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DESCRIPCIÓN

Modificación genética de microorganismos

Antecedentes5

Se ha reconocido durante mucho tiempo que los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) tienen efectos beneficiosos 
en la salud. La fuente primaria para complementos nutricionales es aceite de especies de pescado que tienen altas 
concentraciones de AGPI, tales como anchoa, sardina, salmón, lacha, arenque y atún. Sin embargo, la falta de 
fiabilidad de las fuentes y variabilidad en la calidad y/o cantidad de AGPI aislados de peces significan que sigue 10
existiendo la necesidad de fuentes alternativas de AGPI.

Los traustoquítridos son microorganismos acuáticos, eucariotas, con la capacidad de producir productos útiles, 
incluyendo AGPI y antioxidantes (Carmona et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 67(4): 884-888, 2003). Estos 
organismos se encuentran en todo el mundo en los océanos y estuarios. Los traustoquítridos son capaces de usar 15
una amplia serie de fuentes de carbono y nitrógeno para crecimiento, lo que indica un potencial para cultivo industrial 
con nutrientes económicos.

Resumen de la invención
20

La presente divulgación abarca composiciones, como se definen en las reivindicaciones, métodos y kits para 
proporcionar fuentes de AGPI y otros compuestos y agentes útiles. La presente divulgación abarca el reconocimiento 
de que los traustoquítridos alterados genéticamente, bien por mutagénesis clásica o de otro modo, pueden 
proporcionar fuentes útiles de AGPI y otros compuestos y agentes.

25
La presente divulgación proporciona sistemas para modificar por ingeniería genética traustoquítridos, así como 
traustoquítridos modificados por ingeniería genética que encuentran diversos usos (por ejemplo, producción de AGPI 
y/o producción de biocombustible).

Se proporcionan en el presente documento moléculas de ácido nucleico aisladas como se definen en las 30
reivindicaciones incluyendo un gen o elemento génico de traustoquítrido o Thraustochytrium, tal como un promotor 
de traustoquítrido o Thraustochytrium. Los promotores ejemplares en moléculas de ácido nucleico aisladas 
proporcionadas incluyen, un promotor de Δ12 desaturasa (por ejemplo, secuencias de ácido nucleico que tienen al 
menos 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor identidad de secuencia con SEQ ID NO:69), y un promotor de 
Δ5 desaturasa (por ejemplo, secuencias de ácido nucleico que tienen al menos 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 35
%, o mayor identidad de secuencia con SEQ ID NO:71). Opcionalmente, la molécula de ácido nucleico aislada es 
una secuencia de Δ12 desaturasa que tiene al menos 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor 
identidad de secuencia con SEQ ID NO:70.

También se proporcionan moléculas polipeptídicas aisladas que tienen secuencias de aminoácidos codificadas en 40
elementos génicos de traustoquítrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, el polipéptido aislado es Δ12 desaturasa. 
Opcionalmente, el polipéptido aislado es una Δ12 desaturasa codificada por una secuencia de ácido nucleico que 
tienen al menos 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor identidad de secuencia con SEQ ID NO:70.

Se proporcionan moléculas de ácido nucleico aisladas que incluyen una secuencia heteróloga unida operativamente 45
a un promotor génico de traustoquítrido o Thraustochytrium y un terminador génico de traustoquítrido o 
Thraustochytrium. Opcionalmente, la secuencia heteróloga codifica un polipéptido. Opcionalmente, las moléculas de 
ácido nucleico aisladas proporcionadas incluyen además un gen de resistencia a zeocina.

Por lo tanto, Se proporcionan moléculas de ácido nucleico aisladas que incluyen un gen de traustoquítrido o 50
Thraustochytrium unido operativamente a un promotor génico. Opcionalmente, el promotor génico es un promotor 
génico heterólogo. Opcionalmente, el promotor génico es un promotor génico heterólogo de traustoquítrido o 
Thraustochytrium. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico aislada que comprende Δ5 elongasa de 
traustoquítrido o Thraustochytrium, Δ5 desaturasa o Δ4 desaturasa puede unirse operativamente a un promotor de 
Δ12 desaturasa de traustoquítrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, el promotor génico es exógeno para el gen al 55
que está unido operativamente. Opcionalmente, el promotor génico es endógeno para el gen al que está unido 
operativamente.

Se proporcionan células hospedadoras que incluyen uno o más ácidos nucleicos aislados proporcionados, ácidos 
nucleicos recombinantes o construcciones heterólogas como se describen en el presente documento. 60
Opcionalmente, las células hospedadoras son microorganismos distintos de traustoquítrido o Thraustochytrium.

Se proporcionan métodos para mutar células de un microorganismo (por ejemplo, traustoquítrido o 
Thraustochytrium). Los métodos incluyen las etapas de cultivar células del microorganismo en un medio, 
comprendiendo el medio zeocina a una concentración a la que la zeocina destruye 60-80 % de las células y aislar 65
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una subpoblación de células que sobreviven al cultivo, mutando de este modo células de un microorganismo. Se 
proporcionan además métodos para mutar células de un microorganismo (por ejemplo, traustoquítrido o 
Thraustochytrium) que incluyen las etapas de cultivar células del microorganismo en un medio, exponer las células a 
radiación ultravioleta o de microondas, o combinaciones de las mismas, de modo que se destruyen 60-80 % de las 
células, y aislar una subpoblación de células que sobreviven al cultivo, mutando de este modo células de un 5
microorganismo. Opcionalmente, los métodos incluyen múltiples ciclos de mutación y aislamiento. La mutación 
puede dirigirse a genes específicos mediante recombinación homóloga, promotores inducibles, enfoques de 
inserción y atenuación, y otros medios moleculares en la técnica.

Se proporcionan células de traustoquítrido o Thraustochytrium que contienen una o más modificaciones para uno o 10
más genes que codifican un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático implicado en la 
ruta biosintética de AGPI de traustoquítrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, las modificaciones aumentan o 
reducen la producción de uno o más AGPI por la célula modificada en comparación con una célula de traustoquítrido 
o Thraustochytrium de referencia cuando las células modificadas y de referencia se cultivan en condiciones 
comparables. Opcionalmente, el polipéptido enzimático o los complejos de polipéptido enzimático se seleccionan del 15
grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 desaturasa y 
poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, los uno o más AGPI se seleccionan del grupo que consiste en ácido 
alfa linolénico («ALA»), ácido araquidónico («ARA»), ácido docosahexaenoico («DHA»), ácido docosapentaenoico 
(«DPA»), ácido eicosapentaenoico («EPA»), ácido gamma-linolénico («GLA») y ácido linoleico («LA»). 
Opcionalmente, la enzima o los complejos enzimáticos se seleccionan del grupo que consiste en poliquétido AGPI 20
sintasa (PKS), Δ9 desaturasa, elongasa y omega-3 desaturasa.

Se proporcionan métodos para transformar una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium. Los métodos incluyen 
las etapas de (a) proporcionar una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium competente; (b) suministrar un ácido 
nucleico recombinante en la célula de traustoquítrido o Thraustochytrium competente, en el que el ácido nucleico 25
recombinante comprende un marcador seleccionable; y (c) cultivar la célula de traustoquítrido o Thraustochytrium
competente en un medio de cultivo que contiene un agente de selección que reduce el crecimiento de células sin el 
marcador seleccionable. Opcionalmente, el marcador seleccionable es un gen de resistencia a antibióticos. 
Opcionalmente, el agente de selección es un antibiótico. Por ejemplo, el antibiótico puede ser zeocina. 
Opcionalmente, la zeocina está presente a una concentración mayor de 50 µg/ml (por ejemplo, aproximadamente 30
100-1000 µg/ml). Opcionalmente, la zeocina está presente a una concentración de aproximadamente 500 µg/ml. 
Opcionalmente, la cantidad de sal en el medio se reduce para evitar la degradación de la zeocina.

En los métodos proporcionados para transformar una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium, el ácido nucleico 
recombinante incluye además un casete de expresión génica distinto del marcador seleccionable.35

Opcionalmente, los métodos proporcionados para transformar una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium
incluyen además una etapa de aislamiento de una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium competente que 
contiene el marcador seleccionable.

40
Opcionalmente, la etapa de suministro comprende suministro biolístico de partículas recubiertas con el ácido 
nucleico recombinante. Por ejemplo, pueden usarse partículas que comprenden oro, wolframio o partículas de perlas 
de vidrio en el suministro biolístico.

Opcionalmente, el medio de cultivo contiene un nivel de sal entre una concentración salina inferior y una 45
concentración salina superior. Opcionalmente, la concentración inferior es aproximadamente 1, aproximadamente 2, 
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, 
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 12, aproximadamente 15, 
aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19 o aproximadamente 20 g/l. Opcionalmente, la 
concentración salina superior es aproximadamente 20, aproximadamente 22, aproximadamente 25, 50
aproximadamente 27, aproximadamente 30, aproximadamente 32, aproximadamente 35, aproximadamente 37, 
aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, 
aproximadamente 65 o aproximadamente 70 g/l. Opcionalmente, la concentración salina es entre aproximadamente 
3 g/l y aproximadamente 70 g/l; entre aproximadamente 5 g/l y aproximadamente 60 g/l; 10 g/l y aproximadamente 
40 g/l de sal (por ejemplo, entre aproximadamente 15 g/l y aproximadamente 35 g/l de sal, o entre aproximadamente 55
18 g/l y aproximadamente 35 g/l de sal; o entre aproximadamente 9 g/l y aproximadamente 18 g/l). Opcionalmente, 
la sal es o comprende una sal seleccionada del grupo que consiste en sales de sodio (por ejemplo, sal marina, 
cloruro sódico, sal de mesa, sulfato sódico, etc), sales de potasio, y combinaciones de las mismas. Opcionalmente, 
la sal es o comprende una sal distinta de cloruro. Opcionalmente, la sal es o comprende una sal distinta de cloruro 
sódico.60

Se proporcionan células de traustoquítrido o Thraustochytrium competentes para transformación genética.

Se proporcionan células de traustoquítrido o Thraustochytrium transformadas con un ácido nucleico recombinante.
65
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Se proporcionan métodos para cultivar células de traustoquítrido o Thraustochytrium. Los métodos incluyen dejar 
crecer un cultivo que comprende células de traustoquítrido o Thraustochytrium en un primer conjunto de condiciones 
en las que la biomasa aumenta (y opcionalmente otras características también aumentan o disminuyen): desplazar 
el primer conjunto de condiciones de cultivo a un segundo conjunto de condiciones en el que la productividad 
aumenta, en el que el desplazamiento comprende uno o más de (a) reducir las concentraciones de oxígeno de una 5
primera concentración de oxígeno a una segunda concentración de oxígeno; (b) aumentar la relación C:N de una 
primera relación C:N a una segunda relación C:N; (c) reducir la temperatura de una primera temperatura a una 
segunda temperatura; y combinaciones de los mismos.

Se proporcionan métodos para proporcionar un AGPI. Los métodos incluyen proporcionar una célula de 10
traustoquítrido o Thraustochytrium que está modificada en comparación con una célula de traustoquítrido o 
Thraustochytrium de referencia porque la célula modificada contiene una o más modificaciones genéticas que 
aumentan la producción de uno o más AGPI por la célula modificada en comparación con la célula de referencia 
cuando las células modificadas y de referencia se cultivan en condiciones comparables; y cultivar la célula de 
traustoquítrido o Thraustochytrium modificada en condiciones y durante un tiempo suficientes para conseguir la 15
producción del o los AGPI.

Opcionalmente, la etapa de aporte comprende proporcionar una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium que 
contiene al menos un promotor de traustoquítrido o Thraustochytrium modificado genéticamente.

20
Opcionalmente, la etapa de aporte comprende proporcionar una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium que 
contiene al menos un terminador de traustoquítrido o Thraustochytrium modificado genéticamente.

Opcionalmente, la etapa de aporte comprende proporcionar una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium que 
está modificada con respecto a una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium de referencia porque la célula de 25
traustoquítrido o Thraustochytrium modificada contiene al menos un polipéptido heterólogo expresado. 
Opcionalmente, la al menos una proteína heteróloga se expresa a partir de un gen que está unido operativamente 
con un promotor de traustoquítrido o Thraustochytrium modificado genéticamente, un terminador de traustoquítrido o 
Thraustochytrium modificado genéticamente, o ambos. Opcionalmente, el al menos un polipéptido heterólogo 
comprende al menos un polipéptido de biosíntesis de AGPI heterólogo.30

La modificación genética puede incluir al menos una mutación de nucleótidos que aumenta la expresión o actividad 
del polipéptido de biosíntesis de AGPI. Opcionalmente, el polipéptido de biosíntesis de AGPI cuya expresión o 
actividad aumenta es un polipéptido de producción de AGPI endógeno. Opcionalmente, el polipéptido de producción 
de AGPI cuya expresión o actividad aumenta es un polipéptido de biosíntesis de AGPI heterólogo.35

Se proporcionan células de traustoquítrido o Thraustochytrium modificadas genéticamente que expresan un 
polipéptido de producción de AGPI heterólogo.

Se proporcionan células de traustoquítrido o Thraustochytrium que producen al menos un AGPI a un nivel al menos 40
36 % mayor que una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium no modificada genéticamente cuando las células 
modificadas genéticamente y no modificadas genéticamente se cultivan en condiciones comparables.

Se proporcionan composiciones que incluyen al menos un AGPI y uno o más componentes de una célula de 
traustoquítrido o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibióticos o es descendiente de una célula 45
de traustoquítrido o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibióticos. Opcionalmente, el gen de 
resistencia a antibióticos es un gen de resistencia a zeocina.

Se proporcionan composiciones que incluyen al menos un AGPI y uno o más componentes de (a) una célula de 
traustoquítrido o Thraustochytrium que se ha cultivado en o sobre un medio que comprende zeocina a una 50
concentración a la que la zeocina destruye 60-80 % de las células, o (b) una descendencia de una célula de 
traustoquítrido o Thraustochytrium que se ha cultivado en o sobre un medio que comprende zeocina a una 
concentración a la que la zeocina destruye 60-80 % de las células.

Se proporcionan polipéptidos de anticuerpo a uno o más de los polipéptidos aislados descritos en el presente 55
documento. Opcionalmente, se proporcionan polipéptidos de anticuerpo a un polipéptido aislado que codifica una 
Δ12 desaturasa de traustoquítrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, los polipéptidos de anticuerpo tienen 
constantes de afinidad de aproximadamente (KA) de 109, 108, 107, 106, 105, o 104 M-1. Opcionalmente, los 
anticuerpos tienen constantes de afinidad (KA) en el intervalo de aproximadamente 1010-109, 108-109, 107-108, 106-
10

7
, 10

5
-10

6
o 10

4
-10

5
M

-1
. Opcionalmente, los anticuerpos son anticuerpos monoclonales, policlonales, 60

monocatenarios o fragmentos de unión a antígeno.

Se proporciona en el presente documento una molécula de ácido nucleico aislada que incluye una secuencia de 
ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en 
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID 65
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NO:7; (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que codifica un polipéptido, que tiene actividad Δ12 
desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico que difiere de la molécula de ácido nucleico de (a) o (b) en la 
secuencia codónica debido a la degeneración del código genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c); y (e) una 
molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO:70. Opcionalmente, la molécula de ácido nucleico aislada está unida operativamente a un promotor. 5
Opcionalmente, el promotor es heterólogo para la molécula de ácido nucleico aislada. Opcionalmente, el ácido 
nucleico se obtiene de un microorganismo. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste 
en los géneros Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el 
microorganismo es ONC-T18.

10
Se proporciona en el presente documento una molécula de ácido nucleico aislada que incluye una secuencia de 
ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en 
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID 
NO:72; (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que tiene actividad Δ5 
desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico que difiere de la molécula de ácido nucleico de (a) o (b) en la 15
secuencia codónica debido a la degeneración del código genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c); y (e) una 
molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO:72. Opcionalmente, la molécula de ácido nucleico está unida operativamente a un promotor. 
Opcionalmente, el promotor es heterólogo para la molécula de ácido nucleico aislada. Opcionalmente, el ácido 
nucleico se obtiene de un microorganismo. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste 20
en los géneros Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el 
microorganismo es ONC-T18.

Se desvela una molécula de ácido nucleico aislada que incluye una secuencia de ácido nucleico seleccionada del 
grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula 25
que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID NO:69; (b) un complemento de dicho ácido 
nucleico de (a) que regula la transcripción de una Δ12 desaturasa; y (c) una molécula de ácido nucleico que tiene 
una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:69. Opcionalmente, la 
molécula de ácido nucleico aislada está unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico heteróloga. 
Opcionalmente, la molécula de ácido nucleico está unida operativamente a un polinucleótido que codifica un 30
polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático con una actividad seleccionada del grupo 
que consiste en actividad desaturasa, actividad elongasa, actividad ácido graso sintasa y actividad poliquétido ácido 
graso poliinsaturado sintasa (PKS). Opcionalmente, la actividad es una actividad desaturasa. Opcionalmente, la 
actividad desaturasa es una actividad Δ5 desaturasa. Opcionalmente, el ácido nucleico se obtiene de un 
microorganismo. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en los géneros 35
Schizochytrium, Oblorrgichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el microorganismo es ONC-
T18.

Se desvela en el presente documento una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de 
ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en 40
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID 
NO:71; (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que regula la transcripción de una Δ5 desaturasa; y (c) 
una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:71. Opcionalmente, la molécula de ácido nucleico aislada está unida operativamente a una 
secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la molécula de ácido nucleico está unida operativamente a 45
un polinucleótido que codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático con una 
actividad seleccionada del grupo que consiste en actividad desaturasa, actividad elongasa, actividad ácido graso 
sintasa y actividad poliquétido ácido graso poliinsaturado sintasa (PKS). Opcionalmente, la actividad es una actividad 
desaturasa. Opcionalmente, la actividad desaturasa es una actividad Δ12 desaturasa. Opcionalmente, el ácido 
nucleico se obtiene de un microorganismo. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste 50
en los géneros Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el 
microorganismo es ONC-T18.

Se desvelan polipéptidos codificados por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 70 y 72.
55

Se desvelan vectores que comprenden todas o parte de las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 69-72.

También se desvela un microorganismo modificado técnicamente, en el que el microorganismo expresa una 
secuencia de ácido nucleico heteróloga seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico 
que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta 60
como SEQ ID NO:70; (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que tiene 
actividad Δ12 desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico que difiere de la molécula de ácido nucleico de (a) o 
(b) en la secuencia codónica debido a la degeneración del código genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c): y (e) 
una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:70. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en los géneros 65
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Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el microorganismo es ONC-
T18. Opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico heteróloga está unida operativamente a un promotor heterólogo. 
Opcionalmente, el promotor heterólogo es al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 71. Opcionalmente, el promotor 
heterólogo se selecciona del grupo que consiste en promotores bacterianos, promotores de levadura, promotores 
víricos eucariotas o elementos promotores aislados de microalgas. Opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico 5
heteróloga está sobreexpresada. Opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico heteróloga se introduce en la célula 
por un vector de expresión. Opcionalmente, el vector de expresión se introduce en el microorganismo con al menos 
un polinucleótido heterólogo adicional que codifica un polipéptido enzimático o parte de un polipéptido enzimático 
implicado en la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido 
heterólogo adicional codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático 10
seleccionado del grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el contenido graso total del microorganismo aumenta 
en al menos 10 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. 
Opcionalmente, el contenido graso total del microorganismo aumenta en al menos 20 % en relación con el contenido 
en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el contenido graso total del 15
microorganismo aumenta en al menos 50 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido 
nucleico heteróloga. Opcionalmente, el contenido graso total del microorganismo aumenta en al menos 100 % en 
relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de 
la secuencia de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y 
monoinsaturados en al menos 10 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión 20
de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la secuencia de ácido nucleico 
heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en 
relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico 
heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos 
grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 50 % en relación con el contenido de dichos ácidos 25
grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la 
secuencia de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y 
monoinsaturados en al menos 100 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión 
de la secuencia de ácido nucleico heteróloga.

30
Se desvela un microorganismo modificado genéticamente, en el que el microorganismo expresa al menos un 
polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados unido operativamente a un promotor heterólogo 
seleccionado del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con 
una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID NO:69; (b) un complemento de 
dicho ácido nucleico de (a) que regula la transcripción de una Δ12 desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico 35
que difiere de la molécula de ácido nucleico de (a) o (b) en la secuencia codónica debido a la degeneración del 
código genético; y (d) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:69. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido de biosíntesis de 
ácidos grasos poliinsaturados es endógeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido 
de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados endógeno está unido operativamente al promotor heterólogo por 40
recombinación homóloga. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos 
poliinsaturados es exógeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido de biosíntesis de 
ácidos grasos poliinsaturados codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático 
seleccionado del grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el microorganismo modificado genéticamente45
sobreexpresa una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido 
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos 
expuesta como SEQ ID NO:70; (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que 
tiene actividad Δ12 desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico que difiere de la molécula de ácido nucleico de 
(a) o (b) en la secuencia codónica debido a la degeneración del código genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c); 50
y (e) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:70.

Se desvelan métodos para producir ácidos grasos poliinsaturados. Los métodos incluyen proporcionar una célula de 
traustoquítrido o Thraustochytrium modificada genéticamente, en la que la célula modificada genéticamente expresa 55
una secuencia de ácido nucleico heteróloga seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido 
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos 
expuesta como SEQ ID NO:70, (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que 
tiene actividad Δ12 desaturasa, (c) una molécula de ácido nucleico que difiere de la molécula de ácido nucleico de 
(a) o (b) en la secuencia codónica debido a la degeneración del código genético; y (d) complementos de (a) o (b) o 60
(c); y (e) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:70, en el que la expresión heteróloga cambia la producción de uno o más ácidos 
grasos poliinsaturados por la célula modificada genéticamente en comparación con una célula de referencia cuando 
las células modificadas genéticamente y de referencia se cultivan en condiciones comparables; y cultivar la célula 
modificada genéticamente en condiciones y durante un tiempo suficientes para conseguir la producción del o los 65

E14713925
20-04-2018ES 2 666 895 T3

 



7

ácidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, el o los ácidos grasos poliinsaturados se seleccionan del grupo que 
consiste en ácido alfa linolénico, ácido araquidónico, ácido docosahexaenoico, ácido docosapentaenoico, ácido 
eicosapentaenoico, ácido gamma-linolénico, ácido linoleico y/o ácido linolénico. Opcionalmente, los métodos 
comprenden además expresar al menos un polinucleótido heterólogo que codifica un polipéptido enzimático o parte 
de un complejo de polipéptido enzimático seleccionado del grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 5
elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el 
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 10 % en relación con el contenido en ausencia de la 
secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 
20 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el 
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 50 % en relación con el contenido en ausencia de la 10
secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 
100 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la 
expresión de la molécula de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y 
monoinsaturados en al menos 10 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión 
de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la molécula de ácido nucleico 15
heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en 
relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico 
heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la molécula de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos 
grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 50 % en relación con el contenido de dichos ácidos 
grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la 20
molécula de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados 
en al menos 100 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia 
de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la molécula de ácido nucleico heteróloga está sobreexpresada.

También se desvela un método para producir ácidos grasos poliinsaturados que incluye proporcionar una célula de 25
traustoquítrido o Thraustochytrium modificada genéticamente, en el que la célula modificada genéticamente expresa 
al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados unido operativamente a un promotor 
heterólogo seleccionado del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en condiciones 
rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID NO:69, (b) un 
complemento de dicho ácido nucleico de (a) que regula la transcripción de una Δ12 desaturasa, (c) una molécula de 30
ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID 
NO:69, en el que la unión operativa del promotor heterólogo con al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos 
grasos poliinsaturados cambia la producción de uno o más ácidos grasos poliinsaturados por la célula modificada 
genéticamente en comparación con una célula de referencia cuando las células modificadas genéticamente y de 
referencia se cultivan en condiciones comparables; y cultivar la célula modificada genéticamente en condiciones y 35
durante un tiempo suficientes para conseguir la producción del o los ácidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, 
el o los ácidos grasos poliinsaturados se seleccionan del grupo que consiste en ácido alfa linolénico, ácido 
araquidónico, ácido docosahexaenoico, ácido docosapentaenoico, ácido eicosapentaenoico, ácido gamma-linoleico, 
ácido linoleico y/o ácido linolénico. Opcionalmente, los métodos comprenden además expresar al menos un 
polinucleótido heterólogo que codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático 40
seleccionado del grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al 
menos 10 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, 
el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 20 % en relación con el contenido en ausencia de la 
secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 45
50 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el 
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 100 % en relación con el contenido en ausencia de la 
secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la molécula de ácido nucleico heteróloga 
reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 10 % en relación con el 
contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. 50
Opcionalmente, la expresión de la molécula de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-
C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en 
ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la molécula de 
ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 
50 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido 55
nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la molécula de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido 
de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 100 % en relación con el contenido de dichos 
ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el al menos 
un polinucleótido heterólogo que codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático 
está sobreexpresado. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados 60
codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático seleccionado del grupo que 
consiste en ácido graso sintasa (FΔS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa 
(PKS).

Se desvelan en el presente documento composiciones de ácidos grasos poliinsaturados producidas por los métodos 65
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desvelados en el presente documento.

Se desvela un microorganismo modificado genéticamente, en el que el microorganismo expresa una secuencia de 
ácido nucleico heteróloga seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en 
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID 5
NO:72; (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que tiene actividad Δ5 
desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico que difiere de la molécula de ácido nucleico de (a) o (b) en la 
secuencia codónica debido a la degeneración del código genético; y (d) complementos de (a) o (b) o (c); y (e) una 
molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO:72. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en los géneros 10
Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el microorganismo es ONC-
T18. Opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico heteróloga está unida operativamente a un promotor heterólogo. 
El promotor heterólogo puede ser al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 71. Opcionalmente, el promotor heterólogo 
se selecciona del grupo que consiste en promotores bacterianos, promotores de levadura, promotores víricos 
eucariotas o elementos promotores aislados de microalgas. Opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico 15
heteróloga está sobreexpresada. Opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico heteróloga se introduce en la célula 
por un vector de expresión. Opcionalmente, el vector de expresión se introduce en el microorganismo con al menos 
un polinucleótido heterólogo adicional que codifica un polipéptido enzimático o parte de un polipéptido enzimático 
implicado en la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido 
heterólogo adicional codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático 20
seleccionado del grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al 
menos 10 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, 
el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 20 % en relación con el contenido en ausencia de la 
secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 25
50 % en relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, el 
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 100 % en relación con el contenido en ausencia de la 
secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga 
reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 10 % en relación con el 
contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. 30
Opcionalmente, la expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos 
C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en 
ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la secuencia 
de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al 
menos 50 % en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de 35
ácido nucleico heteróloga. Opcionalmente, la expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga reduce el 
contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 100 % en relación con el contenido 
de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga.

Se desvela un microorganismo modificado genéticamente, en el que el microorganismo expresa al menos un 40
polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados unido operativamente a un promotor heterólogo 
seleccionado del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con 
una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos expuesta como SEQ ID NO:71; (b) un complemento de 
dicho ácido nucleico de (a) que regula la transcripción de una Δ5 desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico que 
difiere de la molécula de ácido nucleico de (a) o (b) en la secuencia codónica debido a la degeneración del código 45
genético; y (d) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:71. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido de biosíntesis de 
ácidos grasos poliinsaturados es endógeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido 
de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados endógeno está unido operativamente al promotor heterólogo por 
recombinación homóloga. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos 50
poliinsaturados es exógeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucleótido de biosíntesis de 
ácidos grasos poliinsaturados codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático 
seleccionado del grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el microorganismo modificado genéticamente
sobreexpresa una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de ácido 55
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleótidos 
expuesta como SEQ ID NO:70; (b) un complemento de dicho ácido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que 
tiene actividad Δ12 desaturasa; (c) una molécula de ácido nucleico que difiere de la molécula de ácido nucleico de 
(a) o (b) en la secuencia codónica debido a la degeneración del código genético; y (d) complementos de (a) o (b) o 
(c); y (e) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 60
ácido nucleico de SEQ ID NO:70.

Se exponen detalles de una o más realizaciones en los dibujos adjuntos y la descripción posterior. Otros elementos, 
objetos y ventajas resultarán evidentes a partir de la descripción y los dibujos, y de las reivindicaciones.
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Breve descripción de los dibujos

La Fig. 1 muestra una representación de las rutas biosintéticas de AGPI en Thraustochytrium sp. ONC-T18 
(«ONC-T18», n.º de referencia de la ATCC: PTA-6245; Solicitud de patente internacional n.º 
PCT/IB2006/003977. AGS, ácido graso sintasa; EL, elongasa; Δ12, Δ12 desaturasa; Δ9, Δ9 desaturasa; Δ8, Δ8 5
desaturasa; Δ6, Δ6 desaturasa; Δ5, Δ5 desaturasa; Δ4, Δ4 desaturasa; ω3, omega-3 desaturasa; C14:0, ácido 
mirístico; C16:0, ácido palmítico; C16: ln-7, ácido palmitoleico; C18:0, ácido esteárico; C18:ln-7, ácido cis-
vaccénico; C18:ln-9, ácido oleico; C18:2n-6 (LA), ácido linoleico; C18:3n-3 (ALA), ácido α-linolénico; C18:3n-6 
(GLA), ácido y-linolénico; C18:4n-3 (STA), ácido estearidónico; C20:2n-6 (EDA), ácido eicosadienoico; C20:3n-6 
(DGLA), ácido dihomo-γ-linolénico; C20:4n-3 (ETA), ácido eicosatetraenoico; C20:3n-3 (ETE), ácido 10
eicosatetraenoico; C20:4n-6 (ARA), ácido araquidónico; C20:5n-3 (EPA), ácido eicosapentaenoico; C22:4n-6 
(DTA), ácido docosatetraenoico; C22:5n-3 (DPA), ácido docosapentaenoico; C22:5n-6, ácido 
docosapentaenoico; C22:6n-3 (DHA), ácido docosahexaenoico; y PKS, poliquétido AGPI sintasa. n-6 indica la 
ruta biosintética de AGPI omega-6 y n-3 indica la ruta biosintética de AGPI omega-3.
La Fig. 2 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica pd4DPZ 1.15
La Fig. 3 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica pd5EPZ1.
La Fig. 4 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica pd5EPrsGFP1 así 
como las construcciones del plásmido intermedio producido por los procesos.
La Fig. 5 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ40T.
La Fig. 6 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ347T.20
La Fig. 7 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ713T.
La Fig. 8 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p701PZ40T.
La Fig. 9 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PsmRsGFP40T.
La Fig. 10 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica pD4DPZ18S así como 
las construcciones del plásmido intermedio producido por los procesos.25
La Fig. 11 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ5EpEx 
así como las construcciones de los plásmidos intermedios producidos por los procesos.
La Fig. 12 ilustra efectos del antibiótico zeocina en el crecimiento y los números de colonias de ONC-T18 a 
diversas salinidades en las placas del medio de cultivo ONC-T18-GM0. Los resultados indican que ONC-T18 
creció más rápido y produjo más colonias con mayor salinidad (por ejemplo 35 g/l de sal marina artificial) en 30
medio ONC-T18-GM0 que con menor salinidad (por ejemplo, 8,5 g/l de sal marina artificial). A la mediana de la 
salinidad (por ejemplo, 18 g/l de sal marina artificial), zeocina, a la concentración de 30 µg/ml, podría inhibir 
completamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar de ONC-T18-GM0.
La Fig. 13 ilustra la detección del transgén del gen de resistencia a zeocina en las cepas resistentes a zeocina 
transformadas. Los fragmentos de ADN específicos del gen de zeocina se amplificaron a partir del ADN 35
genómico de cada cepa transformante con técnica de PCR usando cebadores específicos del gen resistente a 
zeocina.
Las Fig. 14A y 14B ilustran las tasas de crecimiento de cepas derivadas de células individuales transformadas. 
Se seleccionaron inóculos de cepas resistentes a zeocina que se habían transferido tres veces en placas de agar 
de zeocina ONC-T18-GM0 de cada colonia usando una punta de pipeta de 10 µl y se resuspendieron en 50 µl de 40
agua esterilizada en un tubo de PCR de 200 µl. Se aplicó puntualmente un µl de la suspensión celular en placas 
de agar de ONC-T18-GM0 (15 g/l de agar) que contenían 18 g/l o 35 g/l de sal marina. Los diámetros de las 
colonias aplicadas puntualmente se midieron el día 1, día 3, día 5, día 7 y día 9 después de la inoculación.
La Fig. 15 ilustra las tasas de cultivo de las cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y diversas transformadas en las 
placas de agar del medio de cultivo (ONC-T18-GM0) que contienen zeocina a concentraciones de 0 µg/ml a 5000 45
µg/ml. Un µl de las suspensiones celulares se aplicó puntualmente en las placas de agar de ONC-T18-GM0 y los 
diámetros de las colonias se midieron diariamente.
La Fig. 16 ilustra la productividad de biomasa de las cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y diversas 
transformadas en medio de cultivo líquido (ONC-T18-GM0) que contiene sal marina artificial a la concentración 
de 18 g/l o 35 g/l. Los resultados muestran que a la menor salinidad, todas las cepas ensayadas produjeron más 50
biomasa que a una mayor salinidad.
Las Fig. 17A, 17b, 17C y 17D ilustran los perfiles de ácidos grasos y productividades de lípidos totales de las 
cepas transformadas que crecieron en ONC-T18-GM0 líquido que tenía diversas salinidades.
Esta figura ilustra la estabilidad del transgén ble en cepas de ONC-T18 transformadas.
La Fig. 18 muestra una comparación de cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y transformadas en placas de agar 55
con o sin zeocina.

Definiciones

Afinidad: Como se conoce en la técnica, la «afinidad» es una medida de la firmeza con la que un ligando particular60
(por ejemplo anticuerpo) se une a (por ejemplo se asocia de forma no covalente con) y/o la velocidad o frecuencia 
con la que se disocia de, su compañero. Como se conoce en la técnica, puede utilizarse cualquiera de una 
diversidad de tecnologías para determinar la afinidad. La afinidad puede usarse para representar una medida de 
unión específica.

