentes en esta secuencia en los aminoacidos 207-212, 244-249 y 417-421. Las
proteinas que contienen ambos de estos dominios son generalmente desaturasas front-end requeridas para la
sintesis de acidos grasos altamente insaturados. Interesantemente, esta desaturasa se agrupa estrechamente con
AAW70159, la Ginica desaturasa de acil-CoA similar a plantas bioquimicamente confirmada publicada hasta la fecha.

Caracterizacion funcional de la A6-desaturasa de Ostreococcus lucimarinus en células de levaduras

La regién codificante entera del gen de Ostreococcus (SEQ ID NO:11), contenido en un fragmento Notl en pGEM-T
Easy se insertd en pYES2 en el sitio Notl, generando el vector quimérico pYES2+OstludéD, para la introduccion y
caracterizacion funcional en levaduras. Las células de la cepa INVSC1l de levaduras se transformaron con
pYES2+Ostlud6D y los transformantes se seleccionaron en medio sin uracilo. Las células de levaduras conteniendo
pYES2+OstludéD se hicieron crecer en cultivo y luego se indujeron con galactosa. Luego de la adicion de LA, ALA,
SDA o EPA, cada uno en una concentracion final de 0,5 mM en el medio de cultivo, y 48 horas de cultivo adicional a
30°C, se analizaron los &cidos grasos en los lipidos celulares. Cuando se agrego el sustrato LA al medio, la
presencia de producto GLA en los lipidos celulares de las levaduras transformantes se detecté como el 2,1 % de FA
totales, representando una eficacia de conversion A6-desaturacion del 6,6 %. Cuando se agrego el sustrato ALA al
medio, la presencia de producto SDA se detect6 al 13,8 % de FA totales en los lipidos celulares de las levaduras
transformantes, representando una eficacia de conversién A6-desaturacion del 38,8 %. Sin embargo, cuando
cualquiera de ETrA, DGLA o ETA se agregé al medio, no se detectd la presencia de ETA, ARA o EPA,
respectivamente. Esto indicé la ausencia de cualquier actividad de A5- o A8-desaturacion (Tabla 7), y también una
preferencia por el sustrato acido graso w3 en relacién al correspondiente acido graso w6 de la misma longitud y
patrén de insaturacion.

Especificidad por el sustrato acil-CoA de las desaturasas

Las desaturasas descritas en este Ejemplo estuvieron mas estrechamente relacionadas con la A6-desaturasa
previamente aislada de Ostreococcus tauri que con otras A6-desaturasas (Figura 9). Esta similitud fue ademas
remarcada cuando se produjo un arbol filogenético de estos genes junto con otros miembros de la familia de
desaturasas (Figura 10). La A6-desaturasa de Ostreococcus tauri ha sido informada como activa sobre sustratos
acil-CoA (Domergue et al., 2005). Basandose en estas observaciones, se predijo que las A6-desaturasas codificadas
por estos genes descritos anteriormente también serian activas sobre sustratos acil-CoA en lugar de sobre sustratos
acil-PC. Interesantemente, la A5-desaturasa de Pavlova salina también se agrup6é con la A6-desaturasa de O. tauri y
la A8-desaturasa formo6 una rama separada.

Para establecer si la A6-desaturasa de M. pusilla (Micromonas CCMP1545) tiene la capacidad de usar los acidos
grasos acil-CoA como sustratos y de este modo producir acidos grasos acil-CoA A6-desaturados, se transformé S.
cerevisiae con una construccién de gen codificando sélo para la desaturasa y cultivos por triplicado de las lineas
celulares transformantes crecidas en presencia de 18:3°'*'® exégeno 250 pM. Los lipidos totales luego se
extrajeron de los cultivos y se fraccionaron en clases de lipidos neutros (NL), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol
(PI), fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) por cromatografia de capa delgada (TLC), luego de lo cual se
produjeron FAME de cada clase y se analizaron por GC. Los datos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Composicién de acidos grasos (por ciento de acidos grasos totales) de lipidos totales y lipidos neutros (NL),
fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) fraccionados de S.
cerevisiae transformada con la A6-desaturasa de M. pusilla clonada en pYES2.

Acido graso Total NL PC PI PS PE
16:0 24,3+1,5 24,5+4,3 36,8434 456+2,4 45839 37,0¢39
16:1%% 14,7404 12,1209 15,7#0,5 8,1#0,7 19,4£1,0 21,5#3,5
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18:0 8,1+0,7 11,5¢1,4 11,7+0,7 17,4+3,1 0,9+1,3 3,6%3,8
18:1% 11,0+1,3 10,0£2,0 7,0+1,2 14,6409 26,3+1,8 18,6+2,5
183891215 12,1+0,7 12,2#2,4 7,1+0,8 5601  2,3%2,0  6,9+2,3
18:480:91215 29,4+0,9 29,4+19 21,0%02 7,7+0,7  4,1+0,3  9,9+1,9
Otros 0,3 0,3 0,8 11 1,2 2,5
Total 100 100 100 100 100 100

En los lipidos totales, el 71 % de 18:3%***'® ha sido A6-desaturado a 18:4"%°2% No se detectd enriquecimiento del
producto en la fraccion PC cuando se compar6 con el extracto de lipidos totales. Por cierto, hubo un porcentaje
sustancialmente menor de 18:4"%%*2'® en |a fraccion PC que en los lipidos totales (21,0 % vs. 29,4 %), indicando
que la desaturasa estaba produciendo 18:4%%*%!* como un tioéster acil-CoA (Domergue et al., 2003).

El gen que codifica la A6-desaturasa de M. pusilla también se introdujo en plantas Arabidopsis por transformacion.
Se generd una construccién genética Linin:Micpu-d6D por insercién de la regién codificante entera de la A6-
desaturasa de M. pusilla, contenida en un fragmento Swal, en Linin-pWVECS en el sitio Smal, generando linP-
mic1545-d6D-linT. El promotor para esta construccion fue el promotor de linina especifico de semilla de lino. Esta
construccién se transformé en A. thaliana ecotipo Columbia y la composicion de acidos grasos en las semillas T2 de
las plantas transformadas se analizé por GC (Figura 11).

Los estudios bioquimicos en levaduras y en N. benthamiana proveyeron evidencia de que la A6-desaturasa de M.
pusilla es una acil-CoA desaturasa. El analisis de la cinética de un consiguiente paso de elongacion ha sido usado
en otros estudios como un método indirecto para determinar la capacidad de una desaturasa para producir un
producto acil-CoA: la disponibilidad del producto A6-desaturado (SDA) para el posterior paso de A6-elongacion, que
ocurre en el conjunto metabdlico de acil-CoA, se ve afectado por la especificidad de sustrato de la A6-desaturasa
(Domergue et al., 2003, 2005; Hoffmann et al., 2008). Se obtuvieron tasas similares de A6-elongacién cuando se
usaron las A6-desaturasas de O. tauri y M. pusilla, en contraste con el nivel significativamente mas bajo de
elongaciéon observado cuando se usé la acil-PC A6-desaturasa de E. plantagineum (Figura 12a). Se observé
evidencia adicional cuando se analizé la distribucion del producto SDA de A6-desaturasa en las clases de lipidos de
levaduras (Tabla 8). No se observo enriquecimiento en la fraccion PC cuando se comparé con la fraccion de lipidos
totales a pesar que dicho enriquecimiento hubiese sido esperado si y cuando el SDA fuera producido por una acil-
PC desaturasa (Domergue et al., 2005). Los niveles relativamente bajos de A6-desaturacién observados en nuestro
estudio (Figura 12) fueron esperados ya que gran parte de los sustratos LA y ALA en las hojas de N. benthamiana
estan localizados en el plastido y no estan disponibles para la desaturacién. Sin embargo, debido a que estos acidos
grasos también se aislan durante la preparacion de FAME su presencia reduce eficazmente la eficacia de
conversion global calculada. Por lo tanto, se esperaria que las eficacias de conversion especificas de semilla fueran
mucho mayores con los mismos genes.

Comparacion entre acil-CoA y acil-PC A6-desaturasas

Se hicieron comparaciones adicionales entre A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545, A6-desaturasa de Echium
plantagineum y A6-desaturasa de Ostreococcus tauri (Domergue et al.,, 2005) en células vegetales. Las
construcciones genéticas 35S:Mic1545-d6D y 35S:Echpl-d6D como se describen en el Ejemplo 4 se compararon con
una construccion genética 35S:0stta-d6D que fue hecha por insercion de la regién codificante entera de la A6-
desaturasa de Ostreococcus tauri, contenida en un fragmento Swal, en 35S-pOREO04 en el sitio Smal-EcoRYV,
generando pJP3065.

Las comparaciones directas entre las vias de E. plantagineum y tanto de O. tauri y M. pusilla EPA mostraron que las
vias de acil-CoA desaturasa produjeron niveles mucho mayores de EPA debido a una A6-desaturacion mas eficiente
y una posterior A6-elongacion mas eficiente (Figura 12ag. La A6-desaturasa de E. plantagineum catalizé la
conversion de 14 % del sustrato w3 (18:3"9121° a 18:4"%921%) y 30 9 del sustrato w6 (18:2°9 a 18:3°%*?). El uso
de la A6-desaturasa O. tauri dio como resultado un 24 % de conversion w3y 40 % de conversion w6 mientras que el
uso de la A6-desaturasa de M. pusilla dio como resultado un 27 % de conversion w3 y 15 % de conversion w6.
Estas conversiones dieron como resultado la produccion de 1,3 % de 20:4°>%'1* y 3 4 94 de 20:5%%31417 para |a
via de E. plantagineum, 1,2 % de 20:4°>#''%y 9 6 % de 20:5*>#'1*" para la via de O. tauriy 0,6 % de 20:4°>81114
y 10,7 % de 20:5°8*1 para |a via de M. pusilla.

La A6-elongacion fue mucho mayor cuando las A6-desaturasas de O. tauri o M. pusilla produjeron el sustrato
18:4%%91215 an comparacion a cuando se usé la desaturasa de E. plantagineum (Figura 12a). Ademas de la
especificidad de sustrato w3 mostrada por la A6-desaturasa de M. pusilla, se prob6é que la A6-elongasa de P.
cordata (véase el Ejemplo 2) fue altamente especifica y convirtié el sustrato w3 18:4°°22* a3 una velocidad mucho
mas alta que 18:3“4°2 (89 % y 21 %, respectivamente, para la via de EPA de M. pusilla).
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Uso de las vias de A6-desaturasas duales

Se hicieron comparaciones en las cuales se exploro la posibilidad de aumentar la A6-desaturacion por medio del uso
de una via conteniendo dos A6-desaturasas. Primero, la combinacion de la acil-PC desaturasa de E. plantagineum y
la acil-CoA desaturasa de M. pusilla no aumentaron significativamente las eficacias de conversion por encima de
aquellas vistas en una via conteniendo sélo la desaturasa de M. pusilla (Figura 12b). Se obtuvieron resultados
similares cuando se combinaron A6-desaturasas de E. plantagineum y de O. tauri. Una via de acil-CoA A6-
desaturasa dual en la cual se combinaron las desaturasas de O. tauri y de M. pusilla tampoco dieron como resultado
el aumento en las eficacias de conversion w3 cuando se comparé con las vias de O. tauri o M. pusilla (Figura 12c).

También se ensayo el efecto del uso de A6-desaturasas duales en una via de produccién de EPA. El primer ensayo
fue combinar la acil-PC desaturasa de E. plantagineum con ambas de las acil-CoA desaturasas en experimentos
separados. Se teorizé que el agregado de una desaturasa unida a lipidos podria aumentar la conversién de
cualquier sustrato acil-PC LA o ALA a GLA o SDA, respectivamente. Similarmente, los inventores también ensayaron
si el uso de dos acil-CoA desaturasas podria aumentar la acumulacion de EPA. Ninguno de estos escenarios se
probé como verdaderos en los ensayos transitorios en N. benthamiana.

Ejemplo 5. Aislamiento y caracterizacion de genes qu e codifican A5-desaturasa de una microalga
Aislamiento de un fragmento del gen de A5-desaturasa de Pyramimonas CS-0140

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la desaturasa de los nimeros de acceso al GenBank
ABL96295, ABP49078, XP_001421073, AAM09687, AAT85661, AAW70159 y AAX14505 identifico los bloques de la
secuencia de aminoacidos consenso WKNMHNKHHA (SEQ ID NO:37) y HHLFPSMP (SEQ ID NO:38)
correspondiente a las posiciones de aminoacidos 197-206 y 368-375, respectivamente, de ABL96295. Se disefiaron
los cebadores degenerados 5 -GGTGGAAGAACAAGCACAACrdncaycaygec-3° (SEQ ID NO:#64) y 5'-
GGGCATCGTGGGGwanarrtgrtg-3” (SEQ ID NO:65) utilizando el programa CODEHOP (Rose et al., 1998) basado
en las secuencias de estos dos bloques. Se llevo a cabo una amplificacion por PCR con rampa decreciente de
temperatura [touchdown] utilizando ADN polimerasa Taq (NEB) en un volumen de 20 ul usando 10 pmol de cada
cebador, 50 ng de ADN gendmico de Pyramimonas CS-0140 con una solucién amortiguadora y componentes de
nucleétidos como se especifica en el manual de instrucciones adjunto. Las condiciones de ciclado fueron: 1 ciclo de
94°C durante 3 minutos; 20 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 70°C durante 2 minutos (-1°C por ciclo), 72°C durante 1
minuto; 20 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto; 1 ciclo de 72°C durante
5 minutos; mantenido a 4°C. Se generd un amplicén de 551 pb, se ligé en pGEM-T Easy (Promega) y se secuencio.

Aislamiento de un gen de A5-desaturasa de longitud completa de Pyramimonas CS-0140

Los cebadores se disefiaron para extender el fragmento de 551 pb por 5°- y 3"-RACE y se usaron como se describe
en el Ejemplo 1. El extremo 3" del ADNc del gen que codifica la A5-desaturasa se aisl6é usando el cebador directo
especifico de gen 5'-AGCGAGTACCTGCATTGGGT-3" (SEQ ID NO:66) y un cebador reverso oligo-dT modificado
como en el Ejemplo 1. Se generd un amplicon de 477 pb, se ligé en pGEM-T Easy y se secuenci6. El extremo 5 del
gen se aislé a partir del método de transferasa terminal modificado como en el Ejemplo 1. El cebador reverso
especifico de gen era 5-ATAGTGCTTGGTGCGCAAGCTGTGCCT-3" (SEQ ID NO:67). Luego de dos rondas de
amplificacion por PCR, se generd un amplicon de 317 pb, se ligb en pGEM-T Easy (Promega) y se secuencid. Las
tres secuencias parciales luego se ensamblaron en una secuencia de longitud completa predicha.

La region codificante de longitud completa con una regién corta de la UTR 5" luego se amplific6 a partir del ADN
genomico. El cebador directo 5'-CACCATGGGAAAGGGAGGCAATGCT-3" (SEQ ID NO:68) y el cebador reverso 5'-
TTACTAGTGCGCCTTGGAGTGAGAT-3" (SEQ ID NO:69) se usaron en la amplificacion por PCR usando la ADN
polimerasa PFU Ultra Il Fusion (Stratagene) en un volumen de 20 pl usando 4 pmol de cada cebador y 50 ng de
ADN gendémico de Pyramimonas CS-0140 con solucion amortiguadora y componentes de nucleétidos como se
especifica en el manual de instrucciones adjunto de PFU Ultra Il Fusion. Se gener6 un amplicon de 1336 pb
representando el ADNc de longitud completa, se ligb en pGEM-T Easy y se secuencid. La secuencia de nucleotidos
del marco de lectura abierto del ADNc se da como SEQ ID NO:12.

El andlisis por BLAST indicé que la secuencia de aminoacidos de longitud completa que codifica el gen, que se da
como SEQ ID NO:13, codifica para una proteina con homologia a las conocidas A5- o A6-desaturasas. Estos dos
tipos de desaturasas son similares a nivel de los aminoacidos y la actividad que codifica s6lo a partir de la secuencia
de aminoacidos es incierta. El andlisis de actividad enzimatica se llevé a cabo como se describe a continuacion,
demostrando que la proteina codificada tenia actividad de A5-desaturasa. El analisis por BLASTP mostré que el
maximo grado de identidad entre la desaturasa de Pyramimonas CS-0140 y otras desaturasas en el banco de datos
Genbank fue de 52 %, con nimero de acceso EDQ92231, que es la secuencia de aminoacidos de una proteina con
actividad enzimatica indefinida de Monosiga brevicollis MX1. En la Figura 8 se provee un arbol de relacion de
secuencia basandose en el alineamiento multiple de secuencias similar a la desaturasa de Pyramimonas CS-0140,
incluyendo aquellas usadas para disefiar los cebadores degenerados originales. Esta desaturasa front-end contiene
un dominio de citocromo b5 (dominio conservado pfam00173 en NCBI) en los aminoacidos entre 16 y 67 y el
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dominio conservado similar a A6-FADS (dominio conservado ¢cd03506 en NCBI) en los aminoacidos entre 159 y 411.
Las tres cajas de histidina indicativas de una desaturasa front-end estan presentes en esta secuencia en 175-180,
212-217 y 384-388. Las proteinas que contienen ambos de estos dominios son generalmente desaturasas front-end
requeridas para la sintesis de acidos grasos altamente insaturados.

Caracterizacién funcional de la A5-desaturasa de Pyramimonas CS-0140 en levaduras

La region codificante entera de este clon, contenida en un fragmento Notl en pGEM-T Easy se insert6 en pYES2
(Invitrogen) en el sitio Notl, generando pYES2+Pyrco-des2 para la introduccién y caracterizacion funcional en
levaduras. Las células de la cepa INVSC1 de levadura (Invitrogen) se transformaron con pYES2+Pyrco-des2 y los
transformantes se seleccionaron en medio sin uracilo. Las células de levaduras conteniendo pYES2+Pyrco-des?2 se
hicieron crecer en cultivo y luego se indujeron con galactosa. Luego de la adicién de LA, ALA, DGLA o ETA 0,5 mM
al medio de cultivo y 48 horas de cultivo adicional a 30°C, se analizaron los &cidos grasos en los lipidos celulares
totales. Cuando se agregd DGLA al medio, la presencia de ARA en los lipidos celulares de las levaduras
transformantes se detecté como el 0,12 % de FA totales, representando una eficacia de conversién A5-desaturacion
del 4,0 %. Cuando se agregé ETA al medio, la presencia de EPA en los lipidos celulares de las levaduras
transformantes se detecté como el 0,26 % de FA totales, representando una eficacia de conversién A6-desaturacion
del 3,5 %. Sin embargo, cuando se agreg6 tanto LA o ALA al medio, no se produjo GAL o SDA, respectivamente, en
las levaduras transformantes. Esto indicé que la proteina carecia de cualquier actividad de A6-desaturacion en las
células de levaduras (Tabla 7).

Expresion de A5-desaturasa de Pyramimonas cordata en células de plantas

Las actividades de enzima de A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 (SEQ ID NO:8 codificada por SEQ ID
NO:7), Pyramimonas CS-0140 A6-elongasa (SEQ ID NO:4 codificada por SEQ ID NO:3) y Pyramimonas CS-0140
A5-desaturasa (SEQ ID NO:13 codificada por SEQ ID NO:12) junto con Arabidopsis thaliana DGAT1 (SEQ ID NO:74
codificada por SEQ ID NO:75) se demostraron en plantas usando un sistema mejorado de expresion transitorio en
Nicotiana benthamiana como se describi6 en el Ejemplo 1.

Se hizo una construccion genética 35S:Pyrco-d5D que codifica Ab-desaturasa bajo el control del promotor
constitutivo 35S por insercion de la region codificante entera de A5-desaturasa de Pyramimonas CS-0140, contenida
en un fragmento EcoRlI, en 35S-pOREQ4 (Ejemplo 4, mas arriba) en el sitio EcoRI, generando 35S:Pyrco-d5D. Los
vectores quiméricos 35S:Mic1545-d6D (Ejemplo 10), 35S:Pyrco-d6E (Ejemplo 10) y 35S:Pyrco-d5D se introdujeron
individualmente en la cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens y las células transgénicas de los cultivos de estos
se mezclaron y la mezcla se infiltré en tejidos de hojas de plantas Nicotiana benthamiana en el vivero. Las plantas se
hicieron crecer durante otros cinco dias luego de la infiltracién antes de tomar los discos de hojas para el andlisis por
CG que revel6 que estos genes funcionaban para producir EPA en Nicotiana benthamiana. El tejido de hojas
transformado con estos genes contenia SDA (1,0 %), ETA (0,1 %), EPA (10,0 %). El tejido de hojas también
contenia niveles traza de GLA, ETA y ARA. La eficacia de conversion de A5-desaturasa se calculo que era de 98,8
%.

Este experimento demuestra que las A5-desaturasas de microalgas son capaces de convertir ETA en EPA con una
eficiencia de al menos 90 % o al menos 95 % en células de plantas.

Ejemplo 6. Aislamiento y caracterizacién de genes qu e codifican w3-desaturasa de microalgas

Aislamiento de un fragmento del gen w3-desaturasa de Micromonas CS-0170

En un intento por determinar si las microalgas tales como Micromonas tienen genes que codifican w3 desaturasas y
quizas identificar dicho gen, se hizo una busqueda de genes que muestran homologia con FAD3 de la secuencia
gendmica de la cepa RCC299 de Micromonas. Sin embargo, esta blsqueda fracasé en identificar algin gen
candidato. Por lo tanto, los inventores consideraron si una w3 desaturasa podria estar representada en otros tipos
de desaturasas en Micromonas. Esta hipotesis se apoyaba en el hallazgo (Ejemplo 4) de que la A6 desaturasa en la
misma cepa era front-end, del tipo acil-CoA dependiente. Sin embargo, cuando se examind, el genoma de
Micromonas RCC299 parecia contener genes para al menos 30 desaturasas de acidos grasos putativas y no habia
informacién sobre cual de éstas, si en efecto alguna, podria codificar para una w3 desaturasa.

En un experimento, un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de desaturasas de los numeros de acceso al
GenBank BAD91495, ABL63813, BAD11952 y AAR20444 identificé los bloques de secuencia de aminoacidos
consenso WCIGHDCG (SEQ ID NO:39) y TFLQHHDEDM (SEQ ID NO:40) correspondiente a las posiciones de
aminoacidos 106-113 y 296-305, respectivamente, de BAD91495. Los cebadores degenerados 5'-
TGTGGTGCATCGGCCAYGANKSNGG-3" (SEQ ID NO:70) y 5 -TGTCCTCGTCGTTGTGCTGNARRWANGT-3’
(SEQ ID NO:71) se disefiaron usando el programa CODEHOP basado en las secuencias de estos dos bloques. Se
llevé a cabo una amplificacion por PCR touchdown utilizando ADN polimerasa Taq (NEB) en un volumen de 20 ul
usando 10 pmol de cada cebador, 50 ng de ADN genémico de Micromonas CS-0170 con solucion amortiguadora y
componentes de nucleétidos como se especifica en el manual de instrucciones adjunto. Las condiciones de ciclado
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fueron: 1 ciclo de 94°C durante 3 minutos; 20 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 70°C durante 2 minutos (-1°C por
ciclo), 72°C durante 1 minuto; 35 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 56°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto; 1
ciclo de 72°C durante 5 minutos; mantenido a 4°C. Se gener6é un amplicén de 528 pb, se ligdb en pGEM-T Easy
(Promega) y se secuencid. La secuencia de nucledtidos de este amplicén se provee como SEQ ID NO:14, y la
secuencia parcial de la proteina codificada se provee como SEQ ID NO:15.

Sintesis de un gen de w3-desaturasa de longitud completa de Micromonas RCC299

El fragmento de 528 pb generado a partir de la PCR degenerada se comparé con los modelos de proteinas filtrados
para la secuencia genémica completa de Micromonas RCC299 (producido por el Instituto de Genémica del
Departamento de Energia de Estados Unidos http://www.jgi.doe.gov/). El analisis por BLAST revel6 regiones de alta
homologia entre una regién del cromosoma 13 de Micromonas RCC299 y SEQ ID NO:14. Basado en la cercana
identidad de las dos secuencias es probable que las cepas CS-0170 y RCC299 de Micromonas estuvieran
relacionadas muy estrechamente (la secuencia de nucleétidos de Micromonas RCC299 se provee como SEQ ID
NO:16). La secuencia de proteina predicha de Micromonas RCC299 (SEQ ID NO:17) se uso0 para disefiar y sintetizar
una secuencia de nucleotido de codon optimizada que era la mas adecuada para la expresion en Brassica napus u
otras plantas dicotiledéneas (SEQ ID NO:18). Una version mas corta de este gen que comienza en el nucleétido 164
de SEQ ID NO:18 se teste6 en levaduras, pero no se detecté actividad w3 desaturasa.

El analisis por BLAST indico que la secuencia de aminoacidos de longitud completa (SEQ ID NO:17) tiene
homologia con FAT-1, FAT-2 y w3 desaturasas. No fue posible predecir solamente a partir de la secuencia cudl era
la actividad codificada. El grado maximo de identidad entre la desaturasa de Micromonas CS-0170 y otras proteinas
en el banco de datos Genbank a partir de BLASTX fue 35 % con XP_001899085.1, que era una proteina de Brugia
malayi de la familia de desaturasa de acidos grasos. Esta desaturasa front-end contuvo un dominio conservado
similar a A12-FADS (dominio conservado cd03507 en NCBI). Las proteinas que contienen ambos de estos dominios
son generalmente desaturasas front-end requeridas para la sintesis de acidos grasos, incluyendo la familia w3
desaturasa.

Caracterizacion funcional de la w3-desaturasa de Micromonas RCC299 en planta

La funcién enzimatica de la w3-desaturasa putativa codificada para el gen de longitud completa aislado a partir de
Micromonas RCC299 (Mic299-w3D, como se describe anteriormente) y la Al7-desaturasa de Phytophthora infestans
(Phyin-d17D, namero de acceso al Genbank CAM55882), usado aqui como una muestra de control positivo, se
tested en plantas usando un sistema mejorado de expresion transitorio en Nicotiana benthamiana como se describié
anteriormente.

La construccion 35S:Mic299-w3D se hizo a partir del clonado de la region codificante entera de la proteina de SEQ
ID NO:18, contenida en un fragmento EcoRlI, en un vector 35S-pOREO04 (Ejemplo 4) en el sitio EcoRlI, generando la
construccién genética designada pJP2073. La construccién 35S:Phyin-d17D a partir del clonado de la regién
codificante entera de la A17 desaturasa de Phytophthora infestans, contenida en un fragmento EcoRI, en 35S-
pOREO4 en el sitio EcoRlI, generando pJP2074. Similarmente, se hizo una construccion 35S:Arath-DGAT1 a partir
del clonado de la region codificante entera de Arabidopsis thaliana DGAT1 (AF051849), contenida en un fragmento
EcoRI, en 35S-pOREO04 en el sitio EcoRI, generando pJP2078.

La cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens se hizo crecer a 28°C en caldo LB suplementado con kanamicina 50
mg/ml y rifampicina 50 mg/ml hasta fase estacionaria. Las bacterias se aglomeraron por centrifugacion a 5000 g
durante 15 minutos a temperatura ambiente antes de ser resuspendidas a OD600 = 1,0 en una solucién
amortiguadora de infiltracion conteniendo MES 10 mM pH 5,7, MgCI2 10 mM y acetosiringona 100 uM. Las células
luego se incubaron a 28°C con agitacion durante 3 horas antes de mezclar volimenes iguales de cultivos de
Agrobacterium conteniendo los cultivos 35S:p19, 35S:Arath-DGAT1 y tanto 35S:Phyin-d17D o 35S:Mic299-w3D
antes de la infiltracion en tejido de hoja. Se prepar6 una sal de acido araquidénico y se alimenté al tejido de hoja
transformado como se describié anteriormente con la toma para analisis de los discos de hoja a las 5 horas y 24
horas luego de la alimentacién con sustrato. Las manchas en las hojas infiltrados con la construccion 35S:Phyin-
d17D o, separadamente, la construccion 35S:Mic299-w3D, todas demostraron la conversién de ARA (20:4w6) a
EPA, (20:5w3) con una eficiencia de 37 % y 50 %, respectivamente (Figura 13), indicando que la proteina tenia
actividad A17-desaturasa.

Discusion: Caracterizacion de la primera w3-desaturasa de microalgas con actividad A17-desaturasa

La w3 desaturasa de Micromonas RCC299 descrita en este estudio es la primera A17 desaturasa de microalgas, es
decir similar a plantas, descrita, que tiene actividad sobre un sustrato acido graso C20 o mas largo. No se conoce
que las plantas terrestres tengan w3 desaturasas del tipo desaturasa front-end, sino del tipo FAD3. Por lo tanto, fue
sorprendente encontrar que una cepa de microalga, que esta mas relacionada a las plantas que a hongos, poseyera
una w3 desaturasa del tipo de desaturasa front-end.

Se consider6 probable, basandose en la homologia con otras desaturasas, que la desaturasa del hongo
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Phytophthora infestans usada como un gen control en los experimentos descritos anteriormente fue activa sobre
sustratos acil-PC mientras que la desaturasa de Micromonas RCC299 fue activa sobre sustratos acil-CoA. Se sabe
gue otras desaturasas de hongos son activas sobre sustratos acil-PC. Esta conclusiéon en relacién al gen de
Micromonas fue consistente con su similitud observada al gen de A6-desaturasa de la misma cepa (Ejemplo 4). Esta
preferencia por sustrato puede ser examinada adicionalmente por medio de estudios de alimentacién con sustrato
en donde sustratos tales como ARA dados como alimento al tejido transformado estaran inmediatamente disponibles
para el conjunto de acil-CoA, pero sélo disponibles para el conjunto de acil-PC s6lo luego de la conversién por las
aciltransferasas nativas de la planta (por ejemplo Nicotiana benthamiana).

El gen de w3 desaturasa de Micromonas RCC299 sera muy util en la construccion de vias recombinantes disefiadas
para producir EPA y los acidos grasos corriente abajo DPA y DHA, y otros VLC-PUFA w3 en plantas, en particular
debido a su capacidad de convertir sustratos w6 tales como ARA a productos w3. La actividad sobre sustratos acil-
CoA potencia esta utilidad cuando se combina con elongasas tales como A5-elongasas que también operan en el
conjunto de acil-CoA. Adicionalmente, el perfil de acidos grasos de cepas de Micromonas indicaron que la enzima de
Micromonas también puede tener la capacidad de convertir acidos grasos C18 w6 tales como GLA o LA a sus
equivalentes w3 tales como SDA o ALA, respectivamente. La conversién de GLA a SDA se puede demostrar tanto
en células de levaduras o en plantas por alimentacién con sustrato como se describié anteriormente para el sustrato
ARA, mientras que la conversion de LA a ALA se demuestra mejor en células de levaduras debido a la presencia de
A15 desaturasas enddgenas en plantas.

Identificacién de otras w3-desaturasas

La secuencia gendmica de modelos de proteina filtrados de Micromonas CCMP1545 producida por el Instituto de
gendmica del Departamento de Energia (http://www.jgi.doe.gov/) se analizd con el programa BLASTP usando la
SEQ ID NO:17 como la secuencia de blsqueda. Este andlisis revel6 la presencia de un gen en Micromonas
CCMP1545 (EuGene.0000150179) que tuvo homologia con la SEQ ID NO:17. La secuencia del marco de lectura
abierto se provee en SEQ ID NO:19 y la secuencia de la proteina se provee en SEQ ID NO:20.

El andlisis por BLAST indic6 que la secuencia de aminoacidos de longitud completa SEQ ID NO:20 tiene homologia
con FAT-1, FAT-2 y w3 desaturasas. El grado maximo de identidad entre la desaturasa de Micromonas CCMP1545
y otras proteinas en el banco de datos Genbank (BLASTP) fue 59 % a lo largo de la longitud completa con SEQ ID
NO:17. Esta desaturasa front-end contuvo un dominio conservado similar a A12-FADS (dominio conservado
cd03507 en NCBI). Las proteinas que contienen ambos de estos dominios son generalmente desaturasas front-end
requeridas para la sintesis de acidos grasos, incluyendo la familia w3 desaturasa. Los inventores predicen que esta
proteina también funcionard como una w3 desaturasa con actividad A17-desaturasa en plantas.

Ejemplo 7. Aislamiento vy caracterizacion de otros ge nes que codifican _A9-elongasa de microalgas

Aislamiento y caracterizacion de la A9-elongasa de Emiliania huxleyi CCMP1516

Los modelos de proteinas filtrados para la secuencia genémica de Emiliania huxleyi CCMP1516 producidas por el
Instituto de Gendmica del Departamento de Energia de Estados Unidos (http://www.jgi.doe.gov/) se analizaron con
el programa BLASTP usando la secuencia de aminoacidos de nimero de acceso al Genbank AF390174 como la
secuencia de busqueda. Este analisis reveld la presencia de una proteina predicha en Emiliania huxleyi CCMP1516
gue tuvo homologia con AF390174. La secuencia de la proteina se provee en SEQ ID NO:28 y la secuencia de
nucleétidos de la regién codificante como SEQ ID NO:27. El andlisis por BLASTP indic6 que la secuencia de
aminoéacidos de longitud completa tiene homologia con elongasas PUFA. El mayor grado de identidad entre la
elongasa de Emiliania huxleyi CCMP1516 y otras proteinas (BLASTP) fue 80 % con AF390174. El dominio de familia
GNS1/SUR4 conservado (dominio conservado pfam01151 en NCBI) se representé en esta secuencia, que
generalmente indicaba que la proteina estaba involucrada en sistemas de elongacion de acidos grasos de cadena
larga.

La secuencia de proteina predicha de Emiliania huxleyi CCMP1516 se usé para disefiar y sintetizar una secuencia
de nucleodtidos optimizada para coddn que fue la mas adecuada para la expresién en plantas dicotiledéneas tal como
Brassica napus (SEQ ID NO:29). La construccion plasmidica se design6é 0835668 Emihu-d9E_pMA.

Aislamiento y caracterizacion de A9-elongasas de P. pinguis y P. salina

Para identificar posibles regiones conservadas dentro de las A9-elongasas de P. pinguis y P. salina se llevé a cabo
un alineamiento a partir de secuencias de aminoacidos deducidas de elongasa de la A9-elongasa de E. huxleyi,
PLLO0000665 (una secuencia EST de P. lutheri de TBestDB identificada a partir del analisis por BLAST usando las
secuencias de elongasa de E. huxleyi como busqueda) y nUmero de acceso al Genbank AAL37626 (A9-elongasa de
I. galbana). Esto revelé los bloques de secuencia de aminoacidos consenso VDTRKGAYR (SEQ ID NO:76) y
FIHTIMYTY (SEQ ID NO:77) correspondiente a las posiciones de aminoacidos 40-48 y 170-178, respectivamente,
de Emihu-d9E. Los cebadores degenerados 5-TGGTGGACACAAGGAAGGGNGCNTAYMG-3' (SEQ ID NO:78) y 5'-
GTAGGTGTACATGATGGTRTGDATRAA-3' (SEQ ID NO:79) se sintetizaron basandose en las secuencias de estos
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dos blogues y se realizaron amplificaciones por RT-PCR y PCR usando ARN de P. pinguis y una biblioteca de ADNc
de P. salina (Zhou et al.,, 2007) usando el sistema de RT-PCR Superscript [lI™ Platinum® One-Step o ADN
polimerasa Taq (NEB, Ipswich, MA, EE.UU.).

Se generd un amplicon de 641 pares de bases de P. pinguis por RT-PCR, se ligéb en pGEM-T Easy® y se secuencio.
Los cebadores se disefiaron para extender el fragmento de 641 pares de bases por 5°- y 3"-RACE, el extremo 3 del
gen se aislé por RT-PCR usando el cebador directo especifico de gen 5-GTCCTTGCTCCAGGGCTTCCACCA-3’
(SEQ ID NO:80) y un cebador reverso oligo-dT-SP6 5-ATTTAGGTGACACTATAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3' (SEQ
ID NO:81). Este producto se diluy6é 1:10 y se us6 1,0 pl como molde en una segunda ronda de PCR usando ADN
polimerasa Taq (NEB) con el cebador directo especifico de gen 5-TTCCAGAACGAGGGCATCTACGT-3' (SEQ ID
NO:82) y el mismo cebador reverso. Se generé un amplicon de 1079 pares de bases, se ligbé en pGEM- T Easyy se
secuencié. El extremo 5° del gen se aislé a partir de 1,0 pg de ADNc de P. pinguis generado con el cebador reverso
especifico de gen 5-TTGGGTGATCTGCATGAGCGTGATG-3' (SEQ ID NO:83) y se marcé con A en la cola por
medio de la transferasa terminal. Luego se us6 este ADNc como molde para una reaccion de PCR usando el
cebador oligo-dT-SP6 y el cebador especifico de gen 5-CGAATACTTGAAGAGCTTGTTGGAGA-3’ (SEQ ID NO:84).
Este producto se diluy6 1:10 y se us6 1,0 ul como molde en una segunda ronda de PCR usando el cebador oligo-dT-
SP6 y el cebador especifico de gen 5-GGGCTACGAGCTGGCAGATGAAGCA-3' (SEQ ID NO:85). Se gener6 un
amplicén de 323 pares de bases, se ligd en pGEM-T® Easy y se secuenci6. La secuencia de longitud completa se
ensamblo a partir de las tres secuencias parciales. Se amplificé la region codificante de longitud completa con una
region corta de UTR 5 a partr de ARN total por RT-PCR usando el cebador directo 5'-
GAAAAAATGGTTGCGCCACCCATCA-3 (SEQ ID NO:86) y el cebador reverso 5'-
TCACTACTTCTTCTTCTTGCCCGCGGC-3' (SEQ ID NO:87). Se generd un amplicén de 828 pares de bases, Pavpi-
Elol, y éste se ligd en pGEM-T® Easy y se secuenci6 (SEQ ID NO:93). La secuencia de aminoacidos deducida de la
A9-elongasa de P. pinguis se provee como SEQ ID NO:94.

Similarmente, se generd un amplicon de 425 pares de bases a partir de P. salina por PCR usando los cebadores
degenerados, se ligb en pGEM-T Easy® y se secuencio. Los cebadores se disefiaron para extender un fragmento de
425 pares de bases por 5- y 3"-RACE, el extremo 3" del gen se aislé por RT-PCR usando el cebador directo
especifico de gen 5-TTCCGGTACTCAGCGGTGGCG-3' (SEQ ID NO:88) y el cebador reverso oligo-dT-SP6. Se
generé un amplicon de 776 pares de bases, se ligé en pGEM- T® Easy y se secuencié. El extremo 5  del gen se
aisl6 por PCR a partir de una biblioteca de ADNc de P. salina usando el cebador M13R 5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3' (SEQ ID NO:89) y un cebador reverso especifico de gen 5'-
ACGTAGATGCCCTCGTTCTG-3' (SEQ ID NO:90) con la ADN polimerasa Pfu Ultra 11® Fusion como lo especifica el
fabricante. Se gener6 un amplicon de 710 pares de bases, se ligé en pGEM-T® Easy y se secuencid. La secuencia
de longitud completa se ensamblé a partir de las tres secuencias parciales. Se amplificé la region codificante de
longitud completa con una regién corta de UTR 5" a partir de ARN total por RT-PCR usando el cebador directo 5'-
CACCGAATGGCGACTGAAGGGATGCC-3’ (SEQ ID NO:91) y el cebador reverso 5'-
CTACTCGGTTTTCATGCGGTTGCTGGA-3' (SEQ ID NO:92). Se generdé un amplicén de 846 pares de bases,
Pavsa-Elo3, y éste se lig6 en pGEM-T® Easy y se secuencié (SEQ ID NO:95). La secuencia de aminoacidos
deducida de la elongasa de P. salina se provee como SEQ ID NO:96.

Caracterizacion funcional de las A9-elongasas en células de plantas

Las regiones codificantes completas de la elongasa de Emiliania (Emihu-d9E), la elongasa de Pavlova pinguis
(Pavpi-d9E) y la elongasa de Pavlova salina (Pavsa-d9E), contenida entre fragmentos EcoRlI, de los plasmidos
0835668 Emihu-d9E_pMA, pGEMT+Pavpi-d9E y pGEMT+Pavsa-d9E, respectivamente, se insertaron en 35S-
pOREO4 en el sitio EcoRI para generar 35S:Emihu-d9E (designada pJP3027), 35S:Pavpi-d9E (designada pJP3103),
35S:Pavsa-d9E (designada pJP3081) y 35S:lsoga-d9E (designada pJP2062). Las actividades enzimaticas de
Emihu-d9E, Pavpi-d9E y Pavsa-d9E junto con Isoga-d9E (Qi et al., 2002), usadas en la presente como una muestra
de control positivo, se demostré6 en plantas usando un sistema mejorado de expresion transitorio en Nicotiana
benthamiana como se describe en el Ejemplo 1.

Estos vectores quiméricos se introdujeron en la cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens y las células de cultivos
de estos se infiltraron en tejidos de hojas de plantas Nicotiana benthamiana en el vivero. Las plantas se hicieron
crecer durante otros cincos dias luego de la infiltracion antes de tomar discos de hojas para el analisis por GC que
revel6 por la presencia de los productos de acidos grasos, que ambos genes fueron funcionales como A9-elongasas
en células de plantas como Nicotiana benthamiana.

El tejido de hojas transformado con la A9-elongasa de Emiliania huxleyi CCMP1516 contuvo 20:2°*"** (6,6 %) y
20:3%M1417 (6.4 %), que representd eficacias de conversion de LA y ALA del 39,9 % y 12,4 %, respectivamente. El
tejido de hojas transformadas con la A9-elongasa de Pavlova pinguis contuvo 20:2°*** (10,1 %) y 20:3**** (6,6
%), que represent6 eficacias de conversion del 56,0 % y 13,3 %, respectivamente. El tejido de hojas transformadas
con la A9-elongasa de Pavlova salina contuvo 20:2**** (7,7 %) y 20:3***%" (4,6 %), que representé eficacias de
conversion del 45,0 % y 9,2 %, respectivamente. El tejido de hojas transformadas con la A9-elongasa de Isochrysis
galbana contuvo 20:2°M (9,2 %) y 20:3*** (7,5 %), que representé eficacias de conversion del 48,9 % y 15,4
%, respectivamente (Tabla 9).
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Tabla 9. Composicidn de acidos grasos (porcentaje de los acidos grasos totales) de tejido de hoja de Nicotiana
benthamiana transformadas transitoriamente con A9-elongasas. Se muestran las desviaciones estandares entre

infiltraciones separadas realizadas por triplicado.

- Emihu - Pavsa- Pavpi- Isoga -
Acido graso Control AOE ASE ASE ASE
FA usual

16:0 15,7+0,6 14,60,1 15,2+0,6 14,5+0,8 14,240
16:1%% 1,540 1,440 1,30,1 1,3+0 1,3+0,1
16:3091215 6,8+0,7 6,5+0,8 6,1+0,8 6,1+1,4 7,4+0,5
18:0 3,0+0,1 3,4+0,2 4,240,2 3,4+0,5 3,1+0,2
18:1% 2,240 2,9+0,2 3,2+0,2 3,6+0,7 3,240,1
18;28912 11,8+0,4 9,9+0,1 9,4+0,2 7,9+0,5 9,7+0,4
18:3091215 56,0£1,4 45322  46,0t1,4  43,4+18  41,5+1,3
Otros menores 3,0+0 3,0+0 2,30 3,110 2,910
Total 100 87,0 87,7 83,3 83,3
Nuevo PUFA w6

20:2°81t - 6,6+1,0 7,7+0,7 10,1+0,7 9,2+0,8
20:3A8,11,14 _ _ _ _ _
20:4A5,8,11,l4 _ _ _ _ _
22:4A7,10,13,16 _ — _ - -
22:5A4,7,10,l3,16 _ — - - -

Total 0 6,6 7,7 10,1 9,2
Nuevo PUFA w3

20:3°1 14 - 6,4+1,5 4,6+0,7 6,6+0,4 7,5+0,2
20:4A8,11,l4,l7 _ _ _ _ _
20:5A5,8,11,14,17 _ _ _ _ _
22:5A7,10,l3,16,19 _ _ _ _ _
22:6A4,7,10,13,16,19 _ _ _ _ _

Total 0 6,4 4,6 6,6 75
Nuevos FA totales 0 13,0 12,3 16,7 16,7
FA totales 100 100 100 100 100

La aparentemente elevada preferencia por el sustrato w3 ALA en el tejido de las hojas fue esperada ya que la mayor
parte del sustrato ALA en la hoja de N. benthamiana esta localizado en el plastido y por lo tanto no disponible para
una elongacion extra plastido y debido a que el ALA del plastido y del citoplasma se aislan de la hoja durante la
metilacién directa, la tasa de conversion w3 se reduce artificialmente. Las A9-elongasas de E. huxleyi y I. galbana
mostraron idénticas preferencias por sustrato en N. benthamiana con tasas de conversion de w3 a w6 de 0,31. La
conversién mas eficaz en el conjunto de w6 se vio con la A9-elongasa de P. salina con 56,0 % del sustrato siendo
convertido. Por el contrario, 13,3 % del sustrato w3 se convirtio, una tasa de 0,24. La enzima de P. pinguis mostro la
mayor preferencia por sustratos w6 con una tasa de conversion de 0,20 resultando de 45,0 % de conversion w6
pero solo 9,2 % de conversion w3.

Ejemplo 8. Construccién de una via biosintética que incluye A9 elongasa para producir ARA

Construccion de una via delta-9 elongasa transgénica

Se construyé un vector binario conteniendo la A9-elongasa de Isochrysis galbana (secuencia de aminoacidos con
numero de acceso al GenBank AF390174 - marco de lectura abierto provisto como SEQ ID NO:21, secuencia de
aminoacidos como SEQ ID NO:22), A8-desaturasa de Pavlova salina (nGmero de acceso ABL96296 - marco de
lectura abierto provisto como SEQ ID NO:23, secuencia de aminoacidos como SEQ ID NO:24) y A5-desaturasa de
Pavlova salina (nUmero de acceso ABL96295 - marco de lectura abierto provisto como SEQ ID NO:25, secuencia de
aminoacidos como SEQ ID NO:26) a partir del vector binario pJP101acq. El disefio de este vector sin los insertos de
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gen se muestra esquematicamente en la Figura 14.
Primero, el fragmento Smal-EcoRV de un clon pBluescript conteniendo la A9-elongasa de Isochrysis galbana se ligd
en el sitio Smal de pJP10lacq para producir pJP105. El fragmento Xhol de un clon pBluescript conteniendo la A5-
desaturasa de Pavlova salina se ligé en el sitio Xhol de pJP105 para producir pJP106. El fragmento Notl de un clon
pBluescript conteniendo la A8-desaturasa de Pavlova salina se ligd en el sitio Notl de pJP106 para producir pJP107,
gue se muestra esquematicamente en la Figura 15.

Muchos puntos son remarcables sobre el disefio. En primer lugar, dos de los tres genes se transcribieron en forma
divergente sobre el T-ADN, es decir separado uno del otro. Esto se realizé para prevenir la transcripcion de cualquier
gen estando dirigido directo, e interfiriendo potencialmente con la expresion del otro gen y de este modo maximizar
la expresion de ambos. En segundo lugar, el tercer gen en la construccion genética, en este caso que codifica la A8-
desaturasa, se separ6 del segundo gen orientado en la misma direccion, que codifica la A9-elongasa, por la
insercién de un espaciador. Se pensé que una distancia de al menos 1,0kb entre el codon de finalizacion del gen
corriente arriba y el codon de inicio del gen corriente abajo podria reducir el riesgo de transcripcion del primero
interfiriendo con el Ultimo, o potencialmente causando el silenciamiento del gen. En tercer lugar, la UTR 5" de cada
uno de los tres genes se modificd para incluir una secuencia lider TMV que se sabe que provee una traduccion
eficaz. Se podria haber usado cualquier otra secuencia UTR 5" que se sepa que confiere alta eficacia de traduccién
en lugar de la secuencia TMV.

Se introdujo pJP107 en la cepa AGLI de Agrobacterium por electroporacion y la cepa transformada se us6 para
introducir la construccion genética en Arabidopsis thaliana, ecotipo MC49, que era un mutante fad3/fael con altos
niveles de LA como potencial acido graso sustrato inicial para la A8-desaturasa. La transformacién en planta y
analisis se realiz6 usando el método de inmersion floral (Clough y Bent, 1998). Las semillas (semillas T1) de las
plantas tratadas (plantas TO) se sembraron sobre medio selectivo con higromicina (20 mg/l) y se seleccionaron las
plantas transformadas y se transfirieron a suelo para establecer 24 plantas T1 transgénicas confirmadas. Se espero
que la mayoria de estas plantas T1 fueran heterocigéticas para la construccién genética introducida. Las semillas T2
de las 24 plantas transgénicas se recolectaron en madurez y se analizé la composicion de acidos grasos. Estas
lineas T2 incluyeron lineas que fueron homocigotas para la construccién genética, asi como algunas fueron
heterocigo6ticas. Se establecieron plantas T2 a partir de las semillas T2 para las 6 lineas conteniendo los niveles mas
elevados de ARA, usando seleccion en medio MS conteniendo higromicina (20 mg/ml) para determinar la presencia
de los transgenes. Por ejemplo, las semillas T2 plantadas a partir de la planta T1 se designaron FW-10, conteniendo
5,8 % de ARA y mostrando una relacion de segregacion 3:1 de progenie resistente a susceptible en medio
higromicina, indicando que FW-10 contenian la construccion genética en un Unico locus genético. Se analizaron los
perfiles de acidos grasos de los lotes de semillas T3 de FW-10 y los datos se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Composicion de acidos grasos de semillas de Arabidopsis transformadas con la construccion genética
pJP107 conteniendo los genes de A9-elongasa de Isochrysis galbana, A8-desaturasa de Pavlova salina y A5-
desaturasa de Pavlova salina.

FW10-23 Control MC49

Muestra P1235 P1254
14:0 0,0 0,1
16:1w7 0,6 0,4
16:0 9,5 8,4
18:2 w6 30,9 50,9
18:3 w3 0,0 1,0
18:1 w9 21,4 30,9
18:1 w7 3,3 3,5
18:0 4,3 3,4
20:4 w6 21,0 0,0
20:5 w3 1,3 0,0
20:3 w6 1,1 0,0
20:4 w3* 0,2 0,0
20:2 w6 2,6 0,0
20:3 w3 0,2 0,0
20:1 w9/wl 1,6 0,2
20:0 0,7 0,5
22:4 w6 0,8 0,0
22:5 w3 0,0 0,0
22:0 0,0 0,2
24:1 wl11/13 0,2 0,1
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24:0 0,2 0,2
Suma 100 100
Suma de PUFA w6 56 51
% conversiones

A9E

LA 2 20:2 w6 45 0
ALA - 20:3 w3 100 0
A8D

20:2 w6 > 20:3 w6 90 0
20:3 w3 2 20:4 w3 88 0
A5D

20:3 w6 > 20:4 w6 95 0
20:4 w3 > 20:5 w3 90 0

Tal como se resume en la Tabla 10, las semillas no transformadas de Arabidopsis (ecotipo MC49) contuvieron
cantidades significativas del sustrato w6 precursor LA pero no contuvieron nada de ARA o los acidos grasos
intermediaros esperados que ocurrieran en la via de la A9 elongasa. Por el contrario, las semillas de plantas FW10-
23 transformadas conteniendo la construccién pJP107 contuvieron niveles significativos de 20:2n-6, 20:3n-6 y 20:4n-
6 (ARA), incluyendo 21 % de ARA, el producto de los tres pasos enzimaticos que comienzan con LA.
Adicionalmente, el bajo nivel de ALA en el aceite de semillas (1,0 % en control MC49) se convirtid6 muy eficazmente
a EPA, que estaba presente en un nivel de 1,3 % en la linea transformada FW10-23.

Discusién: Eficacias de conversion e implicancias bioquimicas

Las eficacias relativas de los pasos enzimaticos individuales codificados por la construccién pJP107 podrian ser
evaluados por el examen de la conversion porcentual de acido graso sustrato a producto acidos grasos (incluyendo
los posteriores derivados) en FW-10-23. En el conjunto de w6, la A9 elongasa de Isochrysis galbana mostré 45 % de
conversién de LA a EDA y posteriormente acidos grasos desaturados. En la misma semilla, la A8-desaturasa y A5-
desaturasa de Pavlova salina mostré una eficacia de conversién de 90 % y 95 %, respectivamente de los acidos
grasos w6 a sus productos importantes. En comparacion, en el conjunto de w3, la A9 elongasa de Isochrysis
galbana mostré esencialmente una conversion del 100 % de ALA a productos elongados, mientras que la A8-
desaturasa y A5-desaturasa de Pavlova salina mostraron eficacias de conversion del 88 % y 90 %, respectivamente.
Estos pasos enzimaticos dieron como resultados la sintesis de 1,3 % de EPA, a pesar que la Arabidopsis thaliana
MC49 precedente contiene sblo bajos niveles de ALA. En el resultado mas sorprendente, se advirtié que no se
detectd ALA en el aceite de semilla, lo que indica esencialmente una conversién de 100 % de ALA a productos
elongados de ALA a través de la A9 elongasa.

Es interesante notar que los niveles de acidos grasos intermediarios inusuales que se encuentran en FW-10-23
fueron bajos (<0,4 % en el grupo w3) y comparables con aquellos ya encontrados en la cadena alimentaria de
diferentes pescados y mariscos (Tabla 11). Incluso aunque el aceite de semilla de MC49 sin transformar contenia
solo niveles bajos de ALA y que esto pueda haber contribuido a los bajos niveles observados de, por ejemplo, el
acido graso intermediario ETrA, se predice que cuando la misma ruta metabdlica se ensambla sobre un fondo
genético que tiene mayores niveles de ALA, el aceite de semilla resultante aun tendria niveles relativamente bajos
(<3 %) de ETrA. La presencia de dichos bajos niveles de estos intermediarios probablemente fue debida a la
desaturacién muy eficiente de los intermediarios A9 elongados.

Tabla 11. Comparacioén de los acidos grasos en semillas de Arabidopsis transformadas con la construccion genética
pJP107 que contiene los genes de A9-elongasa de Isochrysis galbana, A8-desaturasa de Pavlova salina y A5-
desaturasa de Pavlova salina y los acidos grasos intermediarios hallados en un rango de muestras de pescados y

mariscos.
P1235 Pescado o marisco
Muestra Promedio rango - maximo
14:0 0,0 1,7 31,1
16:1 w7 0,6 2,9 8,2
16:0 9,5 18,7 53,6
18:2 w6 30,9 1,9 14,6
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18:3 w3* 0,0 0 0
18:1 w9 21,4 13,9 59,5
18:1 w7 3,3 3 7,9
18:0 4,3 8,5 14,7
20:4 w6 21,0 6,7 19,1
20:5 w3 1,3 7,1 22,2
20:3 w6 1,1 0,3 15
20:4 w3 0,2 0,5 2,8
20:2 w6 2,6 0,4 1,8
20:3 w3* 0,2 0 0
20:1 w9/ w1l 1,6 2,2 21,1
20:0 0,7 0,4 4,2
22:4 w6 0,8 1 4,4
22:5 w3 0,0 2,4 14,9
22:0 0,0 0,2 0,7
24:1 w9/11/13* 0,2 0 0
24:0 0,2 0,2 1,6
Suma de PUFA w6 56 10 41
% de conversiones

A9E

LA-->20:2 w6 45 82

ALA-->20:3 w3 100 100

A8D

20:2w6-->20:3 w6 90 95

20:3w3-->20:4 w3 88 100

A5D

20:3w6-->20:4 w6 95 96

20:4w3-->20:5 w3 90 95

Vale la pena sefialar que la A8-desaturasa de Pavlova salina fue considerablemente mas eficiente en la conversion
de ETrA a ETA en comparacién con las otras A8-desaturasas publicadas, en particular cuando se coexpresa con A9
elongasa y A5 desaturasa. Por ejemplo, se ha informado que cuando la A8-desaturasa de Euglena gracilis se
coexpreso o bien con la A9-elongasa de Euglena gracilis o bien con la de Isochrysis galbana en embriones de soja,
las eficiencias de conversion de sustratos w3 y w6 fueron 64 % y 73 %, respectivamente. La eficiencia de cada paso
observada en el experimento que se describid previamente y la eficiencia de conversion total de ALA a EPA fue
también mucho mayor que la informada por Qi et al. (2004) en hojas de Arabidopsis, en donde los mismos
observaron solo 3,0 % de EPA y niveles sustanciales de intermediarios indeseables que incluyen ETrA (4,6 %).

Las elongasas se sabe que solo tienen acceso a sustratos en el conjunto de los acil-CoA. El hecho de que los
subsiguientes pasos de la A8-desaturasa y la A5-desaturasa se hayan observado como funcionando con eficiencias
extremadamente altas en las semillas transformadas, aun cuando el producto A9-elongado fue indudablemente
producido en el conjunto de los acil-CoA, fue una fuerte indicacion de que ambas desaturasas de Pavlova salina
eran capaces de acceder a sustratos acil-CoA con altas eficiencias.

Biosintesis de altos niveles de ARA y EPA usando la ruta metabolica de A9-elongasa

A partir de estos datos y las observaciones de la eficiencia de los pasos individuales, se predijo que seria posible
generar altos niveles de ARA y EPA y subsiguientemente de DPA y DHA en una planta transgénica tal como
Arabidopsis, canola, soja, lino 0 algod6n usando una ruta metabdlica de A9-elongasa modificada. Ademas se predijo
gue se pueden hacer niveles incluso mas altos con agregado adicional de cualquiera de las tres funciones
enzimaticas, o sea con la funcién acil-CoA Al2-desaturasa, para incrementar la cantidad de sustrato LA disponible
en el conjunto de los acil-CoA para la A9-elongacion, segundo con el agregado de una Al5-desaturasa para
incrementar el nivel de ALA para la conversién directa a EPA, y tercero con una Al7-desaturasa que puede convertir
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ARA a EPA tal como la que se describe en el Ejemplo 6. Mas preferentemente, el agregado de una acil-CoA A12-
desaturasa ya sea con la Al5-desaturasa o bien con la Al7-desaturasa, proveeria niveles maximos. Por lo tanto, el
uso de enzimas capaces de tener acceso a sustratos dentro del conjunto de los acil-CoA se espera que resulte en
una conversion mas eficiente a EPA, DHA y DHA.

La sintesis observada de 1,3 % de EPA fue destacada e inesperada considerando que el fondo de Arabidopsis
thaliana MC49 contenia una mutacion fad3 que resulté en menores niveles de acumulacién de ALA (entre 1y 3 %).
Los inventores predijeron que cuando se transforman esta, o similares rutas metabdlicas de A9-elongasa (A9-
elongasa, A8-desaturasa y A5-desaturasa) en una planta que contiene altos niveles de ALA, resultaran niveles de
EPA altos. Por ejemplo, los inventores predicen que la transformacion de esta ruta metabdlica en una linea de
Arabidopsis que expresa en exceso la Al5-desaturasa de Perilla frutescens, u otros genes Al5-desaturasa,
resultara en niveles de EPA de al menos 25 % de los acidos grasos totales en el aceite de semilla.

Ejemplo 9. Expresién de genes para la ruta metabdlica de PUFA en células vegetales

Una alternativa a la transformacién estable de plantas es la expresion transitoria de transgenes en hojas, tal como la
primera introducida por Kapila et al (1997). Con esta técnica, se transforman nudcleos de células de hojas
competentes (Zipfel et al., 2006) a través de infiltracién de los espacios aéreos abaxiales con cultivos de
Agrobacterium que portan construcciones de expresion dentro de los bordes del ADN T. La expresion de los
transgenes en las hojas se potencia significativamente mediante la introduccién conjunta de proteinas supresoras
viricas, tales como P19 (Voinnet et al., 2003) y HC-Pro (Johansen y Carrington, 2001; Kasschau et al., 2003), que
inhiben el aparato de silenciamiento de transgenes de las células hospedadoras y extienden la expresion del
transgén durante un periodo de tiempo mas largo.

Las hojas tienen un metabolismo lipidico complejo que esta dominado por los grandes conjuntos de galactolipidos
monogalactosildiacilgliceroles (MGDG) y digalactosildiacilgliceroles (DGDG) de los plastidos. Por fuera de los
compartimentos plastidicos existen otros conjuntos menores de acidos grasos que incluyen a aquellos esterificados
a fosfatidilcolina (PC), coenzima A (CoA) y mono- y diacilglicéridos (MAG, DAG; Ohlrogge y Browse, 1995). Las
enzimas de sintesis de LC-PUFA que se usan en este Ejemplo residen en el reticulo plasmatico (RE; Napier, 2007)
en donde las mismas tienen acceso a los conjuntos de lipidos de hojas relativamente minoritarios esterificados a PC
y CoA. Los productos metabolicos de las reacciones ligadas a PC-CoA, tales como las que son activas sobre el RE,
se pueden acumular en los triacilglicéridos (TAG) mediante la sobreexpresion de una diacilglicérido-O-aciltrasferasa
(DGAT; Bouvier-Nave et al., 2000). En comparacion con los MAG o los DAG, los acidos grasos que residen en los
TAG son metabolicamente mas inertes y son menos propensos a entrar nuevamente a las rutas metabdlicas de
biosintesis de lipidos o de ser transportados dentro de los plasmidos. Importantemente, los TAG se pueden separar
facilmente de las clases de lipidos mas abundantes que residen en los plastidos de las hojas usando técnicas de
cromatografia en capa fina (TLC) estandares. Por lo tanto, una combinacion de una mayor acumulacion de TAG y
una purificacion de TAG/clases de lipidos podria ser Util para un entendimiento mas completo de las reacciones
enzimaticas para LC-PUFA que ocurren en el RE de la hoja.

Este sistema se ensay6 para la produccién de LC-PUFA usando genes que codifican desaturasas y elongasas en
este Ejemplo.

Construcciones de plasmidos para expresioén transitoria

Se prepararon vectores binarios mediante clonacion de la region codificante del gen en una versién modificada del
vector binario pPOREO4 descrito por Coutu et al (2007) en el que se habia clonado el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) en el sitio Sfol para dar el 35S-pOREO04. Se amplificé la region codificante del gen de
A9-elongasa de I. galbana (acceso a Genbank AAL37626) (SEQ ID NO:21) a partir de ADN genémico y se clono en
el 35S-pOREO04 en el sitio EcoRI. Se clonaron versiones optimizadas por codon para su expresion en plantas de las
tres desaturasas de P. salina (accesos a Genbank ABL96296, ABL96295 y AAY15136 — cada una descrita en WO
2005/103253) entre los sitios EcCORV-Smal de 35S-pOREO4 como insertos Swal. Se cloné la A5-elongasa de P.
salina no optimizada (acceso a Genbank AAY15135) como fragmento Xhol-Xbal en 35S-pOREO4 en los sitios Xhol-
Nhel. Una version del supresor virico P19 dirigida por 35S de CaMV 35S fue gentiimente donada por el Dr. Peter
Waterhouse. La region codificante del gen DAGTL1 de A. thaliana (acceso a Genbank AAF19262) (SEQ ID NO:74) se
obtuvo mediante RT-PCR y se cloné como un fragmento BamHI-EcoRV en los correspondientes sitios de 35S-
pOREO4. Se aislo el ARN total de Phytophthora infestans usando un mini conjunto de componentes RNeasy
(QIAGEN) y se llevé a cabo la RT-PCR con Platinum Superscript Il One-Step (QIAGEN). El amplicon resultante, que
contuvo la region codificante de la proteina Al7-desaturasa de P. infestans (WO 2005/012316) se cloné en el
pPpGEMT-Easy (Promega) y se secuencié. Luego se clond el fragmento EcoRI en el 35S-pORE04.

Infiltraciones con Agrobacteria y Condiciones de Crecimiento de N. benthamiana
La cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens portando cada vector binario se hizo crecer a 28°C en caldo LB

suplementado con los antibiéticos apropiados. Se centrifugaron los cultivos y se resuspendieron suavemente en dos
volumenes de solucién amortiguadora de infiltracion (MES 5 mM, MgSO. 5 mM, pH 5,7, acetosiringona 100 uM) y se
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hicieron crecer durante otras 3 horas. Se midieron las densidades opticas de cada cultivo y se prepard una
combinacion final de cultivos de modo que cada construccion de Agrobacterium iguale una ODgoonm de 0,2, 0 como
se indica de otra forma en la Figura 16. Se infiltraron las células, como se describe en Voinnet et al. (2003), en el
lado inferior de las hojas de plantas de N. benthamiana de un mes de edad que se habian alojado en una sala para
crecimiento de plantas a 23°C con ciclo de luz: oscuridad de 10:14. Las areas infiltradas se marcaron con un circulo
mediante un marcador permanente. Luego de la infiltracion, se dejaron las plantas a 28°C durante una hora, luego
de lo cual se transfirieron a una sala para crecimiento de plantas a 24°C hasta su analisis. A menos que se indique
de otra manera, todas las agroinfiltraciones de N. benthamiana se llevaron a cabo en presencia de una construccién
binaria separada que contiene la proteina supresora virico P19.

Andlisis de lipidos

Se analizaron los perfiles de acidos grasos de tejidos de hojas, o de las muestras de clases de lipidos de este
Ejemplo mediante GC y GC-MS luego de la transmetilaciéon usando una solucién de metanol/ HCI/ diclorometano
(DCM; 10/1/1 en volumen) a 80°C durante 2 horas para producir ésteres metilicos de acidos grasos (FAME). Los
FAME se extrajeron en hexano:DCM (4:1, v/v) y se reconstituyeron en DCM antes de su analisis mediante GC y GC-
MS.

Para el andlisis de las clases de lipidos, se extrajeron los lipidos totales dos veces desde aproximadamente 50 mg
de peso fresco de tejido de hoja infiltrada usando el método descrito por Bligh y Dyer (1959). Los lipidos neutros se
purificaron mediante TLC en placas pre-recubiertas con gel de silice (Silica gel 60, Merck) con hexano/ dietiléter/
acido acético (70/30/1 en volumen), mientras que los lipidos polares se fraccionaron usando TLC de dos
dimensiones, cloroformo/ metanol/ agua (65/25/4 en volumen) para la primera direccion y cloroformo/ metanol/
NH4OH/ etilpropilamina (130/70/10/1 en volumen) para la segunda direccidn (Khozin et al., 1997). Las manchas de
lipidos se visualizaron mediante vapor de iodo, se colectaron en viales y se transmetilaron para producir FAME para
analisis por GC como se describio previamente. Los TAG se cuantificaron basandose en la cantidad total de acidos
grasos presentes, los que se estimaron mediante analisis por GC como se menciond previamente y de acuerdo a
una cantidad conocida de estandares externos inyectados para cada acido graso.

Se llevé a cabo la GC usando un Agilent Technologies 6890N GC (Palo Alto, California, EE.UU.) equipado con una
columna capilar se silice fundida no polar Equity™-1 (15 m x 0,1 mm de diametro interno, 0,1 um de espesor de
pelicula), un FID, un inyector con opcion ranura/sin ranura y un automuestrador e inyector Agilent Technologies 7683
Series que usa helio como gas transportador. Las muestras se inyectaron en modo sin ranura a una temperatura de
horno de 120°C y luego de la inyeccién se elevo la temperatura del horno de 201°C a 10°C minutos'ly finalmente a
270°C y se mantuvo durante 20 minutos. Se cuantificaron los picos con el programa Agilent Technologies
ChemStation (Rev B.03.01 (317), Palo Alto, California, EE.UU.). Las respuestas de pico fueron similares para los
acidos grasos de estandares auténticos Nu-Check GLC 411 (Nu-Check Prep Inc, MN, EE.UU.) que contienen
proporciones iguales de 31 ésteres metilicos de acidos grasos diferentes, en el rango entre octanoato y DHA, y
varios otros LC-PUFAs. Las pequefias variaciones de respuestas de pico entre los picos se balancearon mediante la
multiplicacion de las areas de los picos por factores de normalizacion de cada pico. Se calcul6 la proporcion de cada
acido graso en el total de acidos grasos basandose en las areas de pico individual y total de los acidos grasos.

Se hizo una GC-MS para confirmar la identidad de todos los nuevos acidos grasos formados y la misma se llevo a
cabo en un Finnigan GCQ Plus GC-MS con atrapador de iones ajustado con inyeccién sobre columna, configurado a
45°C. Las muestras se inyectaron usando un automuestrador AS2000 sobre una cavidad de retencion conectada a
una columna no polar HP-5 Ultra de dos fases unidas (50 m x 0,32 mm de diametro interno x 0,17 pm de espesor de
pelicula). La temperatura inicial de 45°C se mantuvo durante 1 minuto, seguido por un programa de incremento de
temperatura de 30°C minutos™ hasta 140°C, luego a 3°C minutos™ hasta 310°C, en donde se mantuvo durante 12
minutos. Se uso6 helio como gas transportador. Las condiciones de operacion del espectrémetro de masa fueron:
energia de impacto electrénico 70 eV; corriente de emision 250 pamp, linea de transferencia a 310°C; temperatura
de fuente 240°C; tasa de barrido 0,8 barridos s ™ y rango de masa entre 40 y 650 Dalton. Los espectros de masa se
adquirieron y procesaron con el programa Xcalibur™.

Modificacidn del perfil de acidos grasos de N. benthamiana con una elongasa de &acidos grasos expresada en forma
transitoria

Para estimar la concentracion de Agrobacterium que se requiere para generar una maxima produccién de una
enzima transgénica funcional, se expresé un gen que codifica la A9-elongasa de Isochrysis galbana (IgA9elo; Qi et
al., 2002), que se sabe que actla sobre los sustratos acido linoleico (LA) y ALA unidos a CoA, que se sabe que son
abundantes en las hojas de N. benthamiana. Luego de la transferencia de este gen dentro del vector binario
corriente abajo del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), se agroinfilir6 esta construccion en
hojas de N. benthamiana en presencia de la proteina de supresion virico P19 para suprimir el silenciamiento del
transgén mediado por el huésped, y se determind el nivel de A9-elongacion. Los productos de elongacion de LA y
ALA, EDA y ETrA, respectivamente, se detectaron con una actividad génica casi maxima obtenida con cultivos de
Agrobacterium con una ODego = 0,2 (Figura 16). Fue interesante notar, sin embargo, que las agroinfiltraciones de
concentraciones algo diluidas del cultivo (tan bajas como de ODggo = 0,05) también resultaron en niveles facilmente
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detectables de actividad enzimatica.
Efecto de expresion transitoria de DGAT sobre la acumulacion de triacilgliceroles

Luego se investigé si se podia incrementar el tamafio del conjunto de TAG en hojas de N. benthamiana para proveer
un mayor sumidero en donde capturar los productos de las enzimas biosintéticas de acidos grasos introducidas que
actlan en el RE. Se ensay6 una construccién que contiene el gen de DGAT1 de Arabidopsis thaliana (AtDGAT1)
que cataliza el Ultimo paso de la biosintesis de TAG a través de la ruta metabdlica de Kennedy como una posible
forma de incrementar el conjunto de TAG en las hojas, debido a que las hojas producen naturalmente solo bajos
niveles de TAG. Se introdujo la construccion en hojas de N. benthamiana mediante agroinfiltracion como se describio
previamente. Para ensayar la presencia de TAG, se sumergieron segmentos de hojas infiltradas de
aproximadamente 1 cm?® de tamafio en un pequefio disco de Petri con Nile Blue acuoso al 1 % (BDH, Poole, R.U.),
se infiltraron por vacio durante 3 minutos, se lavaron brevemente con agua, se incubaron en &cido acético al 1 %
durante 3 minutos, y se montaron en agua para su observacion. Se colecto la emisién de fluorescencia entre 570 y
670 nm usando una excitacion a 488 nm en un microscopio confocal de barrido laser Leica SP2 (Leica
Microsystems, Sidney, Australia). Como controles se usaron sectores no transformados de las mismas hojas. Las
cantidades relativas de acumulacion de TAG en cada ensayo se estimaron usando el programa de computacién
ImagelJ.

La expresion transitoria de la DGAT1 de Arabidopsis thaliana (AtDGAT1) resultdé en la produccion de
significativamente mas cuerpos lipidicos que se tifieron con Nile Blue y se observaron usando microscopia confocal.
El incremento de TAG se cuantificO mediante fraccionamiento de los lipidos totales en TAG, usando separacion por
TLC de fase neutra de las otras clases de lipidos de hoja, luego de lo cual se midi6 la cantidad de TAG como la
cantidad de acidos grasos totales en la fraccion TAG. La expresion transitoria de P19 o P19 y AtDGAT1 en conjunto
resultd en un incremento de TAG de 46 ug.g’1 de peso fresco a 206 ug.g’1 de peso fresco, respectivamente, lo que
muestra que el agregado del gen de DGATL1 increment6 los niveles de TAG, que se acumularon en el tejido de la
hoja. Por lo tanto, se incluyé este gen en los subsiguientes experimentos a menos que se indique de otra manera.

Disponibilidad de sustratos de acidos grasos exdgenos para los genes expresados en forma transitoria

Luego se examind si se podia proveer a la hoja de un sustrato de acido graso exégeno que no era natural de N.
benthamiana y hacerlo disponible para la conversion mediada por los transgenes, permitiendo de ese modo ensayar
pasos enzimaticos individuales en forma aislada. Para probar esto, se agroinfiltré el gen que codifica la A17-
desaturasa de Phytophthora infestans (PiAl17des) que actla sobre ARA, un sustrato no natural presente en N.
benthamiana, para producir EPA. Cuatro dias luego de la infiltracion con PiAl7des, se le administré a la hoja ARA-
sal de amonio mediante inyeccion en una forma similar a la llevada a cabo para transformar la hoja con cultivos de
Agrobacterium. Luego se dejé que la hoja metabolice el sustrato durante cuatro horas antes de extraer los lipidos
totales del tejido de la hoja. El analisis por GC y GC-MS de estos lipidos totales mostr6 que el 37 % del ARA
administrado en forma exdgena se convirtio, mediante la A17-desaturacion, a EPA, una eficiencia comparable a la
informada para ensayos basandose en levaduras (WO 2005/012316).

Ensamblaje rapido de rutas metabdlicas de LC-PUFA de cinco pasos a partir de vectores binarios separados

Habiendo establecido que el sistema de N. benthamiana era una herramienta Util para la determinacion de la funcion
de un transgén individual y la acumulacion aumentada de TAG, se investigo la extension en la que se podria utilizar
el sistema para ensamblar rutas metabdlicas completas de LC-PUFA. En este estudio, se probaron genes que
codifican cinco enzimas metabdlicas de LC-PUFA, que producen dos rutas metabolicas lineales paralelas de LC-
PUFA, o sea la ruta metabdlica de w6, que convierte LA a DPA‘“G, y la ruta metabdlica de w3, que convierte ALA a
DHA (Figura 1). Los genes biosintéticos que se usaron fueron A9-elongasa de Isochrysis galbana (IgA9elo), A8-
desaturasa de Pavlova salina (PsA8des), A5-desaturasa de P. salina (PsA5des), A5-elongasa de P. salina (PsA5elo)
y Ad-desaturasa de P. salina (PsA4des; Qi et al., 2004; Robert et al., 2009; Zhou et al., 2007). Cada gen se clon6 en
forma separada en un vector binario de expresion vegetal corriente abajo del promotor 35S de CaMV como se
describié previamente y se agroinfiltré6 una mezcla de estas construcciones, cada una presente a una concentracion
de una ODgoonm = 0,2, en las superficies abaxiales de hojas de N. benthamiana junto con AtDGAT1 y P19, haciendo
un total de siete construcciones individuales con un total de ODgoonm = 1,4.

Cinco dias luego de la infiltracion se tomaron muestras de discos de hojas y se produjeron ésteres metilicos de
acidos grasos (FAME) directamente a partir del tejido fresco, y se analizaron e identificaron mediante GC/MS (Tabla
12). Fue claro que todas las enzimas de la ruta metabdlica fueron capaces de aceptar ya sea los PUFA w6 o los w3
como sustratos, y su accion sucesiva sobre LA o ALA, condujo a la sintesis de los LC-PUFA, ARA y DHA,
respectivamente. Se identificé un porcentaje total de LC-PUFA producidos como nuevos de 16,9 %, incluyendo 9,8
% de LC-PUFA w6 y 7,1 % de LC-PUFA w3. De todos estos formados de novo, ARA, EPA y DHA se consideran
nutricionalmente importantes y constituyen 3,6 %, 2,6 % y 1,1 %, respectivamente, de los acidos grasos totales en
los tejidos de hojas. Se calcularon las eficiencias de conversién enzimatica para cada paso de las rutas metabdlicas
de w6 y w3 y se compararon con las de estudios previos (Figura 17). Los primeros tres pasos tanto de la ruta
metabdlica de cinco pasos de w6 como de w3 fueron similares en eficiencia en comparacién con los descritos por Qi
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et al. (Qi et al., 2004), mientras que las eficiencias de los Ultimos dos pasos de las rutas metabdlicas fueron las
mismas que las usadas por Robert et al. (Robert et al., 2005). Esta comparacién de genes expresados en forma
transitoria y genes expresados en forma estable indicé que ambos métodos de introduccion de las rutas metabdlicas
generan flujos o eficiencias metabdlicas similares. Estas eficiencias de conversion calculadas sobre los perfiles de
acidos grasos totales probablemente estén subestimadas, en especial para el primer paso, una A9-elongacion,
debido al efecto de dilucién de los grandes conjuntos de LA y ALA en el plastido. Este punto se solucion6 mediante
el fraccionamiento de las clases de lipidos como sigue.

Tabla 12. Perfiles de acidos grasos de secciones de hojas de N. benthamiana que producen tanto LC-PUFA w6
como w3. Cada infiltracién contuvo una mezcla de cultivos de Agrobacterium con construcciones de expresion
ectopica del supresor virico P19 aislado a partir del virus del enanismo ramificado del tomate y la diacilglicerol O-
aciltransferasa de Arabidopsis thaliana (AtDGAT1). Las infiltraciones de ruta metabdlica de LC-PUFA incluyen cinco
genes extra, que son, A9 elongasa de Isochrysis galbana (IgA9elo), A8-desaturasa de Pavlova salina (PsA8des), A5-
desaturasa de P. salina (PsA5des), A5-elongasa de P. salina (PsA5elo) y A4-desaturasa de P. salina (PsA4des).
Para una mayor claridad, no se incluyeron los acidos grasos saturados y minoritarios en la tabla, pero se los usé
para el calculo de los porcentajes. (-) indica cantidades no detectables de acido graso. Los datos estan generados a
partir de 3 réplicas y se muestran los errores estandares.

FAME Totales (%)

Acido Graso Control 5 genes para LC -PUFA
16:0 15,9+0,2 20,1+0,9
16:1% 1,7+0,1 1,5+0,2
16:3%9121° 6,3+0,3 5,2+0,3
18:0 3,6+0,3 3,7+0,2
18:1%° 2,8+0,1 3,1+0,7
18:2°"% (LA) 18,6+0,1 8,0+0,7
18:3%914%° (ALA) 455+1.4 38,0+1,9
20:0 1,3+0,4 0,8+0
Otros minoritarios 4,1 2,6
Total 100 83,1

Nuevos PUFA w6

20:2°™ (EDA) 0 1,4+0,2
20:3%%1 (DGLA) 0 0,30
20:4°%81014 (A p) 0 3,610,4
20:4A710,13.16 (DTA) 0 1,5+0.1
22:554 1101316 (Dp AW 0 3,0+0,4
Total 0 9,8
Nuevos PUFA w3

20:384141 (ETrA) 0 2,30,1
20:42811.14.17 (ETA) 0 0,240
20:5°°8H1417 (EpA) 0 2,6+0,3
29:5A7,10,13,1619 (DPAw3) 0 0,9+0.1
22:6A4,7,10,l3,16,19 (DHA) 0 1,110,1
Total 0 7,1
Total de nuevos acidos grasos 0 16,9
Total de acidos grasos 100 100

Particion de los LC-PUFA en Clases de Lipidos

Con el objetivo de evaluar la particion de los LC-PUFA recién sintetizados entre TAG, fosfolipidos y galactolipidos de
plastido, se sometieron los lipidos totales de hojas de N. benthamiana que expresan en forma transitoria los genes
de la ruta metabdlica para LC-PUFA a fraccionamiento de las clases lipidicas como se describié previamente, y se
determinaron sus perfiles de acidos grasos (Tabla 13). Los lipidos de hoja de N. benthamiana contienen clases
lipidicas y perfiles de acidos grasos tipicos de hojas de plantas superiores (Fraser et al., 2004; Moreau et al., 1998).
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Tanto los LC-PUFA recién sintetizados w6 como w3 estuvieron predominantemente confinados a las clases lipidicas
que se encuentran normalmente afuera del plastido, mientras que los lipidos de plastido estuvieron esencialmente
desprovistos de estos acidos grasos. Por ejemplo, los TAG y fosfolipidos (PC, PE y PA) — los lipidos de hoja
extraplastidicos dominantes — contuvieron hasta 20,4 % y 16,9 % de LC-PUFA recién sintetizados w6 y w3,
respectivamente. Remarcablemente, las hojas que expresan las rutas metabdlicas completas de LC-PUFA,
AtDGAT1 y P19 produjeron TAG enriquecidos con 37 % de LC-PUFA. Tuvo un interés particular la acumulacion de
los &cidos grasos nutricionalmente importantes ARA, EPA y DHA, presentes a 7,2 %, 5,9 % y 3 %, respectivamente,
en los TAG de hoja. El fraccionamiento reveld que las clases lipidicas plastidicas dominantes, los MGDG, los DGDG
y los PG, contuvieron solo 1,1 % y 0,3 % de los LC-PUFA recién sintetizados w6 y w3, respectivamente. A pesar de
que estas clases lipidicas de plastido representan los conjuntos mas grandes de acidos grasos en la hoja,
colectivamente, estas clases contuvieron solo una pequefia cantidad de LC-PUFA w6 y w3 en comparacion con los
TAG. Interesantemente, la clase lipidica SQDG estuvo totalmente desprovista de los LC-PUFA recién sintetizados.