65
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Anticuerpo: Tal como se usa en el presente documento, el término «anticuerpo» se refiere a un polipéptido que 
consiste en uno o más polipéptidos sustancialmente codificados por genes de inmunoglobulina o fragmentos de 
genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de región constante 
kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, así como múltiples genes de región variable de inmunoglobulina. 
Las cadenas ligeras se clasifican típicamente como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican típicamente 5
como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD e 
IgE, respectivamente. Se sabe que una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) típica comprende un 
tetrámero. Cada tetrámero está compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptídicas, teniendo cada par una 
cadena «ligera» (aproximadamente 25 kD) y una «pesada» (aproximadamente 50-70 kD). El extremo N terminal de 
cada cadena define una región variable de aproximadamente 100 a 110 o más aminoácidos principalmente 10
responsables del reconocimiento de antígenos. Las expresiones «cadena ligera variable» (VL) y «cadena pesada 
variable» (VH) se refieren a estas cadenas ligeras y pesadas respectivamente. Un anticuerpo puede ser específico 
para un antígeno particular. El anticuerpo o su antígeno puede ser un analito o un compañero de unión. Los 
anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como varios fragmentos bien caracterizados producidos por 
digestión con diversas peptidasas. Por lo tanto, por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo debajo de los enlaces 15
de disulfuro en la región bisagra para producir F(ab)’2, un dímero de Fab que es en sí mismo una cadena ligera 
unida a VH-CHI por un enlace disulfuro. El F(ab)’2 puede reducirse en condiciones suaves para romper el enlace 
disulfuro en la región bisagra convirtiendo de este modo el dímero (Fab’)2 en un monómero Fab’. El monómero Fab’ 
es esencialmente un Fab con parte de la región bisagra (véase, Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven 
Press, N.Y. (1993), para una descripción más detallada de otros fragmentos de anticuerpo). Aunque diversos 20
fragmentos de anticuerpo se definen con respecto a la digestión de un anticuerpo intacto, un experto habitual en la 
materia apreciará que dichos fragmentos Fab’ pueden sintetizarse de novo químicamente o utilizando metodología 
de ADN recombinante. Por lo tanto, el término «anticuerpo», como se usa en el presente documento también incluye 
fragmentos de anticuerpo producidos por la modificación de anticuerpos completos o sintetizados de novo usando 
metodologías de ADN recombinante.25

Aproximadamente: Tal como se usa en el presente documento, la expresión «aproximadamente» o «alrededor de», 
como se aplica a uno o más valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia indicado. 
La expresión «aproximadamente» o «alrededor de» se refiere a un intervalo de valores que quedan, como ejemplo, 
dentro del 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 30
%, 3 %, 2 %, 1 %, o menos en cualquier dirección (mayor de o menor de) del valor de referencia indicado a no ser 
que se indique de otro modo o sea evidente de otro modo a partir del contexto (excepto cuando dicho número 
supere 100 % de un valor posible).

Competente: El término «competente», tal como se usa en el presente documento en referencia a una célula, se 35
refiere a la capacidad de la célula para captar material genético extracelular. Una célula puede ser competente de 
forma natural y/o inducirse de forma artificial (por ejemplo, en un laboratorio) para que sea competente. Las células 
competentes son capaces de captar material genético extracelular cuando el material genético extracelular se 
introduce por un método particular, por ejemplo, un método particular de transformación. Por ejemplo, una célula 
puede ser competente para un método de transformación, pero no para otro. Como alternativa o adicionalmente, una 40
célula puede ser competente para más de un método de transformación. Pueden obtenerse células competentes de 
cualquiera de una diversidad de fuentes. Por ejemplo, pueden aislarse de la naturaleza, prepararse en el laboratorio 
y/u obtenerse comercialmente. La competencia de una célula puede ser transitoria o permanente.

Componente: El término «componente», cuando se usa en el presente documento en referencia a una célula, 45
significa cualquier parte de una célula, tal como una estructura, parte de una estructura, complejo macromolecular 
y/o molécula contenida en la célula, incluyendo, pero sin limitación, membranas celulares, paredes celulares, 
núcleos celulares, citosol, material genético (por ejemplo, cromosomas), orgánulos celulares o cualquier parte de o 
biomolécula contenida en cualquiera de los componentes anteriormente mencionados. Los orgánulos contenidos 
típicamente en una célula pueden diferir dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, algunos orgánulos están 50
presentes solamente en células eucariotas. Algunos orgánulos están solamente presentes en células vegetales y 
algunos están solamente presentes en células animales. Son ejemplos no limitantes de tipo se orgánulos son 
núcleos celulares, mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, lisosomas, vacuolas, aparato de Golgi, retículo 
endoplásmico, ribosomas y centrosomas. Los ejemplos no limitantes de biomoléculas contenidas en una célula 
incluyen, pero sin limitación, ácidos nucleicos (por ejemplo, ADN y/o ARN, polipéptidos (por ejemplo, proteínas), 55
complejos nucleoproteicos, lípidos y fosfolípidos. Algunas células pueden contener material genético exógeno (por 
ejemplo, material que se ha introducido en la célula por la mano del hombre). Dicho material exógeno se incluye en 
esta definición. Algunas células pueden tener componentes extracelulares tales como cápsulas extracelulares, 
flagelos o fimbrias (pelos). Estos componentes extracelulares también se incluyen en esta definición.

60
Expresión simultánea: Tal como se usa en el presente documento, la expresión «expresión simultánea» o 
«combinada» se refiere a casos en los que dos o más polinucleótidos de biosíntesis de AGPI que codifican un 
polipéptido enzimático de biosíntesis de AGPI o parte de un complejo de polipéptido enzimático (por ejemplo, una 
Δ12 desaturasa y una Δ5 elongasa) se expresan juntos durante un intervalo temporal en no menos que cantidades 
mínimas, es decir, los polipéptidos que codifican están presentes juntos en cantidades no insignificantes. El intervalo 65
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temporal puede ser minutos (por ejemplo, al menos 1 minuto, 1 -30 minutos, 30-60 minutos), horas (por ejemplo, al 
menos 1 hora, 1-2 horas, 2-6 horas, 6-12 horas, 12-24 horas), días (por ejemplo, al menos 1 día, 1-2 días, 2-4 días, 
4-7 días, etc.), semanas (por ejemplo, al menos 1, 2 o 3 semanas), etc. En consecuencia, los dos o más 
polinucleótidos de biosíntesis de AGPI pueden, aunque no es necesario, administrarse simultáneamente o juntos 
como parte de un único casete de expresión (es decir, conducidos por el mismo promotor) o transformarse 5
simultáneamente en una célula hospedadora en uno o más plásmidos. Además, los dos o más polinucleótidos de 
biosíntesis de AGPI pueden, aunque no es necesario, transformarse secuencialmente en células hospedadoras en 
un corto intervalo entre sí (por ejemplo, menos de 1 hora, menos de 30 minutos, menos de 10 minutos, 
aproximadamente 5 minutos de separación). Los dos o más polinucleótidos de biosíntesis de AGPI pueden 
administrarse dentro de intervalos temporales tales para considerarse administrados sustancialmente al mismo 10
tiempo. Cuando se administran simultáneamente, las cantidades eficaces de los polipéptidos enzimáticos o parte de 
un complejo de polipéptido enzimático codificado por los dos o más polinucleótidos de biosíntesis de AGPI 
necesarias para inducir una respuesta biológica particular pueden ser menores que la concentración eficaz de cada 
uno cuando los polinucleótidos se administren solos. Los efectos de múltiples polinucleótidos de biosíntesis de AGPI 
pueden ser, aunque no es necesario, aditivos o sinérgicos. Los polinucleótidos de biosíntesis de AGPI pueden 15
transformarse múltiples veces.

Expresión coordinada: La expresión «expresión coordinada», tal como se usa en el presente documento, se refiere a 
la expresión de al menos dos polinucleótidos de biosíntesis de AGPI que codifican un polipéptido enzimático de 
biosíntesis de AGPI o parte de un complejo de polipéptido enzimático (por ejemplo, una Δ12 desaturasa y una Δ5 20
elongasa) que se modifica genéticamente de modo que los polinucleótidos se expresan de forma simultánea, 
sustancialmente en el mismo momento, o progresivamente de modo que la expresión de un polinucleótido de 
biosíntesis de AGPI siga a otra en una manera temporal. Puede conseguirse expresión coordinada uniendo 
operativamente al menos dos polinucleótidos de biosíntesis de AGPI a la misma secuencia reguladora o el mismo 
promotor. Por ejemplo, el mismo promotor exógeno puede usarse para expresar al menos dos secuencias 25
polinucleotídicas diferentes, o un promotor endógeno que controla de forma natural la expresión de un gen de 
biosíntesis de AGPI se une operativamente para controlar la expresión de otro gen de biosíntesis de AGPI. Como 
ejemplo, un promotor de Δ12 desaturasa se une operativamente con un polinucleótido (exógeno o endógeno) que 
codifica una Δ5 desaturasa, de modo que una célula hospedadora expresa de forma endógena su Δ12 desaturasa y 
expresa de forma heteróloga Δ5 desaturasa al mismo tiempo. Puede conseguirse expresión coordinada mediante 30
sistemas promotores inducibles. La expresión coordinada también incluye sistemas modificados genéticamente en 
los que un aumento en la expresión de al menos un primer polinucleótido de biosíntesis de AGPI se combina con 
una reducción en la expresión de al menos un segundo polinucleótido de biosíntesis de AGPI. Puede producirse 
simultáneamente una reducción coordinada en la expresión, sustancialmente en el mismo momento, o 
progresivamente de modo que la reducción siga a la expresión aumentada de otro polinucleótido en una manera 35
temporal.

Modificado genéticamente: En general, la expresión «modificado genéticamente» se refiere al aspecto de haber sido 
manipulado por la mano del hombre. Por ejemplo, un polinucleótido se considera «modificado genéticamente» 
cuando dos o más secuencias que no se unen entre sí en ese orden en la naturaleza son manipuladas por la mano 40
del hombre para que se unan directamente entre sí en el polinucleótido modificado genéticamente. Por ejemplo, un 
polinucleótido modificado genéticamente puede incluir una secuencia reguladora que se encuentra en la naturaleza 
en asociación operativa con una primera secuencia codificante pero no en asociación operativa con una segunda 
secuencia codificante que es unida por la mano del hombre de modo que se asocie operativamente con la segunda 
secuencia codificante. Como ejemplo, un promotor de Δ4 o Δ5 desaturasa de Thraustochytrium se une con un ácido 45
nucleico que codifica un polipéptido distinto de un polipéptido de Δ4 o Δ5 desaturasa Thraustochytrium. 
Comparablemente, se considera que una célula o un organismo se ha «modificado genéticamente» si se ha 
manipulado de modo que se altere su información genética (por ejemplo, se ha introducido nuevo material genético 
no presente previamente, por ejemplo por transformación, apareamiento, hibridación somática u otro mecanismo, o 
se altera o elimina material genético previamente presente, por ejemplo por mutación de sustitución o supresión, o 50
por protocolos de apareamiento). Como ejemplo, se introduce un gen de Δ12 desaturasa de Thraustochytrium y se 
expresa en una célula hospedadora. Como es práctica habitual y entienden los expertos en la materia, la 
descendencia de un polinucleótido o una célula modificados genéticamente se denominan aún típicamente 
«modificados genéticamente» incluso aunque la manipulación real se realizó en una entidad previa.

55
Endógeno: El término «endógeno», tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de ácido 
nucleico que es nativa de la célula hospedadora.

Exógeno: El término «exógeno», tal como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de ácido 
nucleico que no es nativa, es decir, de un organismo diferente, en una célula hospedadora.60

Modificación genética: La expresión «modificación genética», tal como se usa en el presente documento, se refiere a 
la manipulación por la mano del hombre mediante el uso de ingeniería genética. La expresión «modificaciones 
genéticas» abarca cualquier tipo de cambio al material genético de una célula, incluyendo cambios a la secuencia de 
nucleótidos (por ejemplo, ADN o ARN) del material genético de la célula y modificaciones químicas al material 65
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genético de la célula (por ejemplo, modificaciones tales como metilación que pueden afectar a la expresión de un 
locus genético). Se dice que las células o los organismos que se manipulan de dicha manera están «modificados 
genéticamente» o son «transgénicos». Por ejemplo, la expresión «célula transgénica», tal como se usa en el 
presente documento, se refiere a una célula cuyo ADN contiene un ácido nucleico exógeno no presente 
originalmente en la célula no transgénica. Una célula transgénica puede obtenerse o regenerarse a partir de una 5
célula transformada y obtenerse de una célula transgénica. Las células transgénicas ejemplares incluyen, pero sin 
limitación, células transgénicas de traustoquítrido o Thraustochytrium y células transgénicas que no son de 
traustoquítrido o de Thraustochytrium que se han modificado genéticamente para expresar una o más secuencias 
polinucleotídicas de traustoquítrido o Thraustochytrium. Las células transgénicas típicamente expresan secuencias 
de ADN que confieren a las células características diferentes de las de células nativas, no transgénicas, de la misma 10
cepa. La descendencia de células transgénicas también se considera típicamente trasgénica.

Heterólogo: El término «heterólogo», tal como se usa en el presente documento para hacer referencia a ácidos 
nucleicos (por ejemplo, ácidos nucleicos que incluyen secuencias y/o genes reguladores) o polipéptidos, se refiere a 
un ácido nucleico o polipéptido que se introduce artificialmente en una célula y/o no aparece de forma natural en la 15
célula en la que está presente. Un ácido nucleico heterólogo puede tener una secuencia de nucleótidos que es 
idéntica a la de un ácido nucleico presente de forma natural en la célula. Por ejemplo, una célula hospedadora de 
traustoquítrido se modifica genéticamente para incluir un ácido nucleico que tenga una secuencia reguladora de 
traustoquítrido o Thraustochytrium. En un ejemplo particular, una secuencia reguladora endógena de traustoquítrido 
o Thraustochytrium se une operativamente a un gen con el que no está implicada la secuencia reguladora en 20
condiciones naturales. Aunque la secuencia reguladora de traustoquítrido o Thraustochytrium puede aparecer de 
forma natural en la célula hospedadora, el ácido nucleico introducido es heterólogo de acuerdo con la presente 
divulgación. Un ácido nucleico heterólogo puede tener una secuencia de nucleótidos que es diferente de la de 
cualquier ácido nucleico que esté presente de forma natural en la célula. Un ácido nucleico que es heterólogo de una 
célula particular tiene una secuencia de ácido nucleico que es idéntica a la de un ácido nucleico que se encuentra de 25
forma natural en un organismo fuente que es diferente de la célula en la que se introduce el ácido nucleico 
heterólogo. «Heterólogo», tal como se usa en el presente documento, también puede referirse a un gen, proteína, 
polinucleótido o polipéptido que aparece de forma natural en la célula hospedadora pero se provoca que se exprese 
en condiciones o en momentos (por ejemplo, condiciones de crecimiento, estadio del desarrollo, estadio del ciclo 
celular, etc.) durante los que el gen, proteína, polinucleótido o polipéptido no se expresa normalmente. Igualmente, 30
«heterólogo», tal como se usa en el presente documento, también puede referirse a la regulación negativa o 
inhibición de la expresión de un gen, proteína, polinucleótido o polipéptido en momentos o en condiciones durante 
los que el gen, proteína, polinucleótido o polipéptido se expresa normalmente.

Célula hospedadora: Tal como se usa en el presente documento, la «célula hospedadora» es una célula que se 35
manipula de acuerdo con la presente divulgación. Por ejemplo, una célula hospedadora se manipula de modo que su 
producción de uno o más AGPI aumente (por ejemplo, mediante modificación de aumento de AGPI). Una «célula 
hospedadora modificada», tal como se usa en el presente documento, es cualquier célula hospedadora que se haya 
modificado, obtenido genéticamente o manipulado de acuerdo con la presente divulgación en comparación con una 
célula parental por lo demás idéntica y/o en comparación con una célula de referencia particular (por ejemplo, una 40
célula de tipo silvestre). La célula hospedadora modificada tiene al menos una (y opcionalmente más de una) 
modificación que da como resultado un aumento de la producción de AGPI u otros materiales celulares (por ejemplo, 
al menos una modificación de aumento de AGPI) por la célula hospedadora modificada en comparación con la célula 
parental o de referencia.

45
Introducir: Se pretende que el término «introducir», tal como se usa en el presente documento en referencia a la 
introducción de un ácido nucleico en una célula u organismo tenga su significado más amplio y abarque la 
introducción, por ejemplo por métodos de transformación (por ejemplo, transformación mediada por cloruro cálcico, 
electroporación, bombardeo de partículas) y también introducción por otros métodos incluyendo transducción, 
conjugación y apareamiento. Opcionalmente, un vector se utiliza para introducir un ácido nucleico en una célula u 50
organismo.

Aislado: El término «aislado», tal como se usa en el presente documento, significa sustancialmente separado o 
purificado con respecto a secuencias o polipéptidos en la célula u organismo en el que el ácido nucleico está 
presente de forma natural e incluye ácidos nucleicos purificados por técnicas de purificación convencionales así 55
como ácidos nucleicos preparados por técnicas recombinantes o síntesis química. El término incluye moléculas de 
ADNc derivadas de los ácidos nucleicos aislados y otros ácidos nucleicos producidos artificialmente derivados de los 
ácidos nucleicos aislados, o partes de los mismos, que codifican sustancialmente la misma información genética que 
los ácidos nucleicos aislados. La expresión «sustancialmente la misma información genética» se refiere a 
secuencias de ácido nucleico que tienen al menos 80 % de identidad de secuencia con los ácidos nucleicos 60
descritos en el presente documento y/o son variantes sustituidas de forma conservativa de los ácidos nucleicos 
aislados descritos en el presente documento.

Microalgas: Se reconoce en el campo que las microalgas representan un grupo diverso de organismos. Para el fin de 
este documento, el término microalgas se usará para describir organismos unicelulares derivados de ambientes 65
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acuáticos y/o terrestres (algunas cianobacterias son terrestres/habitan en el suelo). Los ambientes acuáticos se 
extienden desde ambientes oceánicos a lagos y ríos de agua dulce, y también incluyen ambientes salobres tales 
como estuarios y desembocaduras de ríos. Las microalgas pueden ser fotosintéticas; opcionalmente, las microalgas 
son heterótrofas. Las microalgas pueden ser de naturaleza eucariota o de naturaleza procariota. Las microalgas 
pueden ser inmóviles o móviles.5

Unido operativamente: Las expresiones «unido operativamente» o «acoplado operativamente», que pueden usarse 
indistintamente, tal como se usan en el presente documento, se refieren a una relación entre dos secuencias de 
ácido nucleico en las que la expresión de una de las secuencias de ácido nucleico está controlada por, regulada por 
o modulada por la otra secuencia de ácido nucleico. Por ejemplo, una secuencia de ácido nucleico que está unida 10
operativamente a una segunda secuencia de ácido nucleico está unida covalentemente, bien directa o bien 
indirectamente, a dicha segunda secuencia, aunque cualquier asociación tridimensional eficaz es aceptable. Una 
única secuencia de ácido nucleico puede unirse operativamente a múltiples otras secuencias. Por ejemplo, un único 
promotor puede dirigir la transcripción de múltiples especies de ARN.

15
Polipéptido: El término «polipéptido», tal como se usa en el presente documento, en general tiene su significado 
reconocido en la técnica de un polímero de al menos tres aminoácidos. Sin embargo, el término también se usa para 
hacer referencia a clases funcionales específicas de polipéptidos, tales como, por ejemplo, desaturasas, elongasas, 
etc. Para cada una de dichas clases, la presente divulgación proporciona varios ejemplos de secuencias conocidas 
de dichos polipéptidos. Los expertos habituales en la materia apreciarán, sin embargo, que se pretende que el 20
término «polipéptido» sea suficientemente general para abarcar no solamente polipéptidos que tengan la secuencia 
completa enumerada en el presente documento (o en una referencia o base de datos mencionada específicamente 
en el presente documento), sino también para abarcar polipéptidos que representen fragmentos funcionales (es 
decir, fragmentos que conservan al menos una actividad) de dichos polipéptidos completos. Además, los expertos en 
la materia entienden que las secuencias proteicas toleran en general algo de sustitución sin destruir la actividad. Por 25
lo tanto, cualquier polipéptido que conserve la actividad y comparta al menos aproximadamente 30-40 % de 
identidad de secuencia general, con frecuencia más de aproximadamente 50 %, 60 %, 70 % u 80 %, e incluyendo 
habitualmente además al menos una región de mucha mayor identidad, con frecuencia más del 90 % o incluso 95 %, 
96 %, 97 %, 98 % o 99 % en una o más regiones altamente conservadas, que abarcan habitualmente al menos 3-4 y 
con frecuencia hasta 20 o más aminoácidos, con otro polipéptido de la misma clase, está abarcado dentro del 30
término relevante «polipéptido» como se usa en el presente documento. Los expertos en la materia pueden 
determinar otras regiones de similitud y/o identidad por análisis de las secuencias de diversos polipéptidos descritos 
en el presente documento. Como conocen los expertos en la técnica, se conocen una diversidad de estrategias, y 
están disponibles herramientas, para realizar comparaciones de secuencias de aminoácidos o nucleótidos para 
evaluar grados de identidad y/o similitud. Estas estrategias incluyen, por ejemplo, alineamiento manual, alineamiento 35
de secuencias asistido por ordenador y combinaciones de los mismos. Están ampliamente disponibles varios 
algoritmos (que se implementan en general por ordenador) para realizar alineamiento de secuencias, o pueden ser 
producidos por un experto en la materia. Los algoritmos representativos incluyen, por ejemplo, el algoritmo de 
homología local de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1081, 2: 482); el algoritmo de alineamiento de homología 
de Needleman y Wunsch (J. MoI. Biol., 1970, 48: 443); el método de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman 40
(Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 1988, 85: 2444); y/o por implementaciones computarizadas de estos algoritmos (por 
ejemplo, GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software de Wisconsin Genetics versión 7.0, Genetics 
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.). Los programas informáticos fácilmente disponibles que 
incorporan dichos algoritmos incluyen, por ejemplo, BLASTN, BLASTP, Gapped BLAST, PILEUP, CLUSTALW, etc. 
Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden usarse parámetros por defecto de los 45
programas respectivos. Como alternativa, el practicante puede usar parámetros distintos de los por defecto 
dependiendo de sus requisitos experimentales y/u otros requisitos (véase por ejemplo, el sitio web que tiene la URL 
www.ncbi..nlm..nih.gov).

Ruta biosintética de AGPI: Una «ruta biosintética de AGPI» es una ruta biosintética que produce AGPI y/o 50
precursores de AGPI.

Gen de biosíntesis de AGPI: La expresión «gen de biosíntesis de AGPI» o «gen de biosíntesis de ácido graso 
poliinsaturado», tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polinucleótido o ácido nucleico de ADN o 
ARN que codifica uno o más polipéptidos de biosíntesis de AGPI.55

Polipéptido de biosíntesis de AGPI: La expresión «polipéptido de biosíntesis de AGPI» o «polipéptido de biosíntesis 
de ácido graso poliinsaturado», tal como se usa en el presente documento, se refiere a polipéptidos implicados en la 
producción de un AGPI tales como, pero sin limitación, ácido alfa linolénico («ALA»), ácido araquidónico («ARA»), 
ácido docosahexaenoico («DHA»), ácido docosapentaenoico («DPA»), ácido eicosapentaenoico («EPA»), ácido 60
gamma-linolénico («GLA»), ácido linoleico («LA») y/o ácido linolénico. Los polipéptidos de biosíntesis de AGPI 
incluyen enzimas que catalizan etapas particulares en una ruta de síntesis que en última instancia produce un AGPI. 
Un polipéptido de biosíntesis de AGPI puede ser una ácido graso sintasa. Los polipéptidos de biosíntesis de AGPI 
pueden catalizar la elongación de un ácido graso. Los polipéptidos de biosíntesis de AGPI pueden catalizar la 
desaturación de un ácido graso. La expresión «polipéptido de biosíntesis de AGPI» también puede abarcar 65
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polipéptidos que en sí mismos no catalizan reacciones sintéticas, pero que regulan la expresión y/o actividad de 
otros polipéptidos que sí. Los polipéptidos de biosíntesis de AGPI incluyen, por ejemplo, polipéptidos de ácido graso 
sintasa, polipéptidos de elongasa, polipéptidos de Δ9 desaturasa, polipéptidos de Δ12 desaturasa, polipéptidos de 
Δ6 desaturasa, polipéptidos de Δ8 desaturasa, polipéptidos de Δ5 desaturasa, polipéptidos de Δ4 desaturasa y 
polipéptidos de ω3 desaturasa.5

Modificación de AGPI: Una «modificación de AGPI», tal como se usa en el presente documento, se refiere a una 
modificación de una célula hospedadora que aumenta o reduce su producción de al menos un AGPI. Algunas 
modificaciones implican modificaciones de aumento de AGPI; es decir, el aumento de la producción da como 
resultado un nivel de uno o más AGPI que es al menos 1 %-1000 % mayor que el tipo silvestre, por ejemplo, 10
aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 
%, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %, 180 %, 190 %, 200 %, 210 
%, 220 %, 230 %, 240 %, 250 %, 260 %, 270 %, 280 %, 290 %, 300 %, 310 %, 320 %, 330 %, 340 %, 350 %, 360 
%, 370 %, 380 %, 390 %, 400 %, 410 %, 420 %, 430 %, 440 %, 450 %, 460 %, 470 %, 480 %, 490 %, 500 %, 550 
%, 600 %, 650 %, 700 %, 750 %, 800 %, 850 %, 900 %, 950, 1000 % mayor que el de la célula parental en la que se 15
introdujo la modificación y/o que el de una célula de referencia particular (por ejemplo, una célula de tipo silvestre). 
Algunas modificaciones implican modificaciones de reducción de AGPI; es decir, la reducción de la producción da 
como resultado un nivel de uno o más AGPI que es al menos 1 %-1000 % mayor que el tipo silvestre, por ejemplo, 
aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 
%, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %, 180 %, 190 %, 200 %, 210 20
%, 220 %, 230 %, 240 %, 250 %, 260 %, 270 %, 280 %, 290 %, 300 %, 310 %, 320 %, 330 %, 340 %, 350 %, 360 
%, 370 %, 380 %, 390 %, 400 %, 410 %, 420 %, 430 %, 440 %, 450 %, 460 %, 470 %, 480 %, 490 %, 500 %, 550 
%, 600 %, 650 %, 700 %, 750 %, 800 %, 850 %, 900 %, 950, 1000 % menor que el de la célula parental en la que se 
introdujo la modificación y/o que el de una célula de referencia particular (por ejemplo, una célula de tipo silvestre). 
Como ejemplo, la producción de uno o más AGPI puede reducirse mientras que la producción de al menos otro 25
AGPI se aumenta. Por lo tanto, una modificación de aumento de AGPI puede aumentar la expresión o actividad de 
uno o más polipéptidos de biosíntesis de AGPI. Como otro ejemplo, una modificación de aumento de AGPI puede 
reducir la expresión o actividad de uno o más polipéptidos que interfieran con la expresión o actividad de un 
polipéptido de biosíntesis de AGPI, incluyendo por ejemplo, compitiendo con el polipéptido de biosíntesis de AGPI 
por acceso a un sustrato. Opcionalmente, se realiza una modificación genética para que tenga lugar una 30
combinación de aumento de la expresión de ciertos polipéptidos de biosíntesis de AGPI y reducción de la expresión 
de otros polipéptidos de biosíntesis de AGPI para adaptar un perfil de producción de AGPI de una célula 
hospedadora. Opcionalmente, una modificación de aumento de AGPI comprende la introducción de un ácido 
nucleico heterólogo en una célula hospedadora. La modificación de aumento de AGPI puede aumentar los niveles 
generales de ácido graso en una célula. Opcionalmente, una modificación de aumento de AGPI aumenta el nivel 35
general de uno o más AGPI particulares en una célula, con o sin aumento de los niveles generales de ácido graso en 
la célula. Opcionalmente, una modificación de aumento de AGPI aumenta los niveles de AGPI incluyendo pero sin 
limitación ALA, ARA, DHA, DPA, EPA, GLA y/o LA. Opcionalmente, una modificación de aumento de AGPI aumenta 
el nivel de uno o más AGPI particulares en una célula en relación con uno o más AGPI adicionales en la célula 
reduciendo los niveles de los otros uno o más AGPI en relación con los uno o más AGPI particulares. Una 40
modificación de AGPI puede abarcar el aumento y/o la reducción de los niveles de una pluralidad de AGPI.

Perfil de producción de AGPI: La expresión «perfil de producción de AGPI», cuando se usa en el presente 
documento, se refiere a la totalidad de ácidos grasos producidos por una célula hospedadora en un conjunto de 
condiciones dado. Un perfil de producción de AGPI puede consistir en cualquier combinación o serie de ácidos 45
grasos poliinsaturados producidos por la célula. El perfil de producción de AGPI puede comprender o no ácidos 
grasos poliinsaturados producidos por una célula de referencia. Un perfil de producción de AGPI resulta de rutas 
biosintéticas de AGPI. En consecuencia, un perfil de producción de AGPI puede alterarse, reducirse o aumentarse 
por modificaciones de AGPI. Por ejemplo, un perfil de producción de AGPI puede modificarse genéticamente de 
modo que una célula hospedadora produzca AGPI específico hasta más del 0,5 %, 1,0 %, 2,0 %, 3,0 %, 4,0 %, 5,0 50
%, 10,0 %, 20 %, 40 % o más del contenido de ácidos grasos total. Se conocen en la técnica métodos generales de 
modificación de los perfiles de producción de AGPI (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos n.º 
7.247.461).

Descendencia: El término «descendencia», cuando se usa en el presente documento en referencia a una célula, 55
significa una célula que surge de otra célula (la «célula parental») (por ejemplo, por división celular o gemación) de 
modo que la «célula descendiente» contenga al menos algo del material genético de la célula parental. La célula 
descendiente puede contener todo el material genético de la célula parental. Opcionalmente, la célula descendiente 
no contiene todo el material genético de la célula parental. Opcionalmente, la célula descendiente contiene algún 
material genético además del material genético de la célula parental. El material genético adicional puede ser 60
heterólogo para la cepa o especie de la célula. Se entiende que el término «descendencia» abarca no solamente la 
descendencia directa de una célula parental (por ejemplo células que resultan de una división o gemación de una 
célula parental), sino toda la descendencia indirecta de una célula parental (por ejemplo, células que resultan de más 
de un ciclo de división o gemación de una célula parental). Por lo tanto, una célula parental dada puede tener mucha 
descendencia celular, incluso aunque esa célula pueda generar solamente un número limitado de células (por 65
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ejemplo, dos) en cada ciclo de división o gemación. También se entiende que el término «descendencia» abarca 
células que han experimentado una o más manipulaciones por la mano del hombre (por ejemplo, manipuladas 
genéticamente o modificadas por ingeniería genética). Por lo tanto, por ejemplo, cuando una línea celular parental se 
manipula genéticamente o se modifica por ingeniería genética, todas las células que surgen de la misma se 
consideran descendencia de la línea celular. Toda la descendencia de esa descendencia también se considera 5
descendencia de la línea celular parental, y así sucesivamente.

Promotor o elemento promotor: Tal como se usa en el presente documento, los términos «promotor», «elemento 
promotor» y «secuencia reguladora» se refieren a un polinucleótido que regula la expresión de una secuencia 
polinucleotídica seleccionada unida operativamente con el promotor y que efectúa expresión de la secuencia 10
polinucleotídica seleccionada en células. La expresión «promotor de Thraustochytrium», tal como se usa en el 
presente documento, se refiere a un promotor que actúa en una célula de Thraustochytrium. La expresión «promotor 
de traustoquítrido», tal como se usa en el presente documento, se refiere a un promotor que actúa en una célula de 
traustoquítrido. En algunas realizaciones, un elemento promotor es o comprende regiones no traducidas (UTR) 5’ de 
secuencias codificantes. Las UTR 5’ forman parte del transcrito de ARNm y por lo tanto son una parte integral de la 15
expresión de proteínas en organismos eucariotas. Después de la transcripción, las UTR 5’ pueden regular la 
expresión de proteínas en los niveles tanto de transcripción como de traducción. Las estructuras reguladoras de 
UTR 5’ habituales incluyen riboswitches y fases abiertas de lectura cadena arriba (uORF). En riboswitches la 
estructura secundaria de ARNm forma un aptámero, capaz de unirse con un metabolito celular o proteína. En 
respuesta a la unión de un aptámero y/o ARNm relacionado la estructura secundaria cambia la confirmación 20
estimulando, suprimiendo o provocando corte y empalme alternativo de una fase abierta de lectura relacionada. Los 
ejemplos conocidos presentes en microalgas incluyen el riboswitch METE sensible a metionina y el riboswitch Thi4 
sensible a tiamina.

Célula de referencia: La expresión «célula de referencia», tal como se usa en el presente documento, se refiere a 25
una célula que es normal con respecto a al menos una característica para fines de comparación. Por ejemplo, una 
célula de referencia para comparar frente a una célula modificada por ingeniería genética puede ser una célula que 
no está modificada por ingeniería genética. Una célula de referencia puede no contener modificaciones genéticas o 
puede ser una célula de una cepa de tipo silvestre. Opcionalmente, una célula de referencia contiene algunas 
modificaciones genéticas características de una cepa particular con la que se compara, pero no contiene una o más 30
modificaciones genéticas características de la cepa particular con la que se compara. Por ejemplo, dicha célula de 
referencia sería útil para evaluar el efecto de la o las modificaciones genéticas que no contiene. Por lo tanto, por 
ejemplo, la expresión «célula de Thraustochytrium de referencia» (o «célula de traustoquítrido de referencia») 
significa una célula de Thraustochytrium (o célula de traustoquítrido) de la misma cepa o una similar a la célula con 
la que se compara, excepto que la célula de Thraustochytrium de referencia (o célula de traustoquítrido de 35
referencia) carece de una o más características (por ejemplo, una o más modificaciones genéticas) de una célula de 
Thraustochytrium (o célula de traustoquítrido) con la que se compara la célula de Thraustochytrium de referencia (o 
célula de traustoquítrido de referencia). Una célula de referencia también puede ser una célula hospedadora de 
cualquier especie, excepto que la célula hospedadora de referencia carece de una o más características de una 
célula hospedadora modificada genéticamente (por ejemplo un gen de traustoquítrido o Thraustochytrium particular 40
que se transforma en la célula hospedadora).