Los fraccionamientos de las clases lipidicas también se usaron para calcular las eficiencias enzimaticas de cada
paso de las rutas metabdlicas para LC-PUFA que estan asociadas con el RE para los acidos grasos de los TAG, que
no tienen acceso a los lipidos plastidicos (Figura 17). La eliminacion de las clases lipidicas de los plastidos de estos
célculos tuvo el efecto mas importante en el paso de la A9-elongacion desde ALA a ETrA, incrementando las
eficiencias de conversion de 16 % a 55 %. Este incremento de tres veces en la eficiencia de conversion enzimatica
en este paso es debido a los grandes conjuntos de ALA en los plastidos que no estan disponibles para esta enzima
unida a RE (Tabla 13).

78



ES 2 644 883 T3

00k

o o o o o o

9'0

0
Z'0TL'o
0760

0

0

¥'66

6'0

0
8'LFLGL
5'0¥6°'ZL
Z'0T8°LL
2'072's
0
G'LF9°Le
6'L+6°LE
9d

00}

o o O o O o

©c O o o o o

001

Lo

0
zzFl'oe
L'oFe’'s
c'oree
L'FEL
L'0FZ°L
S'07§°0
L'Z¥L'2S
5aos

00k
60

0+90

£0
0+Z‘'0

L'0FL0

L'66

0L

0
6'078'99
L'0F6'e
L'oFe‘L
£'078'e
2oL
0
2'0+6'02
909d

00t
o'z

60

0fL‘o
ofe'o

L'ots‘0

1L
o¥z'0
0720
L'0Fs0

ofz‘o

86

bl B

0
6'175'0L
L'0FL'Z
L'0F6‘0
L'0¥8‘0
0'LFL'LL
0
G'OFL'Y
9asn
soolplseld

001
¥'ge

¥olL
8'070'L
9'07e'e
¢'oFL'e
Z'0FL'0
z'0F0's

08l
7’078’}
z'079's
zo¥e'L
v'075'0
L'0+8'2

9'LL

Ll
070
LI
9'0FL'8lL
z'cFo's
TRl
0
‘0780
8'c+5Ze
vd

00k
9'9e

¥'6
Z'079'L
L'0FL'e
Pl A >
Z'07L'0
L'o7e'e

'L
£075C
£07LE
£0+v'8
L'o7L'0
L'0¥6"L

el

'y
L'0F0‘L
L'LT9EL
g'L¥eiLe
9'0¥8'L
9179’8
0

0
r'0+0'ee
ad

00k
ez

a1 A
L'OF'L
g'07z'e
£'07e'
Z'071'o
z'o+e'e

0°LL
L'0F6‘L
1'078'S
£'0+e's
0780
z'o¥z'e

LzL

8
0790
9'LFLCL
Z'LF9'9L
€'TrL'e
G'L76'8
L'0*L0
0
8'0Feve
od

0oL
€28

691
Z'0F0‘e
0780
#'076's
0760
9'0%L'9

¥'oz
¥'0FL'9
S'0FL)L
L'07eL
0790
£'07e'y

Yird:]

g'e
L'ove‘e
9'L78'cl
2'07Z's
8'072'e
.'0782L
0+'0
07Z‘'0
9'0+9°2e
oVl

S02IpNSe|d-eax3
‘SaIBpURISS S2101I8 SO| UBLLIOlul 85 A opeoijdu) Jod oges B UoIBA3|| 85 sojualuadxs SO ‘jeucisuaWwipig DL Us uoleledas as seolpidi|
S3SE|0 SeJj0 SE| A ‘[Buoisuawipiun D71 opuesn seoipidi| Saseo Se| ap sauoioeledas ap Jiued e uosesauab as oy eled sojep S0 Z| B|gEL B| UD 0IquI0sap
85 0Wo2 Y4Nd-01 esed sauab oouo so| A L1YOMY '6ld esaidxa anb eueiweyjuaq 'y ap seoipidl] SaseD se| ap soselb sopioe ap sajiad gl elgel

soself sopioe ap [ejo]
soAanU [Bjo|

€M Yd4Nd-07 soAsnu 8p [ejoL
(VHQ) 6101 ev'01 29992
(em¥dQ) 61'91e101 195 CC
(Vd3) sip111eevG 02

(V13) ,1p1yevbi0Z

(v1L3) ;14100802

€M Y4Nd SoASNN

9M Y4Nd-07 soAsnU 8p [ejo |
(om¥d@) averor s vwS TT

(V1) gier0r P22

(VW) pi11geub 02

(v190) p1119v€:02
(va3)y,,1v2:02

9M Y4Nd SOASNN

[ejoL
SOUEOUIW SO0
0:02

(VIV) suz16vE 8L
(v z16v2:8L
svk 8L

08l

sizLeve 9

vl 9L

091

oselb oproy

79



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 883 T3

Discusioén

Estos experimentos mostraron que la expresién transitoria de una serie de genes de ruta metabdlica en N.
benthamiana u otras hojas de plantas emularon la expresiéon de plantas transformadas en forma estable y por lo
tanto fue apropiado y predictivo para la expresion de las rutas metabdlicas en semillas para la produccion de aceites
con LC-PUFA. El sistema de expresion transitoria proveyé una plataforma de expresién intercambiable que dio
resultados rapidos y confiables para la ruta metabdlica completa, en donde los componentes individuales se podian
intercambiar facilmente en rutas metabodlicas recombinantes de pasos mdltiples. El ensamblaje transitorio de la
biosintesis de LC-PUFA fue robusto y reproducible. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y produjeron
puntos de datos poco dispersos, normalmente con un error estandar de menos de 5 %.

El primer paso en las rutas metabdlicas de LC-PUFA ensambladas, una A9 elongacién, mostré6 una mayor tasa de
elongacion de LA que de ALA, como se observé previamente en plantas transformadas en forma estable (Fraser et
al., 2004). Esta diferencia no se puede atribuir a preferencias de la enzima por sustratos de acido graso ya que la
expresion en levaduras mostré que la IgA9 elongasa tiene igual preferencia por LA que por ALA (Qi et al., 2002). Es
mas probable que la mayor tasa de elongacién observada para LA fuera un reflejo de la existencia de una mayor
cantidad de LA que de ALA en el conjunto de los acil-CoA extraplastidicos de la hoja — el sitio de accion de la
elongasa (Domergue et al., 2003; Fraser et al., 2004).

El analisis de las clases lipidicas demostré6 que todos los LC-PUFA formados de novo se encontraron en
proporciones casi iguales tanto en el conjunto de las PC como en el de los TAG. Hubo pequefas variaciones en esta
proporcion para los productos del segundo Ultimo paso de las rutas metabdlicas, una A5-elongacion que produce
DTA y DPA, que fue menos abundante en los TAG en comparacion con PC. Por el contrario, los productos de la A4-
desaturacion final, DPA“® y DHA, preferencialmente se acumularon en los TAG en comparacion con PC. Estas
variaciones pueden reflejar sutiles predilecciones de las enzimas editoras de membrana o de la AtDGAT1 por estos
productos. Es interesante notar que tanto las actividades de A5-elongacién como de DGAT ocurren sobre los
conjuntos de CoA, y que la competencia entre estas enzimas por el sustrato puede alterar la presencia de acidos
grasos en estos conjuntos de PC y TAG.

A partir de este estudio surgen muchas consecuencias. Primero, el ensayo transitorio en hoja demostré ser
apropiado para ensayar enzimas de acidos grasos, ya sea de forma individual como en combinaciones complejas.
Esto es particularmente apto para enzimas que producen acidos grasos que se pueden distinguir facilmente del perfil
de acidos graos endogeno de N. benthamiana, tal como los LC-PUFA en este estudio. La demostracién de los
ensayos de administracién de acidos grasos a enzimas aisladas y el rapido ensamblaje de LC-PUFA en aceites fue
una indicacién de que el ensayo transitorio en hoja era bien apropiado para la desaturacion, elongacion y
ensamblaje de TAG en asociacion al RE. Segundo, a pesar de que los aceites de LC-PUFA son un objetivo actual
de las tecnologias de transformacion de vegetales, las células de hoja proveen un abanico de ventajas para otras
plataformas de expresion heterélogas. Las células de hoja proveen un amplio rango de metabolitos no disponibles
en otros huéspedes de expresion, y estos ahora pueden convertirse en objetivos de modificacion que requieren rutas
metabdlicas recombinantes. Mas aun, los vegetales procesan mas fielmente transgenes eucarioticos, incluyendo
edicion de ARN, modificaciones posteriores a la traduccion y localizacion en organulos.

Finalmente, el ensayo en N. benthamiana podria ser apropiado para ensayos de tamizado de bibliotecas de ADNCc.
Esta sugerencia se basa en la deteccidon de actividad casi maxima para siete genes diferentes en una zona de
infiltracion individual de la hoja, lo que sugiere que en esta configuracion las bibliotecas de ADNc clonadas dentro de
un vector de expresion binaria podrian infiltrarse en forma sistematica en las hojas. Los célculos sugieren que se
podrian expresar al menos 7 clones diferentes, incluyendo P19 a ODgsoonm 0,2, en un punto individual.
Alternativamente, se podrian agregar genes que forman rutas metabdlicas parciales o incompletas en cada
infiltracién y de esa forma se podrian ensayar en forma rutinaria clones agrupados de biblioteca para estudiar
nuevos pasos o flujos favorecidos.

Ejemplo 10. Biosintesis Eficiente de DHA en Células V___egetales

Se demostr6 la presencia de las actividades enzimaticas de A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 (SEQ ID
NO:8 codificada por SEQ ID NO:7), A6-elongasa de Pyramimonas CS-0140 (SEQ ID NO:4 codificada por SEQ ID
NO:3), A5-desaturasa de Pavlova salina (SEQ ID NO:26 codificada por SEQ ID NO:25), A5-elongasa de
Pyramimonas CS-0140 (SEQ ID NO:6 codificada por SEQ ID NO:5) y Ad-desaturasa de Pavlova salina (SEQ ID
NO:73 codificada por SEQ ID NO:72) junto con la DGAT1 de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO:74 codificada por
SEQ ID NO:75) in planta usando un sistema de expresién transitoria mejorado en Nicotiana benthamiana como se
describié en el Ejemplo 1.

Se hizo una construccion genética 35S:Mic1545-d6D que codifica A6-desaturasa bajo el control del promotor
constitutivo 35S mediante la insercion de la regién codificante completa de pGA4, contenida en un fragmento Swal,
en 35S-pOREO04 (Ejemplo 4, anterior) en el sitio Smal-EcoRV, generando pJP2064. Se hizo una construccién
genética 35S:Pyrco-d6E que codifica A6-elongasa mediante la insercién de la regién codificante completa de
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0804673_Pyrco-elol_pGA18, contenida en un fragmento Swal, en 35S-pOREO04 en el sitio Smal-EcoRV, generando
pJP2060. Se hizo una construccion genética 35S:Pavsa-d5D que codifica A5-desaturasa mediante la insercion de la
region codificante completa de 0804674 _Pavsa-d5D_pGA15, contenida en un fragmento Swal, en 35S-pORE04 en
el sitio Smal-EcoRV, generando pJP2067. Se hizo una construccion genética 35S:Pyrco-d5E que codifica A5-
elongasa mediante la insercion de la regién codificante completa de 0804675_Pyrco-elo2_pGA4, contenida en un
fragmento Swal, en 35S-pOREO4 en el sitio Smal-EcoRV, generando pJP2061. Se hizo una construccién genética
35S:Pavsa-d4D que codifica A4-desaturasa mediante la inserciébn de la regién codificante completa de
0804676_Pavsa-d4D_pGA15, contenida en un fragmento Swal, en 35S-pOREO04 en el sitio Smal-EcoRV, generando
pJP2068. Se hizo una construccion genética 35S:Arath-DGAT1 que codifica la enzima DGAT1 mediante la insercion
de la region codificante completa de pXZP513E, contenida en un fragmento BamHI-EcoRV, en 35S-pORE04 en el
sitio BamHI-EcoRV, generando pJP2078.

Estos vectores quiméricos se introdujeron en forma individual en Agrobacterium tumefaciens cepa AGL1 y se
mezclaron las células transgénicas de los cultivos de estas y se infiltr6 la mezcla en el tejido de hojas de plantas de
Nicotiana benthamiana en el invernadero. Se hicieron crecer las plantas durante cinco dias adicionales luego de la
infiltracion antes de tomar discos de hoja para andlisis por GC lo que revelé que estos genes estaban funcionando
para producir DHA en Nicotiana benthamiana. El tejido de hoja transformado con estos genes contuvo SDA (2,3 %),
ETA (0,7 %), EPA (0,8 %), DPA (2,8 %) y DHA (4,4 %) (Tabla 14). El tejido de hoja también contuvo niveles traza de
GLA, ETA y ARA. Las eficiencias de conversion fueron como sigue: 17,4 % del ALA que se produjo en la célula se
convirtié a EPA (incluyendo EPA subsiguientemente convertido a DPA o DHA); 15,5 % del ALA se convirtié a DPA o
DHA; 9,6 % del ALA que se produjo en la célula se convirti6 a DHA; mientras que 40 % del ALA que se produjo en la
célula que estaba A6-desaturé subsiguientemente se convirti6 a DHA. Debido a la expresion transitoria de los
transgenes en este experimento, se esperarian mayores eficiencias que las anteriores en células transformadas en
forma estable.

Cuando se fraccionaron los lipidos totales extraidos de tejido de hoja mediante TLC para separar las clases lipidicas,
y se analizaron las fracciones de TAG y de lipidos polares para composicion de acidos grasos por FAME, se observé
que el nivel de DHA en los TAG era 7 % como porcentaje de los acidos grasos totales, y en los lipidos polares el
nivel de DHA era de 2,8 %. El menor nivel en la clase de lipidos polares se cree que fue debido a la contribucion
relativa de los lipidos de cloroplasto en las hojas, favoreciendo a los lipidos polares, y a la expresioén transitoria de
los genes en lugar de la insercién estable de los transgenes en el genoma de las células hospedadoras.

Tabla 14. Composicion de acidos grasos de lipidos de hojas transformadas con una combinacién de desaturasas y

elongasas.

Acido graso Acido graso Células no transformadas  Cé lulas transformadas
16:0 palmitico 17,1 20,4
16:1d7 0,1 0,4
16:1d9 0,2 0,2
C6:1d? 0,5 0,4
16:1d? 0,5 0,4
17:1d9 0,9 0,7
16:2 0,9 0,9
16:3 6,6 54
18:0 estedrico 2,1 3,6
18:1d7 0,0 0,0
18:1d9 oleico 0,8 2,6
18:1d11 0,0 0,0
18:1d12 0,3 0,6
18:1d13 0,2 0,2
18:2n6 LA 51 10,8
18:3n6 GLA 0,7 1,9
18:3n3 ALA 57,8 35,0
20:0 0,4 0,7
20:1d5 0,4 0,3
18:4n3 SDA 0,4 2,3
20:1d8 0,0 0,0
20:1d11 0,0 0,0
20:2n6 EDA 0,1 0,2
20:3n6 DGLA 0,3 0,4
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Acido graso Acido graso Células no transformadas  Cé lulas transformadas
20:4n6 ARA 0,4 0,5
20:3n3 ETrA 0,2 0,2
22:0 0,2 0,2
20:4n3 ETA 0,0 0,7
22:1d9 0,0 0,9
20:5n3 EPA 0,8 0,8
22:2n6 0,1 0,2
22:4n6 0,1 0,1
22:3n3 1,1 1,2
24:0 0,4 0,4
22:5n6 0,4 0,2
24:1d9 0,8 0,1
22:5n3 DPA 0,2 2,8
22:6n3 DHA 0,1 4.4

Este experimento demostré6 que la A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 aislada tuvo una preferencia
sustancial por el sustrato w3 ALA en comparacion con el sustrato w6 LA. El experimento también demostré que la
expresion de genes apropiados puede resultar en la acumulacion de porcentajes sustanciales de LC-PUFA en la
hoja, méas notablemente para EPA, DPA y DHA.

Este experimento también mostré el uso de un sistema de ensayo transitorio en Nicotiana benthamiana para el
ensayo rapido de diferentes rutas metabdlicas de biosintesis de acidos grasos y para la seleccion de combinaciones
Optimas de genes. Este sistema se podria usar para comparar rapidamente las actividades relativas de genes con
funcién homdloga, asi como también para la comparacion de rutas metabdlicas biosintéticas completas.

Discusion: Sintesis eficiente de DHA en tejido de hoja y semilla

Basandose en estos datos, se predijo que se producirian en semilla los mismos niveles de EPA, DPA y DHA, o
incluso mayores, cuando se usan promotores especificos de semilla para expresar esta combinacion de genes, o un
grupo similar. El eficiente flujo de acidos grasos que se observo entre ALA y EPA, y a través de DPA y DHA, se cree
que fue debido a la combinacién de elongasas eficientes con acil-CoA desaturasas, operando de esta forma sobre
acidos grasos predominantemente en el conjunto de los acil-CoA. Mas aun, se predijo que se podria conseguir la
produccién de EPA, DPA, DHA y otros LC-PUFA tanto en hoja como en semilla de una planta transgénica, o en la
semilla y en otro tejido diferente a las hojas, mediante el uso de un promotor con la especificidad de tejido apropiada,
o combinaciones de promotores. Los promotores fusionados podrian ser capaces de dirigir la produccion de las
enzimas en ambos tipos de tejido. La planta resultante probablemente podria ser Util tanto para extraccion de aceite,
en particular desde la semilla, como para materia prima con un procesamiento minimo.

Ejemplo 11. Biosintesis mas eficiente de DHA en célu __las vegetales

Se demostraron las actividades enzimaticas de A6-desaturasa de Micromonas CCMP1545 (SEQ ID NO:8 codificada
por SEQ ID NO:7), A6-elongasa de Pyramimonas CS-0140 (SEQ ID NO:4 codificada por SEQ ID NO:3), A5-
desaturasa de Pavlova salina (SEQ ID NO:26 codificada por SEQ ID NO:25), A5-elongasa de Pyramimonas CS-
0140 (SEQ ID NO:6 codificada por SEQ ID NO:5) y Ad-desaturasa de Pavlova salina (SEQ ID NO:73 codificada por
SEQ ID NO:72) junto con la DGAT1 de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO:74 codificada por SEQ ID NO:75) in planta
usando un sistema de expresion mejorado en Nicotiana benthamiana como se describié en el Ejemplo 1 y en el
Ejemplo 10. Este experimento se optimiz6 para usar plantas mas jovenes, mas saludables de N. benthamiana.

Estos vectores quiméricos que se describieron en el Ejemplo 10 se introdujeron individualmente en Agrobacterium
tumefaciens cepa AGL1 y se mezclaron células transgénicas de cultivos de estas y se infiltré la mezcla en tejido de
hoja de plantas de Nicotiana benthamiana en el invernadero. Se hicieron crecer las plantas durante cinco dias
adicionales luego de la infiltracion antes de tomar discos de hoja para andlisis por GC lo que revel6 que estos genes
estaban funcionando para producir DHA en Nicotiana benthamiana (Tablas 15 y 16). El tejido de hoja transformado
con estos genes contuvo SDA (2,0 %), ETA (0,4 %), EPA (0,7 %), DPA (4,3 %) y DHA (4,4 %). El tejido de hoja
también contuvo niveles traza de GLA, ETA y ARA. Las eficiencias de conversién fueron como sigue: 23,4 % del
ALA que se produjo en la célula se convirtio a EPA (incluyendo EPA subsiguientemente convertido a DPA o DHA);
21,6 % del ALA se convirti6 a DPA o DHA; 10,9 % del ALA que se produjo en la célula se convirti6 a DHA; mientras
que 37,2 % del ALA que se produjo en la célula que estaba D6-desaturado subsiguientemente se convirtio a DHA.
Debido a la expresion transitoria de los transgenes en este experimento, se esperarian eficiencias mayores a las
anteriores en células transformadas en forma estable.
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Cuando se fraccionaron los lipidos totales extraidos de tejido de hoja mediante TLC para separar las clases lipidicas,
y se analizaron las fracciones de TAG y de lipidos polares para composicion de acidos grasos por FAME, se observo
que el nivel de DHA en los TAG era de 15,9 % como porcentaje de los acidos grasos totales, y en los lipidos polares
el nivel de DHA era de 4,4 %. El menor nivel en la clase de lipidos polares se cree que fue debido a la contribucién
relativa de los lipidos de cloroplasto en las hojas, favoreciendo a los lipidos polares, y a la expresion transitoria de
los genes en lugar de la insercion estable de los transgenes en el genoma de las células hospedadoras.

Tabla 15. Composicion de acidos grasos de lipidos de hojas transformadas con una combinacion de desaturasas y

elongasas.
Control Ruta Metabdlica Pavsa -D5E DHA Ruta Metabdlica Pyrco -D5E DHA
Acido graso Lipidos Lipidos Totales | TAG Lipidos Totales | TAG
Totales
AG usuales
16:0 15,9+40,2 17,0+0,1 20,2 16,6+0,1 21,6
16:1°% 1,7+0,1 1,5+0,2 0,3 1,5+0,1 0,3
16:3°9121° 6,3+0,3 5,2+0,1 0,4 5,6+0,1 0,6
18:0 3,6+0,3 3,540,1 5,9 3,310,1 6,5
18:1% 2,840,1 3,4+0,1 5,1 2,8+0,2 5,6
18:2 %9 18,7+0,1 | 14,1404 15,2 13,00,1 17,3
18:3 291215 456+1,4 | 39,1+0,4 6,9 40,2+0,5 6,7
20:0 1,3+0,4 0,710 1,8 0,6+0 2,0
Otros minoritarios 4,1 2,5 6,3 2,3 6,2
Total 100 87,0 62,1 85,9 66,8
Nuevos PUFA w6
18:3%%9% - 1,6+0,1 33 2,140,2 43
203 A8,11,14 _ _ _ _ _
20:4 2581014 - 0,3+0,1 0,5 0,240 -
Total 0 1,9 3,8 2,3 4,3
Nuevos PUFA w3
. 06,9,12,15 1,5+0,1 2,010
18:4 - (22 % D6D) 38 (23 % D6D) 6.4
.5 08,11,14,17 0,50 0,4+0
204 - (86 % D6E) 1.5 (83 % D6E) 1.6
. 05,8,11,14,17 4,140,2 0,740
20:5 - (95 % D5D) 14,2 (96 % D5D) 1.5
. A7,10,13,16,19 2,4+0,1 4,310
225 ) (55 % D5E 1.6 (93 % D5E) 3.5
.~ 04,7,10,13,16,19 2,610,1 4,440,1
22:6 ) (52 % DA4D) 13.0 (51 % D4D) 15,9
Total 0 11,1 34,1 11,8 28,9
Total ‘de nuevos | 13,0 37,9 14,0 332
acidos grasos
;f;‘;"os de Acidos | 109 100 100 100 100
Tabla 16. Eficiencias de conversion de hojas transformadas con una combinacién de desaturasas y elongasas.
Acido Graso |Total Enzima Fficiencia de Conversion
LA 13
GLA 2,1 15,0 % déD
DGLA 0 8,7% d6E
AA 0,2 100,0 % d5D
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Acido Graso |Total Enzima  Eficiencia de Conversion
ALA 40,2
SDA 2 22,7 % déD 18,1 % d6D a EPA+DPA+DHA
ETA 0,4 83,1 % d6E 16,7 % d6éD a DPA+DHA
EPA 0,7 95,9 % dsD 8,5 % ALA a DHA
DPA 4,3 92,6 % d5E 46,8 % EPA a DHA
DHA 4.4 50,6 % d4D
TAG
LA 17,3
GLA 4,3 199 % deD
DGLA 0 0,0 % d6E
AA 0 0,0 % ds5D
ALA 6,7
SDA 6,4 81,2 % deD 58,7 % d6éD a EPA+DPA+DHA
ETA 1,6 77,9 % d6E 54,5 % d6D a DPA+DHA
EPA 1,5 92,9 % ds5D 44,7 % ALA a DHA
DPA 3,5 92,8 % d5E 76,1 % EPA a DHA
DHA 15,9 82,0 % d4D

Discusion: Sintesis mas eficiente de DHA en tejido de hoja y semilla

Este resultado pareciera facilitar el terreno para avances similares en el campo de los TAG de semilla debido a la
sustancial conservacion de los mecanismos extraplastidicos de sintesis de lipidos entre tejidos de hoja y semilla
(Ohlrogge y Browse, 2004; Bates et al., 2007). Los inventores postulan que probablemente varios elementos sean
responsables por este gran incremento de produccion: 1. el uso de una acil-CoA A6-desaturasa especifica para w3
incrementa el flujo hacia la ruta metabdlica para w3 y disminuye la competicién con sustratos w6 paralelos por los
subsiguientes pasos metabdlicos; 2. una A5-elongasa altamente eficiente incrementa claramente la cantidad de DPA
disponible para la A4-desaturacién a DHA; 3. la reduccion del silenciamiento génico mediante el uso de unidades
transcripcionales independientes y el uso de una proteina supresora virico (P19).

La fuerte preferencia hacia w3 mostrada por la A6-desaturasa es claramente deseable cuando se intenta construir
una planta de suelo que acumule los LC-PUFA w3 EPA y DHA, debido a que la actividad Al17-desaturasa adicional
que se requeriria para convertir AA (20:4°°%'1%) a EPA no se requiere, simplificando de eso modo tanto la
construccién metabdlica como los desafios regulatorios.

Ademas del paso optimizado previamente, el uso de la A5-elongasa de P. cordata altamente eficiente resultd en un
perfil de acidos grasos de la fraccion TAG (aceite) que se asemeja mucho al aceite de atln, un aceite de pescado
notable por su alto contenido en DHA y bajo contenido de intermediarios (Figura 18). Ademas, la actividad exhibida
por la A5-elongasa de P. cordata en N. benthamiana es por lejos la A5-elongacién mas eficiente que hayan visto los
inventores, y el uso de este gen supera en forma eficaz el gran cuello de botella de la A5-elongacién que se ha
experimentado en otros intentos de produccion transgénica de DHA.

Finalmente, a pesar de que se requiere claramente el uso de genes 6ptimos, los inventores consideran probable que
el método por el cual se introdujeron estos transgenes (0 sea como casetes de expresiéon independiente y en
presencia de un supresor de silenciamiento génico) jugé un importante rol para conseguir los altos niveles de DHA
en este estudio. La manipulacion metabdlica para la produccion de LC-PUFA se ha basado hasta ahora en
construcciones multigénicas relativamente grandes que se insertan al azar en el genoma del huésped y, mientras
muchos grupos han tenido buenos resultados con este método, existen indicaciones de que es dificil de obtener
eventos que exhiban una misma expresion para todos los transgenes (WO 2004/017467). Ademas, los efectos de
silenciamiento pueden reducir la eficiencia con el paso de generaciones (Matzke et al., 2001). Es posible que las
estrategias de transformacion alternativas tales como los cromosomas artificiales que involucran formacién de
centromeros de novo sobre una unidad ensamblada en forma independiente y la manipulacion de mini-cromosomas
se puedan requerir finalmente para una exitosa manipulacién metabolica estable de LC-PUFA (Yu et al., 2007).
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Ejemplo 12. Ensamblaje transgénico de una ruta metabd _lica completa desde ALA a DHA usando genes de un
organismo individual

Se reconstituyé la ruta metabdlica completa de ALA a DHA usando genes que codifican las enzimas de P. salina,
que consisten en A9-elongasa, A8-desaturasa, A5-desaturasa, A5-elongasa y A4-desaturasa, y se ensamblaron en
N. benthamiana. El andlisis por GC del tejido de hoja total cinco dias luego de la agroinfiltracion demostré la
produccién de 0,7 % de DHA (Tabla 17). Esta es la primera vez que se informa de una ruta metabdlica transgénica,
que consiste en genes de un mismo organismo, desde ALA a DHA.

Tabla 17. Composicién de acidos grasos (porcentaje de acidos grasos totales) de tejido de hoja de Nicotiana
benthamiana transformado en forma transitoria con construcciones binarias de genes individuales bajo el control de
35S de CaMV. La ruta metabdlica de DHA consiste en las A9-elongasa, A8-desaturasa, A5-desaturasa, A5-elongasa
y Ad-desaturasa de P. salina. Se indican las desviaciones estandares entre infiltraciones separadas llevadas a cabo
por triplicado.

Acido graso Control Pavpi-A9E DHA
Acidos grasos usuales

16:0 15,7+0,6 15,9+0,2
16:1%* 1,50 1,4+0,1
16:3°9121° 6,8+0,7 5,9+0,3
18:0 3,0£0,1 3,7+0,2
18:1%° 2,240 2,740,3
18:2%9% 11,8404  8,6+0,6
18:3%9141° 56,0+1,4 49,014
Otros minoritarios 3,0+0 2,80
Total 100 90,0

Nuevos PUFA w6

2098811 - 1,7+0,2
203081114 - 0,5+0
2042581114 — 2,4+0,1
29:447:10,13,16 — 1,240
20:5047,10,13,16 - -

Total 0 58

Nuevos PUFA w3
20:301114.17 - 1,5+0,2

20:4A8,ll,14,17 _ 0 2+0
20,5A5,8,11,l4,17 _ l 2+0 1
22_5A7,10,13,16,19 _ 0’6+0’
22,6A4,7,10,13,16,19 _ 0 7+0 1
Total 0 4,2
Total nuevos acidos grasos 0 10,0
Total de acidos grasos 100 100

Ejemplo 13. Expresion especifica de VSP en semillas veg _ etales en desarrollo

Inicialmente se insertaron las regiones codificantes de proteinas de cinco proteinas supresoras viricas (VSP),
denominadas P19, V2, P38, PePo y RPV-PO, en el vector binario pART27 (Gleave, 1992) bajo el control del
promotor 35S para una expresion constitutiva fuerte en los tejidos vegetales. Estas proteinas se han caracterizado
como VSP como sigue. P19 es una proteina supresora del virus del enanismo ramificado del tomate (TBSV) que se
une a los siARN de 21 nucleétidos de longitud antes de que los mismos guien al clivaje dirigido por Argonauta de los
ARN homologos (Voinnet et al., 2003). V2, una proteina supresora del virus de las hojas amarillas rizadas del tomate
(TYLRV), se une a la proteina vegetal SGS3 (Glick et al., 2008), una proteina que se piensa que se requiere para la
produccién de intermediarios de ARN de doble cadena a partir de sustratos de ssARN (Beclin et al., 2002). La P38
es una proteina supresora del virus de la arruga del nabo (TCV) e inhibe la actividad de las polimerasa dependiente
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de ARN (RdRP) que es critica para la produccion de siARN y se une a la proteina Dicer DCL4 (Ding y Voinnet,
2007). Las proteinas PO tales como PePo y RPV-POQ, de los polerovirus, tienen como objetivo a proteinas Argonauta
y aumentan su degradacion (Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007). Con el objetivo de establecer la
funcién de estas proteinas, para incrementar la expresion de transgenes, como supresoras de silenciamiento, se
coinfiltraron las cinco construcciones de VSP dirigidas por 35S en Agrobacterium junto con una construccién de GFP
dirigida por 35S en hojas de Nicotiana benthamiana. En todos los casos, la presencia de las VSP increment6 y
extendio la expresion de la GFP, confiriendo mayores niveles de actividad del gen de GFP en particular luego de 4
dias después de la inoculacion con las cepas de Agrobacterium, lo que confirma la funcién de las proteinas como
supresores del silenciamiento en este formato de ensayo.

Las cinco regiones codificantes de VSP se insertaron cada una en un segundo vector binario, pXRZ393, basado en
un vector de esqueleto pART27, de modo que la expresién de las VSP estuvo bajo el control de un promotor
especifico de semilla FP1 (Ellerstrom et al., 1996) lo que provee una expresion de las VSP en los cotiledones de
semillas en desarrollo de plantas dicotileddneas. Las construcciones se usaron para generar plantas transformadas
de Arabidopsis de acuerdo a los métodos que se describieron en el Ejemplo 1. Se obtuvieron al menos 20 plantas
transformadas para cada gen quimérico codificante de una VSP. Las plantas fueron viables y en general
fenotipicamente normales segln se vio a partir de su crecimiento en medio selectivo y en suelo, creciendo
normalmente a plantas adultas fértiles que generan semillas viables. El Gnico fenotipo morfolégico que aparecio
alterado en las plantulas estuvo en los cotiledones que emergieron de algunas de las semillas luego de la
germinacion para P19, PePo y RPV-PO. Las plantulas transformadas con la construccion especifica de semilla que
codifica P19 tuvieron cotiledones planos caviformes sin la curvatura hacia abajo distintiva de las plantulas de tipo
salvaje. Las plantulas transformadas con la construccion que codifica PePo produjeron un fenotipo de ‘bailarina’, en
donde los cotiledones apuntaban hacia arriba con una curvatura hacia adentro o cdncava. Estas plantas
desarrollaron normalmente hojas verdaderas. Las plantulas que expresan RPV-PO eran tupidas, y tendian a retener
una forma de crecimiento tupida a lo largo del crecimiento vegetativo. Las plantulas de V2 y P38 no mostraron
ningun fenotipo significativo evidente.

Ademas del desarrollo de los cotiledones, las plantulas transformadas con las construcciones de P19 y PoPe
crecieron en forma normal y fueron indistinguibles de las plantas control en su crecimiento y desarrollo
subsiguientes. El promotor que expresaba la VSP en este experimento, FP1, esta bien caracterizado con una
expresion fuerte pero limitada en cotiledones de Arabidopsis en desarrollo, durante el desarrollo de las semillas
(Ellerstrom et al., 1996). Basandose en los fenotipos de los cotiledones emergentes, los inventores sugieren que la
expresion dirigida por FP1 de P19, PePo o RPV-PO en semillas en desarrollo se puede solapar con la biogénesis de
ARN pequefios requeridos para el desarrollo normal del cotiledon. Estos cambios del desarrollo del cotiledon
relacionados con VSP no tienen un impacto sobre el desarrollo global de las plantas transgénicas, y los
subsiguientes crecimiento y desarrollo normales de las plantas mostraron que cualquier pequefia expresion de las
VSPs a partir del promotor FP1 en tejidos distintos a la semilla en desarrollo fue minoritario e insignificante. Esto fue
opuesto a estudios previos en los que la expresion constitutiva de muchas VSPs en tejidos vegetales fue muy
deletérea (Mallory et al., 2002; Chapman et al., 2004; Chen et al., 2004; Dunoyer et al., 2004; Zhang et al., 2006;
Lewsey et al., 2007: Meng et al., 2008).

La falta de un fenotipo para las VSPs V2 y P38 puede ser el reflejo de que estas VSP tienen como objetivo al
metabolismo de ARNs pequefios de forma que no afectan la biogénesis o el reconocimiento de los ARN pequefios
relacionados al desarrollo. Se ensay6 la funcionalidad de cada una de las VSP usando un ensayo con GFP en
Nicotiana benthamiana.

Ejemplo 14. Desarrollo de un marcador visual especif __ico de semilla para encontrar y evaluar semillas T1
transformadas con construcciones con VSP

Los datos que se describieron en el Ejemplo 13 mostraron que las semillas, y las subsiguientes plantas de la
progenie, pudieron tolerar la expresion de las VSP a partir de los promotores especificos de semilla sin efectos
secundarios deletéreos. Los inventores también consideraron la posibilidad de que las plantas transformadas que se
generaron como se describié previamente estuvieran expresando solo bajos niveles de las VSP, permitiendo de ese
modo que la semilla sobreviva, seleccionando en forma eficaz contra las semillas transformadas que potencialmente
expresan cantidades letales de VSP que podrian por lo tanto no recuperarse bajo las condiciones utilizadas.

Para evaluar mas precisamente la expresion de los transgenes en la semilla T1, se desarrollé un marcador visual de
transformacion y expresion para usar en semillas transgénicas. Las semillas de Arabidopsis como otras semillas
dicotiledoneas contienen un embrién paternal y endosperma rodeado por un recubrimiento de semilla materno.
Durante la transformacion de Arabidopsis mediada por Agrobacterium, el tejido paternal se convierte en
transformado por el ADN-T mientras que el tejido materno permanece sin transformar. No se obtiene tejido materno
transformado hasta la produccion de la semilla T2 de la siguiente generacion. Para proveer un sistema de cribado
util, se modificd un gen que codifica proteina fluorescente verde (GFP) para promover una fuerte secrecion de la
proteina hacia afuera de la célula. Se habia demostrado de una localizacién de ese tipo para GFP permite la
recuperacion visual de la semilla T1 transformada (Nishizawa et al., 2003) mediante la deteccion de la GFP
secretada que se produce en el embrién y endosperma de la T1 transformada, a través del delgado, pero no
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transformado, recubrimiento de la semilla (Fuji et al., 2007).

Se construyd un gen quimérico que codifica una GFP secretada como sigue. El gen contuvo dos intrones, uno en la
region no traducida 5’ (5’'UTR) y un segundo en la regién codificante de la proteina de GFP. Estos intrones se
incluyeron para mejorar la expresion del gen quimérico (Chung et al., 2006) y para asegurar que cualquier sefial de
GFP que se detecte en las semillas solo pueda ser el resultado de la expresion del gen en las células vegetales, y
no una expresion filtrada desde las células de Agrobacterium. Se modificé una version interrumpida por intron de la
GFP humanizada (Clontech) que codifica una proteina GFP que se localizaria en el citoplasma (Brosnan et al.,
2007) para promover la secrecion al apoplasto a través del reticulo endoplasmico (RE) de acuerdo a la publicacién
de Nishizawa et al. (2003). La construccién con la GFP modificada para secrecion a apoplasto incluyé un péptido de
secrecion de conglicinina que se agregdé como una fusiéon dentro del marco de traduccion en el extremo N-terminal
de GFP, y cuatro residuos de glicina agregado en el extremo C-terminal para facilitar la secrecion desde el RE. Estos
agregados al gen de la GFP quimérica se llevaron a cabo mediante sintesis génica para la region 5’ y mediante
modificaciones de secuencia mediadas por PCR para las adiciones de glicina del lado C-terminal. La region
codificante para esta GFP secretada se insertd corriente abajo de un promotor FP1 que tenia un intron de un gen de
catalasa en el 5’UTR. Se inserto la secuencia completa de la FP1-GFP de secrecién corriente arriba de una sefial de
poliadenilacion nos3’ dentro de un vector binario de la serie pORE. La construccidon que contenia el gen quimérico
que codifica la GFP de secrecidon se designé como pCW141.

Para confirmar la expresion y secrecion de la proteina GFP, se subcloné la region génica que codifica la secuencia
de la GFP de secrecion, pero sin el promotor FP1 o la 5UTR de pCW141 en un casete de expresion pCaMV35S—
OCS3’, para producir pPCW228, y se introdujo mediante transformacion mediada por Agrobacterium en hojas de N.
benthamiana. La expresion del gen y la secreciéon de la proteina GFP se confirmé usando microscopia confocal
(Leica).

Basandose en que la construccion era correcta, se introdujo pCW141 en plantas de Arabidopsis ecotipo Col-0 a
través de métodos mediados por Agrobacteria como se describié en el Ejemplo 1. Las semillas de las plantas de
Arabidopsis inmersas con pCW141, la construccién con GFP de secrecion dirigida por FP1, se colectaron y cribaron
para semillas positivas para GFP usando un microscopio de diseccion equipado con deteccion de fluorescencia
(Leica MFZIIl). Las semillas que tenian fluorescencia de color verde se identificaron facilmente incluso cuando una
gran mayoria de semillas T1 de la poblaciéon estaba sin transformar. Estas semillas positivas para GFP se
seleccionaron y crecieron en medio selectivo para confirmar la presencia del gen mercador seleccionable por
resistencia a kanamicina unido la construcciéon del gen quimérico en el ADN-T. Se juntaron otras 20 semillas
positivas y se confirmé la expresién de proteina GFP mediante transferencia Western usando un anticuerpo contra
GFP.

Seleccion de expresion de VSP en semilla T1 usando un marcador de GFP de secrecién

Se inserté cada uno de los cuatro genes quiméricos que codifican las VSP: P19, P38, V2 y P38, cada uno bajo el
control del promotor FP1 para el desarrollo de expresién especifica de cotiledén, dentro del vector de seleccion por
GFP pCW141 que se describi6 previamente para producir pPCW161, pCW162, pCW163 y pCW164, respectivamente.
Cada uno de estos vectores binarios tuvo unido genes quiméricos para la expresion de una VSP y la GFP de
secrecion, y por lo tanto permitié que la semilla transgénica transformada con las construcciones se identifique,
seleccione y analice mediante el fenotipo de la GFP sin un crecimiento en medio selectivo. Era de esperar que, en la
mayoria de los transformantes, el gen que codifica la VSP se integre y por lo tanto se una con el gen que codifica la
GFP.

Las semillas que se obtuvieron a partir de las plantas de Arabidopsis que habia sido inoculada con Agrobacterium
conteniendo las construcciones de combinacion VSP-GFP, de acuerdo al método del Ejemplo 1, se colectaron y
cribaron para fluorescencia de GFP como se describié previamente. Las semillas con fluorescencia verde se
colectaron a mano y se hicieron crecer en medio selectivo para determinar si las mismas también se habian
transformado con el gen marcador de seleccion. En todos los casos, la semilla positiva para GFP creci6 en el medio
selectivo, y exhibio los mismos fenotipos de cotileddén que las plantas que se habian transformado con los genes
VSP sin el gen para GFP como se describioé previamente. En ninglin caso se observé que una semilla positiva para
GFP falle en el crecimiento en el medio selectivo. Se podrian haber esperado dichas semillas si algunos eventos de
transformacion hubiesen dado origen a células en las semillas en desarrollo en las que los niveles de expresion de
VSP fuesen tan altos para causar letalidad. La ausencia de dichas semillas en las poblaciones transformadas
demostré que la expresion de la VSP fue tolerada en las semillas cuando esta expresion fue a partir del promotor
FP1. La ausencia de dichos efectos deletéreos fue opuesta a los informes de efectos deletéreos ante la expresion en
forma constitutiva de muchas VSP (Mallory et al., 2002; Chapman et al., 2004; Chen et al., 2004; Dunoyer et al.,
2004; Zhang et al., 2006; Lewsey et al., 2007: Meng et al., 2008).

Por lo tanto, el uso de un marcador detectable en forma visual tal como GFP probé una manera poderosa y eficaz

para identificar, seleccionar y analizar eventos transgénicos que incorporan genes conectados tales como los que
codifican las VSP, desaturasas, elongasas u otras enzimas modificadoras de acidos grasos.
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Cuantificacion de la expresion de GFP en semillas que expresan VSP en forma postembrionica

Se cuantificé la expresion de GFP en semilla T1 y T2 que expresan VSP a partir del promotor FP1 usando
microscopia de fluorescencia y andlisis de imagenes digital. Estos analisis mostraron claramente que la expresion de
GFP no se vio afectada por la introducciéon conjunta de un gen que codifica VSP bajo el control del promotor
especifico de cotiledon en desarrollo. Se analizaran estudios extendidos sobre el desempefio de las construcciones
de GFP-VSP sobre generaciones subsiguientes y en eventos de transformacion independientes. Se predice que la
presencia de las VSP resultara en niveles de expresion promedio mayores y mas estables en las sucesivas
generaciones de semilla.

Ejemplo 15. Coexpresién de VSP con genes para la sinte _sis de LC-PUFA en semillas

Para establecer que las VSP son capaces de proteger o mejorar el desempefio de los transgenes en semillas, se
disefiaron algunos vectores de expresion que se consideraron mas propensos a la supresion mediada por el
huésped (silenciamiento) que un vector con solo un gen individual, para incrementar las eficiencias relativas de las
VSP. Se construy6 una serie de vectores con cada uno conteniendo cinco genes de desaturasas o elongasas para
la sintesis de DHA en semillas, usando la misma configuracion de los genes en cada uno. Un factor que se tuvo en
cuenta para hacer estas construcciones mas propensas al silenciamiento (menor expresién) fue el uso del mismo
promotor (FP1) para dirigir a cada gen. Se uso6 el promotor FP1 debido que el mismo era relativamente pequefio y
reduce el tamafio total del vector y el espaciamiento entre cada region codificante. Mas aun, cada casete de gen
tuvo la misma orientacién, lo que se consideré que aumentaria la probabilidad de silenciamiento. Tres genes de la
ruta metabdlica de LC-PUFA tenian regiones codificantes que se habian optimizado por codones (A-B-C) para su
Optima expresion en plantas mientras que dos (E-D) eran secuencias nativas como se las obtiene de las microalgas.
El mismo juego de cinco genes se habia expresado previamente en hojas para producir el ensamblaje de una ruta
metabdlica biosintética completa de LC-PUFA (Ejemplo 11). Se incluyé un gen adicional que codifica la VSP P19 en
el primer vector de la serie, se incluy6é un gen que codifica V2 en el segundo vector, mientras que el tercer vector de
la serie no tuvo VSP.

Se construyeron estos vectores, pJP3057 (Figura 19), pJP3059 (Figura 20) y (Figura 21) y se transformaron en
paralelo como sigue. Primero se clonaron los genes de desaturasa, elongasa o de supresor virico entre un promotor
FP1 y el terminador nos contenidos en un vector de clonacion. Luego se clonaron los casetes promotor—gen—
terminador en forma secuencial y en la misma orientacion en un esqueleto de vector binario. pJP3057 contuvo la
ruta metabdlica completa para DHA mientras que pJP3059 y pJP3060 difirieron solo en el agregado de un casete
FP1-P19-NOS o FP1-V2-NOS, respectivamente. Los pasos de construccion fueron como sigue. Primero, se clon6 un
fragmento Ascl-Pacl conteniendo la A6-desaturasa de Micromonas pusilla en el sitio Ascl-Pacl de pJP2015, antes de
clonar el fragmento Swal de este vector conteniendo el casete completo promotor-gen-terminador en el sitio ECORV
de pOREO2 para generar pJP3050. Luego, se clondé un fragmento Ascl-Pacl conteniendo la A6-elongasa de
Pyramimonas cordata en el sitio Ascl-Pacl de pJP2015TMV (una versién algo modificada de pJP2015 en donde el
lider TMV estaba presente corriente debajo del promotor y corriente arriba del gen) antes de clonar un fragmento
Swal de este vector conteniendo el casete completo promotor-gen-terminador en el sitio Sacl tratado con polimerasa
de ADN T4 de pJP3050 para generar pJP3051. Luego, se clon6é un fragmento Ascl-Pacl conteniendo la A5-
desaturasa de Pavlova salina en el sitio Ascl-Pacl de pJP2015TMV antes de clonar un fragmento Swal de este
vector conteniendo el casete completo promotor-gen-terminador en el sitio Smal de pJP3051 para generar pJP3052.
Luego, se clondé un fragmento Ascl-Pacl conteniendo la A5-desaturasa de Pavlova salina en el sitio Ascl-Pacl de
pJP2015TMV antes de clonar un fragmento Swal de este vector conteniendo el casete completo promotor-gen-
terminador en el sitio Smal de pOREO2 para generar pJP3054. Luego, se clond un fragmento Ascl-Pacl conteniendo
la A5-elongasa de Pyramimonas cordata en el sitio Ascl-Pacl de pJP2015TMV antes de clonar un fragmento Swal
de este vector conteniendo el casete completo promotor-gen-terminador en el sitio Stul de pJP3054 para generar
pJP3055. Luego, se cloné un fragmento Ascl-Pacl conteniendo la A4-desaturasa de Pavlova salina en el sitio Ascl-
Pacl de pJP2015TMV antes de clonar un fragmento Swal de este vector conteniendo el casete completo promotor-
gen-terminador en el sitio Sfol de pJP3056 para generar pJP3056. El fragmento Pmel-Notl de pJP3056 se cloné
entonces en el sitio Pmel-Notl de pJP3051 para generar pJP3057, un vector binario que contiene los cinco genes
para la produccion de DHA a partir de ALA.

Luego, se clon6 un fragmento Ascl-Pacl conteniendo el gen quimérico que codifica el supresor virico P19 en el sitio
Ascl-Pacl de pJP2015TMV antes de clonar un fragmento Swal de este vector conteniendo el casete completo
promotor-gen-terminador en el sitio Zral de pJP3057 para generar pJP3059. De forma similar, se cloné un fragmento
Ascl-Pacl conteniendo el gen quimérico que codifica el supresor virico V2 en el sitio Ascl-Pacl de pJP2015TMV
antes de clonar un fragmento Swal de este vector conteniendo el casete completo promotor-gen-terminador en el
sitio Zral de pJP3057 para generar pJP3060.

Se transformaron las tres construcciones en Arabidopsis (ecotipo Columbia). Se transformaron las plantas de
Arabidopsis (ecotipo Col-0) con cada una de las construcciones y se us6 pJP3057 para transforma canola. Las
semillas T1 se colectaran, se analizaran en medio conteniendo herbicida, y las semillas T2 resultantes se analizaran
para cambios morfoldgicos generales y para la sintesis de LC-PUFA.
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Las plantas transformadas (Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia) que se generaron con las tres construcciones
pJP3057, pJP3059 y pJP3060 se autofertilizaron y se colectaron las semillas T1. Estas se sembraron en medio con
kanamicina para determinar las caracteristicas heterocigéticas/homocigéticas de las plantas T1, y las semillas T2
resultantes de cada planta T1 se analizaron para cambios morfologicos generales y sintesis de LC-PUFA (Tabla 18).

Las semillas representativas T2 de las plantas transformadas con pJP3057 contuvieron, en los acidos grasos totales
del aceite de semilla, SDA (0,4 %), ETA (0,6 %), EPA (0,2 %), DPA (0,3 %) y DHA (2,4 %). El aceite de semilla de
las plantas T2 también contuvo GLA (1,4 %) y niveles traza de ETrA y ARA. Los coeficientes de conversion en las
semillas fueron como sigue: 18,4 % del ALA que se produjo en la célula se A6-desaturd; 89,7 % del SDA que se
produjo en la célula se A6-elongd; 82,9 % del ETA en la célula se A5-desaturd; 93,1 % del EPA en la célula se A5-
elongg; 88,9 % del DPA en la célula se A4-desatur6 para producir DHA (Tabla 18).

Las semillas T2 representativas de las plantas transformadas con pJP3059 contuvieron SDA (0,7 %), ETA (0,3 %),
EPA (0,2 %), DPA (0,9 %) y DHA (1,3 %). El aceite de semilla también contuvo GLA (0,8 %) y niveles traza de ETrA
y ARA. Las eficiencias de conversion fueron como sigue: 15,7 % del ALA que se produjo en la célula se A6-
desaturd; 79,4 % del SDA que se produjo en la célula se A6-elongd; 88,9 % del ETA en la célula se A5-desaturé;
91,7 % del EPA en la célula se A5-elong6; 59,1 % del DPA en la célula se A4-desaturd para producir DHA (Tabla
18).

Tabla 18. Perfiles de acidos grasos representativos de semillas T2 de Arabidopsis transformadas con pJP3057,
pJP3059, pJP3060.

Muestra Columbia  [pJP3057 JP3059 pJP3060
16:0 7,7 7,6 8,3 7,4
16:1d9 0,3 0,3 0,3 0,3
18:0 3,1 3,7 3,8 3,4
20:0 2,1 1,8 1,8 1,9
22:0 0,3 0,3 0,3 0,3
24:0 0,2 0,2 0,2 0,2
18:1d9 12,9 12,8 12,2 13,6
18:1d11 15 1,8 1,9 1,6
20:1d11 18,3 16,3 14,7 16,0
20:1 d13 1,7 15 2,0 1,9
22:1d13 1,6 1,2 1,2 13
24:1d15 0,2 0,2 0,2 0,2
Otros 2,5 2,3 2,6 2,5
18:2n6 27,8 27,2 28,2 27,9
18:3n6 0,0 1,4 0,8 0,4
20:3n6 0,0 0,0 0,0 0,0
20:4n6 0,0 0,0 0,0 0,0
18:3n3 19,7 17,3 18,2 18,2
18:4n3 0,0 0,4 0,7 0,6
20:4n3 0,0 0,6 0,3 0,7
20:5n3 0,0 0,2 0,2 0,3
22:5n3 0,0 0,3 0,9 0,2
22:6n3 0,0 2,4 1,3 1,0
100,0 100,0 100,0 100,0

Las semillas T2 representativas de las plantas transformadas con pJP3060 contuvieron SDA (0,6 %), ETA (0,7 %),
EPA (0,3 %), DPA (0,2 %) y DHA (1,0 %). El aceite de semilla también contuvo niveles traza de GLA, ETrA y ARA.
Las eficiencias de conversion fueron como sigue: 13,3 % del ALA que se produjo en la célula se A6-desaturd; 78,6
% del SDA que se produjo en la célula se A6-elongo; 68,2 % del ETA en la célula se A5-desaturd; 80,0 % del EPA
en la célula se A5-elongo6; 83,3 % del DPA en la célula se A4-desaturé para producir DHA (Tabla 18).

Resultados

Todos los genes de la construccién pJP3057 mostraron alta actividad/alta eficiencia de conversién con la excepcion
de la A6-desaturasa. Esto indica que las A6-, A5-y A4-desaturasas estén actuando probablemente sobre sustrato
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tipo acil-CoA debido a que el sustrato nativo ALA se produce mediante una acil-PC desaturasa, lo que da como
resultado la menor A6-desaturacion, y los sustratos para las desaturasas transgénicas ETA y DPA se producen
mediante elongasas que se sabe que actdan sobre el conjunto de los acil-CoA. Mas aun, la alta eficiencia de los
pasos de A6- y A5-elongasa (>80 % de eficiencia) mostraron que las desaturasas inmediatamente precedentes (A6-
y A5-desaturasas, respectivamente) estaban actuando sobre sustratos tipo acil-CoA. Es razonablemente esperable
que las actividades de estos genes se incrementen en subsiguientes generaciones de plantas transgénicas cuando
se alcanza la caracteristica homocigotica, y que los niveles de los productos LC-PUFA como consecuencia se
incrementen.

La presencia del supresor de silenciamiento en las construcciones pJP3057 y pJP3059 incrementd tanto el nivel total
de los nuevos acidos grasos en el aceite de semilla, como el nivel del producto final de la ruta metabdélica, DHA.

Discusion

Con respecto a los Ejemplos 13 a 15, los acidos nucleicos exdgenos introducidos pueden ser detectados por parte
de las plantas como ADN o ARN foraneo llevando a una menor expresion de los mismos debido a los mecanismos
de supresion de transgenes mediados por el huésped. Estos mecanismos de supresion pueden tener como objetivos
a transgenes a través de la biogénesis de poblaciones de ARN pequefios, y estos ARNs pequefios conducen al
aparato de supresion a limitar la expresion del transgén (Matzke et al., 2001). La expresion de transgenes puede
estar limitada de diferentes formas incluyendo modificaciones directas del ADN en el sitio de insercion en el
cromosoma, tal como mediante metilacion, o mediante silenciamiento posterior a la traduccion del ARN (Hamilton y
Baulcombe, 1999; Voinnet et al., 2003) o a nivel de la proteina (Brodersen et al., 2008). Las caracteristicas del ADN
0 ARN foraneo que desencadenan dicho mecanismo de supresion no estan bien comprendidas (Lindbo et al., 1993;
Lechtenberg et al., 2003). Sin embargo, dicha supresién de la expresion del transgén mediada por el huésped muy
posiblemente sea para rasgos que requieren alta expresion, transgenes mudltiples y transgenes con regiones de
similitud mutua o con el genoma del huésped (Schubert et al., 2004). Mas aun, el desempefio de los transgenes se
puede degradar en forma progresiva con cada generacion subsiguiente, muy probablemente debido a la metilacion
del ADN del promotor y de las regiones codificantes de transgenes (Hagan et al., 2003).

Aqui los inventores demuestran que las proteinas viricas supresoras (VSP) que se expresan a partir de promotores
especificos de semilla luego de la embriogénesis son tolerados por el desarrollo de Arabidopsis. La coexpresion de
diferentes VSP con una caracteristica cuantificable, como GFP, demostraron que los rasgos recombinantes también
fueron tolerados en semillas que expresan VSP (Ejemplo 14). Como se sabe que las VSP bloquean el metabolismo
de los ARN pequefios que constituyen el aparato de supresion transgénica, los inventores sugieren que la
coexpresion de una VSP junto con rasgos recombinantes en semillas asegurard que estos rasgos se desarrollen a
un nivel alto y sin disminucion a lo largo de muchas generaciones.

El hecho de que las plantas hayan tolerado la expresion de VSP tales como P19 y PePo luego de la embriogénesis,
sugirié que las sefiales de desarrollo enddgenas, al menos las que utilizan ARNs pequefios, son minoritarias o
menos criticas en esta etapa tardia del desarrollo de la planta. Las cuatro VSP que se eligieron para este estudio
probablemente actdan en diferentes partes de la biogénesis de ARNs pequefios y por lo tanto funcionan en
diferentes extensiones. Mediante la reduccion del efecto de silenciamiento en casetes transgénicos de multiples
genes a través del uso de una VSP cointroducida, se pueden imaginar varios cambios en las estrategias de
expresion transgénicas. Primeramente, los mismos casetes de expresion se pueden usar repetidamente con menos
requerimiento para evitar la repeticion de secuencias entre secuencias regulatorias o regiones codificantes. Por lo
tanto, esta caracteristica puede permitir construir grandes vectores de expresion con mdltiples genes usando las
mismas sefiales promotor-poliadenilacién. Alternativamente, se pueden usar multiples copias de un solo gen para
incrementar los niveles de expresion con menor probabilidad o extension de los efectos de silenciamiento que
existen, o con mayor estabilidad de expresion a lo largo de las generaciones vegetales.

Ejemplo 16. Expresion transitoria de genes en células de hojas vegetales usando promotores especificos d e
semilla

Se demostraron las actividades enzimaticas de las proteinas codificadas por los genes de A6-desaturasa de
Micromonas CCMP1545 (SEQ ID NO:8 codificada por SEQ ID NO:7), A6-elongasa de Pyramimonas CS-0140 (SEQ
ID NO:4 codificada por SEQ ID NO:3), A5-desaturasa de Pavlova salina (SEQ ID NO:26 codificada por SEQ ID
NO:25), A5-elongasa de Pyramimonas CS-0140 (SEQ ID NO:6 codificada por SEQ ID NO:5) y A4-desaturasa de
Pavlova salina (SEQ ID NO:73 codificada por SEQ ID NO:72), cada una bajo el control de promotores especificos de
semilla, en tejido de hoja, in planta, usando un sistema de expresién transitoria mejorado en Nicotiana benthamiana,
como sigue.

Se introdujo el vector quimérico pJP3057 que se describe en el Ejemplo 15 y que contiene los cinco genes para la
biosintesis de DHA, cada uno bajo el control del promotor de nabo truncado, FP1, en Agrobacterium tumefaciens
cepa AGL1. Se generé un vector quimérico, designado como 35S:LEC2, mediante el clonado de un gen optimizado
por codén de LEAFY COTYLEDONZ2 de Arabidopsis thaliana (Arath-LEC2) en el sitio EcoRI de 35S:pORE04. Se
introdujo la construcciéon 35S:LEC2 en forma separada en Agrobacterium tumefaciens cepa AGL1. Se mezclaron
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células transgénicas de cultivos separados de AGL1 ya sea con pJP3057 o con 35S:LEC2 y se infiltré la mezcla en
tejido de hoja de plantas de Nicotiana benthamiana. Se hicieron crecer las plantas por otros cuatro dias luego de la
infiltracion antes de tomar discos de hoja para analisis por GC de los acidos grasos totales en los lipidos de hoja, y
en las fracciones lipidicas separadas. Esto revelé que estos genes estaban funcionando para producir DHA en
Nicotiana benthamiana (Tabla 19). El tejido de hoja transformado con estos genes contuvo SDA (1,2 %), ETA (2,0
%), EPA (0,6 %), DPA (1,7 %) y DHA (2,5 %). El tejido de hoja también contuvo GLA (2,4 %) y niveles traza de otros
acidos grasos w6 de cadena larga.

Se introdujeron los vectores quiméricos pJP3115 y pJP3116 (Ejemplo 17) en Agrobacterium tumefaciens cepa
AGL1. Se mezclaron células transgénicas de cuatro cultivos separados de AGL1 con uno de pJP3115, pJP3116,
35S:P19 y 35S:LEC2 y se infiltr6 la mezcla en tejido de hoja de plantas de Nicotiana benthamiana. Se hicieron
crecer las plantas por otros cuatro dias luego de la infiltracion antes de tomar discos de hoja para andlisis por GC lo
que reveld que estos genes estaban funcionando para producir DHA en Nicotiana benthamiana (Tabla 19). El tejido
de hoja transformado con estos genes contuvo SDA (5,6 %), ETA (1,4 %), EPA (0,2 %), DPA (1,7 %) y DHA (2,4 %).
El tejido de hoja también contuvo niveles traza de acidos grasos w6 de cadena larga.

Este experimento confirmé que las construcciones duales pJP3115 y pJP3116 estaban funcionando en combinacion
para producir DHA en forma tan eficiente como una construccion individual que contiene los ocho genes.

Tabla 19. Composicion de acidos grasos (porcentaje de acidos grasos totales) de tejido de hoja de Nicotiana
benthamiana transformado en forma transitoria con diferentes construcciones. Los errores muestran la desviacion
estandar entre infiltraciones separadas llevadas a cabo por triplicado.

Acidos grasos usuales P19 sola 35S:LEC2 pJP3057 pJP3057 + 35S:.LEC2
16:0 13,2+0,5 12,8 +1,0 13,3+0,1 13,2+0,6
16:1%% 15+0,1 1,4+0,2 1,3+0,1 1,1+0,0
16:3491215 7,6+03 8,2+0,4 7,103 75+04
18:0 1,7+02 2,0+ 0,4 1,8+0,1 2,4+0,3
18:14° 09+0,1 0,9+0,1 1,1+0,1 15+0,2
18:24912 12,6 +1,1 12,8+0,6 13,8+0,1 12,7+0,4
18:3491215 58,3+1,9 56,3 +2,6 56,3+0,7  448+2]1
20:0 0,3+0,0 0,4+0,1 0,3+0,0 0,5+0,1
Otros minoritarios 3,8 4,6 3,9 4.8

Total 99,9 99,6 98,9 88,5
Nuevos PUFA w6

18:346912 - 0,1+0,0 - 24+0,1
20:3481114 0,1+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1
20:4A5,8,11,l4 _ _ _ _
22:4R7101316 - - - 0,6+0,1
22:5A4,7,10,13,16 _ _ _ 0,3+0,0
Total 0,1 0,4 0,2 35
Nuevos PUFA w3

18:4 4691215 - - 0,9+0,1 1,2+0,1
20:4 28111417 - - - 2,0+0,1
20:5A5,8,11,l4,17 _ _ _ 0,6 + 0’0
22:5A7,10,13,16,19 _ _ _ 1'7 + 0’1
226 A 4,7,10,13,16,19 _ _ _ 2’5 + 0'2
Total - - 0,9 8,0

Total de nuevos Acidos grasos 0.1 04 11 11,5
Total de écidos grasos 100,0 100,0 100,0 100,0

Discusion: Verificacion rapida de fallas y validacion de construcciones especificas de semillas

Los experimentos que usan un factor de transcripcion, en este caso LEC2, en combinacién con un juego apropiado
de genes, cada uno bajo el control de un promotor especifico de tejido tal como un promotor especifico de semilla,
mostraron que dichas construcciones se pueden ensayar en un sistema heterélogo, tal como hojas, en donde el
promotor especifico de tejido normalmente no se expresaria, y siendo predictivos de la expresion en semillas. La
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habilidad para expresar en forma transitoria un promotor especifico de semilla en una célula de hoja permite una
validacion rapida del disefio de la construccion. Los experimentos para validar la efectividad de los promotores
especificos de semilla, especialmente en un contexto de construcciones de genes mlltiples, previamente se
basaban en la transformacion estable en una planta o cultivo modelo para aceite de semilla, seguida por la
generacion de lineas de progenie antes de que los andlisis fenotipicos pudieran determinar la efectividad de la
construccién en la semilla vegetal. EI hecho de que los niveles de acidos grasos que se obtuvieron en N.
benthamiana fueron similares a los vistos en la transformacién estable de Arabidopsis con esta misma construccion
como se describi6 en el Ejemplo 15 incrementa la confianza en la aplicabilidad de este ensayo.

Ejemplo 17. Construcciones duales para la biosintesi s de DHA

Se construy6 el vector pJP3115 (Figura 22) como sigue. Primero, se clond el fragmento Sbfl-Apal del vector
pJP10lacq (Figura 14) en el sitio Pstl-Apal de pOREOQ3 para dar pJP3011. Luego, se clond un fragmento Swal
conteniendo la A6-desaturasa de Micromonas pusilla (SEQ ID NO:125) optimizada por codén en un sitio Xhol
tratado con la polimerasa de ADN T4 en pJP3011 para dar pJP3108. Luego se cloné un fragmento Swal
conteniendo la A5-desaturasa de Pavlova salina (SEQ ID NO:127) optimizada por codén en un sitio Notl tratado con
polimerasa de ADN T4 en pJP3108 para dar pJP3109. Se cloné un fragmento Swal conteniendo la A6-elongasa de
Pyramimonas cordata (SEQ ID NO:126) optimizada por codon en el sitio Smal en pJP3109 para dar pJP3110. Luego
se convirtié la construccién de una construccion resistente a BASTA a una construccion resistente a kanamicina,
mediante el clonado del fragmento BsiWI-AsiSI de pJP3110 en el sitio BsiWI-AsiSI de pORE04, dando pJP3111. Se
cloné un fragmento Ncol (tratado con polimerasa de ADN T4)-Sbfl conteniendo el promotor de nabo truncado FP1 y
la Al2-desaturasa de Crepis palestina en el sitio ECORV-Pstl en pJP3111 para dar pJP3115.

El vector pJP3116 (Figura 23) se construyé como sigue. Primero, se cloné un fragmento Swal conteniendo la A5-
elongasa de Pyramimonas cordata (SEQ ID NO:128) optimizada por codon en un sitio Xhol tratado con polimerasa
de ADN T4 en pJP3011 para dar pJP3112. Se cloné un fragmento Swal conteniendo la A4-desaturasa de Pavlova
salina (SEQ ID NO:129) optimizada por codoén en el sitio Smal en pJP3112 para dar pJP3113. Luego se clond un
fragmento Notl conteniendo la Al5-desaturasa de Perilla frutescens en el sitio Notl en pJP3113 para dar pJP3114.
Luego se convirtié la construccién desde una construccion resistente a BASTA a una construccion resistente a
higromicina mediante el clonado de un fragmento Xbal-Mlul con un casete de resistencia a higromicina (consistente
en el promotor 35S del virus mosaico de coliflor seguido por el gen higromicina B fosfotransferasa interrumpido por el
intron CAT-1 obtenido a partir del vector binario pWVECS8 y el terminador NOS) en el sitio Avrll-Mlul de pJP3114
para dar pJP3116.

Se introdujeron los vectores quiméricos pJP3115 y pJP3116 individualmente en Agrobacterium tumefaciens cepa
AGL1 y se mezclaron células transgénicas de cultivos de estas con AGL1 transformada con 35S:P19 y se infiltro la
mezcla en tejido de hoja de plantas de Nicotiana benthamiana en el invernadero. Se hicieron crecer las plantas
durante cinco dias adicionales luego de la infiltracion antes de tomar discos de hoja para analisis por GC lo que
revel6 que estos genes estaban funcionando para producir DHA en Nicotiana benthamiana (Tabla 20). El tejido de
hoja transformado con estos genes contuvo SDA (5,6 %), ETA (1,4 %), EPA (0,2 %), DPA (1,7 %) y DHA (2,4 %). El
tejido de hoja también contuvo niveles traza de GLA, ETA y ARA. Las eficiencias de conversién fueron como sigue:
98,9 % del acido oleico en la célula estaba Al2-desaturado (no significativamente diferente de la muestra control);
95,4 % del LA en la célula estaba Al5-desaturado; 18,1 % del ALA que se produjo en la célula estaba A6-
desaturado; 50,4 % del SDA que se produjo en la célula estaba A6-elongado; 75,4 % del ETA en la célula estaba
A5-desaturado; 95,4 % del EPA en la célula estaba A5-elongado; 58,5 % del DPA en la célula estaba A4-desaturado
para producir DHA.

Ambas construcciones se usaron para transformar canola. Las semillas T1 se colectaran y analizaran para cambios
morfoldgicos generales y niveles de sintesis de LC-PUFA.

Tabla 20. Composicion de acidos grasos (porcentaje de acidos grasos totales) de tejido de hoja de Nicotiana
benthamiana transformado en forma transitoria con diferentes construcciones. Los errores denotan la desviacion
estandar entre infiltraciones separadas llevadas a cabo por triplicado.

Acidos grasos usuales P19 solo 35S:LEC2 pJP3115 + pJP311 6 + 35S:LEC2
16:0 13,2+0,5 12,8+1,0 16,1+0,1

16:1%% 1,5+0,1 1,4+0,2 1,3+£0,1

16:3 491215 7,6+0,3 8,2+0,4 6,8+0,1

18:0 1,7+0,2 2,0£04 3,4+0,0

18:12° 0,9+0,1 0,9+0,1 0,7+0,0

18:24912 126+1,1 12,8 £ 0,6 26+0,1

18:3491215 583+19  563+26 51,0%0,1

20:0 0,3+0,0 0,4+£0,1 0,6 +0,0

Otros minoritarios 3,8 4,6 57
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Total 99,9 99,6 88,3
Nuevos PUFA w6

18:346912 - 0,1+0,0 0,2+0,0
20:3481114 01+0,1 0,3+0,1 0,1+0,1

20:4 A5,8,11,14 — - —

22:4 A7,10,13,16 — - —

295047101316 - - 0,1+0,0
Total 0.1 0.4 0.4
Nuevos PUFA w3
18:4 2691215 — - 56+0,1
2():4 08111417 - - 1,4+0,1
205 458111417 - - 0,2+0,0
29:54710,13,16,19 — - 1,7+0,0
296 A4.7.10,13,16,19 _ - 24+0,1
Total - - 113
;’gzlosde nuevos 4cidos 01 0,4 11,7
Total de acidos grasos 100,0 100,0 100,0

Discusién

Se disefiaron pJP3115 y pJP3116 para proveer, en combinacion, todos los genes para la produccién de DHA, o sea
que los dos vectores recombinantes se complementan uno al otro para constituir la ruta metabdlica. El acido graso
gue se produce por la A12-desaturasa codificada por pJP3115 se us6 como sustrato por parte de la A15-desaturasa
codificada por pJP3116 que también contiene genes para la subsiguientes A6-desaturasa, A6-elongasa y A5-
desaturasa. Sobre el producto de la A5-desaturasa, EPA, es en donde actud la A5-elongasa codificada por pJP3115,
el producto de la cual se convirti6 a DHA mediante la A4-desaturasa también codificada por pJP3115. El principio de
dividir los transgenes entre dos construcciones, que se usaron para transformar en forma estable plantas separadas,
con el subsiguiente cruce de plantas élite para constituir la ruta metabdlica completa, circunscribié algunos de los
problemas asociados con contener numerosos transgenes en una Unica construccion, tal como una menor eficiencia
de transformacién debida al gran tamafio y la menor expresion génica. La combinacion de transformaciones estables
de estas construcciones, ya sea mediante supertransformacion o mediante cruce de las dos lineas transgénicas,
resultara en una planta transgénica que contiene el complemento total de los genes que se requieren para la sintesis
de DHA.

También se evidencié que la construccion pJP3115 contuvo cuatro genes que se expresaron en un formato
invertido, o sea dos genes en una orientacion y dos genes en la otra, de modo que los pares de genes se
transcribieron de una manera divergente (alejandose uno del otro). En comparacién con el disefio invertido que se
usO para expresar tres genes en la construccién pJP107 (Ejemplo 8), se concluyé que el agregado de un cuarto gen
en este formato no impidio6 la expresién de los genes.

Fue interesante advertir la relativamente baja eficiencia de la A6-elongacion (50,4 %) en comparacion con otros
experimentos que se describieron previamente, lo que probablemente fue debido al hecho de que los genes que
codifican las enzimas de los tres pasos previos de desaturacion estaban todas expresadas a partir del promotor FP1
mientras que el gen que codifica la A6-elongasa estaba dirigido por el promotor FAE1 de Arabidopsis thaliana. Se
cree que esto causé una diferencia en los tiempos del promotor, en donde el promotor FAE1 se activé luego del
promotor FP1. En comparaciéon con experimentos previos en donde la A6-elongasa estaba dirigida por el promotor
FP1, esto resulté en una mayor acumulacion de SDA que luego se eliminé del conjunto metabolico a través de la A6-
elongasa antes de que sobre el mismo pueda actuar la A6-elongasa.

Ejemplo 18. Aislamiento y caracterizacion de un gen que codifica una DGAT2 de microalga

Sintesis de un gen de longitud completa de DGAT2 de Micromonas pusilla

Se analiz6 la secuencia gendmica de modelos de proteina filtrados de Micromonas CCMP1545 producido por el US
Department of Energy Joint Genome Institute (http://www.jgi.doe.gov/) con el programa BLASTP usando una posible
secuencia de aminoacidos de Ostreococcus lucimarinus, No. de Acceso a Genbank XP_00141576, como secuencia
de busqueda. Este andlisis reveld la presencia de una proteina predicha en Micromonas CCMP1545 que tenia
homologia con XP_00141576. La secuencia proteica predicha de Micromonas CCMP1545 se us6 para designar y
sintetizar una secuencia nucleotidica optimizada por codones que era mas apropiada para la expresion en plantas
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dicotiledoneas tales como Brassica napus. La secuencia nucleotidica de la regién codificante de la proteina se da en
SEQ ID NO:107. La construccién plasmidica se designé como 0928814 Mic1545-DGAT2_pMA. La secuencia de
aminoacidos se muestra como SEQ ID NO:108. El analisis por BLASTP usando la secuencia de aminoacidos de
desaturasa de Micromonas CCMP1545 SEQ ID NO:108 como secuencia de busqueda de otras proteinas en la base
de datos del Genbank mostré que la proteina tenia homologia con DGATSs. El mayor grado de identidad fue de 53 %
a lo largo de la longitud completa con la secuencia de aminoacidos de No. de Acceso XP_002503155, la secuencia
de una posible proteina de Micromonas RCC299. Este gen contiene un motivo de diacilglicerol aciltransferasa
(dominio conservado NCBI pfam03982) entre los aminoacidos 74 y 334.

Se hizo una construcciéon genética que codifica 35S:Mic1545-DGAT2 codificando la proteina DGAT2 bajo el control
del promotor constitutivo 35S mediante la insercién de la regién codificante completa de 0928814 Mic1545-
DGAT2_pMA, contenida en un fragmento EcoRI, en 35S-pOREO04 (Ejemplo 4, anterior) en el sitio EcoRI, generando
pJP3128. Este vector quimérico se introdujo en Agrobacterium tumefaciens cepa AGL1 y se mezclaron células
transgénicas de cultivos de estas con 35S:P19 AGL1 y se infiltré la mezcla en tejido de hoja de plantas de Nicotiana
benthamiana en el invernadero. Se hicieron crecer las plantas durante cinco dias adicionales luego de la infiltracion
antes de tomar discos de hoja para analisis de lipidos que revelaron que el gen que codifica DGAT2 estaba
funcionando para incrementar los TAG totales en las células de hojas transformadas, con preferencia por acidos
grasos poliinsaturados (Tabla 21). En particular, el nivel de acidos grasos poliinsaturados de los TAG en las células
transformadas se incrementé al menos 3 veces.

Las personas versadas en el arte apreciaran que se pueden hacer numerosas variaciones y/o modificaciones a la
invencion como se la muestra en las formas de realizacion especificas sin alejarse del espiritu o alcance de la
invencion como ampliamente se la describe. Las presentes formas de realizaciéon son, por lo tanto, para ser
consideradas en todo respecto como ilustrativas y no como restrictivas.

La presente solicitud reivindica prioridad sobre US 61/199.669 presentada el 18 de noviembre de 2008, y US
61/270.710 presentada el 9 de Julio 2009, los contenidos de las cuales se incorporan a la presente como referencia.

Cualquier menciéon de documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares que se haya incluido en la
presente memoria descriptiva solamente tiene el propoésito de proveer un contexto para la presente invencion. No se
debe considerar como una admisioén de que parte alguna de dicho material forme parte de la base del arte previo o
que pertenezca al conocimiento general en el campo relevante a la presente invencion como existente antes de la
fecha de prioridad de cada una de las reivindicaciones de la presente solicitud.

Tabla 21. Efecto de la expresion de la DGAT2 de Micromonas pusilla en hoja de Nicotiana benthamiana. P19 es el
control, DGAT2 también contiene P19. la cantidad total de TAG en el tejido de la hoja se incrementa dos veces
cuando se expresa DGAT2 y se favorecen los acidos grasos poliinsaturados.