Marcador seleccionable. La expresión «marcador seleccionable», tal como se usa en el presente documento, se 
refiere a una secuencia de nucleótidos, por ejemplo, un gen, que codifica un producto (proteína) que permite la 
selección, o al producto génico (por ejemplo, proteína) en sí mismo. La expresión «marcador seleccionable» se usa 45
en el presente documento como se entiende en general en la técnica y se refiere a un marcador cuya presencia 
dentro de una célula u organismo confiere una ventaja o desventaja significativa para el crecimiento o la 
supervivencia en la célula u organismo en ciertas condiciones de cultivo definidas (condiciones selectivas). Por 
ejemplo, las condiciones pueden ser la presencia o ausencia de un compuesto particular o una condición ambiental 
particular tal como aumento de la temperatura, aumento de la radiación, presencia de un compuesto que es tóxico 50
en ausencia del marcador, etc. La presencia o ausencia de dichos compuesto o compuestos o condición o 
condiciones se denomina «condición selectiva» o «condiciones selectivas». Por «ventaja para el crecimiento» se 
entiende viabilidad potenciada (por ejemplo, células u organismos con la ventaja para el crecimiento tienen un 
tiempo de vida aumentado, en promedio, en relación con células por lo demás idénticas), aumento de la tasa de 
proliferación (también denominada en el presente documento «tasa de crecimiento») en relación con células u 55
órganos, o ambos, por lo demás idénticos. En general, una población de células que tienen una ventaja para el 
crecimiento mostrará menos células muertas o no viables y/o mayor tasa de proliferación celular que una población 
de células por lo demás idénticas que carecen de la ventaja para el crecimiento. Aunque típicamente un marcador 
seleccionable conferirá una ventaja para el crecimiento a una célula, ciertos marcadores seleccionables confieren 
una desventaja para el crecimiento a una célula, por ejemplo, hacen a las células más susceptibles a los efectos 60
deletéreos de ciertos compuestos o condiciones ambientales que células por lo demás idénticas que no expresan el 
marcador. Los marcadores de resistencia a antibióticos son un ejemplo no limitante de una clase de marcador 
seleccionable que puede usarse para seleccionar células que expresan el marcador. En presencia de una 
concentración apropiada de antibiótico (condiciones selectivas), dicho marcador confiere una ventaja para el 
crecimiento a una célula que expresa el marcador. Por lo tanto, las células que expresan el marcador de resistencia 65
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a antibióticos son capaces de sobrevivir y/o proliferar en presencia del antibiótico mientras que las células que no 
expresan el marcador de resistencia a antibióticos no son capaces de sobrevivir y/o son incapaces de proliferar en 
presencia del antibiótico. Por ejemplo, un marcador seleccionable de este tipo que se usa habitualmente en células 
vegetales es la proteína NPTII, que codifica una proteína que proporciona resistencia contra el antibiótico 
kanamicina. Más en general, los marcadores seleccionables se clasifican como compuestos seleccionables, o 5
antibióticos, y marcadores nutricionales, o auxótrofos.

Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen antibióticos bacterianos habituales, tales como pero sin 
limitación ampicilina, kanamicina y cloranfenicol, así como compuestos selectivos que se sabe que actúan en 
microalgas; los ejemplos incluyen rmS y AadA (aminoglucósido 3’-adeniltransferasa), que pueden aislarse del 10
plásmido de E. coli R538-1, que confieren resistencia a espectinomicina y estreptomicina, respectivamente en E. coli
y algunas microalgas (Hollingshead y Vapnek 1985; Meslet-Cladière y Vallon 2011). Otro ejemplo es la proteína de 
ARN 23S, rml, que confiere resistencia a eritromicina (Newman, Boynton et al. 1990; Roffey, Golbeck et al. 1991). 
Otro ejemplo es Ble, un gen rico en GC aislado de Streptoalloteichus hindustanus que confiere resistencia a zeocina 
(Stevens, Purton et al. 1996). Aph7 es otro ejemplo más, que es un gen de aminoglucósido transferasa derivado de 15
Streptomyces hygroscopicus que confiere resistencia a higromicina B (Berthold, Schmitt et al. 2002). Los ejemplos 
adicionales incluyen: AphVIII, una aminoglucósido 3’-fosfotransferasa de tipo VIII derivada de Streptomyces rimosus
que confiere resistencia a Paromicina en E. coli y algunas microalgas (Sizova, Lapina et al. 1996; Sizova, Fuhrmann 
et al. 2001); Nat y Sat-1, que codifican nourseotricina acetil transferasa, de Streptomyces noursei y estreptotricina 
acetil transferasa, de E. coli, que confieren resistencia a nourseotricina (Zaslavskaia, Lippmeier et al. 2000); Neo, 20
una aminoglucósido 3’-fosfotransferasa, que confiere resistencia a los aminoglucósidos; kanamicina, neomicina, y el 
análogo G418 (Hasnain, Manavathu et al. 1985); y Cry1, una proteína ribosómica S14 que confiere resistencia a 
emetina (Nelson, Savereide et al. 1994). Otros marcadores seleccionables incluyen marcadores nutricionales, 
también denominados marcadores auto o auxotróficos. Estos incluyen marcadores de fotoautotrofia que imponen la 
selección basándose en la restauración de la actividad fotosintética dentro de un organismo fotosintético. Los 25
marcadores fotoautotróficos incluyen: AtpB, TscA, PetB, NifH, psaA y psaB (Boynton, Gillham et al. 1988; 
Goldschmidt-Clermont 1991; Kindle, Richards et al. 1991; Redding, MacMillan et al. 1998; Cheng, Day et al. 2005). 
Los marcadores nutricionales alternativos o adicionales incluyen: ARG7, que codifica argininosuccinato liasa, una 
etapa crítica en la biosíntesis de arginina (Debuchy, Purton et al. 1989); NIT1, que codifica una nitrato reductasa 
esencial para el metabolismo del nitrógeno (Fernández, Schnell et al. 1989); THI10, que es esencial para la 30
biosíntesis de tiamina (Ferris 1995); y NTC1, que cataliza una etapa esencial en la biosíntesis de nicotinamida 
(Ferris 1995). Dichos marcadores son en general enzimas que actúan en una ruta biosintética para producir un 
compuesto que es necesario para el crecimiento o la supervivencia celular. En general, en condiciones no selectivas 
el compuesto requerido está presente en el ambiente o se produce por una ruta alternativa en la célula. En 
condiciones selectivas, el funcionamiento de la ruta biosintética, en el que está implicado el marcador, es necesario 35
para producir el compuesto.

Agente de selección: La expresión «agente de selección», tal como se usa en el presente documento se refiere a un 
agente que introduce una presión selectiva en una célula o poblaciones de células bien en favor o bien en contra de 
la célula o población de células que portan un marcador seleccionable. Por ejemplo, el agente de selección es un 40
antibiótico y el marcador seleccionable es un gen de resistencia a antibióticos. Opcionalmente, se usa zeocina como 
el agente de selección.

Organismo fuente: Un «organismo fuente», tal como se usa en el presente documento, es un organismo que 
contiene o produce de forma natural un polinucleótido, polipéptido u otro compuesto (por ejemplo, un ácido nucleico 45
heterólogo) que se debe introducir de acuerdo con la presente divulgación en una célula receptora u hospedadora. 
Las consideraciones relevantes pueden incluir, por ejemplo, lo estrechamente relacionados que están en la 
evolución los organismos fuente y hospedador potenciales, o lo relacionado que está el organismo fuente con los 
otros organismos fuente de los que se han seleccionado secuencias de otros ácidos nucleicos y/o polipéptidos 
relevantes. Cuando va a introducirse y/o expresarse en una célula hospedadora una pluralidad de ácidos nucleicos 50
heterólogos diferentes, diferentes secuencias pueden ser de diferentes organismos fuente o del mismo organismo 
fuente. Como ejemplo, los polipéptidos individuales pueden representar subunidades individuales de la actividad de 
una proteína compleja y/o pueden ser necesarios para actuar en concierto con otros polipéptidos para conseguir los 
objetivos de la presente divulgación. Opcionalmente, puede ser deseable que dichos polipéptidos sean del mismo 
organismo fuente y/o estén suficientemente relacionados para actuar de forma apropiada cuando se expresen juntos 55
en una célula hospedadora. Dichos polipéptidos pueden ser de organismos fuente diferentes, incluso no 
relacionados. Se entenderá además que, cuando un polipéptido heterólogo se va a expresar en una célula 
hospedadora, puede ser deseable utilizar secuencias de ácido nucleico que codifican el polipéptido que se han 
ajustado para acomodar preferencias codónicas de la célula hospedadora y/o para ligar las secuencias codificantes 
con elementos reguladores activos en la célula hospedadora. Por ejemplo, cuando la célula hospedadora es una 60
célula de Thraustochytrium, será con frecuencia deseable alterar la secuencia génica que codifica un polipéptido 
dado de modo que se adapte más estrechamente a las preferencias codónicas de dicha célula. Opcionalmente, una 
secuencia génica que codifica un polipéptido se optimiza incluso cuando dicha secuencia génica se obtiene de la 
célula hospedadora en sí misma (y por lo tanto no es heteróloga). Por ejemplo, una secuencia génica que codifica un 
polipéptido de interés puede no tener codones optimizados para la expresión en una célula hospedadora dada 65
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incluso aunque dicha secuencia génica se aísle de la cepa de célula hospedadora. La secuencia génica puede 
optimizarse adicionalmente para adaptarse a las preferencias codónicas de la célula hospedadora. Los expertos en 
la materia serán conscientes de las preferencias codónicas de la célula hospedadora y podrán emplear los métodos 
y las composiciones desvelados en el presente documento para optimizar la expresión de un polipéptido dado en la 
célula hospedadora.5

Sustratos: Un «sustrato», tal como se usa en el presente documento para describir sustratos de una enzima, se 
refiere a cualquier entidad que pueda modificarse por actividad de la enzima.

Terminador: Tal como se usa en el presente documento, el término «terminador» se refiere a un polinucleótido que 10
anula la expresión de, se dirige a la maduración (por ejemplo, añadiendo una cola de poliA) o transmite estabilidad 
de ARNm a una secuencia polinucleotídica seleccionada unida operativamente con el terminador en células. Una 
secuencia terminadora puede estar cadena abajo de un codón de terminación en un gen. La expresión «terminador 
de Thraustochytrium», tal como se usa en el presente documento, se refiere a un terminador que actúa en una célula 
de Thraustochytrium. La expresión «terminador de traustoquítrido», tal como se usa en el presente documento, se 15
refiere a un terminador que actúa en una célula de traustoquítrido.

Traustoquítrido: El término «traustoquítrido», tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier 
miembro del orden traustoquitriales, que incluye la familia traustoquitriáceos. Las cepas descritas como 
traustoquítridos incluyen los siguientes organismos: Orden: Traustoquitriales; Familia: Traustoquitriáceos; Géneros: 20
Thraustochytrium (Especies: sp., arudimentale, aureum, benthicola, globosum, kinnei, motivum, multirudimentale, 
pachydermum, proliferum, roseum, striatum), Ulkenia (Especies: sp., amoeboidea, kerguelensis, minuta, profunda, 
radiata, sailens, sarkariana, schizochytrops, visurgensis, yorkensis), Schizochytrium (Especies: sp., aggregatum, 
limnaceum, mangrovei, minutum, octosporuni), Japonochyrrium (Especies: sp., marinuni), Aplanochytrium (Especies: 
sp., haliotidis, kerguelensis, profunda, stocchinoi), Althornia (Especies: sp., crouchii) o Elina (Especies: sp., 25
marisalba, sinorifica). Las especies descritas dentro de Ulkenia se considerarán miembros del género 
Thraustochytrium. Las cepas descritas como pertenecientes al género Thrautochytrium pueden compartir rasgos 
comunes con y también se describen dentro del género Schizochytrium. Por ejemplo, en algunas clasificaciones 
taxonómicas ONC-T18 puede considerarse dentro del género Thrautochytrium, mientras que en otras clasificaciones 
se puede describir dentro del género Schizochytrium porque comprende rasgos indicativos de ambos géneros.30

Transformación: El término «transformación», tal como se usa en el presente documento se refiere a un proceso por 
el que una molécula de ácido nucleico exógena o heteróloga (por ejemplo, un vector o una molécula de ácido 
nucleico recombinante) se introduce en una célula o un microorganismo receptor. La molécula de ácido nucleico 
exógena o heteróloga puede estar o no integrada en (es decir, unida covalentemente con) ADN cromosómico que 35
compone el genoma de la célula o el microorganismo hospedador. Por ejemplo, el polinucleótido exógeno o 
heterólogo puede mantenerse en un elemento episómico, tal como un plásmido. Como alternativa o adicionalmente, 
el polinucleótido exógeno o heterólogo puede integrarse en un cromosoma de modo que sea heredado por las 
células descendientes a través de la replicación cromosómica. Los métodos para transformación incluyen, pero sin 
limitación, precipitación de fosfato cálcico; tratamiento con Ca2+; fusión de células receptoras con protoplastos 40
bacterianos que contienen el ácido nucleico recombinante; tratamiento de las células receptoras con liposomas que 
contienen el ácido nucleico recombinante; DEAE dextrano; fusión usando polietilenglicol (PEG); electroporación; 
magnetoporación; suministro biolístico; infección retrovírica; lipofección; y microinyección de ADN directamente en 
células. Opcionalmente, un ácido nucleico exógeno o heterólogo se introduce en una célula apareando con otra 
célula. Por ejemplo, en S. cerevisiae, las células se aparean entre sí.45

Transformado: El término «transformado», tal como se usa en referencia a células, se refiere a células que han 
experimentado «transformación» tal como se describe en el presente documento de modo que las células portan 
material genético exógeno o heterólogo (por ejemplo, un ácido nucleico recombinante). El término «transformado» 
puede usarse también o como alternativa para hacer referencia a microorganismos, cepas de microorganismos, 50
tejidos, organismos, etc.

Descripción detallada

Tal como se describe en el presente documento, la presente divulgación proporciona una diversidad de reactivos y 55
métodos relacionados con la producción de AGPI y/o con la modificación de traustoquítridos. En general, la 
divulgación se refiere a la modificación de células hospedadoras de traustoquítridos, y en particular a la modificación 
genética de traustoquítridos, particularmente a aumentar o adaptar su producción de compuestos de interés (por 
ejemplo, AGPI). La presente divulgación abarca la identificación de determinados elementos reguladores genéticos y 
genes de traustoquítrido y Thraustochystrium sp., así como el desarrollo de metodologías para mutagénesis de 60
traustoquítrido o Thraustochystrium. La divulgación proporciona además cepas de traustoquítrido y 
Thraustochystrium modificadas genéticamente, y productos producidos a partir de y con ellas. La divulgación 
también proporciona modificación genética de células hospedadoras distintas de traustoquítridos con genes de 
traustoquítridos para iniciar, aumentar o adaptar la producción de AGPI en las células hospedadoras. Determinados 
detalles de aspectos particulares de estos y otros aspectos se analizan en más detalle a lo largo del documento.65
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Los traustoquítridos pueden producir y acumular grandes cantidades de AGPI omega-3 (n-3) y omega-6 (n-6) dentro 
de gotas de lípidos celulares. Algunos traustoquítridos producen AGPI mediante dos rutas, la ruta de tipo poliquétido 
sintasa (AGPI sintasa) (habitual en bacterias marinas) y una ruta de desaturasa/elongasa (denominada 
«convencional») también habitual en eucariotas. Se conocen muchos genes individuales y puntos de unión sintéticos 
críticos en estas rutas (véase, por ejemplo, Fig. 1). Sin embargo, las posibilidades reales de que la modificación 5
metabólica implique a estas rutas para producir productos finales deseados, y composiciones de ácidos grasos 
totales con ciertos intervalos de AGPI particulares, siguen sin determinarse.

Células hospedadoras
10

Como se ha indicado, la presente divulgación proporciona reactivos y metodologías para la manipulación de células 
hospedadoras.

En general, los reactivos identificados (por ejemplo, elementos reguladores, vectores, marcadores seleccionables, 
agentes mutagénicos, etc.) y metodologías (incluyendo, por ejemplo, métodos para mutar) pueden utilizarse junto 15
con cualquier célula hospedadora apropiada. Un experto habitual en la materia, que haya leído la presente 
divulgación y tenga dichos reactivos disponibles, será capaz de identificar fácilmente células hospedadoras 
apropiadas en las que dichos elementos están activos.

Las células hospedadoras que pueden usarse en los métodos, composiciones y kits proporcionados incluyen 20
microalgas. Las microalgas que pueden usarse incluyen, pero sin limitación, Achnanthes orientalis, Agmenellum, 
Amphiprora hyaline, Amphora coffeiformis, Amphora coffeiformis linea, Amphora coffeiformis punctata, Amphora 
coffeiformis taylori, Amphora coffeiformis tenuis, Amphora delicatissima, Amphora delicatissima capitata, Amphora 
sp., Anabaena, Anabaena variabilis, Ankistrodesmus, Ankistrodesmus falcatus, Boekelovia hooglandii, Borodinella 
sp., Botryococciis braunii, Botryococcus sudeticus, Bracteococcus minor, Bracteococcus medionucleatus, Carteria, 25
Chaetoceros gracilis, Chaetoceros muelleri, Chaetoceros muelleri subsalsum, Chaetoceros sp., Chlamydomonas 
reinhardtii, Chlamydomonase moewusi, Chlamydomonas nivalis, Chlamydomonas caudate, Chlorella anitrata, 
Chlorella antarctica, Chlorella aureoviridis, Chlorella Candida, Chlorella capsulate, Chlorella desiccate, Chlorella 
ellipsoidea, Chlorella emersonii, Chlorella fusca, Chlorella fusca var. vacuolata, Chlorella glucotropha, Chlorella 
infusionum, Chlorella infusionum var. actophila, Chlorella infusionum var. auxenophila, Chlorella kessleri, Chlorella 30
lobophora (cepa SAG 37.88), Chlorella luteoviridis, Chlorella luteoviridis var. aureoviridis, Chlorella luteoviridis var. 
lutescens, Chlorella miniata, Chlorella minutissima, Chlorella mutabilis, Chlorella nocturna, Chlorella ovalis, Chlorella 
parva, Chlorella photophila, Chlorella pringsheimii, Chlorella protothecoides var. acidicola, Chlorella regularis, 
Chlorella regularis var. minima, Chlorella regularis var. umbricata, Chlorella reisiglii, Chlorella saccharophila, 
Chlorella saccharophila var. ellipsoidea, Chlorella salina, Chlorella simplex, Chlorella sorokiniana, Chlorella sp., 35
Chlorella sphaerica, Chlorella stigmatophora, Chlorella variabilis, Chlorella vanniellii, Chlorella vulgaris, Chlorella 
vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. autotrophica, Chlorella vulgaris var. viridis, Chlorella vulgaris var. vulgaris, 
Chlorella vulgaris var. vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. vulgaris f. viridis, Chlorella xanthella, Chlorella 
zofingiensis, Chlorella trebouxioides, Chlorella vulgaris, Chlorococcum infusionum, Chlorococcum sp., Chlorogonium, 
Chroomonas sp., Chrysosphaera sp., Coccomyxa subellipsoidea C-169, Cricosphaera sp., Crypthecodinium cohnii, 40
Cryptomonas sp., Cyclotella cryptica, Cyclotella meneghiniana, Cyclotella sp., Dunaliella sp., Dunaliella bardawil, 
Dunaliella bioculata, Dunaliella granulate, Dunaliella maritime, Dunaliella minuta, Dunaliella parva, Dunaliella peircei, 
Dunaliella primolecta, Dunaliella salina, Dunaliella terricola, Dunaliella tertiolecta, Dunaliella viridis, Dunaliella 
tertiolecta, Eremosphaera viridis, Eremosphaera sp., Ellipsoidon sp., Euglena, Franceia sp., Fragilaria crotonensis, 
Fragilaria sp., Gleocapsa sp., Gloeothamnion sp., Haematococcus pluvialis, Hymenomonas sp., Isochrysis aff 45
galbana, Isochrysis galbana, Lepocinclis, Micractinium, Micractinium, Micromonas, Micromonas pusilla, 
Monoraphidium minutum, Monoraphidium sp., Nannochloris sp., Nannochloropsis salina, Nannochloropsis sp., 
Navicula acceptata, Navicula biskanterae, Navicula pseudotenelloides, Navicula pelliculosa, Navicula saprophila, 
Navicula sp., Nephrochloris sp., Nephroselmis sp., Nitschia communis, Nitzschia alexandrina, Nitzschia communis, 
Nitzschia dissipata, Nitzschia frustulum, Nitzschia hantzschiana, Nitzschia inconspicua, Nitzschia intermedia, 50
Nitzschia microcephala, Nitzschia pusilla, Nitzschia pusilla elliptica, Nitzschia pusilla monoensis, Nitzschia 
quadrangular, Nitzschia sp., Nostoc sp., Nostoc Punctiforme, Ochromonas sp., Oocystis parva, Oocystis pusilla, 
Oocystis sp., Oscillatoria limnetica, Oscillatoria sp., Oscillatoria subbrevis, Osterococcus, Osterococcus lucimarinus, 
Osterococcus tauri, Parachlorella kessleri, Pascheria acidophila, Pavlova sp., Phagus, Phaaodactylum tricornutum,
Phormidium, Platymonas sp., Pleurochrysis carterae, Pleurochrysis dentate, Pleurochrysis sp., Prochlorococcus 55
marinus, Prototheca wickerhamii, Prototheca stagnora, Prototheca portoricensis, Prototheca monformis, Prototheca 
zopfii, Pseudochlorella aquatica, Pyramimonas sp., Pyrobotrys, Rhodococcus opacus, Sarcinoid chrysophyte, 
Scenedesmus armatus, Scynechocystis sp., Scynechococcus, Schizochytrium, Spirogyra, Spirulina platensis, 
Stichococcus sp., Synechococcus sp., Tetraedron, Thalassiosira pseudonana, Tetraselmis sp., Tetraselmis suecica, 
Thalassiosira weissflogii, Viridiella frideridana, y VoIvox carteri.60

Las células hospedadoras pueden ser hongos. Los ejemplos no limitantes de células hospedadoras de hongos 
incluyen levadura susceptible de modificación metabólica (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae y 
Schizosaccharomyces pombe y levaduras oleaginosas (por ejemplo, Cryptococcus curvatus, Cryptococcus 
terricolus, Candida sp., Lipomyces starkeyi, Lipomyces lipofer, Endomycopsis vernalis, Rhodotorula glutinis, 65
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Rhodotorula gracilis y Yarrowia lipolytica). Los hongos adicionales incluyen Mortierella, Mortierella vinacea, 
Mortierella alpine, Pythium debaryanum, Mucor circinelloides, Aspergillus ochraceus, Aspergillus terreus, 
Pennicillium iilacinum, Hensenulo, Chaetomium, Cladosporium, Malbranchea, Rhizopus, y Pythium.

Opcionalmente, son células hospedadoras para uso de acuerdo con la presente divulgación células de 5
traustoquítridos. Opcionalmente, las células hospedadoras son miembros del orden traustoquitriales. Opcionalmente, 
las células hospedadoras son miembros de la subclase traustoquitriáceas. Opcionalmente, las células hospedadoras 
son miembros de un género seleccionado del grupo que consiste en Thraustochytrium, Ulkenia, Schizochytrium, 
Aurantiochytrium, Aplanochytrium, Botryochytrium, Japonochytrium, Oblongichytrium, Parietichytrium y
Sicyoidochytrium. Opcionalmente, las células hospedadoras no son del género Schizochytrium.10

Las células hospedadoras utilizadas de acuerdo con la presente divulgación incluyen miembros del género 
Thraustochytrium. Opcionalmente, una célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium de una de las 
siguientes especies: Thraustochytrium aggregatum, Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium gaertnerium, 
Thraustochytrium kinnei, Thraustochytrium motivum, Thraustochytrium multirudimentale, Thraustochytrium 15
pachydermum, Thraustochytrium roseum, Thraustochytrium sp. 1.3A4.1, Thraustochytrium sp. ATCC 26185, 
Thraustochytrium sp. BL13, Thraustochytrium sp. BL14, Thraustochytrium sp. BL2, Thraustochytrium sp. BL3, 
Thraustochytrium sp. BL4, Thraustochytrium sp. BL5, Thraustochytrium sp. BL6, Thraustochytrium sp. BL7, 
Thraustochytrium sp. BL8, Thraustochytrium sp. BL9, Thraustochytrium sp. BP3.2.2, Thraustochytrium sp. BP3.3.3, 
Thraustochytrium sp. caudivorum, Thraustochytrium sp. CHN-1, Thraustochytrium sp. FJN-10, Thraustochytrium sp. 20
HK1, Thraustochytrium sp. HK10, Thraustochytrium sp. HK5, Thraustochytrium sp. HK8, Thraustochytrium sp. HK8a, 
Thraustochytrium sp. KK17-3, Thraustochytrium sp. KL1, Thraustochytrium sp. KL2, Thraustochytrium sp. KL2a, 
Thraustochytrium sp. ONC-T18, Thraustochytrium sp. PJA10.2, Thraustochytrium sp. TR1.4, Thraustochytrium sp. 
TRR2, Thraustochytrium striatum o Thraustochytrium visurgense.

25
Las células hospedadoras utilizadas de acuerdo con la presente divulgación también incluyen miembros del género 
Schizochytrium. Opcionalmente, una célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium de una de las siguientes 
especies: Schizochytrium limacinum, Schizochytrium mangrovei, Schizochytrium minutum, Schizochytrium sp. 
(ATCC 20111), Schizochytrium sp. (ATCC 20888), Schizochytrium sp. BR2.1.2, Schizochytrium sp. BUCAAA 032, 
Schizochytrium sp. BUCAAA 093, Schizochytrium sp. BUCACD 152, Schizochytrium sp. BUCARA 021, 30
Schizochytrium sp. BUCHAO 113, Schizochytrium sp. BURABQ 133, Schizochytrium sp. BURARM 801, 
Schizochytrium sp. BURARM 802, Schizochytrium sp. FJU-512, Schizochytrium sp. KH105, Schizochytrium sp. KR-
5, Schizochytrium sp. PJ10.4, Schizochytrium sp. SEK 210, Schizochytrium sp. SEK 345, Schizochytrium sp. SEK 
346, Schizochytrium sp. SR21 o Schizochytrium sp. TIO01.

35
Opcionalmente, la célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium sp. ONC-T18. ONC-T18 es una 
Thraustochytrium marina aislada originalmente de las hojas de hierbas de marismas salobres en Advocate Harbor, 
bahía de Fundy, Nueva Escocia, Canadá. ONC-T18 se describe en la publicación de patente de Estados Unidos 
2009/0117194. Opcionalmente, una célula de Thraustochytrium tiene una secuencia de ARNr de 18s que es al 
menos 97 %, 98 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % o más (por 40
ejemplo, incluyendo 100 %) idéntica a SEQ ID NO:68. Opcionalmente, una célula hospedadora es una célula de 
Thraustochytrium sp. ONC-T18 de las células depositadas con el número de referencia de la cepa de ATCC PTA-
6245.

Modificación genética de microorganismos45

La presente divulgación proporciona, entre otros, genes, elementos reguladores, construcciones de ácido nucleico, 
marcadores seleccionables, métodos para mutagénesis y métodos de transformación para manipulación de 
microorganismos tales como traustoquítridos. Las herramientas proporcionadas en el presente documento pueden 
usarse solas y en diversas combinaciones para implementar cualquier modificación genética deseada. Por ejemplo, 50
se usan métodos de transformación proporcionados para introducir moléculas de ácido nucleico que codifican uno o 
más genes. Las moléculas de ácido nucleico pueden incluir genes que codifican polipéptidos de biosíntesis de AGPI, 
así como secuencias de promotor, terminador o marcador seleccionable proporcionadas en el presente documento, 
o combinaciones de las mismas. Opcionalmente, se usan métodos de mutagénesis proporcionados para generar 
cepas (por ejemplo, cepas de traustoquítridos) que tienen propiedades deseadas. Dichas cepas también pueden 55
transformarse (por ejemplo, ácidos nucleicos que incluyen uno o más elementos reguladores proporcionados en el 
presente documento).

Uno o más genes que codifican diversas enzimas en rutas de síntesis de AGPI pueden transformarse en una célula 
hospedadora para adaptar el perfil de producción de AGPI de la célula hospedadora y su descendencia. 60
Seleccionando una combinación deseada de genes exógenos, genes endógenos se unieron operativamente con 
promotores heterólogos y genes exógenos se unieron operativamente con promotores endógenos. Las rutas 
sintéticas desveladas en el presente documento pueden manipularse para conseguir expresión específica o 
preferente de uno o más AGPI predeterminados. Por ejemplo, si se desea un perfil de producción de AGPI 
optimizado para biocombustible, entonces un experto en la materia podría usar los polinucleótidos, métodos y 65
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células hospedadoras desvelados en el presente documento para unir operativamente un promotor heterólogo de un 
gen de Δ12 desaturasa para conducir la expresión de una Δ5 desaturasa endógena o exógena, adaptando de este 
modo la producción de AGPI a ARA y EPA.

Cualquier pluralidad de modificaciones genéticas puede modificarse genéticamente para conseguir una producción o 5
un perfil de producción de AGPI deseado. Una o más secuencias de ácido nucleico desveladas en el presente 
documento pueden sobreexpresarse, por ejemplo, para inhibir o prevenir la síntesis de AGPI con cadenas de 
carbono mayores de 18 y desaturación mayor de 1. Los elementos reguladores génicos desvelados en el presente 
documento pueden unirse operativamente con uno o más genes heterólogos o endógenos para adaptar la activación 
de los genes de una manera dependiente del tiempo o de la condición. Los ejemplos no limitantes de genes con 10
capacidad de manipulación incluyen ácido graso sintasa para controlar el flujo de carbono a la ruta de AGPI, 
tioesterasas para catalizar la terminación de la biosíntesis de ácidos grasos de una manera específica de la longitud 
de cadena y elongación y/o desaturasa que controla la síntesis de etapa terminal de compuestos deseados.

En general, los polinucleótidos desvelados en el presente documento actúan como una serie de herramientas que 15
permiten la modificación genética racional de rutas biosintéticas de AGPI para producir una diversidad de productos. 
Dicho de otro modo, los polinucleótidos desvelados en el presente documento pueden intercambiarse y su expresión 
controlarse o sincronizarse temporalmente en una cualquiera de varias combinaciones. Los expertos en la materia 
serán capaces de usar las herramientas desveladas en el presente documento en consecuencia, requiriendo 
solamente conocimiento adicional de la ruta biosintética para manipular (véase, por ejemplo, Fig. 1) y un medio para 20
detectar, medir y/o aislar un producto final deseado. Por ejemplo, una desaturasa, promotor (por ejemplo, el 
promotor de Δ12 desaturasa de SEQ ID NO.69) o fragmento operativo del mismo puede unirse operativamente con 
un gen de ácido graso sintasa (AGS) de tipo 1 para aumentar la biosíntesis de ácidos grasos durante periodos tanto 
de crecimiento celular como de producción de ácidos grasos.

25
Opcionalmente, un perfil de producción de AGPI (que comprende todas las rutas de biosíntesis de ácidos grasos y 
los productos resultantes) puede adaptarse para producir composiciones predeterminadas que comprenden al 
menos dos productos de ácidos grasos dentro de un intervalo o intervalos específicos optimizados para una utilidad 
particular (por ejemplo producción de biocombustible). Por ejemplo, es deseable en general minimizar los niveles de 
ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga («AGPICL»; por ejemplo, DHA) en biocombustibles. Mediante 30
manipulación de los polipéptidos de biosíntesis de AGPI y sus secuencias de ácido nucleico correspondientes 
desveladas en el presente documento, opcionalmente junto con condiciones de cultivo particularizadas, es posible 
producir una composición oleosa de ácidos grasos en la que los niveles de AGPICL son menores de 
aproximadamente 25 % del contenido de ácidos grasos total. Opcionalmente, se producen composiciones oleosas 
de ácidos grasos con niveles de AGPICL menores de aproximadamente 20 %, 15 %, 10 %, 5 % y 1 % del contenido 35
de ácidos grasos total. Opcionalmente, los AGPICL tienen al menos aproximadamente 20, al menos 
aproximadamente 22, al menos aproximadamente 24, al menos aproximadamente 26, al menos aproximadamente 
28 o al menos aproximadamente 30 átomos de carbono. Opcionalmente, los AGPICL son ácido docosatetraenoico, 
ácido docosapentaenoico y/o ácido docosahexaenoico.

40
Como se analiza a lo largo del documento, los organismos proporcionados pueden abarcar modificaciones genéticas 
en las que se expresa un gen. Opcionalmente, sin embargo, los microorganismos se modifican genéticamente para 
reducir la expresión de genes que codifican uno o más polipéptidos de biosíntesis de AGPI. Por ejemplo, un 
traustoquítrido o Thraustochytrium puede modificarse genéticamente para reducir la expresión de una elongasa o 
desaturasas. Opcionalmente, un traustoquítrido o Thraustochytrium se modifica genéticamente con expresión de 45
Δ12 desaturasa reducida o anulada. Se conocen bien en la técnica métodos para reducir la expresión génica en
microorganismos; por ejemplo, construcciones de inactivación o intercambio de alelos y ARN antisentido.