Cantidad en TAG, pg  Perfil de TAG Cantidad en PL, pg Perfil de PL
P19 DGAT2 P19 DGAT2 P19 DGAT2 P19 DGAT2
C16:0 0,73 0,86 55,8 32,7 C16:0 26,33 20,37 14,2 14,5
Cl16:1d7 0,00 0,00 0,0 0,0 C16:1d7 0,00 0,00 0,0 0,0
16:1d13t 0,00 0,00 0,0 0,0 16:1d13t 3,40 2,96 1,8 2,1
16:2w6 0,00 0,00 0,0 0,0 16:2w6 1,60 1,19 0,9 0,8
16:2w4 0,00 0,05 0,0 1,7 16:2w4 1,15 1,00 0,6 0,7
16:3w3 0,00 0,00 0,0 0,0 16:3w3 12,65 9,05 6,8 6,4
C18:0 0,27 0,32 20,7 12,0 C18:0 4,50 3,56 2,4 2,5
C18:1d9 0,00 0,21 0,0 8,0 C18:1d9 1,89 1,82 1,0 1,3
C18:1d11 0,00 0,00 0,0 0,0 C18:1d11 0,85 0,78 0,5 0,6
C18:2n6 0,14 0,68 11,0 259 C18:2n6 24,36 16,52 13,2 11,7
C18:3n6 0,00 0,00 0,0 0,0 C18:3n6 0,00 0,00 0,0 0,0
C18:3n3 0,16 0,52 125 19,6 C18:3n3 106,38 82,16 57,6 58,4
C20:0 0,00 0,00 0,0 0,0 C20:0 0,59 0,51 0,3 0,4
C18:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C18:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0
C20:3n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C20:3n3 0,34 0,00 0,2 0,0
C22:0 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:0 0,37 0,37 0,2 0,3
C20:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C20:4n3 0,00 0,00 0,0 0,0
C20:5n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C20:5n3 0,00 0,00 0,0 0,0
C22:3n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:3n3 0,00 0,00 0,0 0,0
C24:0 0,00 0,00 0,0 0,0 C24:0 0,43 0,41 0,2 0,3
C22:5n6 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:5n6 0,00 0,00 0,0 0,0
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Cantidad en TAG, pg  Perfil de TAG Cantidad en PL, g
P19 DGAT2 P19 DGAT2 P19 DGAT2
C22:5n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:5n3 0,00 0,00
C22:6n3 0,00 0,00 0,0 0,0 C22:6n3 0,00 0,00
Total de é&cidos 100,
grasos 26,2 52,7 0 100,0 TFA 3696,9 2814,0
(Mg/g Si
(mg/g Si FW) FW)
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atggctttcec ccgcocgtcge gaccgctgte ttoggtatot atgcgtacgt gatgtactgg 60
tactcogtee coggogegyy cttoctegee gagggcaage aggacgtegt ggogtggate 120
ggcgatctygt ccgtggeget ccoccocogecace gocaccegtoo tgtacctecte catgtgetac 180
tteggececga agatcatggde caadadddad Jegttegadge cJaaggggtr catgetggtyg 240
tacaacgcgt accagaccgt gttcaacatce atcaccgteg ceatcttcat cgoctgagetce 300
aaccggetgg gegtgaagge gtggggcgge cgcctgtoegt ggtcocgatoc caacagcottco 360
tacatctgee tegeccatcectyg gotocactac aacaacaadt acctggaget cctegacace 420
gtcttecatgy tgctgcgcaa gaagaacaac cagctcagcect tectccacat ctaccaccac 480
tygcctectea tetgggegty gtggatggty tgcttegtea teaagaacaa cgactgeate 540
gacgcgtact ttggcgcctg catgaacgct ggaattcacg tcecatcatgta ctceoctattac 600
ctcatggccg cgctgaagat caagtgceccg tggaagcadgt acatcaccat ggcogcagatg 660
ctccagttcey ccatcgtett tgcgcacage tgctacgtca tetacgacgg gcactgeoccy 720
gegattetge cgtggtegea gatgttegtyg atgaccaaca tgctggtget gttegggcag 780
ttctacgtge agacgtacac gaagaagaaqg Jtaaaggcca agtaa 825

<210>2

<211> 274

<212> PRT

<213> Micromonas CS-0170

<400> 2
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245

250

255

Leu Phe Gly Gln Phe Tyr Val Gln Thr Tyr Thr Lys Lys Lys Val Lys

260

Ala Lys

<210> 3

<211> 894

<212> ADN

<213> Pyramimonas CS-0140

<400> 3

atggagttcg
gtggtageccc
agcagcgcega
ttggectatt
gtaaaggggce
attggcctca
teccttetggg
ttctacgtct
Jtecaaccagy
atgatcacct
gtgcacgtgt
accaagcgca
ttcatgaacc
atcgcceage

tacatgaagc

ctcagcctct
ctgcaatttt
caaaggatct
ttgcgategt
aagacccctt
gtctatacat
gaaacgccta
ccaagatcta
tetetttect
acgctgeocce
gcatgtacac
agtacctctg
tgctecaggc
tgctggtggt

accacgcgag

<210> 4

<211> 297

<212> PRT

<213> Pyramimonas CS-0140

<400> 4

Met Glu Phe Ala Gln Pro Leu Val Ala Met Ala Gln Glu Gln Tyr Ala

1 5

Ala Ile Asp Ala Val Val Ala Pro Ala Ile Phe Ser Ala Thr Asp Ser

20

tgtggctatg
ctcagctace
tecteotegtt
cggcretyggy
cctgctgaag
gtgcttgaag
caaccecgca
tgagttcatg
gecatgtygtac
tggcggtgac
gtactacttc
gtggggcege
ggtctaccte
gtacatggtc

caagaagcay

265

gcacaggagc
gacagcatcg
Jgagagtccga
ctggtgtacc
gegeteatge
cttgtctacg
cagaccgagda
Jacacgttca
catcatgget
gegtacttcet
atggcggcgg
tacctgacec
ctctactect
acgctgctga

aagctggeca

10

25

100

agtatgccge
gttggggtct
cgcecgctecat
gcaaagtatt
ttgcgcacaa
aggcttacgt
tggcgaaggt
tcatgctctt
ccatctetyy
cggeggegcet
tgctgecccaa
agatgcagat
ctagecccta
tgotettegg

Jgcaagaagca

270

aattgacgcg
taagcccatt
actgagectg
coctegcaca
cgtgtteocte
caacaagtac
catctggatt
gaagggcaac
tatctygtgy
caactcgtgy
dJgacgagaag
gttccagttce
coccaagttc

caacttctac

gtag

15

30

60
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180

240

300

360

420

430

540
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660

720

780

840
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275 280 285
Lys Gln Lys Leu Ala Ser Lys Lys Gln
290 295

<210>5

<211> 804

<212> ADN

<213> Pyramimonas CS-0140

<400> 5
atggcgtecta ttgcgattec ggotgcgctg gcagggacte ttggttatgt gacgtacaat 60
dtecgcaaace cagatattce tgcatcogag aagdtgccty ctrtactttat geaggtegay 120
tattgggggyge caacgattgg gaccatcgygt tatcttctgt tcatctactt tggtaaacygy 180
attatgcaaa acaggagceca Jeocgtttgge ctgaagaacy ctatgctggt gtacaactte 240
tatcagactt tcttcaactc gtactgcata tacctttttg tcacgtcgca ccgegctcag 300
gggctgaaaq tttggggaaa catccccgat atgactgcoca acagotgggg gatctcoacag 360
Jdtgatctgge tgcactacaa caacaagtac gttJdagctgce tggacacgtt ctteatggte 420
atgcgcaaga agtttgacca gcetttogttc ctgcacattt accatcatac cctgttgate 480
tggtcttggt togtggtgat gaaattggag cocgttgggy actgectactt tggetctage 540
gtcaacacgt ttgtgcacgt cattatgtac tcegtactatg gocttgccge gotoeggggtg 600
aattgcttct ggaagaagta cattacgcag attcagatgce tgcagttctg tatctgcget 660
tcgcactega tttataccge ctatgtgeag aacaccgegt tetggttgoe ttacttgeay 720
ctgtgggtga tggrtgaacat gttegtgttyg ttcocgccaact tetatcgcaa gegcetacaay 780
agcaaggyaty ccaagaagca gtaa 804

<210>6

<211> 267

<212> PRT

<213> Pyramimonas CS-0140

<400> 6

Met Ala Ser Ile Ala Ile Pro Ala Ala Leu Ala Gly Thr Leu Gly Tyr
1 5 10 15

Val Thr Tyr Asn Val Ala Asn Pro Asp Ile Pro Ala Ser Glu Lys Val
20 25 30

Pro Ala Tyr Phe Met Gln Val Glu Tyr Trp Gly Pro Thr Ile Gly Thr
35 40 45
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Phe

Tyr

Thr

Tyr
225

Leu

Lys

<210>7
<211> 1392
<212> ADN

Gly

Ser

Gln

Arg

Asn

Tyr

130

Asp

Ser

Gly

Gly

Gln

210

Thr

Trp

Arg

Tyr

Gln

Thr

Ala

Ser

115

Val

Gln

Trp

Ser

Leu

195

Ile

Ala

Val

Tyr

Leu

Pro

Fhe

Gln

100

Trp

Glu

Leu

Fhe

Ser

180

2la

Gln

Tyr

Met

Lys
260

<213> Micromonas CCMP1545

Leu

Phe

Fhe

85

Gly

Gly

Leu

Ser

Val

165

Val

2la

Met

Val

Val

245

Ser

ES 2 644 883 T3

Phe

Gly

70

Asn

Leu

Ile

Leu

Phe

150

Val

Asn

Leu

Leu

Gln

230

Asn

Lys

Ile

55

Leu

Ser

Lys

Ser

Asp

135

Leu

Met

Thr

Gly

Gln

215

Asn

Met

Gly

Tyr

Lys

Tyr

Val

Gln

120

Thr

His

Lys

Phe

Val

200

Phe

Thr

Fhe

Ala

103

Phe

Asn

Cys

Trp

105

Val

Phe

Ile

Leu

Val

185

Asn

Cys

Ala

Val

Lys
265

Gly

Ala

Ile

90

Gly

Ile

Phe

Tyr

Glu

170

His

Cys

Ile

Phe

Leu

250

Lys

Lys

Met

75

Tyr

Asn

Trp

Met

His

155

Pro

Val

Fhe

Cys

Trp

235

Fhe

Gln

Arg

Leu

Leu

Ile

Leu

Val

140

His

Val

Ile

Trp

Ala

220

Leu

2la

Ile

Val

Fhe

Pro

His

125

Met

Thr

Gly

Met

Lys

205

Ser

Pro

Asn

Met

Tyr

Val

Asp

110

Tyr

Arg

Leu

Asp

Tyr

150

Lys

His

Tyr

Fhe

Gln

Asn

Thr

95

Met

Asn

Lys

Leu

Cys

175

Ser

Tyr

Ser

Leu

Tyr
255

Asn

Phe

80

Ser

Thr

Asn

Lys

Ile

160

Tyr

Tyr

Ile

Ile

Gln

240

Arg
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<400>7
atgtgtectc ctaagaccga tggaagatct teoteoctagat ctectctcac caggtctaag 60
tcatctgety aggetettga tgctaaggat gettctaceyg ctectgttga tettaagacc 120
cttgagccte atgaacttge tgctaccttc gagactagat gggttagggt tgaggatgtt 180
gagtacgacg tgaccaactt caaacatcct ggtggaagocg tgatcttcta catgettgcet 240
aacactggtg ctgatgctac tgaggectttc aaagaatttc acatgcgtag cctcaaggcect 300
tggaagatyce ttagagettt gectteoctaga cetgcectgaga tcaagagatce tgagtetgay 360
gatgetecta tgcttgagga tttegetagy tggagagety aacttgagag ggacggatte 420
ttcaagcctt ctatcaccca tgttgcttac cgtettttgg agcttcttge tactttcget 480
cttggaaccg ctecttatgta c¢gctggatac cctatcattg ctagegttgt gtacggtgct 540
ttcttcggag ctagatgtgg atgggttcaa catgagggtg gacacaactc tottaccgga 600
tctgtgtacg tggataagayg acttcaggct atgacttgcg gattoggact ttctaccage 660
Jgagagatgt ggaaccagat gcataacaag caccatgcta ccoctcagaa agttagacac 720
gacatggatc ttgataccac tcctgctgtg gctttcttca acaccgctgt ggaggataat 780
agacctaggg gattctctag agettggget agacttcaag cttggacctt cgttoctgtt 840
acttctggac ttctegttca ggetttctgg atctacgttoe teccatectag acaggtgcecto 500
agdaagaaga actacgagga agcttcttgg atgcteogttt ctcacgttgt tagaaccgcet 960
gttatcaage ttgctaccgg atactettgg coctgttgett actggtgghtt cactttogga 1020
aactggatog cttacatgta cctcocttoget cacttcteta cttcetcacac tcacctecct 1080
gttgttccat ctgacaagca ccttagetgg gttaactacg ctgttgatca caccgttgac 1140
atcgatcctt ctegtggata cgttaactgg cttatgggat accttaactg ccaggttatce 1200
caccatctet tcocecctgatat gococtcaattc agacagectg aggtgtcaag aagattcogtco 1260
cctttegeta agaagtgggy actcaactac aaggtgetet cttactacgyg tgcttggaag 1320
gctactttca gcaacctoga caaagttgga cagcactact acgttaacgg aaaggctgag 1380
aaggctcact ga 1392

<210> 8

<211> 463

<212> PRT

<213> Micromonas CCMP1545

<400> 8

Met Cys Pro Pro Lys Thr Asp Gly Arg Ser Ser Pro Arg Ser Pro Leu
1 5 10 15
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Thr

Thr

Thr

Thr

65

Asn

Ser

Glu

2la

Ile

145

Leu

Val

Gly

Gln

Asn

225

Asp

Arg

Ala

Fhe

50

Asn

Thr

Leu

Ile

Arg

130

Thr

Gly

Tyr

Gly

2la

210

Gln

Met

Ser

Pro

35

Glu

Phe

Gly

Lys

Lys

115

Trp

His

Thr

Gly

His

195

Met

Met

Asp

Lys

20

Val

Thr

Lys

2la

Ala

100

Arg

Arg

Val

2la

Ala

180

Asn

Thr

His

Leu

Ser

Asp

Arg

His

Asp

85

Trp

Ser

2la

Ala

Leu

165

Phe

Ser

Cys

Asn

Asp
245

ES 2 644 883 T3

Ser

Leu

Trp

Pro

70

2la

Lys

Glu

Glu

Tyr

150

Met

Phe

Leu

Gly

Lys

230

Thr

Ala

Lys

Val

55

Gly

Thr

Met

Ser

Leu

135

Arg

Tyr

Gly

Thr

Fhe

215

His

Thr

Glu

Thr

40

Arg

Gly

Glu

Leu

Glu

120

Glu

Leu

2la

Ala

Gly

200

Gly

His

Pro

105

Ala

25

Leu

Val

Ser

2la

Arg

105

Asp

Arg

Leu

Gly

Arg

185

Ser

Leu

Ala

2la

Leu

Glu

Glu

Val

Fhe

90

Ala

Ala

Asp

Glu

Tyr

170

Cys

Val

Ser

Thr

Val
250

Asp

Pro

Asp

Ile

75

Lys

Leu

Pro

Gly

Leu

155

Pro

Gly

Tyr

Thr

Pro

235

2la

Ala

His

Val

60

Phe

Glu

Pro

Met

Fhe

140

Leu

Ile

Trp

Val

Ser

220

Gln

Fhe

Lys

Glu

45

Glu

Tyr

Fhe

Ser

Leu

125

Fhe

Ala

Ile

Val

Asp

205

Gly

Lys

Fhe

Asp

30

Leu

Tyr

Met

His

Arg

110

Glu

Lys

Thr

2la

Gln

150

Lys

Glu

Val

Asn

Ala

Ala

Asp

Leu

Met

95

Pro

Asp

Pro

Phe

Ser

175

His

Arg

Met

Arg

Thr
255

Ser

Ala

Val

Ala

80

Arg

Ala

Phe

Ser

Ala

160

Val

Glu

Leu

Trp

His

240

2la



<210>9

Val

Gln

Fhe

Tyr

305

Val

Fhe

Ser

Ser

Arg

385

His

Arg

Leu

Val

<211> 1449
<212> ADN

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400>9

Glu

Ala

Trp

290

Glu

Ile

Thr

Thr

Trp

370

Gly

His

Arg

Ser

Gly
450

Asp

Trp

275

Ile

Glu

Lys

Fhe

Ser

355

Val

Tyr

Leu

Fhe

Tyr

435

Gln

Asn

260

Thr

Tyr

Ala

Leu

Gly

340

His

Asn

Val

Fhe

Val

420

Tyr

His

Arg

Phe

Val

Ser

2la

325

Asn

Thr

Tyr

Asn

Pro

405

Pro

Gly

Tyr

ES 2 644 883 T3

Pro

Val

Leu

Trp

310

Thr

Trp

His

2la

Trp

350

Asp

Fhe

Ala

Tyr

Arg

Pro

His

295

Met

Gly

Ile

Leu

Val

375

Leu

Met

2la

Trp

Val
455

Gly

Val

280

Pro

Leu

Tyr

2la

Pro

360

Asp

Met

Pro

Lys

Lys

440

Asn

106

Fhe

265

Thr

Arg

Val

Ser

Tyr

345

Val

His

Gly

Gln

Lys

425

Ala

Gly

Ser

Ser

Gln

Ser

Trp

330

Met

Val

Thr

Tyr

Fhe

410

Trp

Thr

Lys

Arg

Gly

Val

His

315

Pro

Tyr

Pro

Val

Leu

385

Arg

Gly

Phe

2la

2la

Leu

Leu

300

Val

Val

Leu

Ser

Asp

380

Asn

Gln

Leu

Ser

Glu
460

Trp

Leu

285

Arg

Val

2la

Fhe

Asp

365

Ile

Cys

Pro

Asn

Asn

445

Lys

2la

270

Val

Lys

Arg

Tyr

2la

350

Lys

Asp

Gln

Glu

Tyr

430

Leu

2la

Arg

Gln

Lys

Thr

Trp

335

His

His

Pro

Val

Val

415

Lys

Asp

His

Leu

Ala

Asn

Ala

320

Trp

Fhe

Leu

Ser

Ile

400

Ser

Val

Lys
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atgbtgegtcy aaacgaccga aggcacatcy cgaacgatygyg cgaacgaacy cacgagetog 60
tocgtegtcge tgagcgaagg cggaacgecg acgdtgacgg toegggatggg aagcgaagac 120
goggggaaga agactcgaaa cgcgagegtc acggogtgga cgaaagagtt ggagocgcac 180
gcgatcecgoga agacgttega acggoggtac Jgtgacgateg aaggcegtgga atacgatgtg 240
acggatttta agcatcccgyg aggatcggtt atttattaca tgctgtcgaa cacgggagey 300
gacgcgacgyg aggcttttaa agagtttcat tatcggtcga aazaggcgcg caaggegttg 360
gocggegttgoe cgcatzagcee agtggacgcqg gocgacdoggg aaccgatcda agatgaggeg 420
atgctgaagg atttcgcocgea gtggcgcaag gaattggage gtgagggatt ttttaagcec 480
tocgecggege acgtggegta togattcogee gagetegegyg cgatgttoge gctoggoacy 540
gecgttgatge acgcgegttyg gocacgteoget tceegtgateg tgtactegty tttettegge 600
gocgcdatgeg gttgggtgca gcacgagggt gggcacaatt cgttgactgg aaacatttgg 660
tgggacaagce gaatccaage cttogcegcyg gggttcgget tggcgtcgag tggcgacatg 720
tggaacaaca tgcacaacaa gcatcacgcy acgcoccaaa aggtgogaca cgatatggat 780
ctecgacacca ctoccacggt ggcgttctte aactocecgegg ttgaagaaaa tcgococgogyg 840
ggattcagta agttgtggtt gogecttcaa gogtggacct tegtgcocccocgt Jgacgtcoggt 900
atggttttgt tcttcoctggat gttogtettg caccogegta acgcgctgcg acgcaaaagce 960
ttcgaagaaqg cggcttggat gttttcegcg cacgtcattc gcacggcecggt tatcaaagcce 1020
gtcaccggct actcctggat cgcecctegtac ggottgtteg cggegacgat gtgggcgage 1080
ggatgttact tgtteogeogeca ctttteoccacg tcetcacacge acttggatgt cgtgeocgago 1140
gataaacacc tctegtgggt gogatacygce Jtegatcaca cgatcecgacat caatccgaac 1200
aacagcgteg tcaactggtt gatgggctac ttgaactgcc aagtcatcca tcacctgttce 1260
coggatatge ctcagttecg ccaaccegaa gtectocegeo gattegtooe gtttgcgaag 1320
aagtggaact taaactacaa ggtcttgacg tattatgggg cctggaaggcoc gacgttogge 1380
aacttgaacyg acgtcgggaa gcactattac gtgcacggat ctcageogeogt caaatcaaag 1440
teggegtga 1449

<210> 10
<211> 482
<212> PRT

<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 10

Met Cys Val Glu Thr Thr Glu Gly Thr Ser Arg Thr Met Ala Asn Glu
1 5 10 15

Arg Thr Ser Ser Ser Ser Ser Leu Ser Glu Gly Gly Thr Pro Thr Val

107



Thr

Ser

Thr

65

Thr

Asn

Ser

Asp

Phe

145

Ser

Ala

Ile

Glu

Ile

225

Trp

His

Val

Val

50

Phe

Asp

Thr

Lys

Ala

130

Ala

Pro

Leu

Val

Gly

210

Gln

Asn

Asp

Gly

Thr

Glu

Fhe

Gly

Lys

115

Ala

Gln

Ala

Gly

Tyr

155

Gly

Ala

Asn

Met

20

Met Gly

Ala Trp

Arg Arg

Lys His
85

Ala Asp
100

Ala Arg

Thr Arg

Trp Arg

His Val
165

Thr Ala
180

Ser Cys

His Asn

Phe Ala

Met His

245

Asp Leu
260
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Ser

Thr

Tyr

70

Fro

Ala

Lys

Glu

Lys

150

Ala

Leu

Phe

Ser

Ala

230

Asn

ASp

Glu

Lys

55

Val

Gly

Thr

Ala

Pro

135

Glu

Tyr

Met

Phe

Leu

215

Gly

Lys

Thr

Asp

40

Glu

Thr

Gly

Glu

Leu

120

Ile

Leu

Arg

His

Gly

200

Thr

Phe

Hisg

Thr

108

25

Ala

Leu

Ile

Ser

Ala

105

ala

Glu

Glu

Fhe

ala

185

Ala

Gly

Gly

His

Pro
265

Gly

Glu

Glu

Val

20

Phe

Ala

Asp

Arg

Ala

170

Arg

Arg

Asn

Leu

Ala

250

Thr

Lys

Pro

Gly

75

Ile

Lys

Leu

Glu

Glu

155

Glu

Trp

Cys

Ile

Ala

235

Thr

Val

Lys

His

60

Val

Tyr

Glu

Fro

Ala

140

Gly

Leu

His

Gly

Trp

220

Ser

Pro

Ala

Thr

45

Ala

Glu

Tyr

Phe

His

125

Met

Phe

Ala

Val

Trp

205

Trp

Ser

Gln

Phe

30

Arg

Ila

Tyr

Met

His

110

Lys

Leu

Phe

Ala

Ala

150

Val

Asp

Gly

Lys

Phe
270

Asn

Ala

Asp

Leu

95

Tyr

Fro

Lys

LysS

Met

175

Ser

Gln

Lys

Asp

Val

255

Asn

Ala

Lys

Val

80

Ser

Arg

Val

Asp

Pro

160

FPhe

Val

His

Arg

Mat

240

Arg

Ser



Ala Val Glu Glu
275

Leu Gln &la Trp
290

Phe Trp Met Phe
305

Phe Glu Glu Ala

Val Ile Lys Ala
340

Phe Ala Ala Thr
355

Ser Thr Ser His
370

Ser Trp Val Arg
385

Asn Ser vVal val

His His Leu Phe
420

Arg Arg Phe Val
435

Leu Thr Tyr Tyr
450

Val Gly Lys His
465

Ser Ala

<210> 11

<211> 1449

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Thr

Val

2la

325

Val

Met

Thr

Tyr

Asn

405

Pro

Pro

Gly

Tyr

ES 2 644 883 T3

Arg

Fhe

Leu

310

Trp

Thr

Trp

His

Ala

350

Trp

Asp

Fhe

2la

Tyr
470

Pro

Val

295

His

Met

Gly

2la

Leu

375

Val

Leu

Met

2la

Trp

455

Val

Arg

280

Pro

Pro

Fhe

Tyr

Ser

360

Asp

Asp

Met

Pro

Lys

440

Lys

His

109

Gly

Val

Arg

Ser

Ser

345

Gly

Val

His

Gly

Gln

425

Lys

2la

Gly

Fhe

Thr

Asn

2la

330

Trp

Cys

Val

Thr

Tyr

410

Phe

Trp

Thr

Ser

Ser

Ser

Ala

315

His

Ile

Tyr

Pro

Ile

385

Leu

Arg

Asn

Fhe

Gln
475

Lys

Gly

300

Leu

Val

Ala

Leu

Ser

380

Asp

Asn

Gln

Leu

Gly

460

Arg

Leu

285

Met

Arg

Ile

Ser

Fhe

365

Asp

Ile

Cys

Pro

Asn

445

Asn

Val

Trp

Val

Arg

Arg

Tyr

350

2la

Lys

Asn

Gln

Glu

430

Tyr

Leu

Lys

Leu

Leu

Lys

Thr

335

Gly

His

His

Pro

Val

415

Val

Lys

Asn

Ser

Arg

Fhe

Ser

320

2la

Leu

Fhe

Leu

Asn

400

Ile

Ser

Val

Asp

Lys
480
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<223> Secuencia de nucleétidos optimizada por coddn para la produccién en plantas de SEQ ID NO:10

<400> 11
atgtgtgttg agactactga gggaacctct agaactatgg ctaacgagag gacctcttct 60
tcttottcac totctgaggg tggaactcoct actgttactg tgggaatggg atctgaggat 120
getggaaaga aaaccadgaaa cgcttctgtt actgcttgga ccaaagagcoct tgagecctcac 180
getatcgeta agaccttega Jagaagatac gttaccatcd agggtgttga gtacgatgtg 240
accgatttca aacaccctygg tggatctgtyg atctactaca tgctcteotaa cactggtget 300
gatgctactg aggctttcaa agagttccac taccgttcta agaaggctag aaaggctctt 360
getgotectte ctcacaagec tgttgatget gctactagag agcecctattga ggacgaggcet 420
atgcttaagg atttcgctca gtggagaaaa gagbtggaga gagagggatt cttcaagect 480
tctectygete atgttgetta cogtttoget gaactegetg ctatgttege tettggaace 540
getettatge atgcetagatg geacgttget agegttatceg tgtactoctg tttcocttegga &00
gctagatgtg gatgggttca acatgagggt ggacacaacht ctcttaccgg aaacatctgg 660
tgggataaga gaatccaage tttcgctgct ggatteoggac ttgocttctte tggtgacatg T20
tggaacaaca tgcacaacaa gcaccatgct actcctcaga aagtgagaca cgatatggat T80
cttgatacca cccctacegt tgetttettce aactetgetg tggaggaaaa cagacctagg 840
ggattctcta agctttggct cagacttcaa gottggacct togttecetgt tacctetgga 900
atggtgctct tcottctggat gttcgttctc catcctagaa acgctctecg togtaagtct 960
ttcgaagagg ctgcttggat gttctctgct cacgttatca gaaccgctgt tatcaaggcet 1020
gttaccggat actcttggat cgctagctac ggacttttcg ctgctactat gtgggettct 1080
Jggatgctacc ttttecgctca cttetctact totcacacce acctegatgt tgttcocatct 1140
gataagcacc ttagctgggt taggtacgct gttgatcaca ccatcgacat caaccctaac 1200
aactctgttg tgaactgget tatgggatac cttaactgcce aggttatcca ccatctcttic 1260
cectgatatge ctcaattcag acagectgag gtgtcaagaa gattcgtece tttcogctaag 1320
aagtggaacc tcaactacaa ggtgetcact tactacggtg cttggaagge tactttcgga 1380
aacctcaacyg atgttggaaa Jgcactactac gttcacggat ctecagagagt gaagagcaag 1440
agogottga 14449

<210> 12

<211> 1329

<212> ADN

<213> Pyramimonas CS-0140

<400> 12
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10

atgggaaagqg
aagttttacg
ggttetggty
gacaagttct
gttgagttet
cttgccaagg
gagggcttct
atgatggceg
gttctgatec
tatagtctta
ggctgtggaa
cagaagctgce
Jgttaccgata
geotteotet
caccoccagyc
tacgogagtt
tacctcgeca
actcacctge
cacaccacta
cagatcgagc
cgtgtaaagg
goecatggetg

gcgcactag

<210> 13

<211> 442
<212> PRT
<213> Pyramimonas CS-0140

<400> 13

gaggcaatgc
atgtcaccga
ctgacgccac
tgaagacgct
ccaagctcaa
tggaagcgct
ttaagcccaa
tagccteocty
gcggcattge
ctgggaagat
tgtccggcgce
agcatgacgt
gacgcaaggt
tetteccocogt
acagcttgecyg
tcgctgctet
ccttecgetgt
ccgtgagcygy
acatcaaatc
atcacctgtt
ccttgtttga

acaccttcaa

ES 2 644 883 T3

tagcgctoct
cttcaggcac
cgettectac
geocteocyc
cocogecctac
gaacaaggac
tatcccgeat
gatgatggty
acagggecgyg
ctecattgat
ctggtggege
cgacctggag
Jgaagcectgyt
Jacctcoctt
caccaagcac
tttcgcteoce
cgggtgcaac
tgcgagcegay
cagcatygctyg
cccttcaatg
gaagcacqggt

gaacttgaat

actgcgaaga
cceggtggtt
cgcgagttee
gaagccactc
gcggagagty
ttcgaggctt
gtggtcaagc
cagaccaacy
tgcggttggc
aggcgtcetge
aaccagcaca
acccttcectc
agtctecagy
ctggtcoggcee
tatttcgagc
aagtacggac
tatattttca
tacctgecatt
tgcgattggt
ccccagttee
cttgtgtatg

gacgttggca

aggaggtgtt
cgatcatcaa
acgttaggrc
cccaggaget
cctetgetec
tccgtgagea
gcatcacgga
ctecttgttgt
ttatgcacga
aggagtecaat
acaagcacca
tgatggcttt
ctetgtgget
tecggrtggac
tgotetgeat
ttgcaggagce
tcaacttcte
gggtegtygta
Jgatgtecatt
gccacaagat
atgtgcgece

ctcacgeate

gatcgagggg
gtttctcteg
agcgaaggca
gaagcaggcg
cctgacegac
Jgeteattcag
agtcgtggcg
gaccoctcgga
gdgeggecac
ttacggatte
cgcaacccca
caacaacgct
caagtaccag
caccgtecte
ggctgctogt
tgccgggctc
ggtctctcac
ttoggocate
cctecaactte
tatctcococcyg
ctattggggg

tcactccaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1329

Met Gly Lys Gly Gly Asn Ala Ser Ala Pro Thr Ala Lys Lys Glu Val

1

3

10

111

15



Leu

Gly

Ser

Lys

65

Val

Pro

Ala

Pro

Ala

145

Val

Glu

Leu

Trp

His

225

Val

Leu

Ile

Ser

Tyr

50

Thr

Glu

Leu

FPhe

His

130

Ser

Leu

Gly

Gln

Arg

210

Asp

Thr

Lys

Glu

Ile

35

Arg

Leu

Phe

Thr

Arg

115

Val

Trp

Ile

Gly

Glu

195

Asn

Val

Asp

Tyr

Gly

20

Ile

Glu

Pro

Ser

Asp

100

Glu

Val

Met

Arg

His

130

Ser

Gln

Asp

Arg

Gln

Lys

Lys

Phe

Ser

Lya

85

Leu

Gln

Lys

Met

Gly

165

Tyr

Ile

His

Leu

Arg

245

Ala

ES 2 644 883 T3

Phe

Phe

His

Arg

70

Leu

Ala

Leu

Arg

Val

150

Ile

Ser

Tvr

Asn

Glu

230

Lys

Phe

Tyr

Leu

Val

55

Glu

Asn

Lys

Ile

Ile

135

Gln

2la

Leu

Gly

Lys

215

Thr

Val

Leu

Asp

Ser

40

Arg

Ala

Pro

Val

Gln

120

Thr

Thr

Gln

Thr

Phe

200

His

Leu

Lys

Fhe

112

Val

25

Gly

Ser

Thr

Pro

Glu

105

Glu

Glu

Asn

Gly

Gly

185

Gly

His

Fro

Pro

Fhe

Thr

Ser

Ala

Pro

Ser

90

Ala

Gly

Val

Ala

Arg

170

Lys

Cvys

Ala

Leu

Gly

250

Pro

Asp

Gly

Lys

Gln

75

Ala

Leu

Fhe

Val

Leu

155

Cys

Ile

Gly

Thr

Met

233

Ser

Val

Fhe

Ala

Ala

60

Glu

Glu

Asn

Phe

Ala

140

Val

Gly

Ser

Met

Pro

220

Ala

Leu

Thr

Arg

Asp

45

Asp

Lenu

Ser

Lys

Lys

125

Met

Val

Trp

Ile

Ser

205

Gln

Phe

Gln

Ser

His

30

Ala

Lys

Lys

Ala

Asp

110

Fro

Met

Thr

Leu

Asp

190

Gly

Lys

Asn

Ala

Leu

Pro

Thr

Phe

Gln

Ser

95

Phe

Asn

Ala

Leu

Met

175

Arg

Ala

Leu

Asn

Leu

255

Leu

Gly

Ala

Leu

Ala

g0

Ala

Glu

Ile

val

Gly

160

His

Arg

Trp

Gln

Ala

240

Trp

Val



Gly

Lys

2la
305

Tyr

Ser

His

Met

His

385

Arg

Pro

Gly

<210> 14

<211>528
<212> ADN

Leu

His

290

2la

Leu

Val

Trp

Leu

370

Leu

Val

Tyr

Thr

Gly

275

Tyr

Leu

Ala

Ser

Val

355

Cys

Fhe

Lys

Trp

His
435

260

Trp

Fhe

Fhe

Thr

His

340

Val

Asp

Pro

Ala

Gly

420

Ala

<213> Micromonas CS-0170

<400> 14

Thr

Glu

2la

Phe

325

Thr

Tyr

Trp

Ser

Leu

405

2la

Ser

ES 2 644 883 T3

Thr

Leu

Pro

310

Ala

His

Ser

Trp

Met

350

Phe

Met

His

Val

Leu

295

Lys

Val

Leu

Ala

Met

375

Pro

Glu

2la

Ser

Leu

280

Cys

Tyr

Gly

Pro

Ile

360

Ser

Gln

Lys

Asp

Lys
440

113

265

His

Met

Gly

Cys

Val

345

His

Fhe

Fhe

His

Thr

425

Ala

Pro

2la

Leu

Asn

330

Ser

Thr

Leu

Arg

Gly

410

Fhe

His

Arg

2la

2la

315

Tyr

Gly

Thr

Asn

His

385

Leu

Lys

His

Arg

300

Gly

Ile

2la

Asn

Fhe

380

Lys

Val

Asn

Ser

285

Tyr

2la

Phe

Ser

Ile

365

Gln

Ile

Tyr

Leu

270

Leu

2la

2la

Ile

Glu

350

Lys

Ile

Ile

Asp

Asn
430

Arg

Ser

Gly

Asn

335

Tyr

Ser

Glu

Ser

Val

415

Asp

Thr

Fhe

Leu

320

Phe

Leu

Ser

His

Pro

400

Arg

Val
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tgtggtgecat cggccatgat tgggggcacyg gatccttctc caaaaacgcc ctcocgtcaacy 60
gegtegtegy acacctcacyg cactcgecge tgctegtgee cttttacceg rtgggegtact 120
cgcacaagca gcaccacagg tttcacaace acgaggtacqg ggacatgtcg cacccgtgga 180
tgtccaagga ggagtacgcyg gacgtgaace ccgtogtgag ggcgctggeg ctggacggtt 240
gytggggaac cttectegge tttecogggt acctectect ggaaccgcay rtgdgecyggga 300
cggacgqgaotg ccacttcaac ccgaactcoca ggctottocga cagggogoce aaggatgage 360
gggtgaagtyg cgcoggtttce accgtggogt gegeggegtt tetoggegeg toocttogteg 420
cgtgegactc gaacceogtt cactggttcg ctcagtactt ggcgeogtac ttgtgcttet 480
cgtggtggct cttcaccgtyg acatacttac agcacaacga cgaggaca 528

<210> 15

<211> 175

<212> PRT

<213> Micromonas CS-0170

<400> 15

114



Trp

Leu

Pro

Asn

Tyr

65

Trp

Trp

Asp

Ala

Pro

145

Trp

<210> 16
<211> 1461
<212> ADN

Cys

Val

Fhe

His

50

Ala

Gly

Ala

Arg

Cys

130

Val

Trp

Ile

Aszsn

Tyr

35

Glu

Asp

Thr

Gly

Ala

115

Ala

His

Leu

Gly

Gly

20

Pro

Val

Val

Phe

Thr

100

Pro

Ala

Trp

Phe

<213> Micromonas RCC299

<400> 16

His

Val

Trp

Arg

Aszsn

Leu

g5

Asp

Lys

Phe

Fhe

Thr
165

ES 2 644 883 T3

Asp

Val

Ala

Asp

Pro

70

Gly

Gly

Asp

Leu

Ala

150

Val

Trp

Gly

Tyr

Met

55

Val

Phe

Cys

Glu

Gly

135

Gln

Thr

Gly

His

Ser

40

Ser

Val

Pro

His

Arg

120

Ala

Tyr

Tyr

115

His

Leu

25

His

His

Arg

Gly

Fhe

105

Val

Ser

Leu

Leu

Gly

10

Thr

Lys

Pro

Ala

Tyr

90

Aszsn

Lys

Phe

Ala

Gln
170

Ser

His

Gln

Trp

Leu

75

Leu

Pro

Cys

Val

Pro

155

His

Phe

Ser

His

Met

60

Ala

Leu

Aszsn

Ala

Ala

140

Tyr

Asn

Ser

Pro

His

45

Ser

Leu

Leu

Ser

Val

125

Cys

Leu

Asp

Lys

Leu

30

Arg

Lys

Asp

Glu

Arg

110

Ser

Asp

Cys

Glu

Asn

15

Leu

Fhe

Glu

Gly

Pro

95

Leu

Thr

Ser

Fhe

Asp
175

Ala

Val

His

Glu

Trp

Gln

Fhe

Val

Asn

Ser
160



atgaccgceg
Jaccgtcgga
dgcgacgtac
tgtctgcggg
gacgccgegg
ctcoceceogeg
geegocggte
gagcaocgacc
tgcttcggcg
cccctcacgg
tccttcteca
ctegtgecct
caggtaaagyg
atcgtccggg
ctcctocotag
ctettegaca
gcggegtttc
cagtacttgg
caccacgact
ttggagacga
gactgccacg
accgecdggy
gatttcgtga
gcgggggtga

tggcgcgagy

<210> 17

<211> 486
<212> PRT
<213> Micromonas RCC299

<400> 17

teggecggcgy
agegetegte
ctecocgcoyge
ccacgtcgec
cgccocgeacg
ccatttcege
cegtgecgte
tgggggagte
tcatcteococ
gcaccgtcat
aatcctcogt
tetacecgty
acatgtcgca
ctctggegct
aaccgcggtyg
gggegoccaa
teggcgegta
cgcegtactt
acgacacaac
tcgaccgcga
tegegeacca
tgcgateggt
cgaaggtgtt
ggccgagggce

ttegecaagta

ES 2 644 883 T3

gocgtcgacac
Jgattccaca
gctegtteac
ccggatggaa
caccggegea
gcogacgacyg
cctcagagag
gctcaagtac
gcacgtggtg
gtggatgaac
cgtcaacggc
Jgcgtacteyg
ccogtggatyg
tgacgggtgg
ggecgggacy
Jgacgagcgy
cttecgtogeg
gtygcttcteg
gacgtacgaa
gtttgggcac
catgttcteg
getggageac
cgagttgcac
gacgogogac

g

teceogegacy
gagtcggatt
goegatgeocy
tcgacacgecc
tccaagacgyg
aaccteggaa
ctgegogeat
gococgegtacy
gaccaccocgt
ttegtegteg
gtcgteggce
cacaagcagc
actgcagagg
taggggaacct
Jacgggtgcc
gtgaagtgcey
tgcgactega
tggtggctcet
Jagggccagt
Jggcgtggacg
gacatgcoce
cgtgggttgt
ggggacgtcg

Jagtgcgcgg

116

cgoegtcacyga
cecgtegtete
cgatgatgac
gecggctecct
gtcggtecgt
ccgcggacygc
ccatcccgaa
atctcgeocge
ggctgttacc
gccacgactg
acctcacgca
accacaggtt
agtacgocga
tcotocggett
acttcaacce
cggtttecac
acccyggogca
tcaccgtgac
gggagtacgt
agctgacgca
actaccgecct
acaagcgacy
ggcactgegt

cggcgttcaa

gcggacteoga
coggacacca
ctecatccacce
ccogogtogte
cccgegtcaa
gccaactoce
ggagtgette
gctogecgeyg
gctgtacgecg
cgggcacgygce
ctcgecegetyg
tcacaaccac
ggtgaaccce
tccogggtac
acaatccagg
cytggegtge
ctggttcget
ctacctceag
gctggoggagt
tcacatcacc
gecogeggced
ggacacgcgd
dgagagcegad

cggcgaggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



Met

Glu

Asp

Val

Thr

65

Asp

Val

Gly

Arg

Gly

145

Cys

Pro

Val

Aszsn

Tyr

Thr

Arg

Ser

His

50

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu

130

Glu

Fhe

Leu

Gly

Gly

210

Pro

Ala

Thr

Val

35

Ala

Pro

Ala

Arg

Ala

115

Leu

Ser

Gly

Tyr

His

195

Val

Trp

Val

Arg

20

Val

Met

Arg

Ala

Gln

100

Asp

Arg

Leu

Val

Ala

180

Asp

Val

Ala

Gly

Asp

Ser

Pro

Met

Pro

85

Leu

Ala

Ala

Lys

Ile

165

Pro

Cys

Gly

Tyr

ES 2 644 883 T3

Gly

Arg

Arg

Ala

Glu

70

Ala

Pro

Pro

Ser

Tyr

150

Ser

Leu

Gly

His

Ser

Gly

Arg

Thr

Met

55

Ser

Arg

Arg

Thr

Ile

135

Ala

Pro

Thr

His

Leu

215

His

Arg

Lys

Pro

40

Met

Thr

Thr

Ala

Pro

120

Pro

Ala

His

Gly

Gly

200

Thr

Lys

117

Arg

Arg

25

Gly

Thr

Arg

Gly

Ile

105

Ala

Lys

Tyr

Val

Thr

185

Ser

His

Gln

His

10

Ser

Asp

Ser

Arg

Ala

90

Ser

Ala

Glu

Asp

Val

170

Val

Fhe

Ser

His

Ser

Ser

Val

Ser

Gly

75

Ser

Ala

Gly

Cys

Leu

155

Asp

Met

Ser

Pro

His

Arg

Asp

Pro

Thr

60

Ser

Lys

Pro

Pro

Fhe

140

Ala

His

Trp

Lys

Leu

220

Arg

Ala

Ser

Pro

45

Cys

Leu

Thr

Thr

Val

125

Glu

Ala

Pro

Met

Ser

205

Leu

Phe

Ala

Thr

30

Ala

Leu

Arg

Gly

Thr

110

Pro

Pro

Leu

Trp

Asn

1320

Ser

Val

His

Arg

15

Glu

Ala

Arg

Val

Arg

Asn

Ser

Asp

Ala

Leu

175

Phe

Val

Pro

Asn

Pro

Ser

Leu

Ala

Val

g0

Ser

Leu

Leu

Leu

Ala

160

Leu

Val

Val

Fhe

His



225

Gln

Glu

Thr

Gly

Ala

305

Ala

His

Leu

Tyr

Asp

3385

Esp

Leu

Leu

Leu

Fro
465

Val

Val

Phe

Thr

280

Pro

Ala

Trp

Fhe

Glu

370

Arg

Cys

Fro

Tyr

His

450

Arg

Lys

Asn

Leu

275

Asp

Lys

Fhe

Phe

Thr

355

Glu

Glu

His

Ala

Lys

435

Gly

Ala

Asp

Pro

260

Gly

Gly

Asp

Leu

Ala

340

Val

Gly

Fhe

Val

Ala

420

Arg

Asp

Thr

Met

245

Ile

Phe

Cys

Glu

Gly

325

Gln

Thr

Gln

Gly

Ala

405

Thr

Arg

Val

Arg

ES 2 644 883 T3

230

Ser

Val

Pro

His

Aryg

310

Bla

Tyr

Tyr

Trp

His

390

His

Bla

Asp

Gly

AsSp
470

His

Arg

Gly

Fhe

295

Val

Ser

Leu

Leu

Glu

375

Gly

His

Gly

Thr

His

455

Glu

FPro

Ala

Tyr

280

Asn

Lys

FPhe

Ala

Gln

360

Tyr

Val

Met

Val

Arg

440

Cys

Cys

118

Trp

Leu

265

Leu

Pro

Cys

Val

Fro

345

His

Val

Asp

Phe

Arg

425

Asp

Val

Ala

Met

250

Ala

Leu

Gln

Ala

Ala

330

Tvr

His

Leu

Glu

Ser

410

Ser

Phe

Glu

Ala

235

Thr

Leu

Leu

Ser

Val

315

Cys

Leu

Asp

Gly

Leu

395

Asp

Val

Val

Ser

Ala
475

Ala

Asp

Glu

Arg

300

Ser

Asp

Cys

Tyr

Gly

380

Thr

Met

Leu

Thr

Glu

160

FPhe

Glu

Gly

Pro

285

Leu

Thr

Ser

Fhe

Asp

365

Leu

His

FPro

Glu

Lys

445

2la

Asn

Glu

Trp

270

Arg

Fhe

Val

Asn

Ser

350

Thr

Glu

His

His

Pro

430

Val

Gly

Gly

Tyr

255

Trp

Trp

Asp

Ala

Pro

335

Trp

Thr

Thr

Ile

Tyr

415

Aryg

Phe

Val

Glu

240

Ala

Gly

Ala

Arg

Cvs

320

Ala

Trp

Thr

Ile

Thr

400

Aryg

Gly

Glu

Arg

Glu
430
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Trp Arg Glu Val Arg Lys

15

119

485

<210> 18

<211> 1461

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos optimizada por coddn para la produccién en plantas de SEQ ID NO:17

<400> 18
atgactgctyg ttggaggtgy aagaaggeat tctagagcetyg ctagacctga gagaaccagy 60
gatcgtagaa agagatcttc tgactctacce gaghtctgatt ctgtggtttc taggacccct 120
ggtgatgttc ctectgectge tecttgttecat getatgcctg ctatgatgac ctcecttectacc 180
tgecttagag ctacttcetec taggatggaa tctaccagaa ggggatctcet cagagttgtt 240
gacgctgcetg ctcecagetag aactggtgct tetaagaced gaadgatctgt tcectagacag 300
ctcococtagag ctatetcetge toctactact aaccttggaa cocgetgatge tcectactect 360
gotgctggace ctgttectte teottagagag cttagggcta gcatccctaa agagtgcocttce 420
gagcctgatce ttggagagtc tctcaagtac gctgcttacg atcttgctge tcectegeoctgct 430
tgtttecggay ttatcteteoe tecacgttgtt gatcatcctt ggettetece actttacget 540
cotettaccyg gaactgtgat gtggatgaac ttoegttgttg gacatgatty cggacacgga 600
tetttcteta agtectagegt ggttaacggt gttgttggac accttaccca ctotectett 660
ctcgttectt tctaccecttg ggecttactct cataagcage accacagatt ccataaccac 20
caggtgaagg atatgtctca cccttggatg actgctgagg aatacgctga ggttaaccct Ta30
attgtgagygy ctettgetet tgatggatgy tggggaactt tocttggatt ccotggatac 840
cttctteottyg agectagatg ggctggaact gatggatgtc acttcaacce tcagtctaga 900
cttttcgaca gggctcctaa ggatgaacgt gttaagtgeg ctgtttctac tgttgettge 960
gctgettteco ttggagecttc tttcogtggct tgcgattcta accectgctca ttggtteget 1020
cagtaccttg ctecttacct ttgcttctct tggtggctct tcactgttac ttacctccag 1080
caccacgatt acgataccac tacctacgag gaagdacadt gggaatacgt tcttggagga 1140
ctocgagacta tegatagaga atttggacac ggtgttgatg agettactca ccacateact 1200
gattgtcacg tggctcacca catgttcotct gacatgcoctc attacagact tccagcetget 1260
actgctgagtg ttagatctgt totcgageoct agaggactct acaagagaag agacaccadg 1320
gatttcgtta ccaaggtgtt cgagcttcat ggtgatgttg gacactgcgt tgagtctgaa 1330
gctggtgtta ggcctagage tactagagat gagtgcgctg ctgcttttaa tggtgaagag 1440
tggagggaag ttaggaagtg a 1461
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10

<210> 19

<211> 1389

<212> ADN

<213> Micromonas CCMP1545

<400> 19
atgacggcgg cgacgacgct ctcgecgogcg tectocgteg tecggegtcocgg cgcaggogoc 60
acgtcgaggce gtcocggtcoga tcgcgcoccgte teocgecgteg cgacgtocte cteogtattcg 120
cgccgcgege gocgegtoge gaccgtocge goggcegteca gocgecacgtce gtcococtcoccgeg 180
acgacgacga cgacgacgac gacgecgctcoce gotcetggeca tggagaccee gtccacgacy 240
acgacggacg cggacgacga cgacgacaag accggogtcyg tccoccgtogot cogagagote 300
cgagccgega tocccecgcgga gtgcttcegtce ceogtgcctga gggagtcgat gaagtacgeco 3é0
gecgatcgace teggtcectect cgcegeoctge tteggtetgt ggtctcoccgoct cgtggtggat 420
aaccegtgga tgcteccget gtacgccece gtcaccggga cgatcatgtg gatgtgcettce 480
gtogteggge acgactgogg gcacggecagt ttcaggtgeyg tcagttcoctac aaacgtogag 540
aacaagtgda tcaacdgegt cgtcggtcac gogacgcact cgoccgctgct cgtgccgtte 600
taccegtggg cgtactcgca caagcagcac caccggttte ataaccacga ggagaaggac 660
atgtcgcace cgtggatgag cgcggagecgg tacaaggaca cgaacgcgat cgttcggtgce 720
gcggegggeg getoggttte tggtttttgg ttectegege tegatcaccce atggggegog 780
tttctegget toccegggta tetoctecte gagcecaaadgt Jggagcagcac ggacggetey 840
cacttcaace cggeocgdteg tctgttcgac cgcgcoccca aggacgaacy tctcaagtgce 900
geggtctcga cggtecgcgtg cgcggegtte ctoecteogeoga cgttcogecace gtgcgacgge 960
cococgogoagt gggogacgca gtacctegeg cogtatetgt gettecteogtg gtggoctottc 1020
acggtgacct acctccagca ccacgaccac gacacgaaga cgtacaagga aggcgagltgg 1080
gagtacgtcet tggggggatt agagacgatc gatcgogaght togggtacygyg cgtggacgag 1140
gegacgeate acatcacgga ctgccacgte gagcaccaca tgttttegga catgccgeac 1200
tacaacttgg agaaggccac <¢gcgggggtg cggggcgtge tcocgagcccag gggactgtat 1260
aagaadgadgd acacgaggga tttcgcgacg aagatttttg ggttgcacaa agacgtcggg 1320
cactgcgtcg agcoggaccyg goocgoggdcg acdaaggagg agctegtgaa ggcgttgggg 1380
cgggagtga 1389

<210> 20

<211> 462

<212> PRT

<213> Micromonas CCMP1545

<400> 20

120



Met

Gly

Val

Val

Thr

65

Thr

Leu

Leu

Bla

Leu

145

Val

Thr

His

Gln

Thr

Ala

Ala

Arg

20

Thr

Thr

Arg

AYqg

Cys

130

Fro

Val

Asn

Ser

His
210

Ala

Gly

Thr

35

Ala

Thr

Asp

Glu

Glu

115

Phe

Leu

Gly

Val

Fro

135

His

Bla

Bla

20

3er

Bla

Thr

Bla

Leu

100

3er

Gly

Tyr

His

Glu

180

Leu

Arg

Thr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

Arg

Met

Len

Ala

Asp

165

Asn

Leu

Phe

ES 2 644 883 T3

Thr

Ser

Ser

Ser

Ser

70

Asp

Ala

Lys

Trp

Fro

150

Cys

Lys

Val

His

Leu

Arg

Tyr

Arg

23

Ala

Asp

Ala

Tyr

Ser

135

Val

Gly

Trp

Pro

Asn
215

Ser

Arg

Ser

40

Thr

Leu

Asp

Ile

&la

120

Pro

Thr

His

Ile

Phe

200

His

121

Arg

Pro

25

Arg

Ser

Ala

Asp

Pro

1058

Ala

Leu

Gly

Gly

Asn

185

Tyr

Glu

Ala

10

Val

Arg

Ser

Met

Lys

20

Ala

Ile

Val

Thr

Ser

170

Gly

Pro

Glu

Ser

Asp

2Ala

Ser

Glu

75

Thr

Glu

Asp

Val

Ile

155

Phe

Val

Trp

Lys

Ser

Arg

Arg

Ala

60

Thr

Gly

Cys

Leu

Asp

140

Met

Arg

Val

Ala

Asp
220

Val

Ala

Arg

Thr

Pro

Val

Phe

Gly

125

Asn

Trp

Cys

Gly

Tyr

205

Met

Val

Val

30

Val

Thr

Ser

Val

Val

110

Leu

Pro

Met

Val

His

190

Jer

Ser

Gly

15

Ser

Ala

Thr

Thr

Pro

95

Pro

Leu

Trp

Cys

Ser

175

Ala

His

His

Val

Ala

Thr

Thr

Thr

80

Ser

Cys

&la

Met

Phe

160

Ser

Thr

Lys

Pro



Trp Met Ser
225

Ala Ala Gly

Pro Trp Gly

Lys Trp Ser
275

Phe Asp Arg
290

Val Ala Cys
305

Pro Ala Gln

Trp Trp Leu

Lys Thr Tyr
355

Thr Ile Asp
370

Ile Thr Asp
385

Tvr Asn Leu

Arg Gly Leu

Fhe Gly Leu
435

Arg Ala Thr
450
<210>21
<211> 792
<212> ADN

<213> Isochrysis galbana

Ala

Gly

Ala

260

Ser

Ala

Ala

Trp

Phe

340

Lys

Arg

Cys

Glu

Tyr

420

His

Lys

Glu

Ser

245

Phe

Thr

Pro

Ala

Ala

325

Thr

Glu

Glu

His

Lys

405

Lys

Lys

Glu

ES 2 644 883 T3

Arg

230

Val

Leu

Asp

Lys

Phe

310

Thr

Val

Gly

Phe

Val

350

Ala

Lys

Asp

Glu

Tvr

Ser

Gly

Gly

Asp

295

Leu

Gln

Thr

Glu

Gly

375

Ala

Thr

Arg

Val

Leu
455

Lys

Gly

Phe

Ser

280

Glu

Leu

Tvr

Tyr

Trp

360

Tyr

His

Ala

Asp

Gly

440

Val

122

Asp

Phe

Pro

265

His

Arg

Ala

Leu

Leu

345

Glu

Gly

His

Gly

Thr

425

His

Lys

Thr

Trp

250

Gly

Phe

Leu

Thr

Ala

330

Gln

Tvr

Val

Met

Val

410

Arg

Cys

Ala

Asn

235

Phe

Tyr

Asn

Lys

Phe

315

Pro

His

Val

Asp

Phe

385

Arg

Asp

Val

Leu

Ala

Leu

Leu

Pro

Cya

300

Ala

Tvr

His

Leu

Glu

380

Ser

Gly

Phe

Glu

Gly
460

Ile

Ala

Leu

Ala

285

Ala

Ala

Leu

Asp

Gly

365

Ala

Asp

Val

Ala

Fro

445

Arg

Val

Leu

Leu

270

Gly

Val

Cys

Cys

His

350

Gly

Thr

Met

Leu

Thr

430

Asp

Glu

Arg

Asp

255

Glu

Arg

Ser

Asp

Phe

335

Asp

Leu

His

Pro

Glu

415

Lys

Arg

Cys

240

His

Pro

Len

Thr

Gly

320

Ser

Thr

Glu

His

His

400

Fro

Tle

Fro
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<400> 21

atggccocteg
ctcattggca
gatgagaaga
ttotetygcge
Jegtggetyge
gtttgggact
gagtacctcg
ttccaccact
Jtatggatct
ctecaccgccy
cagttcgtgg
gacaaaggga
ctcttctgcee

aagcagctcet

<210> 22
<211> 263
<212> PRT

caaacgacgc
ccttctegta
agggcgcata
tgagcttota
goaggcaaac
cgaagctctt
acacggectg
ttggcgcgec
tcatgttttt
cogggtataa
gocggettcct
agttgttcag
actttttcta

ag

<213> Isochrysis galbana

<400> 22

Met

1

Asp

Leu

Thr

Ser
65

Ala

Pro

Leu

Ser

50

Phe

Leu

Glu

20

Arg

Met

Tyr

Ala Asn

Ile Leu

Asn Ser

Ile Trp

Val Thr

ES 2 644 883 T3

gggagagcge
cttgctactc
caggacgtce
cgtgacggcy
cggcgacaca
cacatggacc
gctggtgctce
gtgggatgtyg
caactcgthc
gttcaaggeo
gttggtctag
ctgggctttc

ccaggacaac

Asp Ala

Ile Gly
Leu

Gly

Aszsn
55

Tyr

Ala
70

Thr

atctgggcgyg
aaaccgctgc
atgatctggt
accgcoctcy
cogeagcagae
gccaaggcat
aagggcaaga
tacctcggca
attcacacca
aagcocgctca
gactacatca
aactatgecat

ttggcaacga

ctgtgaccga
tcocgeaattc
acaacgttct
gctgggacta
tctteccagtyg
tctattacte
gggtctcctt
ttcggctgca
tcatgtacac
tcaccgcgat
acgtcccctg
acgtcggctce

agaaatcggce

cccggaaatc
cgggctggtyg
gctggcgctc
tggtacggge
cecegtececy
caagtacgtg
tctccaggece
caacgagggc
ctactacggce
goagatctge
cttcaacteg
ggtcttcttg

caaggcgggc

Gly

Thr

Val

40

Val

Ala

123

Glu

Phe

25

Asp

Leu

Leu

Arg

10

Ser

Glu

Leu

Gly

Ile

Tyr

Lys

Ala

Trp
75

Trp

Leu

Lys

Leu

60

Asp

Ala Ala

Leu
30

Leu
Gly Ala
Fhe

Ser

Tyr Gly

Val

15

Lys

Tvr

Ala

Thr

60
120
180
240
300
3€0
420
480
540
600
660
720
780

79z

Thr

Pro

Arg

Leu

Gly
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Ala

Cys

2la

Val

Gly

145

Val

Thr

Leu

Val

Leu

225

Leu

Ala

<210> 23

<211> 1284
<212> ADN

Trp

Pro

Fhe

Leu

130

2la

Trp

Tyr

Ile

Trp

210

Fhe

Phe

Lys

Leu

Ser

Tyr

115

Lys

Pro

Ile

Tyr

Thr

195

Asp

Ser

Cys

Ala

<213> Pavlova salina

<400> 23

Arg

Pro

100

Tyr

Gly

Trp

Phe

Gly

180

2la

Tyr

Trp

His

Gly
260

Arg

85

Val

Ser

Lys

Asp

Met

165

Leu

Met

Ile

2la

Phe

245

Lys

ES 2 644 883 T3

Gln

Trp

Lys

Arg

Val

150

Phe

Thr

Gln

Asn

Fhe

230

Phe

Gln

Thr

Asp

Tyr

Val

135

Tyr

Phe

Ala

Ile

Val

215

Asn

Tyr

Leu

Gly

Ser

Val

120

Ser

Leu

Asn

Ala

Cys

200

Pro

Tyr

Gln

Asp

Lys

105

Glu

Phe

Gly

Ser

Gly

185

Gln

Cys

2la

Asp

Thr

20

Leu

Tyr

Leu

Ile

Phe

170

Tyr

Fhe

Phe

Tyr

Asn
250

Pro

Phe

Leu

Gln

Arg

155

Ile

Lys

Val

Asn

Val

235

Leu

Gln

Thr

Asp

Ala

140

Leu

His

Phe

Gly

Ser

220

Gly

Ala

Pro

Trp

Thr

125

Phe

His

Thr

Lys

Gly

205

Asp

Ser

Thr

Leu

Thr

110

2la

His

Asn

Ile

Ala

190

Fhe

Lys

Val

Lys

Phe

95

Ala

Trp

His

Glu

Met

175

Lys

Leu

Gly

Fhe

Lys
255

atgggacgeyg gcggagacag cagtgggcag gogcatcogyg cggcggagot ggcoggtcocg

agcgaccgcd cggadgtgag caacgctgac agcaaagoge tgcacatcgt gotgtatgge

aagcgegtgg atgtgaccaa gttccaacge acgcacecgg gtggtagcaa ggtottcocgg

124

Gln

Lys

Leu

Phe

Gly

160

Tyr

Pro

Leu

Lys

Leu

240

Ser

60

120

180
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atcttccagy
aagatgatgg
tccecagtcac
tactacgatc
tttgegggca
gtgagctttyg
ttcaaggggt
ttcgtgcagyg
accaatgagyg
aacaagecga
gtgeceggtga
atgcgeoctge
gegtgggtet
ggcactggga
gtgcgtcaca
tggctegtga
atgatgccaa
cacggacttg

cttgcatteyg

accgcgatge
agggecatgct
cgatggggaa
catgcccgcet
tgtacatgct
gctggtacct
ccgtocgcacg
ggtatgcggt
acggctegyga
gcatcgcecaa
tggcaatect
cgaagatgct
ttgcgggcaa
tcaccgtttt
tgacgctogt
acgtgctcac
ccggecaacct
agtaccgcga

agcacctgcet

ES 2 644 883 T3

Jacgdagcag
caagaagtct
ggacttcaag
cgatgagetyg
caaggcgggc
cgatggcoctgyg
caccgtoggg
cgagtggtgg
ccocgacate
goegeotgaac
cgacctgtac
gccgcaggcec
ctaccacctyg
cgogacgcac
cgagcagacy
cggcttecate
catgactatc
gggcaacchtc

ttga

<210> 24

<211> 427

<212> PRT

<213> Pavlova salina

<400> 24

ttcgagtect
Jgaggatgctc
gcgatgatcg
ttcaagctca
gteggetece
ctcgcgcacy
tggaacaacyg
cgcgcgeggce
aaaacggegc
goccttecage
tggeggctey
ctcgcactcg
cteococcgeteg
tacggtgagy
gcactcacct
tcactgcaga
cagcccgagyg

attgagtgcg

accactcogaa
ccgecgacac
agcggcacgt
gecteogtget
cgctetgegy
actatctgca
cggegggcta
ataacacgca
cgctgcteat
gctaccagea
agtcgatcge
tcgecgecacta
tgacggttct
acattectega
cgcocgecaacat
cggagcacea
tgcgcgectt

tgcggcagaa

gogogogate
gcecttgecc
tgcagcgggt
ccteccgace
cgcecteaty
ccacteccgte
cttocctogge
ccacgtgtge
atacgtgcge
gtactactat
ctacgtegey
cgccategtc
gcgegggttt
cgcggaccay
ctogggcgyge
cectgttecey
cttcaagaag

catccgtgcg

Met
1

Gly

Leu Ala

Ala Leu

Gln Arg

Arg
5

Val
20

His
35

Thr

Gly Gly Asp

Pro 5er Asp

Ile Val Leu

His Pro Gly

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ser Gly Gln Ala His Pro
10

Ala Glu Val Ser Asn Ala
25

Gly Lys Arg Val Asp Val
40 45

Ser Lys Val Phe Arg Ile

Ala

Asp

30

Thr

Phe

Ala
15

Ser

Lys

Gln

50 55

125

60

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
9¢0
1020
1080
1140
1200
12¢0

1284

Glu

Lys

Fhe

Asp



Arg

65

Lys

Thr

Ile

Glu

Tyr

145

Val

His

Aszsn

Trp

Gly

225

Aszsn

Gln

Leu

Gln

Asp

Met

Pro

Glu

Leu

130

Met

Ser

His

Ala

Trp

210

Ser

Lys

Tyr

Glu

Ala
290

Ala

Met

Leu

Arg

115

Phe

Leu

Fhe

Ser

Ala

195

Arg

Asp

Pro

Tyr

Ser

275

Leu

Thr

Glu

Pro

100

His

Lys

Lys

Gly

Val

150

Gly

Ala

Pro

Ser

Tyr

260

Ile

Ala

Glu

Gly

g5

Ser

Val

Leu

Ala

Trp

165

Phe

Tyr

Arg

Asp

Ile

245

Val

Ala

Leu

ES 2 644 883 T3

Gln

70

Met

Gln

Ala

Ser

Gly

150

Tyr

Lys

Fhe

His

Ile

230

Ala

Pro

Tyr

Val

Fhe

Leu

Ser

Ala

Leu

135

Val

Leu

Gly

Leu

Asn

215

Lys

Lys

Val

Val

Ala
295

Glu

Lys

Pro

Gly

120

Val

Gly

Asp

Ser

Gly

200

Thr

Thr

Arg

Met

Ala

280

His

126

Ser

Lys

Met

105

Tyr

Leu

Ser

Gly

Val

185

Fhe

His

Ala

Leu

Ala

265

Met

Tyr

Tyr

Ser

90

Gly

Tyr

Leu

Pro

Trp

170

Ala

Val

His

Pro

Aszsn

250

Ile

Arg

Ala

His

75

Glu

Lys

Asp

Pro

Leu

155

Leu

Arg

Gln

Val

Leu

235

Ala

Leu

Leu

Ile

Ser

Asp

Asp

Pro

Thr

140

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

220

Leu

Fhe

Asp

Pro

Val
300

Lys

Ala

Phe

Cys

125

Phe

Gly

His

Val

Tyr

205

Thr

Ile

Gln

Leu

Lys

285

Ala

Arg

Pro

Lys

110

Pro

Ala

Ala

Asp

Gly

120

Ala

Asn

Tyr

Arg

Tyr

270

Met

Trp

Ala

Ala

95

Ala

Leu

Gly

Leu

Tyr

175

Trp

Val

Glu

Val

Tyr

255

Trp

Leu

Val

Ile

80

Asp

Met

Asp

Met

Met

160

Leu

Asn

Glu

Asp

Arg

240

Gln

Arg

Pro

Phe
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Ala
305

Gly

Gly Thr

Asp Ala

Thr Ser

Phe Ile

370

Gly
385

Asn
His

Gly

Asn Ile

Asn Tyr

Gly Ile

His

Thr

ES 2 644 883 T3

Leu Leu

310

Val Phe

325

Gln
340

Asp

Arg Asn

355

Ser Leu

Leu Met

Leu Glu

Val

Ile

Gln

Thr

Tyr

Arg His

Ser Gly

Thr Glu

375

Ile
390

Gln

Arg Glu

405

Ala
420

Arg

Leu

Ala Phe

Val Thr

315

Pro Leu Val

Thr His

330

Ala Tyr Gly

Thr
345

Met Leu Val Glu

Gly Leu Val Asn

360

Trp

Phe Pro

380

His His Leu

Pro Glu Val Arg Ala

395

Leu Ile Glu

410

Gly Asn

Glu His Leu Leu

425

Leu Arg Gly

Glu Ile

335

Asp

Gln Thr

350

Ala

Val Thr

365

Leu

Met Met Pro

Phe Phe Lys

Cys Val Arg

415

<210> 25

<211> 1278

<212> ADN

<213> Pavlova salina

<400> 25

atgcegocgce
gataccocgc
accaactttg
gegacggacy
tcgoctgeoctt
gacttccagy
cacgtggcat
tggcacgggt
tggctcatgce
atccaagteg

cacaacaagc

gegatageta
aggagcatga
tgaagcgcca
cgtacaagca
cgcgcocgygt
agttcaccaa
accgeetgge
acaccttcgce
acgagggcdg
cgtgctacgyg

accacgcgac

ctegtacgece
taagaaggag
ccecgggtgge
gttccatgtg
gecacaagggc
gcagctgygay
ggaggtgate
gggcattgcc
ccactactcg
ccttggetge

gecgeagaay

gococgeogt
ctocgteatcg
aagatcatcg
cggtctgcca
tactcgcece
Jeggadgdca
gogatgecacy
atgctocggeg
ctcacgggca

ggcatgtegy

ttgcagcacy

127

cggccecaget
Jgtgaccgecgo
cataccaqggt
aggcggacaa
Jgoecgogoetga
tgtttgagec
tggcegygcye
ttgtgcaggg
acattgcttt
gegegtggtg

acgtcgacct

gcacgaggtc
gtacgacgtyg
tggcacagat
gatgctcaag
ccteattgeo
gtcgctgecy
cgegctcate
cogctgoggc
tgaccgtgec
gogoaaccag

cgacacccte

Phe

320

Leu

Leu

Gly

Thr

Lys

400

Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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ccgetegteyg
tggcttagta
tggcagctgt
atgctcggca
gtgctcgegt
gcogtgtege
tacgccgega
tacctcaact
aagattgcgc
ggctacttcyg

Jagaagaaga

ccttecacga
tgcaggcgaa
acctgcaccc
ttegectacgyg
gctacctgcet
acacacacct
accacacgac
accagatcga
cgcggdgtgaa
aggccatgge

tycagtga

ES 2 644 883 T3

Jeggatageco
getettogeg
gcgecatatg
ccttgtocgge
Jgtacgtgcag
geocggttgte
caactgcteg
gcaccacctc
gecagctctte

Jgacacgttt

<210> 26

<211> 425

<212> PRT

<213> Pavlova salina

<400> 26

geccaaggtyga
ccagbgacca
ctgogcacca
tacctocgegyg
ctcggogaca
gagoctaacy
ccctegtggt
tacccgtcca
Jagaagcacyg

gccaaccttyg

agagcecccge
cgctgctggt
agcactacga
cgaactacgg
tgtacatctt
agcacgcaac
ggtgcgactg
tgccgcagtt
gectgcacta

acaacgtcgce

gatgaaggcy
cgcgctggge
cgagctegeg
cgeggggtac
ctgcaacttt
gtgggtggag
gtggatgteg
ccgccacceyg
cgacgtgcgt

dcacgcygcecy

Met
1

Pro

Leu His

Ile Gly

Gly Gly

50

Tyr
65

Lys
Ser Leu
Leu

Asp

Gly Met

Pro

Glu

Asp

35

Lys

Gln

Pro

Ile

Phe
115

Arg

Val

20

Arg

Ile

Fhe

Ser

2la

100

Glu

Asp

Asp

Ala

Ile

His

Arg

Asp

Pro

Ser

Thr

Tyr

2la

Val

70

Pro

Fhe

Ser

Tyr

Pro

Asp

Tyr

55

Arg

Val

Gln

Leu

Ser

Gln

Val

40

Gln

Ser

His

Glu

Pro
120

128

Tyr

Glu

25

Thr

Val

2la

Lys

Fhe

105

His

Ala
10

Ala
His Asp
Asn Phe
Thr

Gly

2la
75

Lys
Gly Tyr
Thr

Lys

Val Ala

Pro

Lys

Val

Asp

60

Asp

Ser

Gln

Tyr

Pro

Lys

Lys

45

2la

Lys

Pro

Leu

Arg
125

Ser

Glu

30

Arg

Thr

Met

Arg

Glu

110

Leu

Ala

15

Leu

His

Asp

Leu

Arg

2la

Ala

720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260

1278

Gln

Val

Pro

2la

Lys

80

Ala

Glu

Glu



Val

Thr

145

Trp

Fhe

Ser

Gln

Fhe

225

Trp

Val

Thr

Val

Tyr

305

Ala

Thr

Trp

Ile

130

Fhe

Leu

Asp

Gly

Lys

210

His

Leu

2la

Lys

Gly

290

Leu

Val

Trp

Trp

Ala

2la

Met

Arg

Ala

1%5

Leu

Glu

Ser

Leu

His

275

Tyr

Leu

Ser

Val

Cys
355

Met

Gly

His

2la

180

Trp

Gln

Arg

Met

Gly

260

Tyr

Leu

Tyr

His

Glu

340

Asp

His

Ile

Glu

165

Ile

Trp

His

Ile

Gln

245

Trp

Asp

Ala

Val

Thr

325

Tyr

Trp

ES 2 644 883 T3

Val

2la

150

Gly

Gln

Arg

Asp

2la

230

Ala

Gln

Glu

Ala

Gln

310

His

2la

Trp

Ala

135

Met

Gly

Val

Asn

Val

215

2la

Lys

Leu

Leu

Asn

295

Leu

Leu

2la

Met

Gly

Leu

His

2la

Gln

200

Asp

Lys

Leu

Tyr

Ala

280

Tyr

Gly

Pro

Asn

Ser
360

129

Ala

Gly

Tyr

Cys

185

His

Leu

Val

Phe

Leu

265

Met

Gly

2la

Val

His

345

Tyr

Ala

Val

Ser

170

Tyr

Asn

Asp

Lys

Ala

250

His

Leu

Ala

Met

Val

330

Thr

Leu

Leu

Val

155

Leu

Gly

Lys

Thr

Ser

235

Pro

Pro

Gly

Gly

Tyr

315

Glu

Thr

Asn

Ile

140

Gln

Thr

Leu

His

Leu

220

Pro

Val

Arg

Ile

Tyr

300

Ile

Pro

Asn

Tyr

Trp

Gly

Gly

Gly

His

205

Pro

2la

Thr

His

Arg

285

Val

Fhe

Asn

Cys

Gln
365

His

Arg

Asn

Cys

190

Ala

Leu

Met

Thr

Met

270

Tyr

Leu

Cys

Glu

Ser

350

Ile

Gly

Cys

Ile

175

Gly

Thr

Val

Lys

Leu

255

Leu

Gly

Ala

Asn

His

335

Pro

Glu

Tyr

Gly

160

Ala

Met

Pro

Ala

2la

240

Leu

Arg

Leu

Cys

Fhe

320

Ala

Ser

His



10

15

ES 2 644 883 T3

Met Pro

375

His Leu Tyr Pro Ser

370

Fhe Glu
390

Arg
385

Val Lys Gln Leu

Gly Tyr Phe Glu &la Met Ala

405

His Ala Pro Glu
420

Ala Lys Lys

<210> 27

<211> 801

<212> ADN

<213> Emiliania huxleyi CCMP1516

<400> 27

atgctcgatc
ctgatcggca
gacgagcgga
ttetecgega
Jagtggectece
gtatgggact
gagtacctcg
ttccaccact
gtgtggatet
ctecaccgeceyg
cagttcgtcg
gacgccggge
ctgttctgce

gctaccegca

gcgectegtc
ctttctecta
aaggcgocta
cgagcttcta
gcagtctcac
ccaagctgtt
acacggcgtyg
ttggcgcgoc
tecatgttett
cgggctacaa
goggetttgt
aggtcttcag

acttcttcta

adgegetgty

cgacgeggee
cctgetgcte
ccggacctcg
cgtgactgcyg
gggcgacage
cctgtggacg
gctegtocte
gtgggacgtg
caactcgtre
gatcogogge
cctagtgtgg
ctgggtottt
catggacaac

a

<210> 28

<211> 266

<212> PRT

<213> Emiliania huxleyi CCMP1516

<400> 28

Gln Phe Arg His

Lys His

2sp Thr Phe Ala

Gly Leu

380

His
395

410

Met Gln
425

atctggtctg
aagccgctgce
atgatctggt
accgcgctey
cogeagcage
gccaaggcct
aaggggaaga
tacctgggca
atccacacyy
aagccgatca
gactacatca
aactatgctt

atcgcgaagg

cgghtgtccga
tacgcaactc
acaacgtggt
ggtgggacaa
tgtggcaaty
tctactacte
aggtctcectt
ttcggctgaa
tcatgtacac
tcaccgogat
acgtgccgtg
acgtcggcte

ccaaggccaa

Pro Lys Ile Ala Pro

Tyr Asp Val Arg

tccggaaatc
agggctegtyg
goctogeogoto
gggcaccgge
ccogtegagg
aaagtacgtyg
cctgcagggce
gaacgagggc
gtactacggc
gcaaataagce
cttccacgece
cgtctttectg

gaaggceghc

400

Zsn Leu Asp Asn Val
415

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

g0l

Met Leu Asp Arg Ala Ser Ser Asp Ala Ala Ile Trp Ser Ala Val Ser

1 5

130

10

15



Asp

Leu

Thr

Ser

65

Glu

Cys

Ala

Val

Gly

145

Val

Thr

Ile

Val

Val

225

Leu

Pro

Leu

Ser

50

Fhe

Trp

Pro

Fhe

Leu

130

Ala

Trp

Tyr

Ile

Trp

210

Fhe

Phe

Glu

Arg

Met

Tyr

Leu

Ser

Tyr

115

Lys

Pro

Ile

Tyr

Thr

195

Asp

Ser

Cys

Ile

20

Aszsn

Ile

Val

Arg

Arg

100

Tyr

Gly

Trp

Phe

Gly

180

Ala

Tyr

Trp

His

Leu

Ser

Trp

Thr

Ser

g5

Val

Ser

Lys

Asp

Met

165

Leu

Met

Ile

Val

Phe
245

ES 2 644 883 T3

Ile

Gly

Tyr

Ala

70

Leu

Trp

Lys

Lys

Val

150

Phe

Thr

Gln

Asn

Fhe

230

Phe

Gly

Leu

Asn

55

Thr

Thr

Asp

Tyr

Val

135

Tyr

Phe

Ala

Ile

Val

215

Aszsn

Tyr

Thr

Val

40

Val

Ala

Gly

Ser

Val

120

Ser

Leu

Asn

Ala

Ser

200

Pro

Tyr

Met

131

Phe

25

Asp

Val

Leu

Asp

Lys

105

Glu

Phe

Gly

Ser

Gly

185

Gln

Cys

Ala

Asp

Ser

Glu

Leu

Gly

Ser

90

Leu

Tyr

Leu

Ile

Phe

170

Tyr

Fhe

Phe

Tyr

Asn
250

Tyr

Arg

Ala

Trp

Pro

Phe

Leu

Gln

Arg

155

Ile

Lys

Val

His

Val

235

Ile

Leu

Lys

Leu

60

Asp

Gln

Leu

Asp

Gly

140

Leu

His

Ile

Gly

Ala

220

Gly

Ala

Leu

Gly

Phe

Lys

Gln

Trp

Thr

125

Phe

Lys

Thr

Arg

Gly

205

Asp

Ser

Lys

Leu

30

Ala

Ser

Gly

Leu

Thr

110

Ala

His

Aszsn

Val

Gly

120

Fhe

Ala

Val

Ala

Lys

Tyr

Ala

Thr

Trp

95

Ala

Trp

His

Glu

Met

175

Lys

Val

Gly

Fhe

Lys
255

Pro

Arg

Thr

Gly

Gln

Lys

Leu

Phe

Gly

160

Tyr

Pro

Leu

Gln

Leu

240

Ala



ES 2 644 883 T3

Lys Lys Ala Val Ala Thr Arg Lys Ala Leu

15

260 265

<210> 29

<211> 801

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos optimizada por coddn para la produccién en plantas de SEQ ID NO:28

<400> 29
atgettgata gagcttcate tgatgetgcet atttggagey ctgtttetga toctgagate 60
cttatcggaa cottctotta ccttttgctt aagectctee tcagaaacte tggacttgty 120
gatgagagaa agggagctta ccgtacttct atgatctggt acaacgttgt tottgctctt 180
ttctctgeta cctectttota cgttactget actgctettg gatgggataa gggaactggt 240
gagtggetta gatctettac tggtgattcet cecteaacaac titggcagtyg cocttctaga 300
gtttgggaca gcaaactctt cttgtggact gotaaagect tcectactactc caagtacgtt 360
gagtacecttyg atactgettyg gottgttete aagggaaaga aggttteatt cctecaggga 420
ttccatcatt tcggtgctec atgggatgtt taccttggaa tcaggetbtaa gaacgaggga 450
gtttggatct tcatgttctt caacagcttc atccacactg ttatgtacac ttactacgga 540
cttactgctyg ctggatacaa gatcagagga aagoctatca tcaccgctat gocaaatctcet 600
caattcgttyg gtggattogt tcttgtgtgy gactacatca acgttecttyg tttecatget 660
gatgectggac aagtttteote ttgggtgtte aactacgett atgtgggate tgttttecott 720
cttttctgce acttcttcta catggacaac attgctaagyg ctaaggctaa aaaggctgtt T80
gctaccagaa aggctctttg a 801

<210> 30

<211> 456

<212> PRT

<213> Ostreococcus tauri

<400> 30

Met Cys Val Glu Thr Glu Asn &sn Asp Gly Ile Pro Thr Val Glu Ile
1 5 10 15

Ala Phe Asp Gly Glu Arg Glu Arg Ala Glu Ala Asn Val Lys Leu Ser
20 25 30

2la Glu Lys Met Glu Pro Ala &la Leu Ala Lys Thr Phe Ala Arg Arg
35 40 45

132



Tyr

Pro

65

Ala

Lys

Asp

Glu

Phe

145

Ala

Ala

Gly

Gly

His

225

Pro

Gly

Val

Val

50

Gly

Thr

Ala

Asp

Arg

130

Ala

Arg

Arg

Aszsn

Leu

210

Ala

Ala

Phe

Thr

Val

Gly

Glu

Leu

Ala

115

Asp

Glu

Tyr

Cys

Ile

195

Ala

Thr

Val

Ser

Ser
275

Ile

Thr

Ala

Ala

100

Glu

Gly

Leu

Val

Gly

180

Trp

Gly

Pro

Ala

Lys

260

Gly

Glu

Val

Fhe

85

Ala

Met

Fhe

Ala

Val

165

Trp

Trp

Ser

Gln

Fhe

245

Tyr

Leu

ES 2 644 883 T3

Gly

Ile

70

Lys

Leu

Leu

Fhe

Ala

150

Ser

Val

Asp

Gly

Lys

230

Fhe

Trp

Val

Val

55

Phe

Glu

Pro

Gln

Lys

135

Met

Ser

Gln

Lys

Asp

215

Val

Aszsn

Leu

Leu

Glu

Tyr

Fhe

Ser

Asp

120

Pro

Tyr

Val

His

Arg

200

Met

Arg

Thr

Arg

Leu
280

133

Tyr

Ala

His

Arg

105

Fhe

Ser

Ala

Leu

Glu

185

Ile

Trp

His

Ala

Leu

265

Fhe

Asp

Leu

His

90

Pro

Ala

Pro

Leu

Val

170

Gly

Gln

Aszsn

Asp

Val

250

Gln

Trp

Val

Ser

75

Arg

Ala

Lys

Ala

Gly

155

Tyr

Gly

Ala

Ser

Met

235

Glu

Ala

Met

Thr

60

Asn

Ser

Lys

Trp

His

140

Thr

Ala

His

Fhe

Met

220

Asp

Asp

Trp

Fhe

Asp

Thr

Arg

Thr

Arg

125

Val

Tyr

Cys

Ser

Thr

205

His

Leu

Aszsn

Thr

Fhe
285

Fhe

Gly

Lys

Ala

110

Lys

Ala

Leu

Fhe

Ser

1320

Ala

Aszsn

Asp

Arg

Phe

270

Leu

Lys

Ala

Ala

95

Lys

Glu

Tyr

Met

Fhe

175

Leu

Gly

Lys

Thr

Pro

255

Ile

His

His

Asp

Arg

Val

Leu

Arg

Tyr

160

Gly

Thr

Fhe

His

Thr

240

Arg

Pro

Pro



10

15

Ser

Ala

305

Thr

Gly

Val

His

Gly

385

Gln

Lys

Ala

Gly

<210>31

<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio de elongasa de consenso 1