Opcionalmente, los elementos reguladores (por ejemplo, promotor o promotores) de un gen de biosíntesis de AGPI 
de traustoquítrido o Thraustochytrium se unen operativamente con un gen de biosíntesis de AGPI para adaptar la 50
expresión de ese gen. Para expresión, la expresión puede adaptarse para coincidir con los niveles de expresión 
basal de un gen particular durante el crecimiento exponencial o para coordinar niveles aproximadamente 
equivalentes de expresión génica.

Opcionalmente, más de un gen de biosíntesis de AGPI se expresa de forma simultánea o concurrente dentro de 55
microorganismos modificados genéticamente para adaptar el perfil de producción de AGPI. Los genes pueden 
expresarse a partir de cualquiera de varios vectores de expresión. Por ejemplo, cada gen puede comprender un 
vector de expresión, cada uno en un plásmido individual. Como alternativa, para reducir el número de plásmidos, los 
genes de biosíntesis de AGPI pueden colocarse en tres plásmidos, dos plásmidos o un único plásmido. Se conocen 
bien en la técnica vectores plasmídicos con múltiples casetes de expresión. Pueden colocarse genes que codifican 60
cualquier combinación de ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ4 desaturasa, poliquétido AGPI sintasa (PKS), 
Δ5 desaturasa y Δ12 desaturasa en uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete plásmidos. También pueden usarse 
construcciones de expresión policistrónicas y basadas en operón.

Por lo tanto, se proporcionan microorganismos modificados genéticamente, que pueden obtenerse o crearse a partir 65
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de cualquiera de las especies hospedadoras anteriormente mencionadas, incluyendo Schizochytrium, 
Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Los microorganismos modificados genéticamente expresan 
uno o más ácidos nucleicos heterólogos que cambian o adaptan la biosíntesis de AGPI en el microorganismo 
modificado genéticamente en relación con una célula hospedadora o especie de tipo silvestre. Opcionalmente, ONC-
T18 se modifica genéticamente de una manera o maneras desveladas en el presente documento. Por ejemplo, un 5
polinucleótido de biosíntesis de AGPI se expresa de forma heteróloga de modo que se cambie la producción de uno 
o más AGPI (es decir, se aumenta o se reduce en relación con los niveles en ausencia de polinucleótido heterólogo). 
Opcionalmente, la expresión heteróloga es sobreexpresión. Opcionalmente, una secuencia polinucleotídica 
endógena o exógena que codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo polipeptídico enzimático se 
expresa de forma heteróloga uniendo operativamente la secuencia polinucleotídica con un promotor. Opcionalmente, 10
el promotor es exógeno para el microorganismo. Opcionalmente, el promotor es endógeno para el microorganismo, 
pero está unido operativamente a un polinucleótido de biosíntesis de AGPI heterólogo (es decir, diferente). Esto 
puede provocar la expresión del polipéptido enzimático o parte de un complejo polipeptídico enzimático codificado 
por el polinucleótido de biosíntesis de AGPI en un momento o en condiciones en las que el polipéptido enzimático o 
parte de un complejo polipeptídico enzimático no se expresa normalmente. Los promotores heterólogos pueden ser, 15
por ejemplo, promotores establecidos, conocidos por los expertos en la técnica, tales como el promotor Lac del 
operón de lactosa de bacterias, el promotor inducible de arabinosa pBAD de bacterias o el promotor Tet regulado por 
tetraciclina de bacterias. Como alternativa o adicionalmente, los promotores utilizados pueden ser los hallados en un 
sistema eucariota, como conocen los expertos en la técnica, tales como TDH3, ADH1, TPI1, ACT1, GPD o PGI o los 
promotores inducibles por galactosa, GAL1, GAL7 y GAL10. Los elementos reguladores que pueden emplear los 20
expertos en la técnica; incluyen los hallados en microalgas, los ejemplos incluyen: Rbcs2, el promotor de ribulosa 
bisfosfato carboxilasa que proporciona expresión de alto nivel constitutiva (Stevens, Purton et al. 1996); PsaD, el 
promotor del fotosistema I subunidad D, que permite expresión constitutiva de alto nivel que puede ser regulada por 
la proteína nuclear Nac2 (Fisher y Rochaix 2001); PsbA, el promotor del gen del fotosistema II, PsbA, y UTR 5’. 
Estos producen altos niveles de acumulación de proteína recombinante (Manuell, Beligni et al. 2007; Surzycki, 25
Greenham et al. 2009). Como alternativa o adicionalmente, los elementos reguladores incluyen Hsp70A, el elemento 
potenciador de la proteína de choque térmico 70A, que reduce el silenciamiento génico en transformantes nucleares 
y se emplea típicamente en combinación con el promotor Rbcs2 (Schroda, Blöcker et al. 2000). Como alternativa o 
adicionalmente, la secuencia reguladora de una proteína nativa puede emplearse para conducir la expresión de un 
gen heterólogo. Los ejemplos de este pueden incluir los promotores de proteínas de biosíntesis de ácidos grasos, 30
incluyendo las que se inducen debido a tensión de nitrógeno. Los ejemplos específicos o promotores incluyen la 
secuencia reguladora de una Δ12 desaturasa (por ejemplo, SEQ ID NO: 69), la secuencia reguladora de una Δ5 
desaturasa (por ejemplo, SEQ ID NO: 71), la secuencia reguladora de una Δ4 desaturasa, y la secuencia reguladora 
de una Δ5 elongasa. Los promotores alternativos o adicionales pueden incluir los que se inducen en respuesta a 
cambios económicamente viables en condiciones de bioproceso. Dichos cambios pueden incluir la inducción de una 35
respuesta anóxica o anaeróbica por reducción de la velocidad de agitación, por ejemplo, los elementos reguladores 
asociados incluirían los que conducen la expresión de anhidrasas carbónicas, un cambio en o agotamiento de 
carbono y/o nitrógeno orgánico. Los promotores pueden ser constitutivos o inducibles.

Aunque las secuencias reguladoras de ácidos nucleicos o promotores pueden aumentar la expresión de 40
polinucleótidos con los que se unen operativamente, una secuencia reguladora heteróloga o promotor pueden 
reducir también la expresión de polinucleótidos con los que se unen. Este efecto puede depender del estadio o las 
condiciones de crecimiento. Por ejemplo, si una secuencia reguladora para una Δ5 desaturasa se une 
operativamente para controlar la expresión de un grupo de genes de PKS, la expresión del complejo de PKS se 
reducirá sustancialmente durante periodos de crecimiento exponencial y también durante periodos de producción de 45
ácidos grasos cuando el microorganismo no crece o crece a una velocidad reducida.

Opcionalmente, solamente se usan elementos promotores particulares de las secuencias reguladoras desveladas en 
el presente documento. Por ejemplo, pueden identificarse elementos promotores polinucleotídicos particulares de la 
Δ12 desaturasa de SEQ ID NO:69 por ordenador usando herramientas de análisis conocidas por los expertos en la 50
técnica. (véase, por ejemplo, D.J. Studholme y R. Dixon, 2003, Domain architectures of sigma54-dependent 
transcriptional activators, J. Bacteriol, 185:1757-67; R. Münch et al, 2005, Bioinformatics 2005 21: 4187-4189; L. 
Gordon et al., 2003, Bioinformatics 19:1964-71; J.M. Carlson et al., 2007, NucI. Acids Res. 35: W259-W264; la base 
de datos de elementos reguladores de la transcripción de Cold Spring Harbor Laboratory; la base de datos de 
promotores eucariotas del Instituto Suizo de Bioinformática). Estos elementos promotores pueden después aislarse y 55
reordenarse, y la expresión optimizarse en consecuencia, usando técnicas de ingeniería genética convencionales 
(por ejemplo, PCR, digestión de restricción/ligamiento, y disposición de los elementos en una construcción 
indicadora para evaluar la influencia en la expresión del gen indicador en diversas condiciones, fase de crecimiento, 
etc.) Opcionalmente, pueden combinarse elementos promotores polinucleotídicos de diferentes secuencias 
reguladoras (por ejemplo, Δ5 y Δ12 desaturasas) en elementos promotores híbridos para conducir la expresión 60
génica de formas inesperadas, pero determinables.

Algunos microorganismos modificados genéticamente pueden incluir múltiples combinaciones de promotores 
heterólogos unidos operativamente con diferentes polinucleótidos de biosíntesis de AGPI. Opcionalmente, al menos 
polinucleótidos heterólogos adicionales que codifican un polipéptido enzimático o parte de un complejo polipeptídico 65
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enzimático implicados en la biosíntesis de AGPI se transforman en el microorganismo. Opcionalmente, los 
polinucleótidos heterólogos adicionales incluyen ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 
desaturasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

Pueden introducirse secuencia de ácido nucleico heterólogo y promotores en células hospedadoras o 5
microorganismos modificados genéticamente de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Las secuencias 
pueden colocarse en uno o más casetes de expresión o vectores de expresión, e introducirse en las células en uno o 
más plásmidos. Las secuencias heterólogas pueden transformarse en las células usando técnicas convencionales 
(por ejemplo, electroporación y técnicas basadas en lípidos catiónicos). Las técnicas adicionales de transformación 
de secuencias heterólogas en células hospedadoras incluyen transformación con acetato de litio, esferoplastos, 10
fusión de protoplastos, lipofección, transfección, transducción, conjugación, infección y similares. Pueden construirse 
vectores de expresión como se desvela en los ejemplos en el presente documento.

Pueden introducirse secuencia o secuencias promotoras heterólogas (exógenas o endógenas) en células y unirse 
operativamente con un polinucleótido de biosíntesis de AGPI endógeno elegido por recombinación homóloga. El 15
polinucleótido de biosíntesis de AGPI endógeno puede localizarse de forma extracromosómica en un plásmido o 
integrarse en (es decir, unirse covalentemente con) ADN cromosómico que compone el genoma de la célula 
hospedadora.

Como resultado de las modificaciones analizadas anteriormente, el perfil de producción de AGPI y el contenido de 20
ácidos grasos total de un microorganismo modificado genéticamente se ve afectado de una manera predeterminada. 
Por lo tanto, los microorganismos modificados genéticamente pueden tener el contenido de ácidos grasos total de la 
célula aumentado en al menos 10 %, 20 %, 50 %, 100 % o más en relación con el contenido en ausencia de la 
secuencia de ácido nucleico heteróloga o el promotor. Opcionalmente, la expresión de la secuencia de ácido 
nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en relación con el 25
contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga. Los 
niveles de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados pueden reducirse en al menos 10 %, 20 %, 50 %, 
100 % o más en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de 
ácido nucleico heteróloga o el promotor.

30
La expresión heteróloga de polinucleótido de biosíntesis de AGPI puede afectar al perfil de producción de AGPI 
general en una célula hospedadora modificada genéticamente. Por ejemplo, la expresión heteróloga de uno 
cualquiera de los polinucleótidos de biosíntesis de AGPI desvelados en el presente documento puede aumentar el 
contenido de ácidos grasos total de una célula hospedadora y aumentar particularmente el contenido de AGPI con 
cuatro o más dobles enlaces. Por ejemplo, la sobreexpresión, y opcionalmente expresión simultánea y coordinada, 35
de los polinucleótidos desvelados en el presente documento puede aumentar la producción de AGPI con cuatro o 
más dobles enlaces (por ejemplo, DHA, DPA, ARA) de modo que una célula hospedadora produzca AGPI con más 
de cuatro dobles enlaces hasta más de 0,5 %, 1,0 %, 2,0 %, 3,0 %, 4,0 %, 5,0 %, 10,0 %, 20 %, 40 % o más del 
contenido de ácidos grasos total.

40
Expresión génica

La presente divulgación abarca composiciones y métodos para modificación genética de microorganismos. 
Opcionalmente, la presente divulgación abarca composiciones y métodos para modificación genética de 
traustoquítridos (por ejemplo, Thraustochytrium). Las células «modificadas genéticamente» incluyen células que se 45
han modificado (por ejemplo, por introducción de un ácido nucleico exógeno) y descendencia de las mismas que 
conservan la modificación.

La presente divulgación también proporciona ácidos nucleicos que incluyen secuencias reguladoras de 
traustoquítrido o Thraustochytrium. La expresión génica en eucariotas requiere con frecuencia secuencias 50
reguladoras que son específicas de especie o que actúan en organismos que están estrechamente relacionados. La 
disponibilidad de secuencias reguladoras de traustoquítrido o Thraustochytrium permite que se expresen genes de 
interés en traustoquítridos. Opcionalmente, las secuencias reguladoras incluyen secuencias promotoras y 
secuencias terminadoras.

55
Los péptidos de biosíntesis de AGPI y sus polinucleótidos correspondientes pueden transformarse y expresarse en 
cualquier célula hospedadora. Por ejemplo, una desaturasa (por ejemplo, la Δ12 desaturasa de SEQ ID NO:70) y/o 
elongasa (por ejemplo, una Δ5 elongasa) de traustoquítrido o Thraustochytrium puede expresarse en 
Saccharomyces cerevisiae para aumentar la conversión de ácido oleico a ácido linoleico (véase, por ejemplo, Fig. 1) 
y/o de EPA a ácido docosapentaenoico, adaptando de este modo la producción de AGPI. Opcionalmente, una 60
desaturasa de traustoquítrido o Thraustochytrium negativa dominante puede transformarse en una célula 
hospedadora distinta de traustoquítrido o Thraustochytrium para provocar acumulación de ácido oleico. Pueden 
generarse péptidos de biosíntesis de AGPI negativos dominantes mediante métodos de mutagénesis desvelados en 
el presente documento.

65
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Se desvelan ácidos nucleicos aislados que incluyen un promotor de traustoquítrido o Thraustochytrium. 
Opcionalmente, un ácido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del gen de Δ4 
desaturasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de Δ4 desaturasa ejemplar se muestra en 
SEQ ID NO:24. Opcionalmente, un ácido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del 
gen de Δ5 elongasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de Δ5 elongasa ejemplar se 5
muestra en SEQ ID NO: 19. Un promotor del gen de Δ5 elongasa de Thraustochytrium es un promotor fuerte en 
traustoquítridos (por ejemplo, Thraustochytrium). Opcionalmente, un ácido nucleico proporcionado en el presente 
documento incluye un promotor del gen de tubulina de traustoquítrido o Thraustochytrium. Se muestran secuencias 
de promotores de genes de tubulina de Thraustochytrium ejemplares en SEQ ID NO:6 y 10. Opcionalmente, un 
ácido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del gen de Δ12 desaturasa de 10
Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de Δ12 desaturasa ejemplar se muestra en SEQ ID 
NO:69. Opcionalmente, un ácido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del gen de 
Δ5 desaturasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de Δ5 desaturasa ejemplar se muestra 
en SEQ ID NO:71. Los ácidos nucleicos proporcionados en el presente documento para su uso pueden tener al 
menos 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, o mayor identidad de secuencia con las SEQ ID anteriores.15

La presente solicitud también proporciona un ácido nucleico aislado que incluye un gen de traustoquítrido o 
Thraustochytrium. Opcionalmente, el gen proporcionado en el presente documento incluye un gen de Δ12 
desaturasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un gen de Δ12 desaturasa ejemplar se muestra en SEQ ID 
NO:70. Opcionalmente, un gen de Δ12 desaturasa puede tener al menos 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 20
mayor identidad de secuencia con SEQ ID NO:70. Opcionalmente, el gen de Δ12 desaturasa es una Δ12 desaturasa 
de Thraustochytrium sp. ONC-T18. Opcionalmente, el gen proporcionado en el presente documento incluye un gen 
de Δ5 desaturasa de Thraustochytrium.

Una molécula de ácido nucleico aislada puede describirse por las condiciones en las que hibrida con una secuencia 25
de ácido nucleico correspondiente. Por ejemplo, se proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que hibrida 
con una secuencia de ácido nucleico correspondiente a SEQ ID NO: 70 en condiciones rigurosas. La rigurosidad de 
hibridación se controla tanto por temperatura como por concentración salina de una o ambas de las etapas de 
hibridación y lavado. Por ejemplo, las condiciones de hibridación para conseguir hibridación selectiva pueden 
implicar la hibridación en solución de alta fuerza iónica (SSC 6X o SSPE 6x) a una temperatura que es 30
aproximadamente 12-25 ºC por debajo de la Tm (la temperatura de fusión a la que la mitad de las moléculas se 
disocian de su compañeros de hibridación) seguido de lavado a una combinación de temperatura y concentración 
salina elegida para que la temperatura de lavado sea de aproximadamente 5 °C a 20 °C por debajo de la Tm. Las 
condiciones de temperatura y salinidad se determinan fácilmente de forma empírica en experimentos preliminares en 
los que se hibridan muestras de ADN de referencia inmovilizadas en filtros con un ácido nucleico marcado de interés 35
y después se lavan en condiciones de diferentes rigurosidades. Las temperaturas de hibridación son típicamente 
mayores para hibridaciones de ADN-ARN y ARN-ARN. Las condiciones pueden usarse como se ha descrito 
anteriormente para conseguir rigurosidad, o como se conoce en la técnica. (Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2ª Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Kunkel et al. Methods 
Enzymol. 1987:154:367, 1987). Una condición de hibridación rigurosa preferible para una hibridación de ADN-ADN a 40
aproximadamente 68 ºC (en solución acuosa) en SSC 6X o SSPE 6X seguido de lavado a 68 ºC. La rigurosidad de 
hibridación y lavado, si se desea, puede reducirse en consecuencia a medida que el grado de complementariedad 
deseado se reduce y, además, dependiendo de la riqueza de G-C o A-T de cualquier área en la que se busque 
variabilidad. Igualmente, la rigurosidad de hibridación y lavado, si se desea, puede aumentarse en consecuencia a 
medida que la homología aumente y, además, dependiendo de la riqueza de G-C o A-T de cualquier área en la que 45
se desee alta homología, como se conoce en la técnica.

Opcionalmente, un ácido nucleico aislado que incluye un promotor de traustoquítrido o Thraustochytrium
proporcionado en el presente documento es un casete, por ejemplo, un casete de expresión. Opcionalmente, un 
ácido nucleico aislado que incluye un promotor de traustoquítrido o Thraustochytrium proporcionado en el presente 50
documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresión.

Se proporcionan en el presente documento células modificadas genéticamente para incluir un gen o promotor génico 
de traustoquítrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium se modifica 
genéticamente para incluir un promotor de traustoquítrido o Thraustochytrium, por ejemplo, un promotor génico de 55
Δ4 desaturasa de Thraustochytrium, un promotor génico de Δ5 elongasa de Thraustochytrium, un promotor génico 
de Δ12 desaturasa de Thraustochytrium, un promotor génico de Δ5 desaturasa de Thraustochytrium o un promotor 
génico de tubulina de Thraustochytrium.

Se proporcionan en el presente documento células hospedadoras modificadas genéticamente para expresar uno o 60
más genes de traustoquítridos o Thraustochytrium que codifican polipéptidos de biosíntesis de AGPI. 
Opcionalmente, solamente se expresa un único gen para afectar a la biosíntesis de AGPI en una célula 
hospedadora. El gen puede ser un regulador maestro (por ejemplo, Δ12 desaturasa), cuya sobreexpresión aumenta 
los niveles de ácidos grasos totales y, en particular, niveles de ácidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, los 
genes que codifican uno o más péptidos de biosíntesis de AGPI se sobreexpresan aproximadamente 2 veces, 3 65
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veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 75 veces, 100 
veces o más en relación con los niveles de expresión en una célula de referencia. Los niveles de expresión pueden 
determinarse por métodos bien conocidos por los expertos en la materia, incluyendo transferencia de Western, 
transferencia de Northern, rtPCR y PCR en tiempo real. Opcionalmente, la expresión de una pluralidad de genes 
está coordinada para manipular el flujo de carbono a través de ruta o rutas de biosíntesis de AGPI. Las genes que 5
pueden manipularse incluyen: Δ12-desaturasa, Δ9-desaturasa, Δ8-desaturasa, Δ5-desaturasa, Δ4-desaturasa, Δ9-
elongasa, Δ6-elongasa, Δ5-elongasa, ácido graso sintasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

Como resultado de las modificaciones analizadas en el presente documento, el perfil de producción de AGPI y el 
contenido de ácidos grasos total de células hospedadoras o microorganismos modificados genéticamente se ve 10
afectado de una manera predeterminada. Estos efectos pueden conseguirse mediante sobreexpresión de uno o más 
genes o polinucleótidos de biosíntesis de AGPI (por ejemplo, secuencias de ácido nucleico desveladas en el 
presente documento). Opcionalmente, la producción de AGPI se adapta sobreexpresando al menos un 
polinucleótido que codifica una enzima o polipéptido enzimático de biosíntesis de AGPI (por ejemplo, Δ12 
desaturasa) reduciendo al mismo tiempo de forma simultánea la expresión de un polinucleótido diferente que 15
codifica una enzima o un polipéptido enzimático de biosíntesis de AGPI (por ejemplo, PKS). Tal como se analiza en 
el presente documento, estos efectos se consiguen en algunas realizaciones mediante sobreexpresión usando 
promotores endógenos o exógenos y/o expresando de forma coordinada o temporal un grupo de polinucleótidos de 
biosíntesis de AGPI para canalizar el flujo de carbono a través de la ruta de biosíntesis hasta un resultado deseado. 
Por lo tanto, se proporcionan en el presente documento casetes de expresión y vectores capaces de aumentar el 20
contenido de ácidos grasos total de una célula hospedadora en al menos 10 %, 20 %, 50 %, 100 % o más en 
relación con el contenido en ausencia de la secuencia de ácido nucleico heteróloga o el promotor. Opcionalmente, la 
expresión de la secuencia de ácido nucleico heteróloga reduce el contenido de ácidos grasos C12-C16 saturados y 
monoinsaturados en relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de 
ácido nucleico heteróloga. Por lo tanto, se proporcionan casetes de expresión y vectores capaces de reducir los 25
niveles de ácidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 10 %, 20 %, 50 %, 100 % o más en 
relación con el contenido de dichos ácidos grasos en ausencia de expresión de la secuencia de ácido nucleico 
heteróloga o el promotor.

Se desvelan ácidos nucleicos aislados que incluyen un terminador génico de traustoquítrido o Thraustochytrium. 30
Opcionalmente, un ácido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un terminador de gen de tubulina 
de traustoquítrido o Thraustochytrium. Se muestran secuencias de terminadores de genes de tubulina de 
Thraustochytrium ejemplares en SEQ ID NO: 14 y 18.

Opcionalmente, un ácido nucleico aislado que incluye genes y secuencias reguladoras de traustoquítrido o 35
Thraustochytrium proporcionado en el presente documento incluye un casete, por ejemplo, un casete de expresión. 
Opcionalmente, un ácido nucleico aislado que incluye un gen de traustoquítrido o Thraustochytrium proporcionado 
en el presente documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresión. Los vectores de expresión 
recombinante para uso incluyen vectores con capacidad de expresión en células procariotas y eucariotas. Por 
ejemplo, los genes de traustoquítridos o Thraustochytrium desvelados en el presente documento pueden expresarse 40
en células bacterianas (por ejemplo, E. coli), células de insecto (por ejemplo, baculovirus) y levadura (véase, por 
ejemplo, Romanos, M. A., et al. (1992) "Foreign gene expression in yeast: a review", Yeast 8:423-488; van den 
Hondel, C. A. M. J. J., et al. (1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi", en: More Gene 
Manipulations in Fungi, J. W. Bennet y L. L. Lasure, Ed., pág. 396-428: Academic Press: San Diego; y van den 
Hondel, C. A. M. J. J., y Punt, P. J. (1991) "Gene transfer systems and vector development for filamentous fungi, en: 45
Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J. F., et al., Ed., pág. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge). 
Se conocen en la técnica métodos de expresión génica en diversas células hospedadoras y vectores apropiados 
para dicha expresión. (véase, por ejemplo, Gene Expression Systems, Fernández, J. y Hoeffler, J.P. Ed., Academic 
Press: San Diego, 1ª Ed. (1998)) Múltiples casetes de expresión, que comprenden cada uno un gen diferente 
desvelado en el presente documento o el mismo gen bajo el control de elementos reguladores diferentes, pueden 50
introducirse en una célula hospedadora por transformación simultánea de una pluralidad de vectores de expresión. 
Adicionalmente o como alternativa, pueden situarse múltiples casetes de expresión dentro de un único vector de 
expresión o vector.

Se proporcionan ácidos nucleicos aislados que incluyen uno o más elementos reguladores génicos. Opcionalmente, 55
los elementos reguladores génicos incluidos facilitan la regulación génica inducible. Los ejemplos no limitantes de 
sistemas inducibles que pueden emplearse en combinación con ácidos nucleicos proporcionados incluyen sistemas 
inducibles por tetraciclina, sistemas inducibles por etanol y sistemas de expresión génica inducibles químicamente. 
(Véase, por ejemplo Park y Morschhäuser (2005), Li et al. (2005), y Jepson et al. (1998).

60
Los ácidos nucleicos que tienen secuencias reguladoras proporcionados en el presente documento pueden unirse 
operativamente a una secuencia heteróloga, tal como un gen que codifica un polipéptido heterólogo. Por ejemplo, se 
proporcionan casetes de expresión génica que comprenden típicamente un gen de traustoquítrido o 
Thraustochytrium unido operativamente con secuencia de ácido nucleico heteróloga, que está unida operativamente 
a un terminador génico de traustoquítrido o Thraustochytrium. En un ejemplo no limitante, un casete génico 65
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comprende un promotor génico de Δ12 desaturasa de Thraustochytrium, unido operativamente a un polinucleótido 
que codifica una Δ5 desaturasa de Thraustochytrium. Opcionalmente, la secuencia de ácido nucleico heteróloga 
comprende al menos parte de una secuencia codificante en un gen, por ejemplo, la secuencia de ácido nucleico 
heteróloga codifica un producto génico tal como un polipéptido o ARN. Opcionalmente, los casetes de expresión 
génica proporcionados incluyen además un marcador de selección (por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina tal 5
como Sh ble, o cualquier otro marcador de selección analizado en el presente documento). Opcionalmente, los 
casetes de expresión génica proporcionados incluyen además un gen indicador (por ejemplo, proteínas 
fluorescentes (GFP, YFP, RFP), luciferasa, mCherry, GUS (β-glucuronidasa y β-galactosidasa).

Las secuencias de ácido nucleico desveladas en el presente documento pueden unirse operativamente a secuencias 10
promotoras distintas de traustoquítridos. Los ejemplos pueden incluir promotores hallados en bacterias, tales como 
Lac, pBAD, Tet, promotores de levadura tales como TDH3, ADH1, TPI1, ACT1, GPD, PGI, GAL1, GAL7 y GAL10.
Promotores víricos eucariotas tales como SV40 o, adicionalmente, elementos promotores pueden aislarse de 
microalgas, por ejemplo, Rbcs2, PsaD, Nac2, PsbA, PspD, FcpA y Hsp70A Muchos elementos de control 
reguladores, incluyendo diversos promotores, están activos en diversas especies. Por lo tanto, los promotores 15
génicos desvelados en el presente documento pueden usarse para conducir la expresión de genes de biosíntesis de 
ácidos grasos de o en cualquiera de las células hospedadoras descritas en el presente documento. Igualmente, 
pueden usarse promotores específicos y constitutivamente activos aislados de células hospedadoras descritos en el 
presente documento para conducir la expresión de cualquiera de los genes de traustoquítridos o Thraustochytrium
desvelados en el presente documento.20

Tal como se describe en el presente documento, los promotores génicos de traustoquítridos o Thraustochytrium
pueden unirse operativamente a secuencias de ácido nucleico heterólogas para conducir la expresión de las 
secuencias. Opcionalmente, los promotores génicos son operativos acoplados o unidos a secuencias de ácido 
nucleico dentro de un casete de expresión o vector de expresión génica. Opcionalmente, los promotores génicos se 25
insertan (por ejemplo, por recombinación homóloga) en una localización apropiada dentro del genoma de una célula 
hospedadora para conducir la expresión de un gen de biosíntesis de AGPI dentro de la célula hospedadora. La 
recombinación homóloga se ha demostrado previamente en microalgas, por ejemplo, Chlorella vulgaris (Dawson, 
Burlingame et al. 1997) y Nannochloropsis sp., demuestran ambos recombinación homóloga eficaz (Kilian, 
Benemann et al. 2011). Opcionalmente, puede conseguirse acoplamiento operativo mediante recombinación no 30
homóloga. La recombinación no homóloga es habitual entre microalgas y difiere de la recombinación homóloga 
porque esa integración en el ADN genómico de célula hospedadora es independiente de la similitud de secuencia de 
ADN. La recombinación no homóloga ofrece la ventaja de una serie de propiedades de expresión génica dentro de 
una población transformada de células, que permiten la expresión génica adaptada y optimizada. La recombinación 
no homóloga en microalgas se ha descrito previamente en, por ejemplo, Chlamydomonas reinhardiii (Kindle 1990), 35
VoIvox carteri (Hallmann y Sumper 1994; Schiedlmeier, Schmitt et al. 1994), Phaeodactylum tricornutum (Apt, 
Grossman et al. 1996), Thalassiosira pseudonana (Poulsen, Chesley et al. 2006).

Opcionalmente, tanto el promotor génico como la secuencia de ácido nucleico se aíslan de traustoquítrido o 
Thraustochytrium. Opcionalmente, las secuencias de ácido nucleico codifican péptidos de biosíntesis de AGPI. 40
Opcionalmente, los promotores génicos de traustoquítridos o Thraustochytrium y secuencias de ácido nucleico con 
las que se acoplan operativamente se transforman en una célula hospedadora de traustoquítrido o Thraustochytrium. 
El promotor génico y/o las secuencias de ácido nucleico con las que se acopla o une operativamente pueden ser 
exógenos de una célula hospedadora. La expresión de un gen de desaturasa de traustoquítrido o Thraustochytrium
puede verse afectada por la colocación del gen bajo el control de un promotor heterólogo. Los promotores 45
heterólogos provocan que el gen se exprese diferencialmente con respecto a sus patrones de expresión temporal o 
secuencial normales dentro de las rutas de biosíntesis de AGPI. Por lo tanto, se puede optimizar o coordinar la 
expresión de cualquier polipéptido de biosíntesis de AGPI para manipular el flujo de carbono a través de las rutas de 
biosíntesis y dirigir el carbono a un producto final específico (por ejemplo, ARA, DHA o EPA).

50
Los promotores génicos de traustoquítrido o Thraustochytrium pueden unirse operativamente a genes de rutas 
biosintéticas de AGPI de traustoquítrido o Thraustochytrium. Los promotores génicos de biosíntesis de AGPI pueden 
verse influidos por el estadio de crecimiento, las condiciones de cultivo y la disponibilidad del sustrato. En general, 
cada promotor y/o gen puede actuar de forma independiente, permitiendo que cada uno se retire o incluya usando 
técnicas de biología molecular convencionales; proporcionando de este modo cepas de traustoquítrido o 55
Thraustochytrium modificadas genéticamente optimizadas para producción de un AGPI particular o producción de 
ácidos grasos totales con intervalos de componentes optimizados. Por ejemplo, se proporcionan cepas modificadas 
genéticamente que producen composiciones oleosas que contienen menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 
%, menos del 10 % y menos del 5 % de componentes de AGPI de cadena larga.

60
Opcionalmente, se usa un promotor de Δ12 desaturasa para conducir la expresión de una Δ5 desaturasa. 
Opcionalmente, se usa un promotor de Δ12 desaturasa para conducir la expresión de ácido graso sintasa (AGS), Δ5 
elongasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, se usa un promotor de Δ5 desaturasa 
para conducir la expresión de un gen o grupo de genes responsable de la producción de DHA. Por ejemplo, se usa 
un promotor de Δ5 desaturasa para conducir la expresión de ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ4 65
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desaturasa, Δ12 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

Opcionalmente, la modificación genética reduce la expresión de uno o más polipéptidos de biosíntesis de AGPI. Esta 
reducción en la expresión puede conseguirse por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo reducción de la 
transcripción, traducción, activación o disponibilidad de polipéptidos de AGPI deseados. Por ejemplo, colocar el gen 5
bajo el control de promotores heterólogos reduce la expresión de un gen de desaturasa de traustoquítrido o 
Thraustochytrium. Tal como se analiza en el presente documento, los promotores heterólogos provocan que el gen 
se exprese diferencialmente con respecto a sus patrones de expresión temporal o secuencial normales dentro de las 
rutas de biosíntesis de AGPI. Cuando una modificación genética reduce la expresión de uno o más péptidos de 
biosíntesis de AGPI, la expresión reducida puede detener o ralentizar el flujo de carbono para productos finales 10
indeseados. Por ejemplo, la expresión de un gen de desaturasa de traustoquítrido o Thraustochytrium se reduce 
para evitar o inhibir la síntesis de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Opcionalmente, la expresión de un 
gen de Δ12 desaturasa de traustoquítrido o Thraustochytrium (por ejemplo, SEQ ID NO:70) se reduce para inhibir la 
síntesis de ácidos grasos con una cadena de carbono mayor de 18 (C18) y un nivel de desaturación mayor 1 (C18:1) 
en la ruta de elongación/desaturación convencional. El efecto de esta modificación es un perfil de producción de 15
AGPI en el que se reducen AGPI C18:2 y C:22. Dichas modificaciones pueden ser útiles para la producción de 
biocombustibles en los que se desee un bajo porcentaje de AGPI C18:2 y C:22.

Cualquiera de las manipulaciones genéticas desveladas en el presente documento pueden combinarse también con 
modificación genética de efectores secundarios de síntesis de AGPI. Por ejemplo, genes reguladores tales como 20
genes para inductores, represores, factores de transcripción, estabilizadores, transportadores o cualquier gen que 
regule la expresión de uno o más genes de la ruta de biosíntesis de AGPI pueden introducirse en una célula 
hospedadora para afectar a la síntesis de AGPI de una manera predeterminada.