<220>

Lys

290

Ala

Ala

Cys

Val

Thr

370

Tyr

Fhe

Trp

Thr

Gln
450

Ala

His

Met

Tyr

Pro

355

Ile

Leu

Arg

Asn

Leu

435

His

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(6)

Leu

Val

Gln

Leu

340

Ala

Asp

Asn

Gln

Leu

420

Gly

Ser

Lys

Ile

Ser

325

Phe

Asp

Ile

Cys

Pro

405

Asn

Asn

Gly

<223> X = Cualquier aminoacido

<400> 31

ES 2 644 883 T3

Gly

Arg

310

Tyr

Ala

Glu

Asp

Gln

390

Glu

Tyr

Leu

Lys

Gly

295

Thr

Gly

His

His

Pro

375

Val

Val

Lys

Asp

Thr
455

Lys

Trp

Leu

Phe

Leu

360

Ser

Ile

Ser

Val

Asn

440

Ala

134

Tyr

Thr

Fhe

Ser

345

Ser

Gln

His

Arg

Met

425

Val

Glu

Ile

Leu

330

Thr

Trp

Gly

His

Arg

410

Thr

Gly

Glu

Lys

315

Ala

Ser

Val

Trp

Leu

395

Fhe

Tyr

Lys

Leu

300

Ala

Thr

His

Arg

Val

380

Phe

Val

Ala

His

Val

Val

Ser

Thr

Tyr

365

Aszsn

Pro

Ala

Gly

Tyr
445

Trp

Thr

Trp

His

350

Ala

Trp

Ser

Fhe

Ala

430

Tyr

Met

Gly

Val

335

Leu

Val

Leu

Met

Ala

415

Trp

Val

Leu

Phe

320

Ser

Asp

Asp

Met

Pro

400

Lys

Lys

His
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Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Haa Asp Thr

<210> 32

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de elongasa de consenso 2

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> X = cualquier aminoacido

<400> 32

Met Tyr Xaa Tyr Tyr

1

<210> 33

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de elongasa de consenso 3

<400> 33

Lys Ile Tyr Glu Phe Val Asp Thr

1

<210> 34

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de elongasa de consenso 4

<400> 34

Val His Val Cys Met Tyr Thr

1

<210> 35

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de elongasa de consenso 5

<400> 35

Tyr Leu Glu Leu Leu Asp Thr

1

135

3

3
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<210> 36

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de elongasa de consenso 6

<400> 36

Met Tyr Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 37

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de desaturasa de consenso 1

<400> 37

Trp Lys Asn Met His Asn Lys His His Ala
1 5 10

<210> 38

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de desaturasa de consenso 2

<400> 38

His His Leu Fhe Fro Ser Met Pro
1 5

<210> 39

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de desaturasa de consenso 3

<400> 39

Trp Cys Ile Gly His Asp Cys Gly
1 5

<210> 40

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio de desaturasa de consenso 4

<400> 40

136
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60

ES 2 644 883 T3

Thr Phe Leu Gln His His Asp Glu Asp Met

1

<210>41

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 41
atttaggtga cactatagtt tttttt titttty

<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc feature
<222> (7)..(7)
<223> n=inosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)
<223> n=inosina

<400> 42
aagwwcnksg arynsytcga cac

<210> 43

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<220>
<221> misc_feature
<223>n =inosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (2)..(3)
<223> n = inosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223>n = inosina

<400> 43
annmnrtart asgtgtacat

<210> 44
<211>21
<212> ADN

5

137

10

37

23

20
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 44
gaacaacgac tgcatcgacg ¢

<210> 45

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 45
cgactggagc acgaggacac tga

<210> 46

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 46
ttgcgcagca ccataaagac ggt

<210> 47

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 47
ggacactgac atggactgaa ggagta

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 48
caggcgacgc gcgecagagt cc

<210> 49

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 49
ttattagtta cttggccttt accttc

<210> 50

<211> 23
<212> ADN

138

21

23

23

26

22

26
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223>n =inosina

<400> 50
aaratmtayg agttygtnga tac

<210>51

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223>n =inosina

<400> 51
tangtgtaca tgcacacrtg waccc

<210>52

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 52
ttcgtggata cgttcatcat gc

<210> 53

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 53
agttgagcgc cgccgagaag tac

<210>54

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 54
acctggttga cgttgccctt ca

<210> 55

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

139

23

25

22

23

22
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<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 55
gctatggagt tcgetcagec t

<210> 56

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 56
ttactactgc ttcttgctgg ccagcet

<210> 57

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 57
artayytsga rytrytggay ac

<210> 58

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 58
catkarrtar tasgagtaca t

<210> 59

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 59
catcatccct gttgatctgg tc

<210> 60

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 60
ccagatcaac agggtatgat ggt

<210> 61

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

140

21

26

22

21

22

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 61
cgaaagctgg tcaaacttct tgcgcat

<210> 62

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 62
aacatggcgt ctattgcgat tccggct

<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 63
ttattactgc ttcttggcac ccttgcet

<210> 64

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223>n =inosina

<400> 64
ggtggaagaa caagcacaac rdncaycayg c

<210> 65

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(16)
<223>n =inosina

<400> 65
gggcatcgtg gggwanarrt grtg

<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 644 883 T3
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31
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65

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 66
agcgagtacc tgcattgggt

<210> 67

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 67
atagtgcttg gtgcgcaagc tgtgect

<210> 68

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 68
caccatggga aagggaggca atgct

<210> 69

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 69
ttactagtgc gccttggagt gagat

<210>70

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223>n =inosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223> n = inosina

<400> 70
tgtggtgcat cggccaygan ksngg

<210>71

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 644 883 T3
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15

20

<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223>n = inosina

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)7 .. (26)
<223>n =inosina

<400> 71
tgtcctegte gttgtgetgn arrwangt

<210> 72

<211> 1344

<212> ADN

<213> Pavlova salina

<400> 72

atgoctcoga
gattcgtogg
Jgacagcgtgt
togotgttey
cccaagtege
goecgeegaty
agcagcgggt
atcgegeteg
gggtggctgt
tccaagteygy
atgatcctct
aaggaceccgg

ccgatgcact

Jegegygegaa
ccttcacgcg
acgatgcgaa
Jedagegcega
gecatgtegeg
agggctacct
tcgecgecogge
aggcgtacat
ttgcgctgat
ccteggtcaa
ggctygcagga
accagaaggc

ggctgcagca

ES 2 644 883 T3

geagatggge
caaggatgtc
ggcgttoocgc
tgccacggag
cttecacgte
cocagetgtyge
gtcgtactgg
gctgtacgcg
tggectgaac
cctggegete
gecacgttgte
gcacggegec

cctcoctacctg

gegagecacgyg
gccgacagge
tccgageate
gegttcecatgy
ggotcetetgyg
getegecatey
gtgaaggeccg
ggcaagogco
atccagcacy
gggttgtgce
atgcaccact
ctgcggotca

ctgcetgggg

143

gogtgeatge
cggacctcac
cgggtggcgce
agtaccaccyg
catcgacaga
ccaagatggtr
ggctgatcct
tgctccegto
atgcocaacca
aggactggat
tgcacaccaa
agccgaccga

agacgatgta

28

Jggcgtcoaca
gatcgtgggt
gcactttgtyg
gegegeetygy
ggagccogte
gcegteggte
cggcteogcyg
gatcgtgctc
cggcgegeto
cgdegggagc
cgacgttgac
cgogtggage

cgcocttcaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

ctgctgttte
aagctggceg
tttgtcgcge
acggtaatga
ggcgtggega
ctcaagcggce
ggcggectca
cctecgecteg
taccccacca

aggcegedca

tcgacatcayg
ggtacctett
tgcocgotgta
cggggagett
gcgteggacce
aggccgagac
actaccaaat
cgccgttggt
tatggagcaa

geaagJodga

ES 2 644 883 T3

cgagctggty
catgceccteg
cctegegecee
ctacctegeo
Jgacggcagce
ctecgtcecaac
cgagcaccac
caaggcggag
cctggcatcce

gtga

atgtggcggt
ctgctocteca
agcgtgcaca
ttcttettct
atcaccagca
gtgggcggcoe
ctetteccca
ctcgaggcgc

acgctgaggc

Jagagggcga
agctcacctt
cggeggtgtyg
tcatctegea
tgacgcgcygy
cgctgetege
gggtgcacca
gcggcattga

acatgtacgc

geccatcagc
ctgggcgege
catcgoggeg
caacttcgay
cgcatccttce
cacgctcaac
cggcttetac
gtacaagcac

gcteggceege

<210> 73
<211> 447
<212> PRT

<213> Pavlova salina

<400> 73

Met

1

Ala

Arg

Fhe

Gly

65

Pro

Glu

Ile

Pro

Gly

Pro

Arg

50

Arg

Lys

Glu

Ala

Pro

Val

Asp

35

Ser

Asp

Ser

Pro

Lys
115

Ser

Thr

20

Leu

Glu

Ala

Arg

Val
100

Met

Ala

Asp

Thr

His

Thr

Met

85

Ala

Val

Ala

Ser

Ile

Pro

Glu

70

Ser

Ala

Pro

Lys

Ser

Val

Gly

Ala

Arg

Asp

Ser

Gln

Ala

Gly

40

Gly

Phe

Fhe

Glu

Val

120

144

Met

Phe

25

Asp

Ala

Met

His

Gly

105

Ser

Gly

10

Thr

Ser

His

Glu

Val

90

Tyr

Ser

Ala

Arg

Val

Fhe

Tyr

75

Gly

Leu

Gly

Ser

Lys

Tyr

Val

60

His

Ser

Gln

Fhe

Thr

Asp

Asp

45

Ser

Arg

Leu

Leu

Ala
125

Gly

Val

30

Ala

Leu

Arg

Ala

Cys

110

Pro

Val

15

Ala

Lys

Fhe

Ala

Ser

95

Ala

Ala

His

Asp

Ala

Gly

Trp

g0

Thr

Arg

Ser

840

300

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1344



Tyr

Ala

145

Gly

His

Cys

Val

Gln

225

Pro

Tyr

Arg

Pro

Fro

305

Thr

Hisg

Ser

Ser

Trp

130

Tyr

Trp

Gly

Gln

Val

210

Lys

Met

2la

Trp

Ser

290

Leu

Val

Asn

Met

Asn

Val

Met

Leu

Ala

ASp

195

Met

Ala

His

Phe

Glu

275

Leu

Tvr

Met

Phe

Thr

355

Val

Lys

Leu

Phe

Leu

180

Trp

His

His

Trp

Lys

260

Gly

Leu

Leu

Thr

Glu

340

Arg

Gly

Ala

Tyr

Ala

165

Ser

Ile

His

Gly

Leu

245

Leu

Glu

Leu

Ala

Gly

325

Gly

Gly

Gly

ES 2 644 883 T3

Gly

ala

150

Leu

Lys

Gly

Leu

ala

230

Gln

Leu

FPro

Lys

Fro

310

Ser

Val

Ala

FPro

Leu

135

Gly

Ile

Ser

Gly

His

215

Leu

Hisg

Phe

Ile

Leu

295

Ser

Fhe

2la

Ser

Leu

Ile

Lys

Gly

Ala

Ser

200

Thr

Arg

Leu

Leu

Ser

280

Thr

Val

Tyr

Ser

Phe

260

Leu

145

Leu

Arg

Leu

Ser

185

Met

Asn

Leu

Tyr

Asp

265

Lys

Fhe

His

Leu

Val

345

Leu

Ala

Gly

Leu

Asn

170

Val

Ile

Asp

Lys

Leu

250

Ile

Leu

Trp

Thr

Ala

330

Gly

Lys

Thr

Ser

Leu

155

Ile

Asn

Leu

Val

Fro

235

Leu

Ser

Ala

Ala

Ala

315

Phe

Pro

Arg

Leu

Ala

140

Pro

Gln

Leu

Trp

Asp

220

Thr

Pro

Glu

Gly

Arg

300

Val

Fhe

Asp

Gln

Asn

Ile

Ser

Hisg

ala

Leu

205

Lys

Asp

Gly

Leu

Tyr

285

Fhe

Cys

Fhe

Gly

Ala

365

Gly

2la

Ile

Asp

Leu

120

Gln

Asp

Ala

Glu

Val

270

Leu

Val

Ile

Fhe

Ser

350

Glu

Gly

Leu

Val

Ala

175

Glu

Pro

Trp

Thr

255

Met

Phe

Ala

Ala

Ile

335

Ile

Thr

Leu

Glu

Leu

160

Asn

Len

His

Asp

Ser

240

Met

Trp

Met

Leu

Ala

320

Ser

Thr

Ser

Asn



370

Tyr Gln

385

Pro Arg

Glu Tyr

arg His

<210> 74
<211> 1563
<212> ADN

Ile

Leu

Lys

Met
435

Glu His

Ala

His
420

Tyr

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 74

Pro
405

Tyr

2la

ES 2 644 883 T3

375

His Leu Phe

390

Leu Val Lys

Pro Thr Ile

Leu Gly Arg
440

146

Pro

Ala

Trp

425

Arg

Arg Val

Glu
410

Ser

Pro

395

Leu

Asn

Arg

380

His

Glu

Leu

Ser

His Gly Phe

Ala Arg Gly
415

Ala Ser Thr
430

Lys Ala Glu
445

Tyr
400

Ile

Leu
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atggcgattt tggattctge tggegttact acggtgacgg agaacggtgg cggagagttce 60
gtcgatcttg ataggcttcg tcegacggaaa tcgagatcgg attettcectaa cggacttett 120
ctctetggtt ccgataataa ttectecetteg gatgatgttyg gagetcecoccge cgacgttagg 180
gatcggatty attcogbtgt taacgatgac goctcagggaa cagccaattt ggccggagat 240
aataacggtyg gtggcgataa taacggtggt ggaagaggeg Jodggagaadg aagaggaaac 300
gccgatgeta cgtttacgta togaccgteg gttccageote atcggaggge gagagagagt 360
ccacttaget ccgacgcaat cttcaaacag agccatgcocceg gattattcaa cctcectgtgta 420
gtagttctta ttgctgtaaa cagtagactc atcatcgaaa atcttatgaa gtatggttgg 480
ttgatcagaa cggatttctg gtttagttca agatcgectge gagattggeoco gotttteatg 540
tgttgtatat ccotttcgat cttteeotttg getgocttta cggttgagaa attggtactt 600
cagaaataca tatcagaacc tgttgtcatc tttcttcata ttattatcac catgacagag 600
gttttgtate cagtttacgt caccctaagg tgtgattctyg cttttttatce aggtgtcact 720
ttgatgctee tcacttgeat tgtgtggeta aagttggttt cttatgctea tactagetat 780
gacataagat ccctagccaa tgcagctgat aaggccaate ctgaagtete ctactacgtt 840
agcttgaaga gecttggeata tttcatggtc gectcccacat tgtgttatca gecaagttat 200
ccacgttctg catgtatacg gaagggttgg gtggctogte aatttgcaaa actggtcata 960
ttcaccggat tcatgggatt tataatagaa caatatataa atcctattgt caggaactca 1020
aagcatcctt tgaaaggcga tottctatat goctattgaaa gagtgttgaa gcetttcagtt 1080
ccaaatttat atgtgtgget ctgcatgttc tactgcttct teccacctttg gttzaacata 1140
ttggcagage ttetotgett cggggategt gaattcectaca aagattggty gaatgcaaaa 1200
agtgtgggag attactggag aatgtggaat atgcctgttc ataaatggat ggttcgacat 1260
atatacttcc cgtgcttgcog cagcaagata ccaaagacac togccattat cattgettte 1320
ctagtctotg cagteotttca tgagectatge atcgcagtte cttgtogtot cttcaagcta 1380
Lgggcttttc ttgggattat gtttcaggtg cctttggtet Lcatcacaaa ctatctacag 1440
gaaaggtttyg gctcaacggt ggggaacatg atcttcectggt tcatcttetg cattttegga 1500
caaccgatgt gtgtgcecttet ttattaccac gacctgatga accgaaaagy atcgatgtea 1560
tga 1563

<210> 75

<211> 520

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 75

147



Met

Gly

Ser

Pro

Ser

65

Aszsn

Gly

Ala

Lys

Ala

Gly

Asp

Ser

50

Val

Aszsn

Arg

His

Gln
130

Ile

Glu

Ser

35

Asp

Val

Gly

Gly

Arg

115

Ser

Leu

Phe

20

Ser

Asp

Aszsn

Gly

Asn

100

Arg

His

Asp

Val

Aszsn

Val

Asp

Gly

Ala

Ala

Ala

ES 2 644 883 T3

Ser

Asp

Gly

Gly

Asp

70

Asp

Asp

Arg

Gly

Ala

Leu

Leu

Ala

55

Ala

Aszsn

Ala

Glu

Leu
135

Gly

Asp

Leu

40

Pro

Gln

Aszsn

Thr

Ser

120

Phe

148

Val

Arg

25

Leu

Ala

Gly

Gly

Phe

105

Pro

Asn

Thr

10

Leu

Ser

Asp

Thr

Gly

Thr

Leu

Leu

Thr

Arg

Gly

Val

Ala

75

Gly

Tyr

Ser

Cys

Val

Arg

Ser

Arg

Aszsn

Arg

Arg

Ser

Val
140

Thr

Arg

Asp

45

Asp

Leu

Gly

Pro

Asp

125

Val

Glu

Lys

30

Aszsn

Arg

Ala

Gly

Ser

110

Ala

Val

Aszsn

15

Ser

Aszsn

Ile

Gly

Gly

Val

Ile

Leu

Gly

Arg

Ser

Asp

Asp

80

Glu

Pro

Fhe

Ile



Ala

145

Leu

Pro

Fhe

Val

Val

225

Leu

His

Asn

Met

Cys

305

Fhe

Val

Glu

Met

Val

Ile

Leu

Thr

Ile

210

Tyr

Met

Thr

Pro

Val

290

Ile

Thr

Arg

Arg

Phe
370

Asn

Arg

Phe

Val

195

Phe

Val

Leu

Ser

Glu

275

Ala

Arg

Gly

Asn

Val

355

Tyr

Ser

Thr

Met

180

Glu

Leu

Thr

Leu

Tyr

260

Val

Pro

Lys

Fhe

Ser

340

Leu

Cys

Arg

Asp

165

Cys

Lys

His

Leu

Thr

245

Asp

Ser

Thr

Gly

Met

325

Lys

Lys

Phe

ES 2 644 883 T3

Leu

150

Fhe

Cys

Leu

Ile

Arg

230

Cys

Ile

Tyr

Leu

Trp

310

Gly

His

Leu

Phe

Ile

Trp

Ile

Val

Ile

215

Cys

Ile

Arg

Tyr

Cys

295

Val

Fhe

Pro

Ser

His
375

Ile

Fhe

Ser

Leu

200

Ile

Asp

Val

Ser

Val

280

Tyr

Ala

Ile

Leu

Val

360

Leu

149

Glu

Ser

Leu

185

Gln

Thr

Ser

Trp

Leu

265

Ser

Gln

Arg

Ile

Lys

345

Pro

Trp

Asn

Ser

170

Ser

Lys

Met

Ala

Leu

250

Ala

Leu

Pro

Gln

Glu

330

Gly

Asn

Leu

Leu

155

Arg

Ile

Tyr

Thr

Phe

235

Lys

Asn

Lys

Ser

Phe

315

Gln

Asp

Leu

Asn

Met

Ser

Phe

Ile

Glu

220

Leu

Leu

Ala

Ser

Tyr

300

Ala

Tyr

Leu

Tyr

Ile
380

Lys

Leu

Pro

Ser

205

Val

Ser

Val

Ala

Leu

285

Pro

Lys

Ile

Leu

Val

365

Leu

Tyr

Arg

Leu

150

Glu

Leu

Gly

Ser

Asp

270

2la

Arg

Leu

Asn

Tyr

350

Trp

Ala

Gly

Asp

175

Ala

Pro

Tyr

Val

Tyr

255

Lys

Tyr

Ser

Val

Pro

335

Ala

Leu

Glu

Trp

160

Trp

Ala

Val

Pro

Thr

240

2la

Ala

Fhe

Ala

Ile

320

Ile

Ile

Cys

Leu



10

15

20

Leu
385

Ser

Met

Thr

Leu

Gly
465

Glu

Cys

Met

<210>76
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys

Val

Val

Leu

Cys

450

Ile

Arg

Ile

Asn

Fhe

Gly

Arg

Ala

435

Ile

Met

Phe

Fhe

Arg
515

Gly

Asp

His

420

Ile

Ala

Fhe

Gly

Gly

500

Lys

Asp

Tyr

405

Ile

Ile

Val

Gln

Ser

485

Gln

Gly

ES 2 644 883 T3

Arg

390

Trp

Tyr

Ile

Pro

Val

470

Thr

Pro

Ser

<223> Dominio de elongasa de consenso 7

<400> 76

<210> 77
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Arg

Fhe

Ala

Cys

455

Pro

Val

Met

Met

Fhe

Met

Pro

Phe

440

Arg

Leu

Gly

Cys

Ser
520

Tyr

Trp

Cys

425

Leu

Leu

Val

Asn

Val
505

Lys

Asn

410

Leu

Val

Phe

Fhe

Met

490

Leu

Asp

395

Met

Arg

Ser

Lys

Ile

475

Ile

Leu

Trp

Pro

Ser

Ala

Leu

460

Thr

Phe

Tyr

Trp

Val

Lys

Val

445

Trp

Aszsn

Trp

Tyr

Val Asp Thr Arg Lys Gly Ala Tyr Arg

1

<223> Dominio de elongasa de consenso 8

<400> 77

>

150

Aszsn

His

Ile

430

Phe

Ala

Tyr

Phe

His
510

Ala

Lys

415

Pro

His

Phe

Leu

Ile

495

Asp

Lys

400

Trp

Lys

Glu

Leu

Gln

430

Phe

Leu
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Phe Ile His Thr Ile Met Tyr Thr Tyr

<210>78

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(23)
<223>nesa,c,got

<400> 78
tggtggacac aaggaagggn gcntaymg

<210>79

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 79
gtaggtgtac atgatggtrt gdatraa

<210> 80

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 80
gtccttgete cagggcttce acca

<210> 81

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 81
atttaggtga cactatagtt ttttttttt tttttt

<210> 82

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

28

27

24

36

151
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65
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<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 82
ttccagaacg agggcatcta cgt

<210> 83

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 83
ttgggtgatc tgcatgagceg tgatg

<210> 84

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 84
cgaatacttg aagagcttgt tggaga

<210> 85

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 85
gggctacgag ctggcagatg aagca

<210> 86

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 86
gaaaaaatgg ttgcgccacc catca

<210> 87

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 87
tcactacttc ttcttcttgc ccgegge

<210> 88

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

152
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<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 88
ttccggtact cageggtgge g

<210> 89

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 89
caggaaacag ctatgac

<210>90

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 90
acgtagatgc cctcgttctg

<210>91

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 91
caccgaatgg cgactgaagg gatgcc

<210>92

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 92
ctactcggtt ttcatgcggt tgctgga

<210> 93

<211>819

<212> ADN

<213> Pavlova pinguis

<400> 93

ES 2 644 883 T3

153

26

21

17

20

27



10

atggttgcge
ttceggtgggg
cgcaccocgt
Jtgatcatgt
Jgacatgggct
caggacgtgt
ttccactact
ccocgtgtect
atcaccttec
atcatgtacyg
atcacgctca
accctggagt
tacgtctgcea

aagaaggccyg

<210> 94

<211> 272
<212> PRT
<213> Pavlova pinguis

<400> 94

Met Val Ala Pro Pro Ile Thr Leu Glu Trp Leu Leu 3er Pro Lys Leu

1

Lys Asp Ala Val Phe Gly Gly Glu Val Leu Tyr Phe Ser Ile Ala Tyr

cacccatcac
aggtgctcta
tggtggacac
gegtgttete
acttgcagtyg
ccccgtocee
ccaagtatgt
tgctceccaggg
agaacdaggq
catactacgc
tgcagatcac
acttccgcaa
cggttctoct

ctgccgcege

3

20

ES 2 644 883 T3

gectcgagtgg ctgctttcgo
cttcteocatt gectacctgt
gcggaagggc gogtataaga
Jgetggtgtge ttcatcectgee
ggtgcgtgac ctcacaggygy
cgccttetoe aacaagctcet
tgagtacatg gacaccgcat
ctteccaccac tttggcgeeg
catctacgtg ttegtggtge
ggccactygcoy gogggtetca
ccaattcaac gtgggcttcg
ctcaccggaqg cteogtottct

cctettcatg cagttcttct

gggcaagaag aagaagtag

10

25

154

cgaagchcaa
ttcttgcgee
gtggtatgat
agctegeage
acgagattgt
tcaagtattc
ggctggtgat
cctgggacac
tcaacgeoctt
agttctcact
taatggtgta
cctacctttt

acatggacaa

ggatgcagtyg
cattttgaag
cgcgtacaac
cetgggetat
cccectetac
gtctattgcc
gaagggcaag
ctactttggc
cateccacacyg
gaagttcgteo
tcactacatc
caactatgcg

ctttggcaag

15

30

60

120

180

240

300

3e0

420

480

540

600

660

720

780

8l9



Leu

Lys

Val

65

Asp

Val

Leu

Tyr

Leu

145

Ile

Phe

Leu

Phe

Phe

225

Tyr

Asn

<210> 95
<211> 840
<212> ADN

Fhe

Gly

50

Phe

Met

Pro

Phe

Met

130

Gln

Thr

Ile

Lys

Asn

210

Arg

Val

Phe

Lenu

35

Ala

Ser

Gly

Leu

Lys

115

Asp

Gly

Phe

His

FPhe

195

Val

Asn

Cys

Gly

Ala Pro

Tyr Lys

Leu Val

Tyr Leu
85

Tyr Gln
100

Tvr Ser

Thr Ala

Fhe His

Gln Asn
165

Thr Ile
180

Ser Leu

Gly Phe

Ser Pro

Thr Val
245

Lys Lys
2860

ES 2 644 883 T3

Ile

Ser

Cys

10

Gln

Asp

Ser

Trp

His

150

Glu

Met

Lys

Val

Glu

230

Leu

Lys

Leu

Gly

55

Phe

Trp

Val

Ile

Leu

135

Phe

Gly

Tvyr

Phe

Met

215

Leu

Leu

Ala

Lys

40

Met

Ile

Val

Ser

Ala

120

Val

Gly

Ile

Ala

Val

200

Val

Val

Leu

Ala

155

Arg

Ile

Cys

Arg

Pro

105

FPhe

Met

Ala

Tyr

Tyr

185

Ile

Ty

Fhe

Phe

Ala
265

Thr

Ala

Gln

Asp

90

Ser

His

Lys

Ala

Val

170

Tyr

Thr

His

Ser

Met

250

2la

Pro

Tyr

Leu

75

Leu

Pro

Ty

Gly

Trp

155

Phe

Ala

Leu

Tyr

Tvr

235

Gln

Ala

Leu

Asn

60

Ala

Thr

Ala

Ser

Lys

140

Asp

Val

Ala

Met

Ile

220

Leu

Fhe

Gly

Val

45

Val

Ala

Gly

Fhe

Lys

125

Pro

Thr

Val

Thr

Gln

205

Thr

Phe

Fhe

Lys

Asp

Ile

Leu

Asp

Ser

110

TVr

Val

Tyr

Leu

Ala

190

Ila

Leu

Asn

Tyr

Lys
270

Thr

Met

Gly

Glu

95

Asn

Val

Ser

Fhe

Asn

175

Ala

Thr

Glu

Tvr

Met

255

Lys

Arg

Cys

Tyr

80

Ile

Lys

Glu

Len

Gly

160

Ala

Gly

Gln

TVY

Ala

240

Asp

Lys



10

<213> Pavlova salina

<400> 95

atggcgactyg
gatgccegtaa
atcctecaage
gcgtacaaca
ctcggeocttg
cagctctacc
goeggtggegt
aagggcaagc
tactttggca
atccacacaa
aagccgctga
cogtacatty
aactatgcgt

tttagcaage

<210> 96
<211> 279
<212> PRT

aagggatgcc
ttggegggga
getcacogtt
tccecteatgty
atcgoggeca
aggacgtgag
tccactacte
cegtetegtt
tcacgtttea
tcatgtacac
tcaccctcat
acctoggceta
acgtactcat

acaagccaat

<213> Pavlova salina

<400> 96

Met

1

Pro

Leu

Asp

Leu
65

Ala

Gly

Gly

Lys

50

Met

Thr

Leu

Tyr

35

Arg

Cys

Glu

Lys

20

Leu

Lys

Gly

Gly

Asp

Leu

Gly

Fhe

ES 2 644 883 T3

Met

Ala

Leu

Ala

Ser
70

ggcgataacg
ggtgctctac
tgtyggacaag
cggrttetey
cctgcagttt
ceocatceect
aaagtacgty
cctycaggge
gaacgagggc
ctactacggc
gcagatcacg
cttcogtygeyg
ggtgctctte

ctegogeate

Pro

Val

Glu

Tyr

55

Leu

ctggactggc
ttttegetty
cgcaagdgcyg
ctggtatget
gtccgegacce
gcattcgcga
Jagtacatgy
ttccaccact
acctacgtet
gcgacggcag
cagttcctge
tcgcccgage
ctecttcatge

Jactccagea

Ala

Ile

Pro

40

Arg

Val

156

Ile

Gly

25

Ile

Asn

Cys

Thr

10

Gly

Leu

Gly

Fhe

Leu

Glu

Lys

Met

Val
75

tgctctcgec
ggtatctget
cataccgcaa
tegtgtgeca
tcacgggcga
acaagctctt
acacagcgty
teggegeocge
ttgtgetyger
cgggcatcaa
tgggcttcge
tegtgtggag
gctteotteta

accgcatgaa

Asp

Val

Arg

Ile
60

Cys

cgggctgaag

gectogagoeo

cggcatgatce

gatggcggey

cagcgtagtyg

ccggtactea

gettgtgety

gtgggacacce

caacgcatte

aatctcgatyg

gctegtctac

ctacctgtte

ccacdacaac

aaccgagtag

Trp

Leu

Ser

45

Ala

Gln

Leu

Tyr

30

Pro

Tyr

Met

Leu

15

Phe

Fhe

Asn

Ala

60

1z0

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

Ser

Ser

Val

Ile

Ala
80



Leu

Asp

Ala

Tyr

Val

145

Tyr

Leu

Ala

Ile

Leu

225

Asn

Tyr

Ser

<210>97

<211>172
<212> PRT

Gly

Ser

Asn

Val

130

Ser

Phe

Aszsn

Ala

Thr

210

Gly

Tyr

His

Asn

Leu

Val

Lys

115

Glu

Fhe

Gly

Ala

Gly

195

Gln

Tyr

Ala

Asp

Arg
275

Asp

Val

100

Leu

Tyr

Leu

Ile

Fhe

180

Ile

Fhe

Fhe

Tyr

Aszsn

260

Met

Arg

g5

Gln

Phe

Met

Gln

Thr

165

Ile

Lys

Leu

Arg

Val

245

Fhe

Lys

ES 2 644 883 T3

Gly

Leu

Arg

Asp

Gly

150

Phe

His

Ile

Leu

Ala

230

Leu

Ser

Thr

His

Tyr

Tyr

Thr

135

Fhe

Gln

Thr

Ser

Gly

215

Ser

Met

Lys

Glu

<213> Virus del enanismo ramificado del tomate

<400> 97

Leu

Gln

Ser

120

Ala

His

Asn

Ile

Met

200

Fhe

Pro

Val

His

157

Gln

Asp

105

Ala

Trp

His

Glu

Met

185

Lys

Ala

Glu

Leu

Lys
265

Phe

90

Val

Val

Leu

Fhe

Gly

170

Tyr

Pro

Leu

Leu

Phe

250

Pro

Val

Ser

Ala

Val

Gly

155

Thr

Thr

Leu

Val

Val

235

Leu

Ile

Arg

Pro

Phe

Leu

140

Ala

Tyr

Tyr

Ile

Tyr

220

Trp

Phe

Ser

Asp

Ser

His

125

Lys

Ala

Val

Tyr

Thr

205

Pro

Ser

Met

Arg

Leu

Pro

110

Tyr

Gly

Trp

Phe

Gly

120

Leu

Tyr

Tyr

Arg

Ile
270

Thr

95

Ala

Ser

Lys

Asp

Val

175

Ala

Met

Ile

Leu

Phe

255

Asp

Gly

Fhe

Lys

Pro

Thr

160

Leu

Thr

Gln

Asp

Fhe

240

Phe

Ser



10

Met

Glu

Pro

Thr

Phe

65

Ala

Tyr

Ser

Thr

Leu

145

Pro

<210>98
<211> 116
<212> PRT

Glu

Arg

Asp

Aszsn

50

Gly

Ser

Ala

Ile

Leu

130

Gln

Glu

Arg

Trp

Glu

35

Ser

Lys

Leu

Ala

Arg

115

Gln

Leu

Gly

2la

Asp

20

Ser

Aszsn

Val

His

Ser

100

Phe

His

Ala

Thr

Ile

Gly

Pro

Gln

Val

Arg

85

Arg

Arg

Leu

Pro

Glu
165

ES 2 644 883 T3

Gln

Gly

Ser

Asp

Phe

70

Val

Phe

Gly

Cys

Ile

150

Thr

Gly

Ser

Trp

Aszsn

55

Lys

Leu

Phe

Val

Glu

135

Glu

Fhe

Asn

Gly

Thr

40

Pro

Arg

Gly

Gly

Ser

120

Met

Val

Glu

<213> Virus de las hojas amarillas rizadas del tomate

<400> 98

Met
1

Trp

Arg Cys

Glu Fro

Asp Pro Leu Leu Asn Glu

5

Met Leu Ala Ile Lys Tyr

20

Asn Thr Leu Gly His Asp

35

40

158

Asp Ala
10

Gly Thr
25

Glu Trp

Leu Gly

Tyvr Leu

Ser Trp

90

Phe Asp

105

Ile Thr

Ala Ile

Glu Ser

Lys Glu
170

Arg

Thr

Arg

Fhe

Arg

75

Thr

Gln

Val

Arg

Asn

155

Ser

Glu

Ser

Leu

Lys

60

Tyr

Gly

Ile

Ser

Ser

140

Val

Glu

Fhe Pro Glu Ser

10

Leu Gln Ser Val

25

Leu Ile Arg Asp

Gln

Pro

His

45

Glu

Asp

Asp

Gly

Gly

125

Lys

Ser

Val

Glu

2la

Phe

30

Asn

Ser

Arg

Ser

Cys

110

Gly

Gln

Arg

His

Asn
15

Lys

Asp

Trp

Thr

Val

95

Thr

Ser

Glu

Gly

Ser

Leu

Glu

Gly

Glu

g0

Aszsn

Tyr

Arg

Leu

Cys
160

Gly Phe

Glu Thr Tyr

30

Leu Ile Ser Val

45



10

Val

His
65

Gln

Ile

Val

<210>99
<211>351
<212> PRT

Arg

Ala

Gln

Met

Ser

Ala

Arg

Pro

Asp

Lys
115

Arg

Leu

Cys

Val

100

Pro

Asp

Glu

Cys
85

Gln

<213> Virus de la arruga del nabo

<400> 99

Met

1

Trp

Gln

Ala

Ala

65

Gly

Thr

Pro

Tyr

Glu

Ala

Lys

Gln

50

Tyr

Ile

Asp

Gly

Arg
130

Asn

Ile

Gln

35

Pro

Arg

Thr

Thr

Thr

115

Phe

Asp

Lys

20

Thr

Val

Glu

Arg

Glu

100

Fhe

Thr

Pro

Trp

Ala

Gln

Val

Ser

g5

Pro

Aszsn

Ser

ES 2 644 883 T3

Tyr

Gly

70

Cys

Ala

Arg

Gln

Arg

Lys

Ser

70

Gly

Lys

Gln

Leu

Val

55

Ser

Pro

His

Val

Lys

Ala

Val

55

Thr

Ser

Tyr

Leu

Arg
135

Glu

Pro

His

Val

Arg

Lys

Ala

40

Thr

Gln

Glu

Thr

Ile

120

Phe

159

Ala

Lys

Cys

Pro
105

Lys

Gly

Met

Arg

Pro

Leu

Thr

105

Lys

Arg

Thr

Ala

Pro

90

Glu

Phe

10

Trp

Gly

Leu

Arg

Ile

90

Ala

Glu

Tyr

Arg

Glu

75

Arg

Ala

Ala

Ser

Ile

Ser

Val

75

Thr

Val

Ala

Ser

Arg

Leu

His

Gln

Ser

Ser

Lys

Ala

60

Ser

Thr

Leu

Ala

Pro
140

Tyr

Arg

Lys

Asn

Glu

Leu

Leu

45

Pro

Thr

Leu

Asn

Gln

125

Met

Aszsn

Gln

Gln

Ile
110

Gly

Thr

30

Ser

Val

Ala

Lys

Pro

110

Tyr

Ser

His

Pro

Ala

95

Gln

Ala

15

Ser

Pro

Ala

Arg

Lys

95

Ser

Glu

Pro

Fhe

Ile

g0

Thr

Asn

Gln

Arg

Val

Leu

Asp

80

Asn

Glu

Lys

Ser



Thr
145

Pro

Ser

Thr

Fhe

Ala

225

Arg

Lys

Gly

Thr

Ala

305

Trp

Thr

<210> 100
<211> 303
<212> PRT

<213> Virus del mosaico del guisante

<400> 100

Thr

Pro

Ser

Asp

Gly

210

Gln

Thr

Asp

Trp

Leu

290

Ser

Ala

Thr

Gly

Pro

Val

Arg

1%5

Lys

Leu

Gly

Gly

Glu

275

Fhe

Asp

Gly

Glu

Gly

Asn

Pro

180

Phe

Leu

Gly

Ser

Pro

260

His

Tyr

Phe

Val

Glu
340

Lys

Asp

165

Trp

Val

Ile

Glu

Thr

245

Arg

Asp

Glu

Ser

Lys

325

Gln

ES 2 644 883 T3

Val

150

Leu

Thr

Ala

Met

Val

230

Ser

Leu

Cys

Lys

Val

310

Val

Pro

Ala

Ala

Gly

Asp

2la

215

Arg

Asp

Val

His

2la

295

Leu

Ala

Arg

Leu

Ser

Fhe

Gly

200

Thr

Val

Ala

Ser

Phe

280

Pro

Gly

Glu

Gly

160

Ala

Leu

Ile

185

Ile

Tyr

Glu

Gln

Trp

265

Leu

Val

Glu

Arg

Lys
345

Phe

Tyr

170

Leu

Ser

Gly

Tyr

Ile

250

Ser

Gly

Ser

Ala

Gly

330

Trp

Asp

155

Asn

Thr

Asp

Gln

Thr

235

Gly

Lys

Thr

Gly

Ala

315

Gln

Gln

Arg

Ile

Val

Pro

Gly

220

Val

Asp

Thr

Gly

Leu

300

Ala

Ser

2la

Asp

Glu

Pro

Lys

205

2la

Gln

Phe

Lys

Asn

285

Glu

Gly

Val

Leu

Ala

Gly

Thr

190

Leu

Asn

Leu

Ala

Gly

270

Phe

Asn

Ser

Lys

Arg
350

Ala

Cys

175

Asp

Val

Asp

Lys

Gly

255

Thr

Ser

2la

Val

Met

335

Ile

Lys

160

Val

Ser

Asn

2la

Asn

240

Val

2la

Leu

Asp

Gln

320

Val



Met

Cys

Glu

Ty

Trp

Ile

Ala

Ser

Trp

Ala

145

Ile

Leu

Leu

Ser

Gln

225

Ala

His

Ala

Ala

Leu

50

Tyr

Fhe

Arg

Ala

Met

130

Asn

Val

Thr

Asp

Met

210

Ile

Glu

Gly

Ser

Arqg

35

Leu

Arg

Cys

Leu

Ala

115

ASp

Thr

Glu

His

Leu

195

Ala

Pro

Arg

Ile

Thr

20

Glu

Val

Pro

Gly

Gly

100

Ile

Met

Phe

Gly

Gln

180

Ser

Leu

Pro

Asp

Glu

Ser

Leu

Ser

Gly

Fro

85

Leu

Thr

Ala

Ala

Val

165

Asp

Gly

Leu

Leu

Cys

ES 2 644 883 T3

Gln

Fhe

Ser

Ile

Cys

70

Thr

Val

Leu

Gln

Tyr

150

Gly

Fro

Glu

Cys

Tyr

230

Ile

Pro

Leu

Gly

Ala

55

Trp

Glu

Leu

Gln

Leu

135

Leu

Ser

Arg

Fro

Ser

215

Gly

Leu

Gln

Leu

Bro

40

Leu

Leu

Ala

Ser

Ser

120

ASp

2la

Ala

Leu

His

200

Ser

Ser

Phe

161

Leu

Ala

25

Leu

Cys

Gln

Leu

Glu

105

Tvr

Leu

Asp

Tvr

Tyr

185

Arg

Val

Val

Asp

Pro

10

Ser

2la

Trp

Pro

Gln

20

Asn

Trp

Leu

Cys

Tyr

170

Leu

Val

Arg

Leu

Thr

Len

Leu

Leu

Ala

Val

75

Arg

Cys

Ala

Thr

Glu

155

Val

Ala

Arg

Ser

His

235

Asp

Asp

Asp

Ile

Ile

60

Ser

Fhe

FPro

Leu

Fhe

140

Ala

Fro

Leu

Fro

Thr

220

His

Ser

Tvr

Gly

Thr

45

Pro

Gly

Arg

Arg

Pro

125

Ser

Aryg

Thr

Arg

Gly

205

Ser

Val

Asn

Val

Leu

30

Ser

Gly

Arg

Leu

His

110

Asn

Met

Phe

Leu

Arg

120

Val

Arg

Leu

Tyr

His

15

Leu

Ser

Ser

Asn

Tyr

95

Gly

Asn

Fro

Pro

Leu

175

Arg

Leu

Ser

Gly

Ser

Arg

Ser

Tyr

Phe

Leu

80

Ala

Gln

Ile

Ile

Pro

160

Gly

Asn

Glu

Arg

Leu

240

Ser
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245

ES 2 644 883 T3

250

Tyr Thr His Arg Val Leu Glu Gln Asp Arg Asn Arg Ala

260

265

Leu Phe Ser Ile Asp Leu Glu Tyr Val His Asp Leu Glu

275

280

285

Leu Gly Tyr Ser Asp Glu Asp Asp Glu Asp Leu Asp Asn

<210>101
<211> 256
<212> PRT

290

<213> Virus del cereal enano amarillo

<400> 101

Met

1

Ser

Arg

Thr

Pro

65

Leu

Gly

Glu

Gln

Gly
145

Phe

Arg

Val

Gln

50

Ile

Pro

Tyr

Leu

Phe

130

Gln

Ile

Thr

Leu

35

Asn

Leu

Leu

Phe

Arg

115

Leu

Gln

Ala

Pro

20

Asp

Glu

Leu

Ser

Pro

100

Ile

Leu

Glu

Gln

Ser

Pro

Ile

Thr

Tyr

85

Thr

Asp

Arg

Cys

Pro

Phe

Fhe

Asp

Gly

70

Thr

Phe

Leu

Tyr

Fhe
150

295

Cys

Phe

Fhe

Leu

55

Glu

Glu

Ser

Ser

Asn

135

Gln

Gly

Thr

Thr

40

Phe

Ser

Leu

Thr

Thr

120

Thr

Ser

162

Arg

Arg

Arg

Cys

Tyr

Leu

Asp

105

Met

Ser

Gly

Val

10

Tyr

2la

Val

Ser

Val

20

Gly

Ser

Gly

Met

Leu

Ser

Val

Ser

Trp

75

Arg

Asp

Thr

Leu

Glu
155

300

Val

Val

Thr

Leu

&0

Arg

Trp

Ile

Arg

Ala

140

Ser

Phe

Glu

Asp

45

Gly

Gly

Gly

Arg

Ser

125

Lys

Fhe

255

Asp Gln Ser

270

Leu Ile Ala

Fhe

Asp

Leu

30

Fhe

Phe

His

Leu

Gln

110

Fhe

Ala

Lys

Fhe

Val

15

Ser

Arg

Leu

Leu

Ala

95

Asn

Tyr

Ile

Arg

Ala

Leu

Tyr

Leu

Asn

80

Val

Pro

Glu

Val

Fhe
160



10

15

Leu His

Trp Glu

Ala Thr

Gly Leu

210

Gly Val
225

Ala Gly

Tyr Arg

Leu

ES 2 644 883 T3

Thr Cys

165

Pro
180

Ser

Leu Leu

195

Ser

Ser

Pro Val

Glu Glu

Leu

Gly Arg

Asp

Ala

Tyr

Ala Pro

Met

Ile Thr

215

Fhe
230

Trp

FPhe Ser

245

FPhe Glu Ser Leu

170

Cys

Pro Leu

185

Gly Tyr Asp

Val
200

Gly His Asn Gln

Glu
220

Arg Tyr Tyr Asn

Asp Ala Ala Gly Ile

235

Asn Ser Tyr Ile Gln

250

Pro
175

Pro Arg

Ala
190

Arg Phe

Leu Leu Fhe

205

Leu Val Val

Thr Leu His

Ile Leu

255

Lys

<210> 102

<211>519

<212> ADN

<213> Virus del enanismo ramificado del tomate

<400> 102

atggaacgag
Jggaggatcag
gagtggcgge
gaaagctggyg
gcettocactge
cgatttttcg
atcaccgttt
aagcaagaac

cctgaaggta

ctatacaagg
gaggtaccac
tacataacga
gtttcgggaa
acagagtcct
gtttcgacca
ctggagggte
tgctacagcet

ctgagacctt

aaacgacgct
ttctecectte
tgagacgaat
agttgtattt
tggatcttgg
gatcggatgt
gcgaactctt
tgccocaate

Cgaaaaagaa

agggaacaag
aaacttccty
tcgaatcaag
aajgagatatc
acgggagatt
acctatagta
cagcatctct
gaagtggaaa

agoegagtaa

<210> 103
<211> 351
<212> ADN
<213> Virus de las hojas amarillas rizadas del tomate

<400> 103

163

ctaacagtga
acgaaagtec
ataatceccct
tcagatacga
cggttaacta
ttcggtttcg
gtgagatggc

Jgtaatgtatc

acgttgggat
gagttggact
tggtttcaag
caggacggaa
tgcagcatct
aggagttagt
aattcggtct

aagadgatgc

Arg

Glu

Thr

Glu

His

240

Gln

&0

120

180

240

300

360

420

430

519



10

15

atgtgggatc
gctattaaat
ttaattaggg
tataatecatt
cagcagcaogt

caggcccaty

<210> 104
<211> 1056
<212> ADN
<213> Virus de la arruga del nabo

<400> 104

atggaaaatyg
tggcagaaga
atggggatca
ccggtggcetce
ggcataacca
cctaagtaca
aaggaggcdy
atgagccctt
ccteoocgeooca
tggacagggt
atcagcgatc
gccaatgatg
agaactggct
aggttggtct
ctoggaaccy
Jgaaaacgcayg
tgggctggay

cagccaaggyg

<210> 105
<211>912
<212> ADN
<213> Virus del mosaico del guisante

<400> 105

cacttctaaa
atttgcagtc

atcttatatc

tccacgoccy
gctgeotgtec

taccggaage

atcctagagt
agggetggte
agctctecee
tcgecctacceg
gaagcggttc
ccacagetgt
cocagtatga
caaccaccgg
acgacctcgc
ttattttgac
caaagcttgt
cogoccaact
caaccagcgda
cgtggtcocaa
gaaacttete
acgoctcetga
tgaaggtage

Jaaaatggca

ES 2 644 883 T3

tgaatttcet
cgttgaggaa
tgttgtaagg
cotcgaaggt
ccattgteca

ccagaatata

ccgaaagtte
atcecctaacc
tgtggcgcaa
cgaggtttcec
tgaactgatc
Jgecttaaccca
aaaataccga
gggcaaggtg
ttcectcotac
cgtcccaaca
caatttcggce
cggtgaagtyg
cgcccagatt
gaccaaggga
gttgacactyg
cttcteggre

agaaagggda

agcactcagg

gaatctgttc
acttacgagc
gcceogtgact
tcgoccgaagg
aggcacaaac

cagaatgtat

gcatcegagyg
agcagacaga
cotgtgcaga
acccageetc
acaaccctga
agcgaacecy
ttcacgteac
gctetggeat
aacatagagg
gattctactyg
aagctcatca
cgagtegagt
ggggacttcg
acagctgggt
ttectacgaga
ctgggagaag
caaagcgtga

atttag

164

acggattteg
ccaatacatt
atgtcgaage
ctgaacttcg
aagogacgat

cgaagoccty

Jegoocaaty
aacagaccgc
aagtgactcg
gggtttctac
agaagaacac
Jaacattcaa
tcagatttag
tcgaccgaga
gttgtgtatc
accgctttgt
tggccaccta
acaccgtgcoa
cgggtgttaa
gggagcacga
aggcgcoocgt
ccgcagoagy

aaatggtcac

ttgtatgtta
Jgggccacgat
gaccaggcga
acagceccata
catggacgta

a

ggcgataaag
cogogoagcy
actgagtgct
tgccagggac
tgacactgaa
ccaactcatc
gtactcteoce
cgctgccaaa
tagcgtgccc
ggcggatggt
tggecaagga
gctcaagaac
Jggacggacec
ttgtcatttt
tteggggeta

tagtgtccaa

aactgaggag

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

200

9260

1020

1056
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atgcacggaa ttgagcagcc tcaactaccg ctagattacqg ttcaccgttg cgcatcaacc 60
tecttottge tocgcatcact agatggectc ctttetgaaq cccgtgaact ctcagggect 120
ctggetoteca ttacttetag ctattactta cttgtttota ttgcectetyg ctgggeaate 180
cctggatect totggtatag goctggctge tggttgcagce cagtotceagg goggaatceto 240
atcttttgeg goccocctaccga ggccttgecaa cgattccgtco tgtacgctge cagacttggg 300
ttggtcctgt cagagaactg c¢ccaagacac ggcocaatcag cagcaatcac ccocttcaatca 360
tactgggcac ttectaacaa catctggatyg gacatggece aattggactt getecacctte 420
tcaatgccaa ttgctaatac atttgcctac ttggcagatt Jtgaagecaag atttcctect 480
attgttgaag gagtgggatc tgcttactat gtgccaacgce tgctcoggact tactcaccaa 540
gaccccagge tttatcttge gettogoagg agaaacchttg atcttagtgg cgaacctceat 600
agagttcgtc ctggtgtcct ggagtctatg getttgctet gttctagtgt acgtagcaca 660
agccgttceeca ggcaaattee tectrttatat ggecageogttt tgecaccacgt tttgggecty 720
gccgagagag actgcatcct ctttgatacg gatagtaact actcctcectta cactcategg 780
gttcttgaac aagaccggaa tcgggctgat cagtcattgt ttagecattga cttggaatat 840
gttcatgacce tggagcttat tgcectgggt tactcoctgatg aagatgatga agatcttgat 300
aacttcttct ag 812

<210> 106

<211>771

<212> ADN

<213> Virus del cereal enano amarillo

<400> 106

165
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atgttcatceg cccaaccttg cgggcgagtt cttgtgttcg acgtogoctc cocgcacgcoca 60
tcgttcttca ctegttatag tgttgaactc tocgotoccgtg ttcoctagacce atteottcacyg 120
cgagcagtaa cagatttcoccyg atacacccaa aatgaaatcg atttattttyg tgtgtetett 130
Jggctttetgt tgccaattet cectcacagda gaatcecttact ctrtggcegegyg tcacctcaac 240
ctcoccecttt cttacaccga attacttgtt cgatgggggce tcgcagtggg gtacttocct 300
accttcteca ctgatggtga cattcgacag aacccagaac teocgcatcga cotgtocacco 360
atgtcaacece gotettteta cgageagttce ctactcagat ataacacgag tgggttggcea 420
aaagctateg teoggacagca agagtgottt caaagcggeca tggagtcttt taaaagatte 480
ctacactacc goctcacygtyg ctttgaaagce tgccttceccac gacctegttyg ggaaagtect 540
ttggctecctg gtecttatcet ggacagggct tttgaggcaa ctettetegg cogtatggtce 600
ggtcataacc aactactcectt taccggtttg tcttctgata tcactaggta ttataacgag 660
ttggttgtyyg aaggcgtgce ggtggetttt tgggacgetyg cceggecattac tttgcatcac 720
Jetggtgaag aatattttte gaattcttac attcaaaaga ttottcaatg a 771

<210> 107

<211> 1005

<212> ADN

<213> Micromonas CCMP1545

<400> 107

166



10

atgaccgctyg
tacaaccacc
getgttgert
cttgctgctc
gctatcacta
gcttacettg
gttctcectt
Jagtgcgtga
aagcaccttt
ctcgatgatg
aggcctggty
caaaccggty
tggcgtcttg
agagttgctc
atgcacactg
tacgttcaag

aagggaaagc

<210> 108
<211> 334
<212> PRT
<213> Micromonas CCMP1545

<400> 108

cteccagette
tcatgatgtt
gctacttect
ttactcctgt
aggctgetgt
acgctgetge
tgtectategt
gaaactctag
ggtocttgget
gaagatctgt
ttgagacrat
cttctettygt
gacctectct
ctatggtttt
ttgttggaaa
agjgaagcteaa

acggatacgc

ES 2 644 883 T3

tgctagagat
cgcttggett
tcocteateot
tactactcoct
gagatacttc
taagggtgtt
tgotttegga
agctrtgget
tggaatggat
tctecatecate
ctaccteaag
tcetgettte
tgttcctecat
ctggggaaag
goctatcooot
cgagttegtt

tgagtctact

cctgctetty
ggagttgtte
gttgctactt
catcctgott
cctecttacta
cctgctgtta
aactacttct
actggaacca
gctatcteta
cctggtggag
aagaggttcey
actttoggac
gttgttgcty
tggggatctc
gttaagaaqc
getgctatgy

ctegttgtte

ctactggatc
atgctgttgt
gtgcrtatcge
ggggacttge
tggaatggga
tcggacttga
tcttecaccga
tcttegttat
ggcgtgctat
ttgctgagtg
gattegttaa
agaccagatc
aggttttcge
ctatccctaa
agtctgagcce
aatctcttrta

tttga

Met Thr Ala Ala Pro Ala Ser Ala Arg Asp Pro Ala

1

5

Ser Gly Ser Leu Tyr Asn His

20

10

Leu Met Met Phe Ala

25

Val His Ala Val Val Ala Leu Val Ala Val Ala Cys

35

40

167

tggatectett 60
tgctettgtt 120
tetegttget 180
tatcgctaga 240
ggatgagaga 300
gectcattet 360
atctacacct 420
coccoctgttott 480
gaagactctt 540
ccttcaaatg 600
gcettgetate 660
ttactettac 720
tagagcttgt 780
catggttect 840
ttctaacgag S00
cgctagacac 960

1005

Leu Ala Thr Gly
15

Trp Leu Gly Val
30

Tyr Fhe Leu Pro
45



His

Thr

65

Ala

Glu

Val

Fhe

Asn

145

Lys

Met

Gly

Leu

Ser

225

Trp

Ala

Ser

Ile

Pro

50

Pro

Ile

Asp

Ile

Gly

130

Ser

His

Lys

Val

Lys

210

Leu

Arg

Arg

Fro

Pro

Val

Val

Thr

Glu

Gly

115

Asn

Arg

Leu

Thr

2la

195

Lvys

Val

Leu

Bla

Ile

275

Val

Ala

Thr

Lys

Arg

100

Leu

Tyvr

Ala

Tre

Leu

180

Glu

Arg

Pro

Gly

Cys

260

Pro

Lys

Thr

Thr

2la

85

Ala

Glu

Fhe

Leu

Ser

165

Leu

Cys

Fhe

Ala

Fro

245

Arg

Asn

Lys
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Cys

Pro

70

Ala

Tyr

Pro

Fhe

Ala

150

Trp

Asp

Leu

Gly

Fhe

230

Fro

Val

Met

Gln

Ala

55

His

Val

Leu

His

Fhe

135

Thr

Leu

ASp

Gln

Fhe

215

Thr

Leu

Ala

Val

Ser

Ile

Pro

Aryg

Asp

Ser

120

Thr

Gly

Gly

Gly

Met

200

Val

Phe

Val

Pro

Pro

280

Glu

168

2la

Ala

Tyr

ala

105

Val

Glu

Thr

Met

Arg

185

Arg

Lvs

Gly

Fro

Met

265

Met

Pro

Leu

Trp

Phe

20

Ala

Leu

Ser

Ile

Asp

170

Ser

Pro

Leu

Gln

His

230

Val

His

Ser

Val

Gly

75

Pro

Ala

Pro

Thr

Fhe

155

Ala

Val

Gly

Ala

Thr

235

Val

Fhe

Thr

Asn

Ala

4]

Leu

Leu

Lys

Leu

FPro

140

Val

Ile

Leu

Val

Ile

220

Arg

Val

Trp

Val

Glu

Leu

Ala

Thr

Gly

Ser

125

Glu

Ile

Ser

Ile

Glu

205

Gln

Ser

Ala

Gly

Val

285

Tyr

Ala

Ile

Met

Val

110

Ile

Cys

Fro

Arg

Ile

150

Thr

Thr

Tyr

Glu

Lys

270

Gly

Val

Ala

Ala

Glu

25

Pro

Val

Val

Val

Arg

175

Pro

Ile

Gly

Ser

Val

235

Trp

Lys

Gln

Leu

Arg

B0

Trp

Ala

Ala

Arg

Leu

160

Ala

Gly

Tyr

Ala

Tyr

240

Phe

Gly

Pro

Glu
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290 295 300

Lys Leu Asn Glu Phe Val Ala Ala Met Glu Ser Leu Tyr Ala Arg His
305 310 315 320

Lys Gly Lys His Gly Tyr &la Glu Ser Thr Leu Val Val Leu

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

325 330

<210> 109

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<220>

<221> misc_feature
<222>(2)..(2)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(10)..(15)
<223>nesa,c,got

<400> 109
angatntatn nnnnngt

<210> 110

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 110
tgacaggata tattggcggg taaac

<210> 111

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del &cido nucleico de transferencia del borde

<400> 111
tggcaggata tattgtggtg taaac

<210> 112

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

169

17

25

25
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<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 112
tggcaggata tataccgttg taatt

<210> 113

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del &cido nucleico de transferencia del borde

<400> 113
cggcaggata tattcaattg taatt

<210> 114

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 114
tggtaggata tataccgttg taatt

<210> 115

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 115
tggcaggata tatggtactg taatt

<210> 116

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del &cido nucleico de transferencia del borde

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223>y=cot

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223>r=aog

<220>

<221> misc_feature
<222> (4)..(4)
<223>y=cot

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)
<223>w=aot

170

25

25

25

25
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<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223>s=cog

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(16)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(17)..(17)
<223>v=a,co0g

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223>b=c,got

<220>

<221> misc_feature
<222>(19) ..19)
<223>k=got

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223>w=aot

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(25)
<223>y=cot

<400> 116
ygryaggata tatwsnvbkg taawy

<210> 117

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del &cido nucleico de transferencia del borde

<400> 117
cggcaggata tatcctgatg taaat

<210> 118

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 118
tggcaggagt tattcgaggg taaac

<210> 119

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

171

25

25

25
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<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 119
tgacaggata tatcgtgatg tcaac

<210> 120

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del &cido nucleico de transferencia del borde

<400> 120
gggaagtaca tattggcggg taaac

<210> 121

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 121
ttacaggata tattaatatg tatga

<210> 122

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 122
taacatgata tattcccttg taaat

<210> 123

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del &cido nucleico de transferencia del borde

<400> 123
tgacaggata tatggtaatg taaac

<210> 124

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del acido nucleico de transferencia del borde

<400> 124
tggcaggata tataccgatg taaac

<210> 125

<211> 1395

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

172

25

25

25

25

25

25
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<223> Secuencia de nucleétidos optimizada por codén para la produccién en plantas de SEQ ID NO:7

<400> 125
atgtgtccte ctaagaccga tggaagatct totcoctagat cteoctctcac caggtctaag 60
tcatctgectyg aggcetettga tgctaaggat gettcoctacceyg ctoctgttga tettaagace 120
ctrtgagcocte atgaacttgce tgctaccttce gagactagat gggttagggt tgaggatgtt 180
gagtacgacqg tgaccaactht caaacatcct ggtggaageg tgatcttcta catgcecttgcet 240
aacactggtg ctgatgctac tgaggctttc aaagaatttc acatgcgtag cctcaaggcect 300
tggaagatgce ttagagettt gecttctaga cotgctgaga tcaagagatc tgagtctgag 360
gatgctcocta tgcttgagga tttcgctagg tggagagcety aacttgagadg ggacggatte 420
ttcaagectt ctatcaccca tgttgcttac cgtettttgg agettettge tacttteget 480
cttggaaccg ctecttatgta cgctggatac cctatcattg ctagcgtitgt gtacggtgcect 540
ttctteggag ctagatgtgg atgggttcaa catgagggtg gacacaactc tcecttaccgga 600
tctgtgtacg tggataagag acttcagget atgacttgeg gatteggact ttetaccage 660
ggagagatglt ggaaccagat gcataacaag caccatgcta cccctcagaa agttagacac 720
gacatggatc ttgataccac tcocctgctgtg gctttcttca acaccgctgt ggaggataat 780
agacctaggg gattctctag agottgggcect agacttcaag cttggacctt cgttcctgtt 240
acttctggac ttetegttea ggotttotygg atctacgttc tecatecctag acaggtgotce 900
aggaagaaga actacgagga agcttcocttgg atgotegttt ctcacghbtgt tagaaccget 960
gttatcaage ttgctaccgg atactcttgg cctgttgctt actggtggtt cactttcgga 1020
aactggatcg cttacatgta cctcttoget cacttctcta cttctcacac tcacctecct 1080
gttgttccat ctgacaagca cchbtagctgg gttaactacg ctgttgatca caccgttgac 1140
atcgatcctt ctegtggata cgttaactgyg cttatgggat accttaactg ccaggttate 1200
caccatctet tecctgatat goctcaatte agacagectg aggtgtcaag aagattcegtce 1260
cotttcgeta agaagtgggg actcaactac aaggtgctct cttactacgg tgcttggaag 1320
getactitca gcaacctcga caaagttgga cagcactacht acgttaacgg aaaggctgag 1380
aaggctcact gatga 1395

<210> 126

<211> 870

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtidos optimizada por codén para la produccién en plantas de SEQ ID NO:3

<400> 126
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atggaatttg
gttgttgctc
tcttetgeta
ctegettact
gttaagggac
atcggactca
tcocttcltggg
ttctacgtgt
gttaaccagg
atgatcactt

gttcatgtgt

accaagagaa
ttecatgaace
attgctecaac

tacatgaagc

<210> 127
<211>1281
<212> ADN

ctcaacctcet
ctgctatctt
ctaaggatct
tecgetategt
aggatccttt
gcctttacat
gaaacgctta
ccaagatcta
tttecttect
atgctgctcc

gcatgtacac

agtacctttyg
tLtctecagge
tcectegttgt

accacgcttc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos optimizada por codon para la produccion en plantas de SEQ ID NO:25

<400> 127
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cgttgctatyg
ctctgctacce
ccctotegtt
tggttctgga
cettctcaag
gtgcctcaag
caaccctgct
cgagttcatyg
ccatgtttac
aggtggagat

ctactacttc

gtggggaaga
tgtttaccte
ttacatggtt

taagtgataa

Jgctcaagagco
gactctattyg
gaatctccta
ctcgtttace
gctettatge
ctcgtttacg
caaaccgaga
gacaccttca
caccacggat
gcttacttcet

atggctgctyg

taccttacce
ctectactett

accctectea

174

agtacgctge
gatggggact
cceoctettat
gtaaagtgtt
tcgectcacaa
aggcttacgt
tggctaaggt
tcatgcttet
ctatctetgyg
ctgctgetet

ttctteoctaa

agatgcaaat
cttctectta

tgcttttegy

tatcgatgct
caagcctatc
cctttetete
coctagaaco
cgttttectt
gaacaagtac
gatctggatc
caagggaaac
aatctggtgy
caactcttgg

ggacgaaaag

gttccagtte
ccctaagtte

aaacttctac

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

870
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atgcctocta gggactcetta ctettacget gotoctectt ctgcectcaact tcacgaggtt 60
Jgacactocctc aagagcacga caagaaagag cttgttatcey gagataggge ttacgatgtyg 120
accaacttcg ttaagagaca ccocctggtgga aagatcattg cttaccaagt gggaactgat 180
gctaccgatg cttacaagca gtteccatgtg agatctgeta aggctgacaa gatgctcaag 240
tctctecctt ctagacctgt tcacaaggga tactctccta Jgaagagcoctga tecttatcget 300
Jacttcecaag agttcactaa Jcaacttgag getgadgggaa tgrttcocgaace ttcectctcect 360
catgttgett accgteottge tgaggttatce geotatgcaty ttgctggtge tgctcettate 420
tggcacggat acactttcgce tggaatcgcet atgottggag ttgttcaggg aagatgcgga 480
tggcttatge atgaggqgtgg acactactct cttaccggaa acattgettt cgatagggct 540
atccaagttyg cttgttacgg acttggatge ggaatgtcecty gtgcttyggtyg gagaaaccad 600
cataacaagc accatgctac tcctcaaaag ctccagcacy atgttgatct tgatacccte 660
cctetegtty ctttceccatga gagaatcocget gotaaggtta agtctcectge tatgaaggcet 720
tggctcteca tgcaagetza actcttoget cctgttacca ctocttettgt tgctettgga 780
tggcagcttt accttcacce tagacacatg ctcagaacta agcactacga cgagcttget 840
atgcttggta tcagatacgg acttgtggga taccttgctyg ctaactacgg tgctggatac 900
Jgttettgett gotaccttet ctacgttcag cttggageta tgtacatctt ctgcaactte 960
getgtttete acactcatet ccotgttgtt gagectaacy ageatgcetac ttgggttgayg 1020
tacgctagcta accacactac taactgctcect ccatcttggt ggtgtgattg gtggatgagc 10860
tacctcaact accagatcga gcatcacctit faccctteta tgcctcagtt caggcatcect 1140
aagatcgete ctagagtgaa gcaactcotte gagaagcacy gacttcacta cgatgtgegt 1200
ggatactteg aggctatgge tgatactitc getaaccteg ataacgttge tecatgetect 1260
Jagaagaaaa tgcaatgatg a 1281

<210> 128
<211> 807
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétidos optimizada por codén para la produccién en plantas de SEQ ID NO:5

<400> 128
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176

atggectteta togetatoce tgectgectett getggaacte ttggatacgt gacctacaac 60
Jtyggectaace ctgatattce tgcttotgag aaggyttceccag cttacttcat gcaagtggay 120
tactggggac ctactatcgg aactatcggt tacctectcet tcatctactt cggaaagogt 180
atcatgcaaa acagaagcca gectttogga cttaagaacg ctatgctcgt gtacaacttc 240
taccagacct tottcaacag ctactgcatce tacctotteg ttacctetca tagggctcag 300
ggacttaaaqg tttggggaaa catccectgat atgaccgceta actettggygg aatctceteag 360
Jgttatctgge tecactacaa caacaadtac gtggagette tegatacctt ctteatggtyg 420
atgaggaaga agttcgacca geotttottte cttcacatet accaccacac tottctcate 480
tggtcatggt tcgtggttat gaagctogag cctgttggag attgetactt cggatctage 540
gttaacacct tcocgtgcacgt gatcatgtac teottactacg gacttgctge tottggagtt 600
aactgcttet ggaagaagta catcacccag atccagatge ttcagttctg tatctgeget 660
tctcactcta tctacaccge ttacgttcag aacactgcett tcectggcecttoc ttacctteag 720
ctctgggtga tggttaacat gttegtgctce ttcgctaact tctaccgtaa aaggtacaag 780
agcaagggtg ctaagaagca ghtgataa 807

<210> 129

<211> 1347

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos optimizada por coddn para la produccién en plantas de SEQ ID NO:72

<400> 129
atgcctcoccat ctgcectgctaa acagatggga gcttctactg gtgttcacge tggtgttace 60
gattcttetyg ctttcaccag aaaggatgtg gotgatagac ctgatcttac catecgttggt 120
gactetgtygt acgatgctaa ggetttcaga totgageate ctggtggtge tecatttogtt 1380
tcactcttcg gaggaagaga tgctactgag gcotttcatgg aataccacag aagagcttgg 240
cctaagteta ggatgtctag gttcoccatgtt ggatctecttg cttctaccga ggaacctgtt 300



gotgetgatyg
tcatctggat
atcgctcttg
ggatggctet
tctaagtety
atgatccttt
aaggaccchtg
cctatgcatt
ctectecttece
aagctogcety
ttegttgete
actgttatga
ggtgttgett
cttaagaggc
Jggtggactca
cctagacttyg
tacectacca

aggcctagat

agggatacct
tcgctecage
aggcttacat
tegetettat
ctagcgttaa
ggctccaaga
atcaaaagqgc
ggcttcagca
tcgatatete
gatacctett
ttcctottta
ccggaagctt
ctgttggacc
aggctgagac
actaccaaat
ctecectettgt
tetggtctaa

ctaaggctga
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tcagctttgt
ttcttactgg
getotacget
cggacttaac
ccttgctcectt
gcatgttgtt
tcatggtgct
cctttacett
tgagcttgty
catgccttcet
cctcgcecteet
ctaccttgct
tgatggatct
ttettctaat
cgagcaccac
gaaggctgaa
cctogecttet

gtgatga

gotaggateg
gttaaggctg
Jgaaagagac
atccagcatyg
ggactttgte
atgcaccace
cttagactca
ctccoctggtg
atgtggagat
cttctectcea
tctgttcata
ttecttettet
atcacctcta
gtgggaggac
ctttteoccta
cttgaggcta

accctcagac

177

ctaagatggt
gacttatcct
ttcteocectte
acgctaacca
aggattggat
tccacaccaa
agcctaccga
azactatgta
Jggagggtga
agettaccett
ctgctgtgtg
tcatcagcca
tgaccagggy
ctettettge
Jagttcacca
Jaggaatcga

atatgtacgce

gccttetgtyg
cggatctget
tatcgttctt
tggrtgettty
cggaggatct
cgatgttgat
tgcttggtca
cgctttcaag
acctatctcet
ctgggctaga
tatcgetget
caacttocgag
agcttettte
tactcttaac
cggattctac
gtacaagcac

tcttggaaga

360

420

450

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347
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REIVINDICACIONES

1. Una célula recombinante que sintetiza acido docosapentaenoico (DPA), en donde la célula se deriva de una célula
gue no es capaz de sintetizar DPA, y en donde la célula recombinante comprende polinucleétidos exégenos que
codifican

i) una elongasa de acido graso con actividad A5 elongasa,

i) una A8 desaturasa y/o una A6 desaturasa,

iii) una A9 elongasa y/o una A6 elongasa,

iv) una A5 desaturasa, y

v) opcionalmente, una A4 desaturasa y/o una w3 desaturasa,

en donde cada polinucleétido esta unido de manera operativa a uno 0 mas promotores que son capaces de dirigir la
expresion de dichos polinucleétidos en la célula, en donde la A5 elongasa tiene una actividad de acido
eicosapentanoico (EPA) para producir DPA con una eficacia de al menos el 70 % cuando la elongasa se expresa a
partir de un polinucleétido exégeno y en donde la A5 elongasa comprende aminoacidos que tienen una secuencia

como se proporciona en la SEQ ID NO:6, o una secuencia de aminoacidos que es al menos un 47 % idéntica a la
SEQ ID NO:6.

2. La célula recombinante de la reivindicacion 1 que es una célula vegetal o de levadura.

3. La célula recombinante de las reivindicaciones 1 0 2, que es una célula vegetal.

4. La célula recombinante de las reivindicaciones 2 o0 3, en la que la planta es una angiosperma.

5. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tiene una 0 mas de las siguientes caracteristicas

i) la célula tiene una capacidad reducida para convertir acido oleico en acido eicosenoico (C20:1) cuando se
compara con una célula de tipo salvaje, y/o menos del 5 % del acido oleico se convierte a acido eicosenoico en
la célula,

i) la célula comprende una conversion aumentada de &cido y-linolénico (GLA) a &cido estearidonico (SDA) y/o

acido araquidonico (ARA) a EPA con respecto a la correspondiente célula que carece de los polinucleotidos
exdgenos,

iii) la cantidad de acido docosahexanoico (DHA) en los acidos grasos de la célula es al menos el 3 % de los
acidos grasos totales de la célula, y

iv) la eficacia de la conversion de ALA a EPA o DPA es al menos del 17,3 %.

6. La célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende ademas polinucleétidos
exdgenos que codifican;

i) una A17 desaturasa,
i) una A15 desaturasa, y/o

iii) una A12 desaturasa

en donde cada polinucleétido esta unido de manera operativa a uno 0 mas promotores que son capaces de dirigir la
expresion de dichos polinucleétidos en la célula.

7. La célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que una o mas o todas las
desaturasas tienen mayor actividad en un sustrato acil-CoA que para el correspondiente sustrato acil-PC.

8. Un método para sintetizar DPA, comprendiendo el método

a) introducir en las células que no pueden sintetizar DPA, polinucleétidos exdgenos que codifican

i) una elongasa de acido graso con actividad A5 elongasa, en la que la A5 elongasa comprende aminoacidos

gue tienen una secuencia como se proporcionan en la SEQ ID NO:6, o una secuencia de aminoéacidos que es
al menos un 47 % idéntica a la SEQ ID NO:6,

i) una A8 desaturasa y/o una A6 desaturasa,

iii) una A9 elongasa y/o una A6 elongasa,
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iv) una A5 desaturasa, y

v) opcionalmente, una A4 desaturasa y/o una w3 desaturasa,

en donde cada polinucle6tido esta unido de manera operativa a un promotor que es capaz de dirigir la expresion de
dicho polinucleétido en la célula,

b) expresar los polinucledtidos exégenos en las células, y
¢) seleccionar las células en las que, basado en el analisis de la composiciéon de acido graso, la A5 elongasa

tiene actividad sobre EPA para producir DPA con una eficacia de al menos el 70 %, y;
d) extraer un aceite que comprende DPA de las células seleccionadas.

9. Un organismo transgénico no humano que comprende una célula de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

10. El organismo de la reivindicacion 9 que es una planta transgénica.

11. Una semilla que comprende la célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o que se
puede obtener a partir de la planta transgénica de la reivindicacién 10.

12. Aceite que se puede obtener de una célula vegetal o de una célula de levadura recombinantes que sintetizan
DPA, en donde dichas célula vegetal o célula de levadura recombinantes comprenden un polinucleétido exégeno

gue codifica una elongasa de acido graso con actividad A5 elongasa, en donde la elongasa tiene actividad sobre

EPA para producir DPA con una eficacia de al menos un 70 % cuando la elongasa se expresa a partir del
polinucleétido exégeno en la célula vegetal o de levadura, de forma que la suma de los porcentajes de DPA y DHA
respecto de la suma de los porcentajes de EPA, DPA y DHA en el aceite es al menos el 70 %.

13. El aceite de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la célula vegetal es una célula de semilla vegetal
madura.

14. El aceite de acuerdo con las reivindicaciones 12 0 13, en el que la planta es una angiosperma.

15. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el aceite se puede obtener por
extraccién del aceite, en particular a partir de un aceite de semillas.

16. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, que es aceite purificado.

17. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, en el que dicho aceite es aceite de
canola (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), aceite de mostaza (Brassica juncea), otros aceites derivados de
Brassica, aceite de girasol (Helianthus annus), aceite de linaza (Linum usitatissimum), aceite de soja (Glycine max),
aceite de cartamo (Carthamus tinctorius), aceite de maiz (Zea mays), aceite de tabaco (Nicotiana tabacum), aceite
de cacahuete (Arachis hypogaea), aceite de palma, aceite de semillas de algodén (Gossypium hirsutum), aceite de
coco (Cocos nucifera), aceite de aguacate (Persea americana), aceite de oliva (Olea europaea), aceite de casis
(Anacardium occidentale), aceite de macadamia (Macadamia intergrifolia), aceite de almendra (Prunus amygdalus) o
aceite de semillas de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana).

18. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, en el que la célula vegetal o de levadura
comprende polinucledtidos exdégenos que codifican:

i) una A8 desaturasa y/o una A6 desaturasa,
i) una A9 elongasa y/o una A6 elongasa,
iii) una A5 desaturasa, y

iv) opcionalmente una A4 desaturasa y/o una w3 desaturasa,

en la que cada polinucledtido esta unido de manera operativa a uno 0 mas promotores que son capaces de dirigir la
expresion de dichos nucleétidos en la célula.

19. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, en el que dicha célula vegetal o de
levadura comprende polinucleétidos exdgenos que codifican:

i) una A117 desaturasa,
i) una A15 desaturasa, y/o
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iii) una A12 desaturasa

en donde cada polinucleétido esta unido de manera operativa a uno 0 mas promotores que son capaces de dirigir la
expresion de dichos nucleétidos en la célula.

20. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 19, en el que dicha célula vegetal o de
levadura sintetiza DHA.

21. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20, en donde el aceite se caracteriza por
una o mas de las siguientes propiedades:

i) al menos el 6 % del total de acidos grasos incorporados en el triacilglicerol es DPA; y/o
i) DPA constituye el 20-65 % del total de SDA, acido eicosatetraenoico (ETA), EPA y DPA.

22. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, en donde el aceite se caracteriza por
una o mas de las siguientes propiedades:

i) la cantidad de DHA en los acidos grasos es al menos el 3 %, preferentemente al menos el 4 %;
i) al menos el 6 % de los acidos grasos totales incorporados en el triacilglicerol es DPA; y/o
iii) DHA constituye el 20-65 % del total de SDA, ETA, EPA, DPA y DHA.

23. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 22, en el que el nivel de C20:1 en el aceite
es menos del 1 % de los acidos grasos totales.

24. El aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 23, en el que los niveles de acidos
poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) en el aceite se basa en:

i) una eficacia de conversién de ALA en EPA, calculado como la suma de porcentajes de EPA, DPA y DHA
respecto de la suma de porcentajes de ALA y todos los productos de acido graso A6-desaturada de ALA, de al
menos el 17,3 %;

i) una eficacia de conversion de ALA en DPA, calculada como la suma de porcentajes de DPA y DHA respecto
de la suma de porcentajes de ALA y todos los productos de acido graso de A6-desaturada de ALA, de al menos
el 15,4 %;

iii) una eficacia de conversion de ALA en DHA, calculado como el porcentaje de DHA respecto de la suma de
porcentajes de ALA y todos los productos de acido graso A6-desaturados de ALA, de al menos el 9,5 %; y/o

iv) una eficacia de conversion de EPA en DHA, calculada como el porcentaje de DHA respecto de la suma de
porcentajes de EPA y todos los productos de acido graso de A5 alargado de EPA, de al menos el 45 %.

25. Un método para producir aceite, que comprende tratar el aceite de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a
24,

26. Un método para producir aceite que contiene acidos grasos insaturados, comprendiendo el método extraer
aceite de la célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, del organismo transgénico no
humano de la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10 y/o de la semilla de la reivindicacién 11.

27. El método de las reivindicaciones 8 o 26, en el que el aceite se purifica o se trata adicionalmente.
28. El método de la reivindicacion 26 o la reivindicacion 27, en el que la semilla es una semilla oleaginosa.

29. Alimentos, cosméticos o productos quimicos que comprenden la célula de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, el organismo transgénico no humano de la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, la semilla de
la reivindicacion 11 y/o de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 24.

30. Uso de una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el organismo transgénico no
humano de la reivindicacién 9 o la reivindicacion 10, la semilla de la reivindicacion 11, el aceite de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 12 a 24 y/o el aceite que se puede obtener usando el método de una cualquiera
de las reivindicaciones 26 a 28 para la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir una dolencia que se
beneficiaria de una PUFA.

31. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, el organismo transgénico no humano de la
reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, la semilla de la reivindicacién 11, el aceite de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 24 y/o el aceite que se puede obtener usando el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 26 a 28 para su uso en el tratamiento o la prevencién de una dolencia que se beneficiaria de una
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