Cualquiera de las modificaciones genéticas descritas en el presente documento puede combinarse con cualquier 25
otra modificación conocida ahora o desarrollada posteriormente. Por ejemplo, la sobreexpresión o expresión 
reducida de un gen de desaturasa de traustoquítrido o Thraustochytrium (por ejemplo, Δ12 desaturasa) puede 
combinarse con modificaciones de las ortioesterasas de la ruta de PKS. Los ejemplos no limitantes de 
modificaciones genéticas adicionales incluyen: acil-CoA deshidrogenasa(s), acil-ACP (proteína transportadora de 
acilo) desaturasa(s), acil-ACP tioesterasa(s), ácido graso aciltransferasa(s), acil-CoA:lisofosfolípido aciltransferasas, 30
ácido graso sintasa(s), ácido graso hidroxilasa(s), acetil-coenzima A carboxilasa(s), acil-coenzima A oxidasa(s), 
ácido graso desaturasa(s), ácido graso acetilenasa(s), lipoxigenasa(s), triacilglicerol lipasa(s), óxido de aleno 
sintasa(s), hidroperóxido liasa(s) o ácido graso elongasa(s) o combinaciones de los mismos.

Los procedimientos de biología molecular y manipulación de ADN pueden realizarse en general de acuerdo con 35
Sambrook et al. o Ausubel et al. (Sambrook J, Fritsch E F, Maniatis T (eds). 1989. Molecular Cloning. A Laboratory 
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press: Nueva York; Ausubel F M, Brent R, Kingston R E, Moore D D, 
Seidman J G, Smith J A, Struhl K (eds). 1998. Current Protocols in Molecular Biology. Wiley: Nueva York).

Mutagénesis40

La presente descripción desvela agentes y/o métodos para mutar microorganismos, así como cepas y/o células 
producidas por mutagénesis. Por ejemplo, tal como se describe en el presente documento, se ha descubierto que 
antibióticos tales como bleomicinas, fleomicinas y/o talisomicinas pueden usarse para mutar microorganismos. La 
disponibilidad de dichos mutágenos eficaces para microorganismos tales como traustoquítridos (por ejemplo, 45
Thraustochytrium) permite el desarrollo de cepas que tienen características deseadas. En particular, la presente 
divulgación demuestra que puede usarse zeocina (fleomicina D1) para mutar microorganismos tales como 
traustoquítridos (por ejemplo, Thraustochytrium).

El antibiótico zeocina es un glicopéptido quelado con cobre, soluble en agua, básico, de caldo de cultivo de un 50
mutante de Streptomyces verticillus (InvivoGen, San Diego, CA, EE.UU.). La zeocina es un miembro del grupo de 
fleomicina de antibióticos, que son glucopéptidos que se han usado ampliamente como agentes antitumorales 
potentes contra linfomas, cánceres de cabeza y cuello y cáncer testicular (Umezawa et al., New antibiotics, 
bleomycin A and B, Journal of Antibiot., (1966)19:200-209; Sikic et al., Bleomycin Chemotherapy, Academic Press, 
Orlando, Florida, (1985)). Se cree en general que el modo de acción molecular de estos antibióticos está relacionado 55
con su capacidad para unirse a ADN por intercalación de su resto que contiene bitiazol planar y escindir ADN dando 
como resultado rotura de una cadena o rotura de doble cadena que provoca muerte celular (Povirk et al., Nucleic 
Acids Research, (1977) 4:3573-3580). Debido a su toxicidad para un amplio espectro de tipos celulares, este grupo 
de antibióticos se emplea como fármacos para selección positiva. La presente divulgación abarca el descubrimiento 
de que la zeocina es un mutágeno útil para mejora de cepas microbianas industriales. Adicionalmente, se muestra 60
en el presente documento que a determinadas concentraciones a las que la zeocina destruye la mayoría de células 
tratadas, las células supervivientes tienen frecuencia de mutación aumentada. La capacidad de producir células con 
frecuencia de mutación aumentada permite selección y aislamiento más fáciles de cepas mutadas.

También se desvelan sistemas y/o métodos para mutar células de traustoquítridos. Opcionalmente, se desvelan 65

E14713925
20-04-2018ES 2 666 895 T3

 



27

sistemas y métodos para mutar células seleccionadas del grupo que consiste en células de Thraustochytrium, 
células de Ulkenia, células de Schizochytrium, células de Aurantiochytrium, células de Aplanochytrium, células de
Botryochytrium, células de Japanochytrium, células de Oblongichytrium, células de Parietichytrium, células de 
Sicyoidochytrium, hongos de Mortierella, algas de crecimiento heterotrófico (por ejemplo, una especie del género 
Crypthecodinium). Opcionalmente, se proporcionan sistemas y/o reactivos para mutagénesis de ONC-T18.5

Opcionalmente, un microorganismo se muta mediante la aplicación a un medio sólido adecuado (por ejemplo, medio 
de agar) que comprende un antibiótico relevante (por ejemplo, zeocina), en el que el antibiótico está presente a una 
concentración por debajo de la concentración a la que muestra inhibición completa o casi completa del crecimiento 
celular. Los microorganismos usados para estos métodos no portan un gen de resistencia a zeocina (por ejemplo, 10
Sh ble). Opcionalmente, el antibiótico (por ejemplo, zeocina) se usa para mutagénesis a una concentración por 
debajo de la concentración a la que destruye al menos 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de células de ese tipo. 
Opcionalmente, el antibiótico (por ejemplo, zeocina) se usa para mutagénesis a una concentración por encima de la 
concentración a la que destruye al menos 30 %, 40 %, 50 % o 60 % de células de ese tipo. Opcionalmente, el 
antibiótico (por ejemplo, zeocina) se usa para mutación. Opcionalmente, el antibiótico se usa a una concentración y 15
en condiciones en las que aumenta la frecuencia de mutación en células expuestas a él por encima de la de 
mutación espontánea observada para las células. Opcionalmente, el antibiótico se usa a una concentración y en 
condiciones en las que inhibe el crecimiento o destruye 60-80 % de células de ese tipo.

Las células ONC-T18 son altamente sensibles a zeocina a una concentración de 100 ug/ml (véase Ejemplo 3). Por lo 20
tanto, la zeocina puede usarse para mutagénesis a una concentración por debajo de 100 g/ml (por ejemplo, a 90, 85, 
80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35 o 30 g/ml). Opcionalmente, la zeocina se usa para mutagénesis a una 
concentración de aproximadamente 50 g/ml. Opcionalmente, el medio en el que las células se mutan con zeocina 
tiene una concentración salina de 18 g/l o menos. Las células mutadas pueden mostrar cambios de morfología en 
relación con células cultivadas a concentraciones menores o en ausencia del mutágeno. Como ejemplo, las células 25
mutadas pueden mostrar velocidad de crecimiento, color y/o cantidad de lípidos específicos alterados.

Opcionalmente, las células (por ejemplo, células de traustoquítrido o Thraustochytrium) se siembran en extensión en 
un medio sólido que contiene antibiótico (por ejemplo, zeocina) a una concentración de 1-1000 µg/ml. 
Opcionalmente, las células se siembran en extensión en un medio sólido que comprende antibiótico (por ejemplo, 30
zeocina) a una concentración de aproximadamente 100 µg/ml, 200 µg/ml, 300 µg/ml, 400 µg/ml, 500 µg/ml, 1 g/ml, 5 
g/ml o más. Las colonias que surgen en estas condiciones después de al menos 4 días (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9 o 
10 días) se aíslan. Las células aisladas pueden ensayarse con respecto a una característica deseada resultante de 
mutagénesis. Por ejemplo, las células de colonias mutadas pueden compararse con células de referencia (por 
ejemplo, células parentales) para detectar un cambio en una característica, tal como productividad de biomasa y/o 35
lípidos.

Se proporcionan microorganismos (por ejemplo, traustoquítrido o Thraustochytrium) aislados por mutagénesis de 
antibiótico (por ejemplo, zeocina). Opcionalmente, una cepa microbiana (por ejemplo una cepa de Thraustochytrium) 
aislada por mutagénesis de antibiótico (por ejemplo, zeocina) produce al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % más 40
lípidos totales que una cepa parental o de referencia. Opcionalmente, una cepa de traustoquítrido aislada por 
mutagénesis de zeocina produce al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % más ALA, ARA, DHA, DPA, EPA, GLA y/o 
LA, o una combinación de los mismos, que una cepa parental. Opcionalmente, una cepa de traustoquítrido aislada 
por mutagénesis de zeocina produce al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % más ARA, DHA, EPA, o una 
combinación de los mismos, que una cepa parental.45

Una cepa particular de ONC-T18 aislada por mutagénesis de zeocina produce aproximadamente 36 % más DHA 
que su cepa parental.

Selección50

Se desvelan métodos para seleccionar microorganismos tales como traustoquítridos (por ejemplo, 
Thraustochytrium). Dichos métodos pueden usarse junto con y/o como parte de, por ejemplo, métodos de 
transformación como se describen en el presente documento para manipular genéticamente los microorganismos.

55
En general, en los métodos de selección desvelados, se usa un agente de selección para favorecer el crecimiento de 
microorganismos que porten un marcador seleccionable adecuado para el agente de selección por encima de 
microorganismos que no porten el marcador seleccionable. Típicamente el agente de selección inhibe, reduce y/o 
ralentiza el crecimiento de microorganismos que no portan el marcador de selección. Durante la selección, los 
microorganismos se cultivan típicamente en medio de cultivo tal como se describe en el presente documento, 60
excepto que el medio de cultivo se complementa con el agente de selección («medio de selección»).

Opcionalmente, los microorganismos se cultivan en medio de selección durante un periodo de tiempo suficiente para 
permitir que el cultivo llegue a consistir predominantemente en células que porten el marcador de selección. Es 
decir, durante el periodo de crecimiento en medio de selección, las células que no portan el marcador de selección 65
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no crecen y son alcanzadas en el cultivo por células que no portan el marcador de selección. Opcionalmente, los 
microorganismos se cultivan en medio de selección durante entre 1 y 15 días, 1 y 12 días o 1 y 9 días. 
Opcionalmente, los microorganismos se cultivan en medio de selección durante un periodo de tiempo mayor de 1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 días y/o menor de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 14, 13, 12, 11 o 10 días. Opcionalmente, los 
microorganismos se cultivan en medio de selección durante entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5 días, o 5
entre aproximadamente 5 y aproximadamente 10 días. Opcionalmente, los microorganismos se mantienen en medio 
de selección después de la selección. Opcionalmente, los microorganismos se transfieren a un medio sin un agente 
de selección durante al menos un periodo de tiempo, por ejemplo, durante una fase de recuperación.

Opcionalmente, el marcador seleccionable se retira después de que las células se hayan cultivado durante un 10
periodo de tiempo en medio de selección. La retirada del marcador seleccionable puede realizarse inmediatamente 
después del periodo de tiempo en el que las células se cultivan en medio de selección, después de un «periodo de 
recuperación» durante el que las células se cultivan en medio sin un agente de selección, o posteriormente (por
ejemplo, después de que las células se hayan almacenado durante un periodo de tiempo, después de que las 
células se hayan congelado y después descongelado). Se conocen bien en la técnica métodos para modificar por 15
ingeniería genética células de modo que los elementos genéticos introducidos (por ejemplo, marcadores 
seleccionables) puedan después retirarse. Dichos métodos emplean típicamente el uso de polipéptidos de 
recombinasa, que reconocen típicamente secuencias de nucleótidos particulares («sitios de reconocimiento» o 
«secuencias de reconocimiento»). Por ejemplo, un marcador seleccionable puede introducirse mediante 
manipulación genética en una célula de traustoquítrido o Thraustochytrium con sitios de reconocimiento para una 20
recombinasa particular que flanquea el marcador seleccionable. Cuando se desea suprimir el marcador 
seleccionable, las células pueden exponerse a una recombinasa apropiada (es decir, una recombinasa que 
reconoce los sitios de reconocimiento que flanquean el marcador seleccionable), que realiza una reacción de 
recombinación homóloga en los sitios de reconocimiento, dando como resultado la supresión o inversión de la 
secuencia de ácido nucleico entre los sitios de reconocimiento.25

Opcionalmente, el agente de selección es o comprende un antibiótico y el marcador de selección es o comprende un 
gen de resistencia para el antibiótico.

Opcionalmente, se usa una combinación de agentes de selección y/o una combinación de marcadores de selección.30

Opcionalmente, un microorganismo experimenta selección por aplicación a un medio adecuado que comprende 
zeocina, en el que la zeocina está presente a una concentración por encima de una concentración umbral.

La concentración umbral puede corresponder aproximadamente a una concentración a la que zeocina muestra 35
inhibición completa o casi completa del crecimiento de células que no contienen un gen de resistencia a zeocina. 
Opcionalmente, la concentración umbral está a o por encima de la concentración a la que la zeocina destruye al 
menos 85 %, 90 % o 100 % de células de ese tipo que no contienen un gen de resistencia a zeocina. 
Opcionalmente, la concentración umbral puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo (por ejemplo, 
concentración salina, tipo de medio de cultivo, temperatura de cultivo, cultivo líquido o sólido, etc.). Opcionalmente, 40
la concentración umbral está por encima de 50 µg/ml. Opcionalmente, la concentración umbral está a o por encima 
de 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200 µg/ml. Opcionalmente, la 
concentración umbral está a o por encima de 100 µg/ml.

El gen de resistencia a antibióticos puede ser o puede incluir un gen de resistencia a fleomicina, bleomicina y/o 45
talisomicina. Opcionalmente, el gen de resistencia a antibióticos es o comprende un gen (por ejemplo, el gen ble) de 
S. hidustanus.

La concentración salina del medio usado durante la selección puede diferir de una concentración salina típicamente 
usada en medio usado para cultivo del microorganismo sin selección. Opcionalmente, la concentración salina en el 50
medio usado durante la selección es aproximadamente la misma que una concentración salina típicamente usada en 
medio usado para cultivo del microorganismo sin selección. Opcionalmente, la concentración salina es entre 
aproximadamente 10 g/l y aproximadamente 40 g/l, entre aproximadamente 15 g/l y aproximadamente 35 g/l y/o 
entre aproximadamente 18 g/l y aproximadamente 35 g/l. Opcionalmente, la concentración salina es 
aproximadamente 18 g/l. Opcionalmente, la concentración salina es aproximadamente 35 g/l.55

Opcionalmente, se usa una concentración de zeocina a o por encima de 30 µg/ml cuando el medio de cultivo tiene 
una concentración salina de aproximadamente 18 g/l. Opcionalmente, se usa una concentración de zeocina a o por 
encima de 100 µg/ml cuando el medio de cultivo tiene una concentración salina de aproximadamente 35 g/l.

60
El medio adecuado usado durante la selección puede ser un medio sólido. Cuando se usa un medio sólido, los 
microorganismos pueden esparcirse (por ejemplo, usando una asa de inoculación, un esparcidor de células, perlas u 
otro mecanismo para esparcir) en una superficie plana del medio sólido de modo que se puedan dejar crecer 
colonias de células individuales.

65

E14713925
20-04-2018ES 2 666 895 T3

 



29

Las colonias de células individuales pueden seleccionarse y cultivarse para obtener cantidades mayores y/o 
suficientes para análisis (por ejemplo, análisis transgénico, análisis de características de crecimiento, análisis de 
perfil lipídico, etc.) y/o producción de compuestos tal como se describen en el presente documento. Como alternativa 
o adicionalmente, pueden almacenarse colonias de células individuales y/o cultivos obtenidos de las mismas (por 
ejemplo, congelando en un medio de congelación apropiado) para su uso posterior.5

Transformación

Se desvelan métodos para transformar células de traustoquítrido (por ejemplo, Thraustochytrium). Dichos métodos 
incluyen en general etapas de proporcionar una célula de traustoquítrido competente; suministrar un ácido nucleico 10
heterólogo (por ejemplo, recombinante o modificado genéticamente) a la célula competente, en el que el ácido 
nucleico recombinante comprende un marcador seleccionable; y cultivar la célula competente en un medio de cultivo 
que contiene un agente de selección que reduce el crecimiento de células sin el marcador seleccionable.

La presente divulgación proporciona células de traustoquítridos competentes para transformación genética. 15
Opcionalmente, las células competentes son de la cepa ONC-T18. Dichas células competentes pueden 
proporcionarse por cualquiera de una diversidad de métodos, un ejemplo no limitante de los cuales se describe en 
más detalle en el Ejemplo 5. En métodos de preparación de células competentes tales como el descrito en el 
Ejemplo 5, se obtienen células competentes inoculando medio sólido o líquido con inóculo de una cepa deseada de 
traustoquítrido o Thraustochytrium y permitiendo que las células crezcan, aportando medio de cultivo nuevo según 20
sea necesario. La preparación de células competentes típicamente implica una o más fases de crecimiento en un 
medio líquido seguido de centrifugación de las células y resuspensión de las células en líquido estéril hasta una 
densidad celular deseada. Pueden prepararse células competentes nuevas según sea necesario para experimentos
y/o pueden prepararse y después almacenarse (por ejemplo, congeladas) para uso futuro.

25
Opcionalmente, las células se cultivan en matraces (por ejemplo, de volúmenes de 250 ml, 500 ml o 1 l).

Opcionalmente, las células se cultivan en un medio rico en fuente de nitrógeno. Como ejemplo, las células se 
cultivan en un medio con altos niveles de peptona. Opcionalmente, las células se cultivan en un medio que 
comprende al menos 5-25 g/l de peptona (u otra fuente de nitrógeno).30

Opcionalmente, las células se cultivan en altos niveles de oxígeno disuelto. Opcionalmente, las células se agitan 
durante el crecimiento, por ejemplo, de aproximadamente 100 a aproximadamente 500, o de aproximadamente 125 
a aproximadamente 400, o de aproximadamente 150 a aproximadamente 300 rpm.

35
Opcionalmente, las células se mutan durante la propagación vegetativa o durante la propagación vegetativa 
vigorosa. Opcionalmente, las células no se mutan durante los estadios de zoospora.

El ácido nucleico heterólogo (por ejemplo, recombinante, sintetizado (bien química o bien biológicamente) y/o 
modificado genéticamente por su secuencia de ácido nucleico fue seleccionada por la mano del hombre) puede ser 40
un ADN, un ARN, un híbrido de ARN:ADN, o cualquier derivado adecuado de los mismos. Opcionalmente, el ácido 
nucleico recombinante se suministra como parte de un vector. Cualquiera de una diversidad de vectores puede ser 
adecuado para su uso de acuerdo con métodos de la divulgación incluyendo, pero sin limitación, plásmidos, 
cósmidos, BAC (cromosomas artificiales bacterianos), YAC (cromosomas artificiales de levadura) y vectores víricos. 
El ADN heterólogo puede ser o puede incluir polinucleótidos sintetizados químicamente. Opcionalmente, el ADN 45
heterólogo puede comprender polinucleótidos sintetizados enzimáticamente. Opcionalmente, el ADN heterólogo es o 
comprende un productor de reacción en cadena de la polimerasa («PCR»).

Los ácidos nucleicos recombinantes o modificados genéticamente comprenden típicamente un marcador de 
selección para su uso en métodos de selección como se describen en el presente documento. Normalmente, el 50
marcador de selección comprende un casete de expresión génica que permite la expresión de un producto génico 
que, cuando está presente en una célula, permite el crecimiento de la célula en medio de selección que contiene un 
agente de selección en o por encima de una concentración umbral tal como se describe en el presente documento. 
Por ejemplo, cuando se usa un antibiótico como un agente de selección, el marcador de selección puede incluir un 
casete de expresión génica para expresar un gen de resistencia a antibióticos correspondiente.55

Los ácidos nucleicos recombinantes o modificados genéticamente pueden incluir además uno o más casetes de 
expresión génica para expresión de uno o más productos génicos deseables. Uno o más productos génicos 
deseables representativos pueden incluir, por ejemplo, un polipéptido que tiene valor comercial, y/o puede ser un 
polipéptido (por ejemplo, un polipéptido enzimático u otro componente de ruta biosintética) que es importante para la 60
síntesis de uno o más productos corriente abajo (por ejemplo, compuestos tales como AGPI) que tienen valor 
comercial. Como alternativa o adicionalmente, un producto génico deseable puede conferir determinadas 
características deseables al microorganismo (por ejemplo, idoneidad para crecimiento un conjunto de condiciones 
particular; idoneidad para crecimiento en métodos de producción a gran escala, etc.). Como alternativa o 
adicionalmente, un producto génico deseable puede ser uno que permita el marcaje de células que se han 65
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transformado. Como alternativa o adicionalmente, las células se modifican genéticamente para producir niveles 
elevados de uno o más biocombustibles, fármacos, vacunas, anticuerpos, lípidos, resolvinas, neuroprotectinas, 
compuestos farmacéuticos, polipéptidos, etc.

Se han descrito en el presente documento elementos que están contenidos típicamente en un casete de expresión 5
génica, por ejemplo, un promotor u otro elemento regulador génico que conduce la expresión del gen, el gen para 
expresar y una secuencia terminadora que actúa en el microorganismo para transformar. El gen para expresar 
puede denominarse «transgén». El transgén puede ser un gen heterólogo, por ejemplo, uno que normalmente no 
está presente en el microorganismo. Uno o ambos del marcador de selección y el casete de expresión génica 
adicional pueden incluir dicho gen heterólogo.10

Por consiguiente, los vectores adecuados para uso de acuerdo con métodos de la divulgación incluyen vectores de 
expresión génica.

Opcionalmente, un ácido nucleico recombinante se suministra a un microorganismo. Por ejemplo, un 15
microorganismo puede transformarse con una construcción plasmídica que comprende un ácido nucleico 
recombinante.

Opcionalmente, más de un ácido nucleico recombinante se suministra a un microorganismo. Por ejemplo, una 
combinación de construcciones plasmídicas (comprendiendo cada construcción plasmídica un ácido nucleico 20
recombinante) puede suministrarse a un microorganismo. Opcionalmente, se usa una combinación de agentes de 
selección y marcadores de selección para seleccionar con respecto a la presencia de la combinación de ácidos 
nucleicos recombinantes deseados.

Cualquiera de una diversidad de métodos para introducir material genético (por ejemplo, material genético que 25
comprende un ácido nucleico recombinante) en una célula puede ser adecuado para su uso de acuerdo con 
métodos de transformación de la presente divulgación. Los métodos de introducción incluyen, pero sin limitación, 
precipitación de fosfato cálcico; tratamiento con Ca2+; fusión de células receptoras con protoplastos bacterianos que 
contienen el ácido nucleico recombinante; tratamiento de las células receptoras con liposomas que contienen el 
ácido nucleico recombinante; DEAE dextrano; fusión usando polietilenglicol (PEG); electroporación; 30
magnetoporación; suministro biolístico; infección retrovírica; lipofección; y microinyección de ADN directamente en 
células.

Puede usarse un método de suministro biolístico (también conocido como método de «cañón génico», «bombardeo 
de partículas» y «microproyectiles»). Un dispositivo biolístico acelera partículas recubiertas con el ácido nucleico 35
recombinante hasta velocidades suficientes para penetrar membranas celulares (y/o paredes celulares, si están 
presentes). Opcionalmente, las partículas comprenden o consisten en partículas de oro. Se conocen en la técnica 
métodos para suministro biolístico de material genético y están disponibles en el mercado equipamiento y reactivos 
para realizar dichos suministros biolísticos. Véanse, por ejemplo, Sanford et al., Part. Sci. Technol. 5:27 (1987), 
Sanford, J. C., Trends Biotech. 6:299 (1988), Sanford, J. C., Physiol. Plant 79:206 (1990) y Klein et al., Biotechnology 40
10:268 (1992).

Opcionalmente, se suministran ácidos nucleicos usando un método tal como transformación mediada por 
Agrobacterium, transformación de protoplastos, etc, como conocerían y entenderían los expertos habituales en la 
materia.45

Después del suministro de un ácido nucleico heterólogo (por ejemplo, recombinante o modificado genéticamente), 
las células se cultivan en un medio que contiene un agente de selección que reduce el crecimiento de células sin el 
marcador seleccionable, tal como se describe en el presente documento en la sección de «selección». Las células 
que se seleccionan (por ejemplo, muestran presencia del marcador seleccionable y por lo tanto del ácido nucleico 50
recombinante) pueden almacenarse, analizarse y/o cultivarse en mayores cantidades según se desee.

Opcionalmente, las células transformadas se someten a uno o más análisis para confirmar la presencia del ácido 
nucleico recombinante. Por ejemplo, puede usarse un análisis de PCR para confirmar la presencia de un elemento 
genético, por ejemplo, un transgén y/o un marcador seleccionable, que es parte del ácido nucleico recombinante.55

Cepas modificadas genéticamente

La presente divulgación proporciona, entre otros, genes, secuencias reguladoras, construcciones de ácido nucleico, 
métodos de transformación, métodos de mutagénesis y métodos de selección genética que permiten la manipulación 60
de determinados microorganismos tales como traustoquítridos. Las composiciones y los métodos proporcionados en 
el presente documento pueden usarse para modificar genéticamente microorganismos (por ejemplo, 
traustoquítridos) para cualquiera de varias aplicaciones. Tal como se indica en el presente documento, genes, 
secuencias reguladoras, construcciones de ácido nucleico y marcadores seleccionables proporcionados en el 
presente documento pueden usarse para expresar cualquier polipéptido de interés en un organismo en el que las 65
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secuencias y/o marcadores seleccionables son operativos (por ejemplo, en traustoquítridos). Opcionalmente, se 
expresa un polipéptido de un organismo diferente. Opcionalmente, se expresa un polipéptido de la célula 
hospedadora (por ejemplo, se sobreexpresa).

Los microorganismos pueden modificarse genéticamente para tener producción aumentada de un compuesto de 5
interés. Opcionalmente, los microorganismos se modifican genéticamente para tener producción aumentada de un 
ácido graso, un antioxidante, resolvinas y/o protectinas. Como alternativa o adicionalmente, las células se modifican 
genéticamente para producir niveles elevados de uno o más biocombustibles, fármacos, vacunas, anticuerpos, 
lípidos, resolvinas, neuroprotectinas, compuestos farmacéuticos, polipéptidos, etc.

10
La presente divulgación proporciona microorganismos traustoquítridos (por ejemplo, Thraustochytrium) que se 
modifican genétiicamente para tener perfiles de producción de AGPI adaptados. Es decir, se proporcionan células de 
traustoquítridos modificadas genéticamente que incluyen al menos una modificación de aumento de AGPI y/o al 
menos una modificación de reducción de AGPI, combinaciones de las mismas y composiciones de AGPI con 
intervalos específicos de ácidos grasos particulares. Opcionalmente, dichos microorganismos se modifican 15
genéticamente para tener expresión alterada (por ejemplo, aumentada o reducida) de al menos un polipéptido de 
biosíntesis de AGPI.

Como se representa en la Fig. 1, la biosíntesis de AGPI en ONC-T18 implica la generación de ácidos grasos tales 
como ácido mirístico (C14:0) y ácido esteárico (C18:0) por el complejo enzimático de ácido graso sintasa (AGS), 20
seguido de una serie de reacciones enzimáticas sobre dichos ácidos grasos. Cada una de estas reacciones se 
cataliza típicamente por una desaturasa (que retira átomos de hidrógeno para crear un doble enlace carbono-
carbono) o una elongasa (que alarga los ácidos grasos añadiendo dos átomos de carbono al extremo de ácido 
carboxílico del ácido graso). El complejo de poliquétido AGPI sintasa (PKS) también genera DHA en ONC-T18. La 
biosíntesis de AGPI en ONC-T18 parece tener al menos dos rutas biosintéticas que interseccionan: las rutas 25
biosintéticas de AGPI omega-6 y omega-3. La conversión de ácidos grasos omega-6 a ácidos grasos omega-3 3 
puede catalizarse por omega-3 desaturasa. Por lo tanto, como se representa en la Fig. 1, se produce una diversidad 
de ácidos grasos en diversos puntos en la ruta. Todas y cada una de las combinaciones de estos puntos pueden 
manipularse mediante los genes, secuencias reguladoras y marcadores seleccionables proporcionados en el 
presente documento.30

La expresión de uno o más genes que codifican polipéptidos enzimáticos en la ruta puede regularse para aumentar 
la producción de AGPI particulares y/u otros ácidos grasos según se desee. Por ejemplo, la expresión del gen de 
AGS puede regularse negativamente para aumentar la producción de AGPI. La regulación negativa de la expresión 
de la Δ5 elongasa, Δ4 desaturasa, Δ12 desaturasa y/o cualquiera de los genes de PKS puede aumentar la 35
producción de EPA y/o la producción de AGPI. La regulación negativa de la expresión de uno cualquiera de los 
genes de PKS puede aumentar la producción de ARA. La regulación positiva de la expresión de cualquiera de los 
genes de PKS puede aumentar la producción de DHA. La regulación positiva de la expresión del gen de la Δ5 
desaturasa puede aumentar la producción de ARA y EPA. La regulación positiva del gen de la Δ12 desaturasa 
puede reducir ácidos grasos C12-C18 saturados o monoinsaturados, (por ejemplo, ácido palmítico, ácido esteárico y 40
ácido oleico), aumentando de este modo la grasa total. En consecuencia, la reducción o eliminación de la expresión 
aumentaría la concentración de ácidos grasos C12-C18 saturados y monoinsaturados, reduciendo al mismo tiempo 
de forma drástica los niveles de ácidos grasos C18-C22 multisaturados (por ejemplo, ácido linoleico, ácido 
araquidónico y ácido eicosapentaenoico) y AGPI n-3 y n-6 corriente abajo.

45
Opcionalmente, la expresión de uno o más genes que codifican polipéptidos enzimáticos en la ruta se regula para 
producir biocombustibles. Por ejemplo, la regulación negativa de la expresión de cualquiera de los genes de PKS, Δ9 
desaturasa, Δ12 desaturasa, elongasa) y omega-3 desaturasa, y/o regulación positiva de la expresión de genes de 
AGS pueden aumentar la producción de lípidos de cadena corta para su uso como reservas de biocombustible. Si se 
desea un perfil de producción de AGPI optimizado para biocombustible, entonces un experto en la materia podría 50
usar los polinucleótidos, métodos y células hospedadoras desvelados en el presente documento para unir 
operativamente un promotor heterólogo de un gen de Δ12 desaturasa para conducir la expresión de una Δ5 
desaturasa endógena o exógena, adaptando de este modo la producción de AGPI a ARA y EPA. Opcionalmente, un 
perfil de producción de AGPI (que comprende todas las rutas de biosíntesis de ácidos grasos y los productos 
resultantes) puede adaptarse para producir composiciones predeterminadas que comprenden al menos dos 55
productos de ácidos grasos dentro de un intervalo o intervalos específicos optimizados para una utilidad particular 
(por ejemplo producción de biocombustible). Por ejemplo, es deseable en general minimizar los niveles de ácidos 
grasos poliinsaturados de cadena larga («AGPICL»; por ejemplo, DHA) en biocombustibles. Mediante manipulación 
de los polipéptidos de biosíntesis de AGPI y sus secuencias de ácido nucleico correspondientes desveladas en el 
presente documento, opcionalmente junto con condiciones de cultivo particularizadas, es posible producir una 60
composición oleosa de ácidos grasos en la que los niveles de AGPICL son menores de aproximadamente 25 % del 
contenido de ácidos grasos total. Opcionalmente, se producen composiciones oleosas de ácidos grasos con niveles 
de AGPICL menores de aproximadamente 20 %, 15 %, 10 %, 5 % y 1 % del contenido de ácidos grasos total. 
Opcionalmente, los AGPICL tienen al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 22, al menos 
aproximadamente 24, al menos aproximadamente 26, al menos aproximadamente 28 o al menos aproximadamente 65
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30 átomos de carbono. Opcionalmente, los AGPICL son ácido docosatetraenoico, ácido docosapentaenoico y/o 
ácido docosahexaenoico.

La alteración (por ejemplo, regulación negativa o regulación positiva) de la expresión génica de un componente de la 
ruta puede realizarse generando una inactivación génica mediante, por ejemplo, recombinación homóloga o no 5
homóloga. Normalmente, una construcción de ADN linealizada se introduce en células usando cualquiera de una 
diversidad de técnicas incluyendo, pero sin limitación, suministro de ADN por proyectil biolístico. Opcionalmente, la 
frecuencia de recombinación homóloga en ONC-T18 es mayor de aproximadamente 30 %, 40 %, 50 % o más.

Opcionalmente, la alteración (por ejemplo, regulación negativa o regulación positiva) de la expresión génica de un 10
componente de la ruta se realiza mediante mutagénesis de una o más dianas génicas. Puede realizarse 
mutagénesis mediante tratamiento químico (por ejemplo, tratamiento con neomicina), irradiación de microondas o 
UV, mutagénesis dirigida, PCR propensa a errores, reemplazo génico (por ejemplo, mediante recombinación
homóloga) u otros medios conocidos por los expertos en la materia.

15
Los microorganismos modificados genéticamente proporcionados en el presente documento pueden producir una 
fracción lipídica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 a más de aproximadamente 4,0 g/l de medio. 
Opcionalmente, los microorganismos proporcionados en el presente documento pueden producir una composición 
lipídica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 a más de aproximadamente 20,0 g/l de medio. Opcionalmente, los 
microorganismos pueden producir una composición lipídica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 a más de 20
aproximadamente 14,0 g/l de medio. Opcionalmente, los microorganismos pueden producir de aproximadamente 1,5 
g/l a aproximadamente 5,0 g/l (por ejemplo, aproximadamente 4,6 g/l) del DHA n-3, de aproximadamente 0,5 g/l a 
aproximadamente 1,5 g/l (por ejemplo, aproximadamente 0,22 g/l) del EPA n-3, y de aproximadamente 0,5 g/l a 
aproximadamente 1,5 g/l del DPA n-6. Opcionalmente, los microorganismos modificados genéticamente
proporcionados en el presente documento pueden producir una composición lipídica que comprende DHA n-3, EPA, 25
DPA n-6 o ARA a un rendimiento de hasta aproximadamente 120 g/l, que corresponde a más de aproximadamente 
75 % de lípidos totales. Opcionalmente, los microorganismos modificados genéticamente proporcionados en el 
presente documento pueden producir una composición lipídica que comprende ácidos grasos de cadena corta 
(típicamente ácidos grasos C12-C18) a un rendimiento de hasta aproximadamente 128 g/l, que corresponde a más 
de aproximadamente 80 % de lípidos totales. Además, el microorganismo puede producir una fracción lipídica que 30
comprende ácidos mirístico, miristoleico, pentadecanoico, palmítico, palmitoleico, esteárico oleico, linoleico, alfa-
linolénico, gamma-linolénico, eicosadienoico, araquidónico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico y 
docosapentaenoico mayor de 300 mg/g o incluso 800 mg/g de biomasa celular. Opcionalmente, el microorganismo 
también puede producir una fracción que comprende entre 44,3 y 57 mg/g de ácido mirístico (igual a 1134,5 a 
1458,1 mg/l), 0,5 a 0,65 mg/g de ácido miristoleico (igual a 13,3 a 16,63 mg/l), 33,5 a 34,6 mg/g, ácido 35
pentadecanoico (igual a 856,9 a 885,1 mg/l), 121,9 y 165,1 mg/g de ácido palmítico (igual a 3118,2 a 4923,3 mg/l), 
7,9 a 28,5 mg/g de ácido palmitoleico (igual a 202,1 a 729 mg/l), 4,38 a 5,9 mg/g de ácido esteárico (igual a 112 a 
151 mg/l), 6,94 a 9,9 mg/g de ácido oleico (igual a 177,5 a 253,2 mg/l), 0,4 a 1,3 mg/g de ácido linoleico (igual a 
11,26 a 33,3 mg/l), 0,5 a 1,0 mg/g de ácido eicosadienoico (igual a 12,8 a 25,6 mg/l), 0,4 a 0,5 mg/g de ácido 
araquidónico (igual a 10,2 a 13 mg/l), 75 a 100 mg/g de ácido docosahexanoico (igual a 1918 a 2560 mg/l), 1,9 a 6 40
mg/g de ácido eicosapentaenoico (igual a 48,6 a 153,5 mg/l) y 17,1 a 33,7 mg/g de ácido docosapentaenoico (igual a 
437,4 a 862,1 mg/l), que tienen un contenido de ácidos grasos total dentro de la biomasa celular de entre 301 y 800 
mg/g (igual a 7700 a 20.209 mg/l).

Fermentación y producción45

Los métodos proporcionados incluyen o pueden usarse junto con etapas de cultivo de un microorganismo (por 
ejemplo, un traustoquítrido, por ejemplo, un Thraustochytrium sp.). Se han descrito métodos de cultivo para 
traustoquítridos, por ejemplo, en la publicación de patente de EE.UU US2009/0117194A1. Normalmente, los 
microorganismos se cultivan en un medio de crecimiento (también conocido como «medio de cultivo»). Cualquiera 50
de una diversidad de medios puede ser adecuado para su uso de acuerdo con métodos de selección proporcionados 
en el presente documento. Típicamente el medio aporta diversos componentes nutricionales, incluyendo una fuente 
de carbono y una fuente de nitrógeno, para el microorganismo.

Los microorganismos proporcionados en el presente documento pueden cultivarse en condiciones que aumentan la 55
biomasa y/o producción de un compuesto de interés. Los traustoquítridos se cultivan típicamente en el mismo medio. 
Por ejemplo, los traustoquítridos pueden cultivarse en medio que tiene una concentración salina de entre 
aproximadamente 2,0-50,0 g/l. Opcionalmente, los traustoquítridos se cultivan en medios que tienen una 
concentración salina de entre aproximadamente 2-35 g/l. Opcionalmente, los traustoquítridos se cultivan en un 
medio que tiene una concentración salina de entre aproximadamente 18-35 g/l. Se ha descubierto en determinadas 60
circunstancias que los traustoquítridos crecen bien en condiciones de baja salinidad. Opcionalmente, los 
traustoquítridos se cultivan en un medio que tiene una concentración salina de entre aproximadamente 5-20 g/l. 
Opcionalmente, los traustoquítridos se cultivan en un medio que tiene una concentración salina de entre 
aproximadamente 5-15 g/l. Los medios de cultivo pueden incluir o no NaCl. Los medios de cultivo pueden incluir o no 
adición de NaCl. Opcionalmente, un medio contiene sal marina artificial, por ejemplo, INSTANT OCEAN™, Aquaria, 65
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Inc. El medio de cultivo puede incluir o no agua marina natural o artificial. Opcionalmente, un medio contiene agua 
marina natural o artificial, por ejemplo, de aproximadamente 2 % a 100 % de agua marina.

Los iones de cloruro pueden provocar corrosión del fermentador u otro equipamiento de procesamiento corriente 
abajo. Opcionalmente, la concentración de cloruro en medios de cultivo se reduce. Opcionalmente, los medios de 5
cultivo incluyen sales de sodio que no contienen cloruro (por ejemplo, sulfato sódico) como una fuente de sodio. Por 
ejemplo, una parte significativa del sodio total puede ser aportada por sales distintas de cloruro de modo que menos 
de aproximadamente 100 %, 75 %, 50 % o 25 % del sodio total en medios de cultivo sea aportado por cloruro 
sódico.

10
Opcionalmente, los medios de cultivo tienen concentraciones de cloruro de menos de aproximadamente 3 g/l, 500 
mg/l, 250 mg/l o 120 mg/l. Opcionalmente, los medios de cultivo tienen concentraciones de cloruro de entre 
aproximadamente 60 mg/l y 120 mg/l.

Los ejemplos de sales de sodio distintas de cloruro adecuadas para su uso de acuerdo con la presente divulgación 15
incluyen, pero sin limitación, soda ash (una mezcla de carbonato sódico y óxido sódico), carbonato sódico, 
bicarbonato sódico, sulfato sódico y mezclas de los mismos. Véanse, por ejemplo, patentes de EE.UU. N.º 5.340.742 
y 6.607.900.

Los medios para cultivo de traustoquítridos pueden incluir cualquiera de una diversidad de fuentes de carbono. Los 20
ejemplos de fuentes de carbono incluyen ácidos grasos; lípidos; gliceroles; trigliceroles; carbohidratos tales como 
glucosa, almidón, celulosas, hemicelulosas, fructosa, dextrosa, xilosa, lactulosa, galactosa, maltotriosa, maltosa, 
lactosa, glucógeno, gelatina, almidón (de maíz o trigo), acetato, m-inositol (derivado de agua de macerado de maíz), 
ácido galacturónico (derivado de pectina), L-fucosa (derivado de galactosa), gentiobiosa, glucosamina, alfa-D-
glucosa-1-fosfato (derivado de glucosa), celobiosa, dextrina y alfa-ciclodextrina (derivada de almidón); sacarosa (de 25
melaza); polioles tales como maltitol, eritritol, adonitol y ácidos oleicos tales como glicerol y tween 80; azúcares de
amino tales como N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-beta-D-manosamina; y cualquier tipo 
de biomasa o corriente de residuos.

Opcionalmente, los medios incluyen fuentes de carbono a una concentración de aproximadamente 5 g/l a 30
aproximadamente 200 g/l. Opcionalmente, los medios tienen una relación C:N (relación de carbono con respecto a 
nitrógeno) entre aproximadamente 1:1 y aproximadamente 40:1. Si se usan cultivos de dos fases, los medios 
pueden tener una relación de C:N de entre aproximadamente 1:1 y aproximadamente 5:1 para la primera fase, 
después de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:~0 (es decir, sin o casi sin nitrógeno) en la segunda fase.

35
Los medios para cultivo de traustoquítridos pueden incluir cualquiera de una diversidad de fuentes de nitrógeno. Las 
fuentes de nitrógeno ejemplares incluyen soluciones de amonio (por ejemplo, NH4 en H2O), sales de amonio o amina 
(por ejemplo, (NH4)2SO4, (NH4)3PO4, NH4NO3, NH4OOCH2CH3 (NH4Ac), peptona, triptona, extracto de levadura, 
extracto de malta, harina de pescado, glutamato sódico, extracto de soja, casaminoácidos y residuos de destilería. 
Las concentraciones de fuentes de nitrógeno en medios adecuados varían típicamente entre aproximadamente 1 g/l 40
y aproximadamente 25 g/l.

Opcionalmente, los medios incluyen un fosfato, tal como fosfato potásico o fosfato sódico. Las sales inorgánicas y 
oligonutrientes en medios pueden incluir sulfato de amonio, bicarbonato sódico, ortovanadato sódico, cromato 
potásico, molibdato sódico, ácido selenoso, sulfato de níquel, sulfato de cobre, sulfato de cinc, cloruro de cobalto, 45
cloruro de hierro, cloruro de manganeso, cloruro de calcio y EDTA. Pueden incluirse vitaminas tales como clorhidrato 
de piridoxina, clorhidrato de tiamina, pantotenato cálcico, ácido p-aminobenzoico, riboflavina, ácido nicotínico, 
biotina, ácido fólico y vitamina B12.

Por ejemplo, un medio adecuado podría estar comprendido por entre aproximadamente 11 y aproximadamente 13 50
g/l (por ejemplo, aproximadamente 12 g/l) de sulfato sódico, entre aproximadamente 0,45 y aproximadamente 0,55 
g/l (por ejemplo, aproximadamente 0,5 g/l) de KCl, entre aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 g/l (por 
ejemplo, aproximadamente 2 g/l) de MgSO4·7H2O, entre aproximadamente 0,3 y aproximadamente 0,4 g/l (por 
ejemplo, aproximadamente 0,35 g/l) de antiespumante Hodag K-60, entre aproximadamente 0,60 y 
aproximadamente 0,70 g/l (por ejemplo, aproximadamente 0,65 g/l) de K2SO4, entre aproximadamente 0,9 y 55
aproximadamente 1,1 g/l (por ejemplo, aproximadamente 1,0 g/l) de KH2PO4, entre aproximadamente 0,95 y 
aproximadamente 1,1 g/l (por ejemplo, aproximadamente 1 g/l) de (NH4)2SO4, entre aproximadamente 0,15 y 
aproximadamente 0,19 (por ejemplo, aproximadamente 0,17 g/l) de CaCl2·H2O, entre aproximadamente 2 y 
aproximadamente 10 g/l (por ejemplo, aproximadamente 4,5 g/l) de jarabe de maíz 95 DE (base de sólidos), entre 
aproximadamente 2,7 y aproximadamente 3,3 g/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de MnCl2·4H2O, entre 60
aproximadamente 2,7 y aproximadamente 3,3 g/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de ZnSO4·7H2O, entre 
aproximadamente 0,035 y aproximadamente 0,045 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de CoCI2·6H2O, 
entre aproximadamente 0 y aproximadamente 0,045 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de 
Na2MoO4·2H2O), entre aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de 
CuSO4

·5H2O, entre aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de 65
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NiSO4·6H2O, entre aproximadamente 9 y aproximadamente 11 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 10 mg/l) de 
FeSO4·7H2O, entre aproximadamente 4 y aproximadamente 15 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 9,5 mg/l) de 
tiamina, entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 0,25 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,15 mg/l) de 
vitamina B12, entre aproximadamente 1,3 y aproximadamente 5,1 (por ejemplo, aproximadamente 3,2 mg/l) de 
pantotenato cálcico y solución de NH4OH aproximadamente 28 %.5

El pH del medio se ajusta a entre 3,0 y 10,0 usando ácido o base cuando sea apropiado y/o usando la fuente de 
nitrógeno. Opcionalmente, el medio se ajusta para tener entre pH 4,0 y 6,5. El medio puede esterilizarse.

Opcionalmente, un medio usado para cultivo de un microorganismo es un medio líquido. Opcionalmente, un medio 10
usado para cultivo de un microorganismo es un medio sólido. Además de fuentes de carbono y nitrógeno tal como se 
analiza en el presente documento, un medio sólido puede contener uno o más componentes (por ejemplo, agar o 
agarosa) que proporcionan soporte estructural y/o permiten que el medio esté en forma sólida.

Las células pueden cultivarse durante cualquier tiempo entre 1-60 días. Opcionalmente, El cultivo se lleva a cabo 15
durante 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 días, o menos. Opcionalmente, el cultivo se lleva a cabo a 
temperaturas entre 4 y 30 ºC, por ejemplo, de 18 a 28 ºC. Opcionalmente, el cultivo incluye cultivo de aireación-
agitación, cultivo de agitación, cultivo estacionario, cultivo discontinuo, cultivo semicontinuo, cultivo continuo, cultivo 
en lote de laminación o cultivo en wave, o similares. El cultivo puede llevarse a cabo usando un fermentador de 
agitación convencional, un fermentador en columna de burbujas (cultivos discontinuo o continuo), un fermentador 20
wave, etc.

Opcionalmente, los cultivos se airean por agitación. Opcionalmente, la agitación varía de 100 a 1000 rpm, por 
ejemplo, de 350 a 600 rpm, de 1000 a 450 rpm. Opcionalmente, los cultivos se airean de forma diferente (por 
ejemplo, usando diferentes velocidades de agitación) durante fases de producción de biomasa que durante fases de 25
producción de lípidos. Por ejemplo, los cultivos se airean por agitación a una velocidad entre aproximadamente 150 
y aproximadamente 350 rpm durante las fases de biomasa y a una velocidad entre aproximadamente 30 y 
aproximadamente 120 rpm durante fases de producción de lípidos. Como alternativa o adicionalmente, las 
velocidades de agitación pueden variar dependiendo del tipo de vaso de cultivo (por ejemplo, la forma o el tamaño 
del matraz).30

Opcionalmente, el nivel de oxígeno disuelto (OD) es mayor durante la fase de producción de biomasa que durante la 
fase de producción de lípidos, por ejemplo, los niveles de OD se reducen durante la fase de producción de lípidos. 
Opcionalmente, el nivel de oxígeno disuelto se reduce por debajo de la saturación; por ejemplo, el nivel de oxígeno 
disuelto se reduce hasta un nivel muy bajo, o incluso indetectable.35

Se ha descubierto que la producción de lípidos deseables puede potenciarse cultivando células de acuerdo con 
métodos que implican un desplazamiento de una o más condiciones de cultivo para obtener cantidades mayores de 
compuestos deseables. Opcionalmente, las células se cultivan primero en condiciones que maximizan la biomasa, 
seguido de un desplazamiento de una o más condiciones de cultivo a condiciones que favorecen la productividad de 40
lípidos. Las condiciones que se desplazan pueden incluir concentración de oxígeno, relación C:N, temperatura y 
combinaciones de las mismas. Opcionalmente, se realiza un cultivo de dos estadios en el que un primer estadio 
favorece la producción de biomasa (por ejemplo, usando condiciones de alto oxígeno (por ejemplo, en general o en 
relación con el segundo estadio), baja relación C:N y temperatura ambiente), seguido de un segundo estadio que 
favorece la producción de lípidos (por ejemplo, en el que el oxígeno se reduce, la relación C:N aumenta y la 45
temperatura se reduce). Es decir, los métodos proporcionados pueden implicar cultivar células en un primer conjunto 
de condiciones que incluye una o más condiciones seleccionadas del grupo que consiste en una primera 
concentración de oxígeno, una primera relación C:N, una primera temperatura y combinaciones de las mismas. El 
cultivo en este primer conjunto de condiciones continúa durante un primer periodo de tiempo, cuya duración puede 
variar. Al final del primer periodo de tiempo (que no es necesariamente un punto definido en el tiempo), se alteran 50
una o más condiciones de modo que las células se cultiven en un segundo conjunto de condiciones que incluye una 
o más condiciones seleccionadas del grupo que consiste en una segunda concentración de oxígeno, una segunda 
relación C:N, una segunda temperatura y combinaciones de las mismas. Opcionalmente, algunas condiciones se 
cambian al final del primer periodo de tiempo y algunas se mantienen hasta el final de un segundo periodo de 
tiempo, momento en el cual una o más condiciones pueden cambiarse de nuevo y/o una o más condiciones pueden 55
cambiarse durante un primer tiempo. Opcionalmente, la primera relación C:N está dentro del intervalo de 
aproximadamente 2:1 a aproximadamente 1:1; y la primera temperatura está dentro del intervalo de 
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 ºC. Opcionalmente, la segunda relación C:N es aproximadamente 1:~0; 
y la segunda temperatura está dentro del intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 ºC.

60
Opcionalmente, se realiza un desplazamiento de una primera condición a una segunda condición y/o se produce 
gradualmente. Opcionalmente, se realiza el desplazamiento de una primera condición a una segunda condición y/o 
se produce de forma abrupta.

Opcionalmente, la concentración de oxígeno se desplaza (por ejemplo, se reduce) durante el cultivo de varias 65
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maneras posibles incluyendo, por ejemplo, desplazando la intensidad de aireación.

Opcionalmente, la temperatura se desplaza (por ejemplo, se reduce) durante cultivo en al menos 2 ºC. 
Opcionalmente, la temperatura se desplaza en 3 ºC, 4 °C, 5 °C, 6 °C, 7 °C, 8 °C, 9 °C o 10 °C. Opcionalmente, la 
temperatura se desplaza de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 20 °C.5

La productividad de las células para compuestos de interés puede evaluarse por cualquier método o métodos 
disponibles.

Productos10

Pueden utilizarse AGPI y otros compuestos producidos en cualquiera de una diversidad de aplicaciones, por ejemplo 
aprovechando sus propiedades biológicas o nutricionales. Por ejemplo, los compuestos pueden usarse en 
biocombustibles, productos farmacéuticos, complementos alimentarios, aditivos de piensos animales, cosméticos y 
similares. También pueden usarse compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgación como intermedios 15
en la producción de otros compuestos.

Se apreciará que AGPI y/u otros compuestos producidos por células manipuladas tal como se describe en el 
presente documento se incorporan en un producto final (por ejemplo, complemento alimentario o de pienso, fórmula 
infantil, producto farmacéutico, etc.) en el contexto de la célula hospedadora. Por ejemplo, las células hospedadoras 20
pueden liofilizarse, criodesecarse, congelarse, pasteurizarse o inactivarse de otro modo, y después pueden 
incorporarse células completas en o usarse como el producto final. Opcionalmente, una célula hospedadora (bien 
seca o no) puede procesarse adicionalmente antes de la incorporación en el producto (por ejemplo, mediante lisis, 
ultrasonidos, molienda por perlas, tratamiento por presión, congelación-descongelación, electroforesis en campo 
pulsado (PFE) para separar componentes y/o tratamiento por enzimas, o combinaciones de los mismos; 25
opcionalmente, se utilizan al menos dos o más de dichos procesos). Las células lisadas pueden extraerse en un 
aceite usando un disolvente apropiado y refinarse usando procesos bien conocidos. Opcionalmente, un producto 
final incorpora solamente una parte de la célula hospedadora (por ejemplo, fraccionarse por tamaño, solubilidad), 
separada del total. Por ejemplo, los lípidos pueden aislarse de las células hospedadoras y se incorporan en o se 
usan como el producto final. Pueden extraerse lípidos que contienen AGPI usando extracción de fluido supercrítico o 30
extracción con uno o más disolventes (por ejemplo, acetona, cloroformo, isopropanol, hexano, cloruro de metileno o 
metanol). Opcionalmente, los lípidos se concentran por cualquiera de una diversidad de métodos, tales como 
formación de complejo con urea, cromatografía en columna y/o fraccionamiento de fluido supercrítico. Las técnicas 
para concentración de lípidos extraídos en disolvente incluyen hidrólisis (por ejemplo, usando hidrólisis básica, ácida 
o enzimática), extracción adicional, acidificación, cristalización, filtración y combinaciones de los mismos (véase, por 35
ejemplo, publicación de patente de EE.UU. 2009/0117194).

Opcionalmente, uno o más AGPI producidos y/u otros compuestos se incorporan en un componente de alimento o 
pienso (por ejemplo, un complemento alimentario). Los tipos de productos alimentarios en los que pueden 
incorporarse compuestos de acuerdo con la presente divulgación no están particularmente limitados e incluyen 40
bebidas tales como leche, agua, bebidas deportivas, bebidas energéticas, tés y zumos; confecciones tales como 
gelatinas y galletas; alimentos que contienen grasas y bebidas tales como productos lácteos; productos alimentarios 
procesados tales como arroz blando (o gachas); fórmulas infantiles; cereales de desayuno; o similares. 
Opcionalmente, se incorporan uno o más compuestos producidos en un complemento dietético, tal como por 
ejemplo una multivitamina. Opcionalmente, un compuesto de AGPI producido de acuerdo con los métodos 45
proporcionados se incluye en un complemento dietético y puede incorporarse directamente en un componente de 
alimento o pienso (por ejemplo, un complemento alimentario).

Los ejemplos de piensos en los que pueden incorporarse compuestos producidos de acuerdo con los métodos 
proporcionados incluyen, por ejemplo, alimentos para mascotas tales como alimentos para gatos, alimentos para 50
perros y similares, piensos para peces de acuario, peces o crustáceos criados, etc., pienso para animales criados en 
granja (incluyendo ganado y peces o crustáceos criados en piscifactoría). El material alimentario o de pienso en el 
que se incorporan el compuesto o los compuestos producidos de acuerdo con los métodos proporcionados es 
preferentemente apetitoso para el organismo que es el receptor pretendido. Este material alimentario o de pienso 
puede tener cualquier propiedad física conocida actualmente para un material alimentario (por ejemplo, sólido, 55
líquido, blando).

Opcionalmente, uno o más compuestos producidos (por ejemplo, AGPI) se incorporan en un producto farmacéutico. 
Los ejemplos de dichos productos farmacéuticos incluyen, por ejemplo, diversos tipos de comprimidos, cápsulas, 
agentes bebibles, etc. Opcionalmente, el producto farmacéutico es adecuado para aplicación tópica. Las formas 60
farmacéuticas no están particularmente limitadas e incluyen cápsulas, aceites, gránulos, gránulos pequeños, polvos, 
comprimidos, píldoras, trociscos o similares. Los aceites y cápsulas rellenas de aceite pueden proporcionar ventajas 
adicionales tanto debido a su falta de descomposición de ingredientes durante la fabricación como debido a que 
pueden incorporarse fácilmente gotas lipídicas que contienen AGPI en formulaciones basadas en aceite.

65
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Los productos farmacéuticos de acuerdo con la presente divulgación pueden prepararse de acuerdo con técnicas 
establecidas en este campo, incluyendo, por ejemplo, el procedimiento común como se describe en la Farmacopea 
de Estados Unidos, por ejemplo.

Los compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgación (bien aislados o bien en el contexto de células) 5
pueden incorporarse en productos tal como se describe en el presente documento por combinaciones con cualquiera 
de una diversidad de agentes. Por ejemplo, dichos compuestos pueden combinarse con uno o más aglutinantes o 
cargas. Opcionalmente, los productos incluirán uno o más agentes quelantes, pigmentos, sales, tensioactivos, 
humectantes, modificadores de la viscosidad, espesantes, emolientes, fragancias, conservantes, etc. y 
combinaciones de los mismos.10

Anticuerpos

También se proporcionan anticuerpos y polipéptidos de anticuerpos que se unen con los polipéptidos de 
traustoquítridos aislados desvelados en el presente documento. Pueden generarse polipéptidos de anticuerpos que 15
se unen específicamente con los polipéptidos de traustoquítridos por métodos bien conocidos por los expertos en la 
materia. Por ejemplo, pueden usarse polipéptidos aislados o fragmentos de los mismos para inducir la producción de 
anticuerpos en diversos hospedadores tales como cabras, conejos, ratas, ratones, etc. Los hospedadores pueden 
inmunizarse por inyección con cualquier parte o fragmento que posea propiedades inmunogénicas. Dependiendo de 
la especie hospedadora, pueden usarse diversos adyuvantes para aumentar la respuesta inmunológica. Dichos 20
adyuvantes incluyen, pero sin limitación, adyuvante de Freund, geles minerales tales como hidróxido de alúmina y 
sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurónicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, 
hemocianina de lapa californiana y dinitrofenol.

Para generar anticuerpos policlonales, pueden conjugarse polipéptidos aislados con un vehículo convencional para 25
aumentar su inmunogenicidad e inducirse un antisuero para el conjugado de polipéptido-vehículo aislado. Puede 
realizarse acoplamiento de un péptido con una proteína vehículo e inmunizaciones como se describe en Dymecki et 
al., 1992, J. Biol. Chem., 267:4815. El suero puede titularse frente a antígenos polipeptídicos aislados por métodos 
conocidos por los expertos en la materia (por ejemplo, ELISA o como alternativa por transferencia puntual (Boersma 
y Van Leeuwen, 1994, j. Neurosci. Methods, 51:317)). Un suero útil reaccionará fuertemente con el polipéptido 30
aislado por ELISA, por ejemplo, siguiendo los procedimientos de Green et al., 1982, Cell, 28:477.

Se conocen técnicas para preparar anticuerpos monoclonales y se describen, por ejemplo, en Arnheiter et al., 1981, 
Nature, 294:278. Los anticuerpos monoclonales se obtienen típicamente de cultivos de tejido de hibridoma o de 
líquido ascítico obtenido de animales en los que se introdujo el tejido de hibridoma. Los hibridomas productores de 35
anticuerpos monoclonales (o sueros policlonales) pueden explorarse con respecto a unión de anticuerpos con 
péptidos aislados según métodos conocidos en la técnica.

La divulgación se entenderá más completamente por referencia a los siguientes ejemplos.
40

Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento e identificación de genes, secuencias promotoras y terminadoras

Este ejemplo describe la identificación y el aislamiento de determinadas secuencias de ácido nucleico promotoras y 45
terminadoras de la expresión génica ejemplares de ONC-T18.

El solicitante ha secuenciado en gran medida el genoma de ONC-T18 usando técnicas tanto de secuenciación 
aleatoria como de pirosecuenciación (GS-20; 454). Entre otras cosas, la presente divulgación proporciona análisis de 
dicha información de secuencia, por ejemplo utilizando información de recogida de EST (marcador de secuencia 50
expresado) públicamente disponible (Huang et al., 2008), la anotación funcional de y/o software de bioinformática 
(por ejemplo, paquete Kodon disponible de Applied Maths y/o uno o más algoritmos tales como BLAST). Para 
proporcionar herramientas para la expresión de genes homólogos y heterólogos (por ejemplo, genes implicados en 
la biosíntesis de lípidos y ácidos grasos dentro de microbios de traustoquítridos), se clonaron promotores y 
terminadores génicos de tubulina y genes y promotores de elongasa constitutivos a partir de ADN genómico de 55
Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando técnicas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

La cepa ONC-T18 se cultivó en medio de agua marina complementado. Se extrajo ADN usando un protocolo 
FastPrep (MP Biomedicals) y se envió al The Centre for Applied Genomic (TCAG, The Hospital for Sick Children, 
Toronto) para una placa de secuenciación de 454 y un carril de secuenciación de pares apareados de 2,5 kb Illumina 60
(lecturas de 76 bases). Se extrajo ARN de células muestreadas durante la fase de crecimiento rápido del cultivo 
celular y durante la producción de lípidos alta mediante el procedimiento RNeasy (Qiagen). Se envió ARN total a 
TCAG para análisis de RNA-Seq de un carril de Illumina (lecturas de 76 bases) para cada condición.

Se llevaron a cabo análisis bioinformáticos en los servidores de IMB Research Informatics usando software de 65
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código abierto. El ensamblaje genómico se realizó con Mira (Chevreux et al., 1999) y se generaron armazones 
potenciales con Bambus (Pop et al., 2004). Se llevó a cabo anotación genómica con MAKER (Cantarel et al., 2008), 
usando modelos génicos de Snap (Korf, 2004) y Augustus (Stanke y Waack, 2003). Se identificaron genes 
codificantes de ARN mediante análisis Infernal (Eddy, 2006) de la base de datos Rfam (Griffiths-Jones et al., 2003). 
Se usaron PASA y Inchworm (Haas et al., 2003) para identificar regiones no traducidas 5’ y 3’. Se analizaron genes 5
que codificaban proteínas con AutoFact (Koski et al., 2005), que emplea Blast y rpsblast (Altschul et al., 1990) para 
consultar las bases de datos no redundantes, uniref90, Kegg (Ogata et al., 1999), COG (Tatusov et al., 2003) y pfam 
(Finn et al., 2008). El análisis de datos de RNA-Seq usó Tophat (Trapnell et al., 2009) y Cufflinks (Trapnell et al., 
2010) para mapear lecturas en el borrador del genoma, estimar la abundancia del transcrito y determinar la 
expresión diferencial. Se usaron scripts de Perl adaptados para reformatear, ensamblar y analizar los datos.10

El borrador del genoma de ONC-T18 se ensambló a partir de una placa de 454 lecturas (1.131.145 lecturas, 302 Mb 
en total), un carril de secuencias de pares apareados de Illumina (21.570.704 lecturas, 1,47 Gb en total) y 
secuencias de Sanger (34.261 lecturas, 30 Mb en total) que se habían generado previamente de bibliotecas de 
plásmidos y cósmidos. Mira fue el único ensamblador capaz de manejar esta mezcla de tipos de lecturas. La 15
información sobre el ensamblaje se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Información de ensamblaje del genoma de ONC-T18

Número de contigs 2471

Consenso total 34.463,560 pb

Cobertura promedio 40,63x (8x 454, 32x Illumina, 0,63x Sanger)

Tamaño de contig medio 13.974,62 pb

Mediana del tamaño de 
contig

7555 pb

Mayor contig 164.938 pb

Menor contig 490 pb

Aunque el número de contigs en el ensamblaje fue bastante alto, esto es típico para borradores de genomas. El 20
tamaño de contig de N50, que fue la longitud de contig por encima de la cual se representa la mitad del genoma, fue 
de 29.352 pb. Esto fue comparativamente mejor que muchos borradores de genomas, que tienen con frecuencia 
N50 < 10.000 pb. El N95 fue de 4931 lo que indica que 95 % del genoma estaba en contigs mayores de 
aproximadamente 5 kb.

25
Durante la fase de anotación, se observó que 12 contigs contenían genes mitocondriales. Estos se retiraron del 
ensamblaje y se reensamblaron por separado. Esto dio como resultado 5 contigs, siendo el mayor de 30965 pb, 
mientras que los otros cuatro eran todos de menos de 1800 pb y parecen ser variantes de regiones en el contig 
grande. El contig grande tiene regiones repetidas complejas en cada extremo que no se unen fácilmente en un 
genoma circular. Esta situación se ha observado previamente para genomas mitocondriales de traustoquítridos 30
(Referencia de GenBank AF288091).

El hallazgo de genes en la secuencia de ONC-T18 no fue del todo sencillo. Aunque la mayoría de genes estaban 
codificados en un único exón, hubo un número sustancial de genes multiexónicos, que requerían el uso de software 
de modelización de genes para clasificar genes de un único exones frente a multiexónicos y, para estos últimos, 35
identificar los límites de intrón/exón apropiados. MAKER coordina el análisis del genoma por varios métodos: aportes 
del software de modelización de genes (Snap y Augustus), alineamientos con lecturas de ARN y alineamientos con 
proteínas. Los genes predichos se analizaron adicionalmente mediante PASA que usa transcritos ensamblados (de 
Inchworm) para identificar regiones 5’ y 3’, varias de las cuales incluyen intrones. Se identificaron genes codificantes 
de ARN (ARNr, ARNt y otros ARN no codificantes tales como ADN nuclear pequeño (ARNnop/ARNnp)) mediante 40
búsquedas de Infernal de la base de datos Rfam. Los datos de anotación se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Datos de anotación de ONC-T18b

Genes codificantes de proteínas 13.022

Exón individual 10.272

Dos exones 2.136

Tres exones 425

Más de tres exones 161
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Sin coincidencias en Genbank 3258

Proteínas hipotéticas/conservadas 841

genes de ARNr 79

genes de ARNt 131

otros genes de ARN 8

El procesamiento de las proteínas predichas a través de AutoFACT analizó los genes codificantes de proteínas. Este 
software coordina búsquedas de blast frente a las bases de datos uniref90, no redundante, Kegg, COG y pfam y 
produce un consenso de la función de proteína esperada. Además, se identificaron las funciones de COG y rutas de 
KEGG y, si fue posible, los números de EC. También se identifican las clasificaciones de ontología génica cuando 5
sea posible. Estos datos son esenciales para identificar las rutas bioquímicas presentes en ONC-T18b.

Se identificaron genes para todas las enzimas en la ruta de elongación/desaturación clásica de ácidos grasos 18:1 a 
DHA en el genoma. También se identificaron genes para las tres subunidades de la AGPI poliquétido sintasa, que 
sintetiza directamente DPA y DHA de malonil-CoA, aunque dos de ellos se dividieron entre contigs debido a la 10
naturaleza repetitiva de las proteínas. Además, se identificaron varios genes para enzimas poco definidas, descritas 
en general como «proteína de elongación de ácidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga», lo que sugiere 
que estos genes son variantes divergentes de las enzimas en la ruta de C18 - C22 o están implicados en la síntesis 
de ácidos grasos con longitudes de cadena mayores que C22.

15
1. Aislamiento e identificación de un promotor del gen de tubulina n.º 701. (para referencia) Los cebadores 
oligonucleotídicos n.º 52 (SEQ ID NO: 1) y n.º 53 (SEQ ID NO: 2) se diseñaron basándose en los datos de 
secuencia genómica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática Kodon 
(Applied Maths). Los cebadores oligonucleotídicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen (California, EE.UU.).

20
Se extrajo ADN genómico de ONC-T18 de células cultivadas en el medio de cultivo (ONC-T18-GM0) a 25 °C durante 
36 horas en un incubador agitador con agitación constante a 150 rpm. Se recogieron células de cultivos de 50 ml por 
centrifugación durante 5 min a temperatura ambiente a 4300 rpm en una centrífuga Sorvall Super T21 con el rotor 
ST-H750 con el adaptador Sorvall n.º 00436. El ADN genómico se aisló de las células usando el kit de aislamiento 
de ADN microbiano Ultraclean (MO BIO Laboratories, Inc, Solana Beach, California) siguiendo el protocolo del 25
fabricante.

Los componentes del medio de cultivo ONC-T18-GM0 son: extracto de levadura 5 g/l (RM668, HiMedia labs), 
peptona de soja 5 g/l (RM007, HiMedia labs), D(+)-glucosa 10 g/l (CERELOSEtm Dextrosa 020010, Com Products 
International), sal marina artificial 35 g/l (INSTANT OCEAN™, Aquaria, Inc.), oligoelementos 1,25 mg/l 30
(NaH2PO4·H2O 5 g/l, FeCl3·6H2O 3,15 g/l, Na2EDTA·2H2O 4,36 g/l, CuSO4·5H2O 0,6125 mg/l, Na2MoO4·2H2O 
0,0597g/l, ZnSO4·7H2O 0,022 g/l, CoCI2·6H2O 0,01 g/l, MnCl2·4H2O 0,18 g/l, H2SeO3 13 µg/l, NiSO4·6H2O 2,7 mg/l, 
Na3VO4 1,84 mg/l y K2CrO4 1,94 mg/l) y vitaminas 1,25 mg/l (vitamina B12 1 mg/l, biotina 1 mg/l, tiamina HCl 0,20 
g/l).

35
El promotor del gen de tubulina n.º 701 que incluye la secuencia de fase abierta de lectura parcial se amplificó a 
partir de ADN genómico de ONC-T18 usando las siguientes condiciones de PCR: 94 °C durante 1 minuto, 94 °C 
durante 30 segundos y 68 °C durante 6 minutos y se repitió durante 30 ciclos, y 72 °C durante 10 minutos. Se llevó a 
cabo PCR en una mezcla de reacción de 50 µl que contenía 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa LA Taq™
(TAKARA BIO INC., Shiga, Japón), Tampón LA PCR II 1 X, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 225 ng del ADN 40
genómico molde, cebador n.º 52 0,20 µM y cebador n.º 53 0,20 µM.

Los productos de PCR se resolvieron en gel de agarosa 0,8 % para electroforesis a 65 tensiones durante 60 
minutos. Las bandas con los tamaños esperados se recortaron con una cuchilla y los ADN se extrajeron y se 
purificaron con kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) según el protocolo del fabricante.45

Los fragmentos de ADN purificado se clonaron en vector pT7Blue-3 usando kits de clonación Perfectly Blunt® 
(Novagen, San Diego, California) según el protocolo del fabricante. Se exploraron clones positivos usando método 
de PCR de colonias directo. En resumen, se seleccionaron colonias de Escherichia coli transformadas con palillos y 
se rotaron en una mezcla de reacción de PCR de 20 µl que contenía los siguientes componentes: ADN polimerasa50
Taq (Sigma), Tampón de PCR 1 X, MgCl2 2,5 mM, mezcla de dNTP (0,20 mM cada uno), cebador n.º 62 0,25 µM 
(SEQ ID NO: 3) y cebador n.º 63 0,25 µM (SEQ ID NO:4) en un tubo de PCR de 200 µl, respectivamente. Al mismo 
tiempo también se sembraron en estrías colonias en una placa de referencia para el aislamiento de ADN 
plasmídicos.

55
La PCR se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 94 °C durante 3 minutos durante un ciclo; 94 °C durante 1 
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minuto, 53 °C durante 2 minutos y 72 °C durante 4 minutos y se repitió durante 30 ciclos; y 72 °C durante 10 
minutos. Los productos de PCR se diferenciaron en gel de agarosa 0,8 %. Las colonias de las que se amplificó un 
producto de PCR del tamaño esperado se consideraron colonias positivas.

El ADN plasmídico del clon positivo JZ2-17-10 se aisló de las células de E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo 5
usando kit de miniprep de plásmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp., Orange, California). Su inserto se secuenció 
usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO:3) y el cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias 
resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y 
algoritmos BLAST. La secuencia de nucleótidos del inserto del clon JZ2-17-10 es de 724 pares de bases de longitud 
(SEQ ID NO: 5). Se determinó que los 498 nucleótidos cadena arriba del código de inicio de traducción potencial 10
ATG de una fase abierta de lectura (ORF) del gen de tubulina potencial eran un promotor de expresión génica 
potencial (secuencia n.º 701; SEQ ID NO: 6) basándose en análisis usando diversos softwares de bioinformática. Se 
identificaron elementos promotores génicos típicos dentro de esta secuencia. Se realizó una búsqueda de 
secuencias homólogas de esta secuencia promotora potencial n.º 701 (SEQ ID NO: 6) en diversas bases de datos 
del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando la herramienta de búsqueda de 15
alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se descubrió ninguna secuencia homóloga de esta 
secuencia promotora única n.º 701. La secuencia parcial del extremo 5’ de la ORF tiene la mayor homología con el 
gen de beta tubulina 2 (TUB2) de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de referencia de GenBank: XM_001693945) en 
una búsqueda de BLAST.

20
La secuencia promotora identificada es de 498 nucleótidos de longitud y contiene una caja de Pribnow-Schaller -10 
(AGGAAGACT) en la posición 444 y una caja -35 en la posición 424 (CTGACG), un sitio de inicio de la transcripción 
potencial en la posición 459 y un sitio de unión a factor de transcripción potencial AAGGTAGA en la posición 468.

[00256] 2. Aislamiento e identificación de un promotor del gen de tubulina n.º 341. (para referencia) Los 25
cebadores oligonucleotídicos n.º 54 (SEQ ID NO: 7) y n.º 55 (SEQ ID NO: 8) se diseñaron basándose en datos 
de secuencia genómica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática 
Kodon (Applied Maths). Los cebadores oligonucleotídicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen (California, 
EE.UU.).

30
El promotor del gen de tubulina n.º 341, incluyendo la secuencia abierta de lectura parcial cadena abajo, se amplificó 
a partir del ADN genómico de ONC-T18 mediante PCR usando las mismas condiciones que se han descrito para el 
aislamiento del promotor del gen de tubulina n.º 701. El fragmento de ADN purificado amplificado se clonó en vector 
pT7Blue-3 usando kits de clonación Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego, California) según el protocolo del 
fabricante. El ADN plasmídico del clon positivo JZ2-17-14 se aisló de células de E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo 35
usando kit de miniprep de plásmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp., Orange, California).

El inserto del ADN plasmídico recombinante se secuenció usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y el 
cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete 
de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. La secuencia de nucleótidos de inserto 40
del clon JZ2-17-14 es de 1115 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 9). Se ha identificado una ORF parcial de un 
gen de tubulina localizado en la secuencia del extremo 3’ del inserto. La secuencia cadena arriba del codón de inicio 
de la traducción potencial ATG de la ORF se considera el promotor potencial n.º 341 (SEQ ID NO: 10).

Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas del promotor del gen de tubulina n.º 341 (SEQ ID NO: 10) en 45
diversas bases de datos de Genbank incluyendo la base de datos de secuencias de patentes usando la herramienta 
de búsqueda de alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontró ninguna secuencia 
homóloga de este promotor del gen de tubulina único n.º 341. La secuencia del extremo 5’ de la ORF parcial 
potencial tiene la mayor homología con el gen de alfa tubulina 2 (TUA2) de Chlamydomonas reinhardtii (n.º de 
referencia de GenBank: 5728641) en una búsqueda de BLAST.50

Esta secuencia promotora de 1004 nucleótidos de longitud contiene una caja -10 (CGCTAAAAT) en la posición 542 
y caja -35 (TTCACG) en la posición 518, el sitio de inicio de la transcripción potencial en la posición 557 y el sitio de 
unión a factor de transcripción potencial GCTAAAAT en la posición 543 así como una caja -10 (TAGTAGATT) en la 
posición 143 y caja -35 (TTGCTC) en la posición 125, el sitio de inicio de la transcripción potencial en la posición 158 55
y los sitios de unión a factor de transcripción potencial ATTTTGTA en la posición 149 y TTTTGTAA en la posición 
150.

3. Aislamiento e identificación de un terminador de gen de tubulina n.º 347 (para referencia) Los cebadores 
oligonucleotídicos n.º 58 (SEQ ID NO: 11) y n.º 59 (SEQ ID NO: 12) se diseñaron basándose en datos de 60
secuencia genómica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths). Los 
cebadores oligonucleotídicos se sintetizaron y obtuvieron de la compañía Invitrogen (California, EE.UU.).

El terminador de gen de tubulina n.º 347 se amplificó a partir del ADN genómico de ONC-T18 con PCR usando las 
mismas condiciones que se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de tubulina n.º 341. El fragmento 65
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de ADN purificado se clonó en vector pT7Blue-3 usando kits de clonación Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego, 
California) según el protocolo del fabricante. El ADN plasmídico del clon positivo JZ2-17-22 se aisló de las células de 
E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo usando el kit de miniprep de plásmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp., 
Orange, California).

5
El inserto del ADN plasmídico recombinante se secuenció usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y el 
cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete 
de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleótidos 
del clon JZ2-17-22 es de 727 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 13). La secuencia del extremo 5’ del inserto 
se ha identificado como una ORF parcial potencial que contiene un codón de terminación de la traducción génica 10
potencial TAA. La secuencia cadena abajo del codón de terminación TAA se considera el terminador de gen de 
tubulina potencial n.º 347 (SEQ ID NO: 14).

Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas de la secuencia de terminador de gen de tubulina n.º 347 (SEQ 
ID NO: 14) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes 15
usando la herramienta de búsqueda de alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontró 
ninguna secuencia homóloga de este terminador de gen de tubulina único n.º 347. La secuencia parcial de la ORF 
parcial potencial tiene la mayor homología con el gen de alfa tubulina de Ceratopteris richardii (n.º de referencia de 
GenBank: XM_001691824) en una búsqueda de BLAST.

20
La secuencia terminadora de 590 nucleótidos de longitud contiene una secuencia señal de poliadenilación potencial 
AAAACAAAAA que actúa para la terminación de la transcripción por ARN polimerasa.

4. Aislamiento e identificación de un terminador de gen de tubulina n.º 713 (para referencia) Los cebadores 
oligonucleotídicos n.º 60 (SEQ ID NO: 15) y n.º 61 (SEQ ID NO: 16) se diseñaron basándose en datos de 25
secuencia genómica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths). Los 
cebadores oligonucleotídicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen (California, EE.UU.).

El terminador de gen de tubulina n.º 713 se amplificó a partir del ADN genómico de ONC-T18 con PCR usando las 
mismas condiciones que se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de tubulina n.º 341. El fragmento 30
de ADN purificado se clonó en vector pT7Blue-3 usando kits de clonación Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego, 
California) según el protocolo del fabricante. El ADN plasmídico del clon positivo JZ2-22-9 se aisló de las células de 
E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo usando el kit de miniprep de plásmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp., 
Orange, California).

35
El inserto del ADN plasmídico recombinante se secuenció usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y el 
cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete 
de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleótidos 
del clon JZ2-22-9 es de 869 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 17). La secuencia del extremo 5’ del inserto se 
ha identificado como una ORF parcial potencial que contiene un codón de terminación de la traducción génica 40
potencial TAA. La secuencia cadena abajo del codón de terminación TAA se considera el terminador de gen de 
tubulina potencial n.º 347 (SEQ ID NO: 18).

Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas de la secuencia de terminador de gen de tubulina n.º 713 (SEQ 
ID NO: 18) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes 45
usando la herramienta de búsqueda de alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontró 
ninguna secuencia homóloga de este terminador de gen de tubulina único n.º 713. La secuencia parcial de la ORF 
parcial potencial tiene la mayor homología con el gen de beta tubulina 1 (tubBI) de Cyonophora paradoxa (n.º de 
referencia de GenBank: AF092952) en una búsqueda de BLAST.

50
La secuencia terminadora de 640 nucleótidos de longitud (SEQ ID NO: 14) contiene una secuencia señal de 
poliadenilación potencial CATAAA
que actúa para la terminación de la transcripción por ARN mensajero polimerasas.

5. Aislamiento e identificación de un gen de Δ5 elongasa (PCT/IB2007/004553; WO/2009/010825) 55
secuencia promotora (SEQ ID NO: 19). Basándose en los datos de secuencia genómica de ONC-T18 usando 
el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths), se diseñaron el cebador oligonucleotídico n.º 3 
(SEQ ID NO: 20) en el que se añadió un sitio de enzima de restricción Xbal en su extremo 5’ por la conveniencia 
de clonación molecular cadena abajo, y el cebador n.º 4 (SEQ ID NO: 21) en el que se añadió un sitio de enzima 
de restricción NcoI en su extremo 5’. Los cebadores oligonucleotídicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen 60
(California, EE.UU.). El promotor del gen de Δ5 elongasa se amplificó a partir del ADN genómico de ONC-T18 
con PCR, se precipitó, se digirió con las enzimas de restricción Xhol y NcoI, se purificó en gel de agarosa y se 
clonó en los sitios de restricción correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California). El 
inserto del clon positivo JZ1-57-7 se secuenció usando el cebador n.º 14 (SEQ ID NO: 22) y el cebador n.º 15 
(SEQ ID NO:23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de 65
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bioinformática Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleótidos del clon 
JZ1-57-7 es de 950 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 19) y se ha identificado como el promotor del gen 
de Δ5 elongasa (SEQ ID NO: 19) de ONC-T18.

Esta secuencia promotora de 950 nucleótidos de longitud (SEQ ID NO: 19) contiene una caja -10 (TGCCAGACT) en 5
la posición 113, caja -35 (TTTTCT) en la posición 91, un sitio de inicio de la transcripción potencial en la posición 128 
y sitios de unión a factor de transcripción potencial CTCCTTTT, TTTCTTTT, TTCTTTTT y TTGCTCCT en la posición 
87, 92, 93 y 131 así como una caja -10 (AGTTCTGAT) en la posición 444, una caja -35 (TTTTCT) en la posición 
419, y un sitio de inicio de la transcripción potencial en la posición 459.

10
Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas de la secuencia promotora de gen de Δ5 elongasa (SEQ ID NO: 
19) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando la 
herramienta de búsqueda de alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontró ninguna 
secuencia homóloga de la secuencia promotora de gen de Δ5 elongasa (SEQ ID NO: 19).

15
6. Aislamiento e identificación de un gen de Δ4 desaturasa (PCT/IB 2007/004553; WO/2009/010825) 
secuencia promotora (SEQ ID NO: 24). El cebador oligonucleotídico n.º 1 (SEQ ID NO: 25) en el que se añadió 
un sitio de enzima de restricción XhoI en su extremo 5’ por la conveniencia de clonación molecular cadena abajo 
y el cebador n.º 2 (SEQ ID NO: 26) en el que se añadió un sitio de enzima de restricción NcoI en su extremo 5’, 
se emplearon para el aislamiento de la secuencia promotora de gen de Δ4 desaturasa (SEQ ID NO: 24). El 20
fragmento de ADN de promotor del gen de Δ4 desaturasa se amplificó usando PCR, se precipitó, se digirió con 
las enzimas de restricción Xhol y NcoI, se purificó en gel de agarosa y se clonó en los sitios de restricción 
correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California) digerido con las mismas enzimas de 
restricción y purificado en gel. El inserto de un clon positivo JZ1-57-1 se secuenció usando el cebador n.º 14 
(SEQ ID NO: 22) y cebador n.º 15 (SEQ ID NO: 23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron 25
usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la 
secuencia de nucleótidos del clon JZ1-57-1 es de 1216 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 24) y se ha 
identificado como el promotor del gen de Δ4 desaturasa (SEQ ID NO: 24) de ONC-T18.

Esta secuencia promotora de 1216 nucleótidos de longitud (SEQ ID NO: 24) contiene una caja -10 (GCGTATTAT) 30
en la posición 58, caja -35 (CTACAG) en la posición 34, el sitio de inicio de la transcripción potencial en la posición 
73 y los sitios de unión a factor de transcripción potenciales TTATATTT y TTTTCGCA en las posiciones 63 y 69 así 
como una caja -10 (CGTCATCCT) en la posición 1038, caja -35 (TGGACG) en la posición 1014, y un sitio de inicio 
de la transcripción potencial en la posición 1053.

35
Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas de la secuencia promotora de gen de Δ4 desaturasa (SEQ ID 
NO: 24) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando 
la herramienta de búsqueda de alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontró ninguna 
secuencia homóloga del promotor del gen de Δ4 desaturasa (SEQ ID NO: 15).
7. Identificación y aislamiento de gen de Δ12 desaturasa (SEQ ID NO: 70). El análisis de RNA-Seq de ARN de 40
células de rápido crecimiento y células que producen altas cantidades de lípido proporcionó varias informaciones 
sobre la biología de ONC-T21. Se mapearon lecturas de ARN de ambas condiciones en 11.407 genes (87,6 %). Los 
1613 genes sin expresión aparente no eran genes reales, se expresaban solo a niveles muy bajos o se expresaban 
solo en condiciones muy específicas (por ejemplo, esporulación). Las comparaciones entre las dos condiciones de 
crecimiento identificaron 1519 genes que se expresaban solo en la condición de rápido crecimiento mientras que 442 45
genes se expresaban solo en la condición de alta producción de lípidos (Tabla 3). El análisis permite la identificación 
de genes que están altamente expresados en una de las condiciones así como los que muestran el mayor cambio. 
Los datos de expresión identificaron claramente varios genes con promotores regulados y/o fuertes. Estas regiones 
promotoras pueden usarse para conducir la expresión de genes introducidos en UNC-T18.

50
Tabla 3. Genes más expresados en la condición de alta producción de lípidos, comparación del crecimiento 

exponencial (A expr) y biosíntesis de ácidos grasos (B expr).

Descripción A expr. B expr. relación B/A

Delta 12 ácido graso desaturasa 1540,39 66133,1 42,9327

proteína ribosómica de 60S L40 20680,2 33016,5 1,596527

Fructosa-bisfosfato aldolasa 8584,79 26817,6 3,12385

Sin aciertos 23667,6 20419,4 0,862758

Sin aciertos 4648,85 18867 4,058423

Proteína portadora de energía flagelar del 
espermatozoide

15761 17993,1 1,141622
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Descripción A expr. B expr. relación B/A

Factor de elongación 1-alfa 31911,4 16981,2 0,531803

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, 
tipo I

4794,26 15752,3 3,285658

ATPasa 4, tipo membrana plasmática 5823,11 13852,5 2,378883

Sin aciertos 10563,6 12461,5 1,179664

Piruvato quinasa 2248,7 12195,4 5,423311

subunidad alfa de ATP sintasa 12958,5 11405,6 0,880164

Es particularmente notable el aumento mayor de 40 veces en la expresión en Δ12 desaturasa, una enzima clave 
temprano en la ruta de síntesis de ácidos grasos poliinsaturados (desaturación de 18:1 a 18:2). El análisis 
bioinformático convencional confirmó el gen más regulado positivamente como una Δ12 desaturasa potencial. En 
resumen, el análisis de BLASTn reveló bajo nivel de homología con regiones del cromosoma 5 de Micromonas sp. 5
PCC299 como un acierto superior. Los resultados de BLASTn también mostraron que una parte de la secuencia 
diana era 96,9 % similar a la Δ12 desaturasa de Verticillium albo-atrum VaMS.102. BLASTx identificó la secuencia 
diana como una proteína con una parte sustancial (46 %) que era 92 % similar a la Δ12 Desaturasa de 
Pheodactylum tricomutum. Un análisis BLASTp para identificar dominios conservados identificó dos motivos de Δ12 
ácido graso desaturasa conservados. Una exploración de motivos de SIB:myhits (disponible en http://myhits.isb-10
sib.ch/cgi-bin/motif_scan) para analizar la secuencia proteica con respecto a la presencia de motivos reveló dos 
motivos de ácido graso desaturasa dentro de la secuencia, lo que sugiere además la función como una ácido graso 
desaturasa. El análisis de confirmación con EMBL-EBI InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/) 
también reveló que la presencia de motivo es característica de proteínas de ácido graso desaturasa.

15
Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que la expresión de Δ12 desaturasa de Thraustochytrium sp. ONC-T18 
está regulada positivamente en más de 40 veces durante la producción de ácidos grasos. Este aumento inesperado 
y drástico de la expresión identifica la Δ12 desaturasa como un regulador maestro de la biosíntesis de AGPI en 
traustoquítridos o Thraustochytrium, particularmente en ONC-T18. Los niveles de manipulación de este regulador 
maestro mediante la sobreexpresión, regulación negativa o inhibición pueden adaptar la biosíntesis de AGPI a lo 20
largo de rutas particulares como se muestra en la Figura 1. Los elementos reguladores próximos y distantes (por 
ejemplo, promotor o promotores, UTR 5’, intrones, terminadores y UTR 3’ de la Δ12 desaturasa pueden unirse 
operativamente a uno o más genes de biosíntesis de AGPI para aumentar los niveles de expresión de esos genes 
hasta ordenes de magnitud similares durante la producción de ácidos grasos. En esencia, los elementos reguladores 
de Δ12 desaturasa son interruptores para conducir rutas de biosíntesis de AGPI en una o más direcciones 25
predeterminadas.

Para aislar este gen, el gen más regulado positivamente descrito anteriormente, se llevó a cabo amplificación por 
PCR en un volumen de 50 µl que contenía: 200 ng de ADN genómico de Thraustochytrium sp. ONC-T18, 10 µl de 
betaína, Tris-HCl 10 mM, pH 8.3, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, gelatina 0,001 %, 200 µM de cada 30
desoxirribonucleótido trifosfato, 1 µM de cada cebador y 0,2 unidades de polimerasa de alta fidelidad. Se llevó a 
cabo termociclación a una temperatura de hibridación de 55,7 ºC, la reacción de PCR se resolvió en un gel de 
agarosa de bajo punto de fusión 0,8 % y la banda de aproximadamente 600 pb se purificó en gel. El producto de 
PCR se eluyó de agarosa con agua y después se purificó con kit de purificación de PCR QIAquick (Qiagen, Valencia, 
Calif.). Estos fragmentos de ADN se clonaron en el kit de clonación Perfectly Blunt pT7Blue-3 (Novagen, San Diego, 35
Calif.) según las especificaciones del fabricante. Los plásmidos recombinantes se transformaron en células 
competentes NovaBlue (Novagen, San Diego, Calif.), y los clones se secuenciaron. Un clon se aisló y secuenció así.

El inserto de gen de Δ12 Desaturasa de longitud completa es de 1239 pb (SEQ ID NO:70) de longitud y, 
comenzando con el primer ATG, contiene una fase abierta de lectura de 1238 pb que codifica 412 aminoácidos.40
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Tabla 4: Δ12 Desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO:70)

8. Aislamiento y amplificación de Δ5 Desaturasa (SEQ ID NO: 72). La secuencia de una Δ5 Desaturasa de 
Thraustochytrium sp. ONC-T18 se aisló e identificó de una manera similar a la de la Δ12 Desaturasa. La secuencia 5
completa es:

Tabla 5: Δ5 Desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 72)

10
La secuencia de aminoácidos predicha es:
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Tabla 6: Secuencia de aminoácidos predicha de Δ5 desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 73)

9. Aislamiento e identificación de una secuencia promotora de gen de Δ12 desaturasa (SEQ ID NO: 69). 
Basándose en los datos de secuencia genómica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática 5
Kodon (Applied Maths), se diseñaron cebadores oligonucleotídicos para flanquear la región reguladora cadena arriba 
del gen de Δ12 desaturasa. Los cebadores se diseñaron para incluir sitios de enzimas de restricción por la 
conveniencia de la clonación molecular cadena abajo. Los cebadores oligonucleotídicos se sintetizaron y obtuvieron 
de Invitrogen (California, EE.UU.). El promotor del gen de Δ12 desaturasa se amplificó a partir del ADN genómico de 
ONC-T18 con PCR, se precipitó, se digirió con las enzimas de restricción apropiadas, se purificó en gel de agarosa y 10
se clonó en los sitios de restricción correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California). 
Después de la transformación en una célula hospedadora bacteriana adecuada y selección, se seleccionaron varias 
bacterias transformadas, se cultivaron en columnas de 3,5 ml y se extrajo ADN plasmídico usando el kit de 
extracción de ADN plasmídico Zyppy. El ADN plasmídico purificado se digirió con enzimas de restricción apropiadas 
para confirmar la presencia del fragmento de ADN deseado. El inserto de un clon positivo se secuenció usando 15
cebadores apropiados de secuencias de 25 pb separadas por aproximadamente 500 pb, del extremo 5’ (directo) y 3’ 
(inverso). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de bioinformática 
Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleótidos del clon fue de 3247 pares de 
bases de longitud (SEQ ID NO: 69) y se ha identificado como el promotor del gen de Δ12 desaturasa (SEQ ID NO: 
69) de ONC-T18.20
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Tabla 7: Promotor próximo de Δ12 Desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 69)

El análisis de la secuencia de Δ12 desaturasa reveló la presencia de veinticuatro fases abiertas de lectura (ORF) 5
potenciales, mayores de 100 pb de longitud, dentro de la región de 3247 pb. El análisis de BLASTP de estas 
identificó varias con relevancia potencial para mecanismos de control y esta solicitud. Los ejemplos incluyen los que 
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tienen homología con cinamil alcohol deshidrogenasas dependientes de NADPH (E= 2e -55), con dominios de NADB 
rossmann y Epimerasa conservados, proteínas bifuncionales de tipo proteasa/dUTPasa (E=2,2), monooxigenasa 
que contiene flavina (E=0,48), precursor de lipoproteína de biosíntesis de tiamina (E= 0,17), nucleotidil transferasa 
(E= 0,99) y proteína de unión a maltosa periplásmica potencial (0,5). Se sabe en el campo que las ORF cadena 
arriba (uORF) pueden influir en una función reguladora en la expresión de proteínas (Child, Miller et al. 1999), como 5
también pueden mecanismos de corte y empalme alternativo y riboswitch (Epshtein, Mironov et al. 2003; Croft, 
Moulin et al. 2007). El análisis bioinformático de sitio promotor/de inicio de la transcripción en línea con mosca de la 
fruta (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) identificó los siguientes sitios promotores/de inicio de la 
transcripción potenciales:

10
Predicciones de promotor cadena directa

Comien
zo

Final
Puntuaci

ón
Secuencia promotora SEQ ID NO:

444 494 0,89 74

947 997 0,95 75

1509 1559 0,96 76

2637 2687 0,83 77

3060 3110 0,99 78

Predicciones de promotor cadena inversa
Comien

zo
Final

Puntuaci
ón

Secuencia promotora SEQ ID NO:

2866 2816 0,98 79

2551 2501 0,99 80

2410 2360 0,87 81

1537 1487 0,88 82

305 255 0,93 83

Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas de la secuencia promotora de gen de Δ12 desaturasa (SEQ ID 15
NO: 69) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando 
la herramienta de búsqueda de alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontró ninguna 
secuencia significativa homóloga de la secuencia promotora de gen de Δ12 desaturasa (SEQ ID NO: 69).

10. Aislamiento e identificación de una secuencia promotora de gen de Δ5 desaturasa (SEQ ID NO:71). Se 20
diseñaron cebadores oligonucleotídicos para flanquear la región reguladora cadena arriba del gen de Δ5 
desaturasa. Los cebadores se diseñaron para incluir sitios de enzimas de restricción por la conveniencia de la 
clonación molecular cadena abajo. El fragmento de ADN de promotor del gen de Δ5 desaturasa se amplificó 
usando PCR, se precipitó, se digirió con las enzimas de restricción Xhol y NcoI, se purificó en gel de agarosa y 
se clonó en los sitios de restricción correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California) 25
digerido con las mismas enzimas de restricción y purificado en gel. El inserto de un clon positivo se secuenció 
usando cebadores apropiados. Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de 
software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleótidos 
del clon es de 1066 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 71) y se ha identificado como el promotor de gen 
Δ5 desaturasa (SEQ ID NO:71) de ONC-T18.30
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Tabla 8: Promotor próximo de ASDesaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 71)

La herramienta de predicción de ORF en línea, ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) identificó 12 
ORF potenciales de más de 100 bases, dentro del promotor de 1066 pb. De estas, se descubrió homología con la 5
base de datos no redundante en el NCBI (como se identificó por análisis de BLASTP) para varias ORF; sin embargo 
la homología fue baja y por lo tanto no se consideró relevante para este trabajo. Independientemente, tal como se ha 
analizado previamente, uORF y riboswitch pueden influir en la función del promotor de maneras previamente 
indeterminadas. El análisis bioinformático de sitio promotor/de inicio de la transcripción en línea con mosca de la 
fruta (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) identificó los siguientes sitios promotores/de inicio de la 10
transcripción potenciales.

Predicciones de promotor cadena directa

Comienzo Final Puntuación Secuencia promotora SEQ ID NO:

534 584 0,83 84

973 1023 0,85 85

Predicciones de promotor cadena inversa

902 852 0,86 86

Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas de la secuencia promotora de gen de Δ5 desaturasa (SEQ ID 
NO: 71) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando 15
la herramienta de búsqueda de alineamiento local básica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontró ninguna 
secuencia homóloga del promotor del gen de Δ5 desaturasa (SEQ ID NO:71).

Ejemplo 2: Identificación de un antibiótico que puede usarse para manipulación genética de 
Thraustochytrium sp. ONC-T18 (para referencia)20

El presente ejemplo describe experimentos que identifican un antibiótico para el que puede usarse resistencia como 
un marcador seleccionable para manipulación genética de ONC-T18.

Se cultivó Thraustochytrium sp. ONC-T18 en placas de agar (20 g de agar por litro de ONC-T18-GM0). Se inoculó un 25
asa de inóculo de ONC-T18 en 50 ml de ONC-T18-GM0 líquido, y el cultivo se incubó en un incubador agitador a 25 
°C a 250 rpm durante 36 horas. Se transfirió medio mililitro del cultivo a un tubo de 1,5 ml y se agitó vorticialmente a 
máxima velocidad durante 30 segundos para romper los grupos de células, después se diluyó en 50 ml de agua 
esterilizada. Se sembraron en extensión cien microlitros de la solución resultante en cada placa de medio ONC-T18-
GM0. Cada placa contenía uno de diversos antibióticos a una de diversas concentraciones. Las placas se incubaron 30
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a 25 °C y se observaron diariamente la aparición y el desarrollo de colonias. Como puede verse en la Tabla 9, el 
crecimiento de ONC-T18 fue insensible a la mayoría de los antibióticos ensayados. Sin embargo, la zeocina inhibió 
significativamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar de ONC-T18-GM0.

Por lo tanto, el presente ejemplo identifica la zeocina como un antibiótico que puede usarse para selección en 5
experimentos de manipulación genética.

Tabla 9: Efectos de antibióticos en el crecimiento de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Antibióticos

Concentración (µg/ml de medio)

0 1 10 50 100

Nourseotricina ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

Bialofos ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

Concentración (µg/ml de medio)

0 100 200 500

Kanamicina ++++ ++++ ++++ ++++

Concentración (µg/ml de medio)

0 10 30 50 100

Zeocina ++++ +++ ++ + ---

Ejemplo 3: Agente mutagénico (para referencia)10

Este ejemplo describe, entre otras cosas, el descubrimiento de un agente mutagénico eficaz. Este agente en 
particularmente útil para mutagénesis en traustoquítridos.

La zeocina rompe el ADN cromosómico en células. Se ha planteado la hipótesis de que el antibiótico zeocina sería 15
un agente mutagénico útil para cepas de traustoquítridos para mejora de cepas. A determinadas concentraciones, la 
zeocina puede destruir la mayoría de células tratadas, pero algunas células aún sobrevivieron. El tratamiento de 
células a alta concentración aumenta la frecuencia de mutación, lo que puede facilitar la selección y el aislamiento 
de cepas mutadas.

20
La cepa de tipo silvestre de protista marino de ONC-T18 se eligió como un sistema modelo para ensayar si la 
zeocina sería eficaz para inducir mutagénesis en esta cepa. Un asa llena de los inóculos de ONC-T18, que crecían 
en las placas de agar que contenían medio ONC-T18-GM0 [extracto de levadura 5 g/l, peptona 5 g/l, D(+)-glucosa 
10 g/l, sal marina artificial 35 g/l, oligoelementos 1,25 mg/l (NaH2PO4·H2O 5 g/l, FeCl3·6H2O 3,15 g/l, Na2EDTA·2H2O 
4,36 g/l, CuSO4·5H2O 0,6125 mg/l, Na2MoO4·2H2O 0,0597g/l, ZnSO4·7H2O 0,022 g/l, CoCI2·6H2O 0,01 g/l, 25
MnCl2·4H2O 0,18 g/l, H2SeO3 13 µg/l, NiSO4·6H2O 2,7 mg/l, Na3VO4 1,84 mg/l y K2CrO4 1,94 mg/l), vitaminas 1,25 
mg/l (vitamina B12 1 mg/l, biotina 1 mg/l, tiamina HCl 0,20 g/l) y 20 g de agar por litro], se inoculó en 50 ml de medio 
ONC-T18-GM0 líquido, y se incubó en un incubador agitador a 25 °C a 250 rpm durante 36 horas. Se transfirió 
medio mililitro del cultivo a un tubo de 1,5 ml y se agitó vorticialmente a máxima velocidad durante 30 segundos y 
después se diluyó en 50 ml de agua esterilizada. Se sembraron en extensión respectivamente cien microlitros de los 30
inóculos diluidos en las placas de agar que contenían zeocina a diversas concentraciones (0, 10, 30, 50 y 100 
µg/ml). Las placas se incubaron en un incubador a 25 °C. La aparición y el desarrollo de las colonias se observaron 
diariamente. Seis días después de la inoculación, los tamaños de las colonias que crecían a zeocina 10 µg/ml fueron 
similares a los de zeocina 0 µg/ml y gradualmente se redujeron a zeocina de 30 a 50 µg/ml. Los números de 
colonias por placa también se redujeron gradualmente a zeocina 10, 30 y 50 µg/ml. A zeocina 50 µg/ml solamente se 35
vieron varias colonias. Notablemente, se observaron sectores de colonias con diversos cambios de la morfología de 
las colonias visibles en algunas de las colonias que crecían a zeocina 50 µg/ml, pero no se observaron en las 
colonias que crecían a menor concentración o sin zeocina, lo que indica que la zeocina es de hecho un agente 
mutágeno eficaz para cepas de traustoquítridos. En estas condiciones, la zeocina fue eficaz dentro del intervalo de al 
menos 10-200 µg/ml; también pueden ser eficaces concentraciones mayores. Por ejemplo, podrían funcionar 40
concentraciones en el intervalo de 200-500 µg/ml. En algunos casos, se usan mayores concentraciones de zeocina 
cuando las concentraciones salinas también aumentan para contrarrestar la posible degradación de zeocina de sal. 
En las condiciones particulares utilizadas en el presente ejemplo, la zeocina funcionó mejor a 50 µg/ml.

Ejemplo 4: Construcciones de ácido nucleico45

Este ejemplo describe la construcción de los vectores de expresión génica específicos de traustoquítridos. La 
presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden genes de 
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Thraustochytrium, promotores y/o terminadores unidos operativamente a un gen heterólogo (por ejemplo, de modo 
que el promotor esté cadena arriba del gen y el terminador esté cadena abajo). Dichos vectores incluyen, por 
ejemplo, uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables. La presente 
divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de Thraustochytrium
unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por ejemplo, un 5
terminador, uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables.

1. Generación de los vectores plasmídicos recombinante pD4DPZ1 (SEQ ID NO:30; Fig. 2) y pE5PZ1 (SEQ 
ID NO:31; Fig. 3). Se amplificaron fragmentos de ADN promotores de los genes de Δ4 desaturasa y Δ5 elongasa 
de ONC-T18 con PCR usando el ADN genómico de ONC-T18 como el molde y ADN polimerasa TaKaRa LA 10
Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón). El cebador n.º 1 (SEQ ID NO: 25) que porta el sitio de enzimas de 
restricción Xhol en su extremo 5’, y el cebador n.º 2 (SEQ ID NO: 26) que abarca el sitio de enzimas de 
restricción NcoI en su extremo 5’ se utilizaron para la amplificación del promotor génico de Δ4 desaturasa (SEQ 
ID NO:24). El cebador n.º 3 (SEQ ID NO: 20) que porta el sitio de enzimas de restricción Xhol en su extremo 5’ y 
el cebador n.º 4 (SEQ ID NO: 21) que contiene el sitio de enzimas de restricción NcoI en su extremo 5’ se 15
emplearon para la amplificación del promotor de Δ5 elongasa (SEQ ID NO:19). Se llevaron a cabo reacciones de 
PCR en un volumen de mezcla de reacción de 50 µl que contenía 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa LA 
Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón), Tampón LA PCR II 1 X, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 225 ng del 
molde de ADN genómico, cebadores 0,20 µM [pares de cebadores, n.º 1 (SEQ ID NO: 25) y n.º 2 (SEQ ID NO: 
26) para amplificación del promotor de Δ4 desaturasa y n.º 3 (SEQ ID NO: 20) y n.º 4 (SEQ ID NO: 21) para 20
amplificación del promotor de Δ5 elongasa] en las siguientes condiciones: 94 °C durante 30 segundos durante un 
ciclo, 98 °C durante 10 segundos y 55 °C durante 5 segundos, 72 °C durante 2 minutos durante 30 ciclos.

Los productos de PCR se precipitaron siguiendo estos procedimientos: se añadió ddH2O sin nucleasa a un volumen 
total de 200 µl, después se añadieron 20 µl de NaAc 3 M (pH 5,2) y 440 µl de etanol 100 % y se mezclaron por 25
agitación vorticial breve, se incubaron en hielo durante 1 hora, se centrifugaron a máxima velocidad con una 
centrífuga de sobremesa durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante, se añadieron 500 µl de etanol al 75 % y 
se centrifugaron durante 2 minutos a máxima velocidad, se descartó el sobrenadante y se secaron al vacío los 
sedimentos de ADN durante aproximadamente 10 minutos. Los productos de PCR del promotor del gen de Δ4 
desaturasa se digirieron con enzimas de restricción NcoI (10 unidades) y Xhol (10 unidades) en un volumen de 30
mezcla de reacción de 25 µl que contiene NEBuffer 2 1 X y BSA 1 X; (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a 
37 °C durante 2 horas. Los productos de PCR del promotor del gen de Δ5 elongasa se digirieron con enzimas de 
restricción NcoI (10 unidades) y Xbal (10 unidades) en las mismas condiciones. Los productos de PCR digeridos se 
resolvieron en gel de agarosa 0,8 % para electroforesis a 88 tensiones durante 45 minutos. Las bandas de ADN de 
los productos de PCR se recortaron con una cuchilla del gel de agarosa y los ADN se extrajeron y se purificaron con 35
kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) según el protocolo del fabricante. El fragmento de 
ADN de promotor del gen de Δ4 desaturasa resultante con los extremos adhesivos específicos de enzima se ligó en 
los sitios de restricción correspondientes NcoI y Xhol del vector pSV40/Zeo2 digerido con las mismas enzimas de 
restricción y se purificó en gel de agarosa, para producir el vector pD4DPZ1 (SEQ ID NO:30; Fig. 2). El fragmento de 
ADN del promotor del gen de Δ5 elongasa resultante con los extremos adhesivos específicos de enzima, se ligó en 40
los sitios de restricción del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California) digerido con enzimas de 
restricción NcoI y Nhel y se purificó en gel de agarosa, para producir el vector pE5PZ1 (SEQ ID NO:31; Fig. 3). Las 
reacciones de ligamiento se llevaron a cabo en un volumen de mezcla de reacción de 10 µl que contenía tampón de 
ligamiento 1X, los ADN de inserto y vector (relación molar 3:1) y 0,5 unidades de ADN ligasa T4 (Invitrogen, 
California) a temperatura ambiente durante 12 horas. Después los ADN ligados se transformaron en las células 45
competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen Corporation, California). Los ADN plasmídicos de tres colonias de los 
transformantes se aislaron de cultivos bacterianos de 3 ml usando kit de miniprep de plásmidos Zyppy™ (Zymo 
Research Corp., Orange, California). La integridad de los clones se ensayó preliminarmente con digestiones con 
enzimas de restricción usando enzimas Xhol y Notl para construcción del promotor del gen de Δ5 elongasa y 
enzimas NcoI y Xhol para construcción del promotor de Δ4 desaturasa. Los insertos de los clones positivos 50
identificados preliminarmente JZ1-57-1 de vector del promotor del gen de Δ4 desaturasa, y JZ1-57-7 de vector del 
promotor del gen de Δ5 elongasa se secuenciaron exhaustivamente usando el cebador n.º 14 (SEQ ID NO:22) y 
cebador n.º 15 (SEQ ID NO:23). El vector resultante pD4DPZ1 (SEQ ID NO: 30; Fig. 2) contiene el gen ble de 
Streptoalloteichus hidustanus, flanqueado por el promotor del gen de Δ4 desaturasa de ONC-T18 y el terminador de 
SV40. El vector resultante pE5PZ1 (SEQ ID NO:31; Fig. 3) también contiene el gen ble flanqueado por el promotor 55
del gen de Δ5 elongasa de ONC-T18 y el terminador de SV40.

La presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de 
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. Dichos vectores incluyen, por ejemplo, un terminador, 
uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables.60

2. Generación del vector de expresión génica de marcador de proteína verde fluorescente (GFP) (SEQ ID 
NO:32; Fig. 4). Para preparar el ADN plasmídico molde del gen de GFP, la reserva bacteriana de E. coli que 
contenía el plásmido pCD3-327 [N.º de referencia de GenBank U70496; (Davis y Vierstra, 1998)] se obtuvo del 
centro de depósito de Arabidopsis (Ohio, EE.UU.). Las bacterias se sembraron en estrías en la placa de agar LB 65
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que contenía ampicilina 100 µg/ml. Se inoculó una única colonia en 3 ml de medio LB que contenía ampicilina 
100 µg/ml y se cultivó durante una noche. El ADN plasmídico de las bacterias cultivadas se aisló usando kit de 
aislamiento de ADN de miniprep bacteriano Ultraclean (MO BlO Laboratories, lnc, Solana Beach, California) 
según el protocolo del fabricante.

5
El fragmento de ADN del gen de GFP se amplificó con PCR usando ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™
(Takara Bio Inc., Shiga, Japón), el ADN del plásmido molde pCD3-327 y los pares de cebadores n.º 5 (SEQ ID 
NO:33) que porta el sitio de enzima de restricción Xhol en su extremo 5’ y n.º 6 (SEQ ID NO:34). Después los 
productos de PCR se precipitaron con etanol y se digirieron con enzima de restricción XhoI y se purificaron en gel. El 
ADN purificado en gel se ligó en los sititos de enzimas de restricción Xhol y BsaAl de la cadena principal del ADN 10
plasmídico del vector pE5PZ1 (SEQ ID NO:31; Fig. 3) digerido con enzimas Xhol y BsaAl y se purificó en gel, para 
reemplazar el gen ble con el gen marcador de proteína verde fluorescente (GFP) y producir el vector de expresión 
pE5PRsGFP1 (SEQ ID NO:32; Fig. 4) en el que el gen GFP está flanqueado por el promotor del gen de Δ5 elongasa 
de ONC-T18 y el terminador de SV40. Como se muestra en la Fig. 4, un gen de resistencia a AMP proporcionó 
selección positiva de clones transformados.15

La presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de 
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por 
ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables. A 
la luz de la descripción proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos vectores e información 20
de secuencia con respecto a determinados elementos tales como promotores y/o terminadores suficientes para 
permitir el enlace de elementos (por ejemplo, promotores, terminadores) que tienen dichas secuencias a otros 
elementos, los expertos habituales en la materia, que lean la presente divulgación, serían capaces de preparar y 
usar una amplia serie de construcciones de vector individuales diferentes, por ejemplo combinando secuencias 
proporcionadas con cualquiera de una diversidad de elementos adicionales conocidos, con frecuencia de acuerdo 25
con técnicas conocidas.

3. Generación de los vectores plasmídicos recombinantes p341PZ40T (SEQ ID NO:35; Fig. 5). Para 
construir el vector p341PZ40T (SEQ ID NO:35; Fig. 5) que contiene el gen ble de Streptoalloteichus hidustanus,
flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18 y terminador de SV40, el fragmento de ADN 30
del promotor del gen de tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando los pares de cebadores n.º 66 (SEQ ID 
NO:36) y n.º 67 (SEQ ID NO:37), y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el Ejemplo 1. La 
secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 66 (SEQ ID NO:36) es complementaria de una región pequeña de un 
vector intermedio derivado del vector pT7Blue-3 (Novagen, Gibbstown, NJ, EE.UU.), y su extremo 3’ es 
complementario de la cadena menos del extremo 5’ del promotor del gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18. La 35
secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 67 (SEQ ID NO:37) es complementaria de la cadena más de la 
secuencia del extremo 5’ de la fase abierta de lectura del gen ble y su extremo 3’ es complementario de la 
cadena más del extremo 3’ del promotor del gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18.

El fragmento de ADN de la ORF del gen ble que incluye el terminador de SV40 localizado en su extremo 3’ también 40
se amplificó con PCR usando los pares de cebadores n.º 68 (SEQ ID NO:38) y n.º 71 (SEQ ID NO:39), y el ADN 
molde plasmídico del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, California). La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 68 
(SEQ ID NO:38) es complementaria de la cadena más de la secuencia del extremo 3’ del promotor del gen de 
tubulina n.º 341 de ONC-T18 y su extremo 3’ es complementario de la cadena menos del extremo 5’ del promotor de 
la ORF del gen ble. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 71 (SEQ ID NO:39) es complementaria de una 45
región pequeña de un vector intermedio derivado del vector pT7Blue-3 y su secuencia del extremo 3’ es 
complementaria de la cadena más de la secuencia del extremo 3’ del terminador de SV40.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de mezcla de reacción de 50 µl que contenía 2,5 unidades 
de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón), Tampón de PCR PrimeStar 1 X, 50
mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 1 ηg del ADN plasmídico molde, 0,20 µM de cada cebador de los pares de 
cebadores. Se emplearon las condiciones de PCR, 98 °C durante 10 segundos y 55 °C durante 5 segundos y 72 ºC 
durante 2 minutos, durante 30 ciclos. Los productos de PCR del promotor del gen de tubulina n.º 341 y ORF del gen 
ble se resolvieron en gel de agarosa 0,8 % para electroforesis a 65 tensiones durante 60 minutos. Las bandas con 
los tamaños correctos se recortaron con una cuchilla y sus ADN se extrajeron y se purificaron con kit de extracción 55
en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) según el protocolo del fabricante. Después los productos de PCR 
purificados en gel se mezclaron en relaciones molares similares, que se usaron como los moldes de ADN para la 
PCR de extensión para fusionar el promotor del gen de tubulina n.º 341, la ORF del gen ble incluyendo terminador 
de SV40 entre sí (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988; Zhang, Wege y Jeske, 2001). La PCR de extensión se llevó a 
cabo en un volumen de mezcla de reacción de 50 µl usando ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ ((Takara Bio 60
Inc., Shiga, Japón), -100 ng del ADN molde de los productos de PCR mixtos y los pares de cebadores n.º 66 (SEQ 
ID NO:36) y n.º 71 (SEQ ID NO:39) (0,20 µM cada uno). Se emplearon las condiciones de PCR, 98 °C durante 10 
segundos, 50 °C durante 5 minutos y 72 °C durante 3 minutos durante 6 ciclos; y 98 °C durante 10 segundos, 50 °C 
durante 5 segundos y 72 °C durante 3 minutos y medio durante 25 ciclos. El producto de PCR que contiene casete 
de expresión del gen ble específico de ONC-T18 se purificó en gel con el kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, 65
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Valencia, California) según el protocolo del fabricante y se clonó en un vector intermedio derivado del vector 
pT7Blue-3 (Novagen, Gibbstown, NJ, EE.UU.) usando PCR de extensión (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988; Zhang, 
Wege y Jeske, 2001). La PCR de extensión se llevó a cabo en un volumen de mezcla de reacción de PCR de 50 µl 
que contenía 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón), Tampón 
de PCR PrimeStar 1 X, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 200 ng de ADN del producto de PCR purificado en gel 5
que contiene el casete de expresión del gen ble específico de ONC-T18 y 600 ng de ADN plasmídico de un vector 
intermedio linealizado con la enzima de restricción Hindlll. Se emplearon las condiciones de PCR, 98 °C durante 10 
segundos, 60 °C durante 5 segundos y 72 °C durante 5 minutos y medio durante 30 ciclos. A continuación el ADN 
plasmídico molde fue destruido por la digestión con enzima de restricción de DpnI que digería específicamente el 
ADN plasmídico metilado de algunas cepas bacterianas. Esta digestión se llevó a cabo en un volumen de reacción 10
de 150 µl que contenía 50 µl de productos de PCR de extensión, 30 unidades de DpnI y tampón de reacción 4 de 
enzima de restricción 1X (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a 37 °C durante 2 horas. Después de 
digestión, la enzima DpnI se inactivó por incubación a 80 °C durante 20 minutos. Después se añadió agua 
esterilizada en la mezcla de digestión hasta 350 µl y se desaló y concentró adicionalmente el ADN hasta ~100 ng/µl 
usando la columna Microcon (YM-100, Millipore Corporate, Billerica, MA). Se usó un µl del ADN desalado para 15
transformar las células competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU) usando el electoporador 
(Eppendorf 5210) ajustado a 1890 tensiones así como las cubetas de electroporación de 1 mm de hueco (Eppendorf, 
NY, EE.UU.). Las colonias positivas se exploraron preliminarmente con la PCR de colonias directa como se describe 
en el ejemplo 1 usando los pares de cebadores n.º 64 (SEQ ID NO:40) y n.º 65 (SEQ ID NO:41). El inserto del clon 
positivo JZ2-53-10 se secuenció completamente usando cebadores directos e inversos así como cebadores internos 20
n.º 15 (SEQ ID NO:23), n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 (SEQ ID NO: 7), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID 
NO:41) y n.º 85 (SEQ ID NO:43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de 
software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la integridad del inserto clonado. El vector de 
expresión del gen ble resultante se denominó p341PZST (SEQ ID NO:35; Fig. 5), en el que el gen ble está 
flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18 y terminador de SV40.25

4. Generación de los vectores plasmídicos recombinantes p341PZ347T (SEQ ID NO:44; Fig. 6). Para 
construir el vector p341PZ347T (SEQ ID NO:44; Fig. 6) que contiene el gen ble de Streptoalloteichus hidustanus,
flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.º 341 y un terminador del gen de tubulina n.º 347 de ONC-T18, 
el fragmento de ADN del promotor del gen de tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando los pares de 30
cebadores n.º 66 (SEQ ID NO:36) y n.º 67 (SEQ ID NO:37), y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 
descrito en el Ejemplo 1.

El fragmento de ADN de la ORF del gen ble también se amplificó con PCR usando los pares de cebadores n.º 68 
(SEQ ID NO:38) y n.º 72 (SEQ ID NO:45), y el ADN molde plasmídico del vector pSV40/Ze02 (Invitrogen, 35
California)). La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 72 (SEQ ID NO:45) es complementaria de la cadena más 
de la secuencia del extremo 5’ del terminador del gen de tubulina n.º 347.

El fragmento de ADN del terminador del gen de tubulina n.º 347 se amplificó con PCR usando los pares de 
cebadores n.º 73 (SEQ ID NO:46) y n.º 74 (SEQ ID NO:47), y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-22, descrito 40
en el ejemplo 1. La secuencia del extremo del cebador n.º 73 (SEQ ID NO:46) es complementaria de la cadena 
menos de la secuencia del extremo de la fase abierta de lectura del gen ble y su extremo 3’ es complementario de la 
cadena menos del extremo 5’ del terminador del gen de tubulina n.º 347 de ONC-T18. La secuencia del extremo 5’ 
del cebador n.º 74 (SEQ ID NO:47) es complementaria de una región pequeña de un vector intermedio derivado del 
vector pT7Blue-3 y su extremo 3’ es complementario de la cadena más del extremo 3’ del terminador del gen de 45
tubulina n.º 347 de Thraustochytrium.

Las PCR se llevaron a cabo exactamente tal como se describe en el ejemplo 2, sección 3. Los productos de PCR se 
purificaron en gel con el kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) según el protocolo del 
fabricante. Los productos de PCR purificados en gel del promotor del gen de tubulina n.º 341, ORF del gen ble y 50
terminador del gen de tubulina n.º 347, se mezclaron en relaciones molares similares, que se usaron como moldes 
de ADN para la PCR de extensión para fusionar el promotor del gen de tubulina n.º 341, ORF del gen ble y 
terminador del gen de tubulina n.º 347 entre sí. La PCR de extensión se llevó a cabo usando los pares de cebadores 
n.º 66 (SEQ ID NO: 36) y n.º 74 (SEQ ID NO: 47), 0,20 µM cada uno, tal como se describe en el ejemplo 2, sección 
3. El producto de PCR de fusión se purificó en gel con el kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, 55
California) según el protocolo del fabricante y se clonó en un vector intermedio derivado del vector pT7blue-3 usando 
PCR de extensión como se describe en el ejemplo 2, sección 3. Los productos de PCR de extensión se 
transformaron en células competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporación. Las 
colonias positivas se exploraron inicialmente con método de PCR de colonias usando los pares de cebadores n.º 64 
(SEQ ID NO: 40) y n.º 65 (SEQ ID NO:41) pares de cebadores n.º 16 (SEQ ID NO:42) y n.º 59 (SEQ ID NO:12), y 60
pares de cebadores n.º 54 (SEQ ID NO:7) y n.º 15 (SEQ ID NO:23). El inserto del clon positivo JZ2-69-2a se 
secuenció completamente usando cebadores directos e inversos así como cebadores internos n.º 15 (SEQ ID 
NO:23), n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 (SEQ ID NO: 7), n.º 59 (SEQ ID NO: 12), n.º 63 (SEQ ID NO: 4), n.º 64 (SEQ 
ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO:41) y n.º 85 (SEQ ID NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y 
analizaron usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la integridad del 65
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inserto clonado. El vector de expresión del gen ble resultante se denominó p341PZ347T (SEQ ID NO:44; Fig. 6) en 
el que el gen ble está flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18 y terminador n.º 347.

La presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden promotores y 
terminadores de Thraustochytrium unidos operativamente a un gen heterólogo (por ejemplo, de modo que el 5
promotor esté cadena arriba del gen y el terminador esté cadena abajo). En algunas realizaciones, dichos vectores 
incluyen, por ejemplo, uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables. La 
presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de 
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por 
ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables.10

5. Generación del vector plasmídico recombinante p341P713T (SEQ ID NO:48; Fig. 7). Para construir el 
vector p341PZ713T (SEQ ID NO:48; Fig. 7) que contiene el gen ble de S. hidustanus, flanqueado por el promotor 
del gen de tubulina n.º 341 y terminadores del gen de tubulina n.º 713 de ONC-T18, el fragmento de ADN del 
promotor del gen de tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO:36) y 15
n.º 67 (SEQ ID NO:37), y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el Ejemplo 1.

El fragmento de ADN de la ORF del gen ble también se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 68 (SEQ 
ID NO:38) y n.º 75 (SEQ ID NO:49), y el ADN molde plasmídico del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, California). La 
secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 75 (SEQ ID NO:49) es complementaria de la cadena más de la secuencia 20
del extremo 5’ del terminador del gen de tubulina n.º 713.

El fragmento de ADN del terminador del gen de tubulina n.º 713 se amplificó con PCR, usando el par de cebadores 
n.º 76 (SEQ ID NO:50) y n.º 77 (SEQ ID NO:51), y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-22-9 descrito en el Ejemplo 
1. La secuencia del extremo 5‘ del cebador n.º 76 (SEQ ID NO:50) es complementaria de la cadena menos de la 25
secuencia del extremo 3’ de la ORF del gen ble y su extremo 3’ complementario de la cadena menos del extremo 5’ 
del terminador del gen de tubulina n.º 713 de ONC-T18. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 77 (SEQ ID 
NO:51) es complementaria de una región pequeña de un vector intermedio derivado del vector pT7blue-3 y su 
extremo 3’ complementario de la cadena más del extremo 3’ del terminador del gen de tubulina n.º 713 de ONC-T18.

30
Los productos de PCR del promotor del gen de tubulina n.º 341, ORF del gen ble y terminador del gen de tubulina 
n.º 713, se purificaron en gel, se mezclaron en relaciones molares similares y se usaron como el molde de ADN para 
PCR de extensión usando los pares de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO:36) y n.º 77 ((SEQ ID NO:51) para fusionar el 
promotor del gen de tubulina n.º 341, el ORF del gen ble y terminador del gen de tubulina n.º 713 entre sí. El 
producto de PCR fusionado se purificó en gel con el kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California), 35
y se clonó en un vector intermedio linealizado por Hindlll derivado del vector pT7blue-3 usando una segunda PCR de 
extensión. Se usaron ADN de productos de PCR de extensión de un microlitro (~100 ηg) para transformar células 
competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporación. Las colonias positivas se 
exploraron inicialmente con la PCR de colonias usando el par de cebadores n.º 64 (SEQ ID NO:40) y n.º 65 (SEQ ID 
NO:41), par de cebadores n.º 16 (SEQ ID NO:42) y n.º 77 (SEQ ID NO:51), y par de cebadores n.º 54 (SEQ ID 40
NO:7) y n.º 15 (SEQ ID NO:23). El inserto del clon positivo JZ2-69-2b se secuenció completamente usando 
cebadores directos e inversos así como cebadores internos n.º 15 (SEQ ID NO:23), n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 
(SEQ ID NO: 7), n.º 63 (SEQ ID NO: 4), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO:41) y n.º 85 (SEQ ID NO:43). 
Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de bioinformática Kodon 
(Applied Maths) y se confirmó la integridad del inserto clonado. El vector de expresión del gen ble resultante se 45
denominó p341PZ713T (SEQ ID NO: 48; Fig. 7), en el que el gen ble está flanqueado por el promotor del gen de 
tubulina n.º 341 y el terminador n.º 713 de ONC-T18.

La presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden promotores y 
terminadores de Thraustochytrium unidos operativamente a un gen heterólogo (por ejemplo, de modo que el 50
promotor esté cadena arriba del gen y el terminador esté cadena abajo). En algunas realizaciones, dichos vectores 
incluyen, por ejemplo, uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables. La 
presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de 
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por 
ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables. A 55
la luz de la descripción proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos vectores e información 
de secuencia con respecto a determinados elementos tales como promotores y/o terminadores suficientes para 
permitir el enlace de elementos (por ejemplo, promotores, terminador) que tienen dichas secuencias a otros 
elementos, los expertos habituales en la materia, que lean la presente divulgación, serían capaces de preparar y 
usar una amplia serie de construcciones de vector individuales diferentes, por ejemplo combinando secuencias 60
proporcionadas con cualquiera de una diversidad de elementos adicionales conocidos, con frecuencia de acuerdo 
con técnicas conocidas.

6. Generación de los vectores plasmídicos recombinantes p711PZ40T (SEQ ID NO:52; Fig. 8). Para 
construir el vector p701PZ40T (SEQ ID NO:52; Fig. 8) que contiene el gen ble de S. hidustanus, flanqueado por 65
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el promotor del gen de tubulina n.º 701 de ONC-T18 y terminador de SV40, el fragmento de ADN del promotor 
del gen de tubulina n.º 701 se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 87 (SEQ ID NO:53) y n.º 88 
(SEQ ID NO:54), y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-10 descrito en el Ejemplo 1. La secuencia del 
extremo 5’ del cebador n.º 87 (SEQ ID NO: 48) es complementaria de una región pequeña del vector p341PZ40T 
y sus complementos del extremo 3’de la cadena menos de la secuencia del extremo 5’ del promotor del gen de 5
tubulina n.º 701. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 88 (SEQ ID NO: 54), es complementaria de la 
cadena más de la secuencia del extremo 5’ de la ORF del gen ble y su extremo 3’ coincide con la cadena más 
del extremo 3’ del terminador del gen de tubulina n.º 701. El producto de PCR se purificó en gel y se clonó en el 
vector de p341PZ40T para reemplazar el promotor del gen de tubulina n.º 341 usando PCR de extensión 
(Higuchi et al., 1988; Zhang et al., 2001). ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™, 200 ng de ADN de los 10
productos de PCR purificados en gel y 600 ng de ADN plasmídico linealizado por Bglll del vector p341PZ40T, se 
usaron en la PCR de extensión. Se usaron ADN de productos de PCR de extensión de un microlitro (~100 ηg) 
para transformar células competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporación. Las 
colonias positivas se exploraron inicialmente con método de PCR de colonias usando el par de cebadores n.º 52 
(SEQ ID NO: 51) y n.º 53 (SEQ ID NO: 52). El inserto del clon positivo se secuenció completamente usando 15
cebadores directos e inversos así como cebadores internos n.º 52 (SEQ ID NO: 1) y n.º 53 (SEQ ID NO: 2), n.º 
15 (SEQ ID NO: 23), n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 63 (SEQ ID NO: 4), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO: 
41) y n.º 85 (SEQ ID NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de 
software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la integridad del inserto clonado. El vector de 
expresión del gen ble resultante se denominó p701PZ40T (SEQ ID NO: 52; Figura 7), en el que el gen ble está 20
flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.º 701 de ONC-T18 y terminador de SV40.

7. Generación del vector plasmídico recombinante p341PRsGP40T (SEQ ID NO: 55; Fig. 9). Para construir el 
vector p341PRsGFP40T (SEQ ID NO:55; Fig. 9) que contiene el gen GFP de Aequorea victoria, flanqueado por 
el promotor del gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18 y terminador de SV40, el fragmento de ADN del promotor 25
del gen de tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 36) y n.º 78 
(SEQ ID NO: 56), y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el ejemplo 1. La secuencia del 
extremo 5’ del cebador n.º 78 (SEQ ID NO: 56) es complementaria de la cadena más de la secuencia del 
extremo 5’ de la ORF del gen GFP y su extremo 3’ coincide con la cadena más del extremo 3’ del promotor del 
gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18.30

El fragmento de ADN de la ORF del gen GFP también se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 79 
(SEQ ID NO: 57) y n.º 80 (SEQ ID NO: 58), y el ADN plasmídico molde del vector pCD3-327. La secuencia del 
extremo 5’ del cebador n.º 79 (SEQ ID NO: 57) es complementaria de la cadena más de la secuencia del extremo 3’ 
del promotor del gen de tubulina n.º 341 de ONC-T18 y su extremo 3’ coincide con la cadena menos del extremo 5’ 35
de la ORF del gen GFP. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 80 (SEQ ID NO: 58) es complementaria de la 
cadena más de la secuencia del extremo 5’ del terminador de SV40 y su extremo 3’ coincide con la cadena menos 
de la secuencia del extremo 3’ de la ORF del gen GFP.

El fragmento de ADN del terminador de SV40 también se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 81 40
(SEQ ID NO: 59) y n.º 71 (SEQ ID NO: 39), y el ADN plasmídico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, 
California). La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 81 (SEQ ID NO: 59) es complementaria de la cadena menos 
de la secuencia del extremo 3’ de la ORG del gen GFP y su secuencia del extremo 3’ coincide con el extremo 5’ del 
terminador de SV40.

45
Los tres productos de PCR anteriores se purificaron en gel, se mezclaron en relaciones molares similares y se 
usaron como el molde de ADN para PCR de extensión usando los pares de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO:36) y n.º 
71 (SEQ ID NO:39) para fusionar el promotor del gen de tubulina n.º 341, la ORF del gen GFP y terminador de SV40 
entre sí (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988). El producto de PCR de extensión que contenía el casete de expresión 
génica de GFP específico de ONC-T18 se purificó en gel, se clonó en el vector p341PZ40T linealizado con la enzima 50
de restricción Hindlll en un segundo ciclo de PCR de extensión. Los productos de segundo ciclo de PCR se 
limpiaron, se desalaron y se transformaron en células competentes E. coli Top 10 con electroporación. Las colonias 
positivas se exploraron usando PCR de colonias y el par de cebadores n.º 54 (SEQ ID NO:7) y n.º 86 (SEQ ID 
NO:60). El inserto del clon positivo JZ2-53-20 se secuenció completamente usando cebadores directos e inversos 
así como cebadores internos n.º 15 (SEQ ID NO:23), n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 (SEQ ID NO: 7), n.º 63 (SEQ ID 55
NO: 4), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO: 41), n.º 85 (SEQ ID NO:43) y n.º 86 (SEQ ID NO:60). Las 
secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de bioinformática Kodon 
(Applied Maths) y se confirmó la integridad del inserto clonado. El vector de expresión del gen GFP resultante se 
denominó p341PRsGFP40T (SEQ ID NO:55; Fig. 8) en el que el gen GFP está flanqueado por el promotor del gen 
de tubulina n.º 341 de ONC-T18 y terminador de SV40.60

[8. Generación del vector plasmídico recombinante pD4DPZ118S (SEQ ID NO:61; Fig. 10). Para construir el 
vector pD4DPZ18S (SEQ ID NO:61; Fig. 10), el ADN plasmídico del vector pD4DPZ1 se digirió con enzimas de 
restricción SalI y Sphl para linealizar el vector y después se purificó en gel con kit de extracción en gel QIAquick 
(Qiagen, Valencia, California) según el protocolo del fabricante. El fragmento de ADNr de 18S (SEQ ID NO: 29) 65
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que se amplificó del ADN genómico de ONC-T18 con PCR usando el par de cebadores 18SrRNAf (SEQ ID NO: 
27) y 18SrRNAr (SEQ ID NO: 28) y se clonó en el vector pT7Blue-3, se liberó del ADN plasmídico del clon JZ2-3-
1 por digestión de restricción con enzimas Xhol y Sphl, después se purificó en gel y se ligó en los sitios de 
restricción Sall y Sphl del vector linealizado de pD4DPZ1, para producir el pD4DPZ18S (SEQ ID NO: 61; Fig. 10) 
que porta un fragmento de ADN del gen de ARN de ribosoma 18S.5

9. Generación del vector plasmídico recombinante p341PZ5pEx (SEQ ID NO:62; Fig. 11). Para construir el 
vector p341PZ5pEx para la sobreexpresión de genes homólogos y heterogéneos (por ejemplo, Δ12 desaturasa), 
el vector de expresión génica de resistencia a zeocina pd5EPPZ1 se modificó con PCR usando los cebadores 
LinkerF (SEQ ID NO:63) y LinkerR (SEQ ID NO:64) para reemplazar la ORF del gen de resistencia a zeocina con 10
múltiples sitios de clonación incluyendo sitios de restricción de endonucleasa (NcoI, spel, Kpnl, Mlul, Ndel, Sphl, 
Nrul, BstBI y BamHI). Después de PCR, el ADN plasmídico molde se destruyó usando la enzima de restricción 
endonucleasa Dpnl. El producto de PCR se precipitó y digirió con la enzima de restricción endonucleasa MIuI, se 
purificó en gel, se volvió a ligar con ADN ligasa T4 (Invitrogen, California) y después se transformó en células E. 
coli Top 10. La exploración preliminar de los clones positivos se llevó a cabo usando digestiones de restricción. 15
La integridad de clones positivos se confirmó con secuenciación de ADN y se denominó el plásmido p5eEP40T 
(SEQ ID NO: 65). El ADN plasmídico del clon positivo se digirió con las enzimas de restricción endonucleasas 
Hindlll y EcoRI y el ADN plasmídico de cadena principal se purificó en gel. El casete de expresión génica de 
resistencia a zeocina en el que la ORF del gen de zeocina está flanqueada por el promotor del gen de tubulina 
n.º 341P y el terminador de SV40, también se aisló y se purificó en gel a partir del vector p18S341PZ40t digerido 20
con las mismas enzimas de restricción endonucleasas Hindlll y EcoRI. El casete de expresión génica de 
resistencia a zeocina se ligó después en los sitios de restricción de endonucleasa correspondientes HindlII y 
EcoRI del plásmido p5eEP40T, dando como resultado el vector de expresión génica p341PZ5pEx.

10. Generación de los vectores plasmídicos recombinantes pD12DPZ1 y pD5DPZ1. Se amplifican 25
fragmentos de ADN promotores (aproximadamente 2 kilobases 5’ de las ORF de los genes) de los genes de Δ12 
y Δ5 desaturasas de ONC-T18 con PCR usando el ADN genómico de ONC-T18 como el molde y ADN 
polimerasa TaKaRa LA Taq™ (TAKARA BIO INC., Shiga, Japón). Se utilizan un cebador de PCR directo 
diseñado de forma apropiada que porta el sitio de enzima de restricción XhoI en su extremo 5’ y un cebador 
inverso que abarca el sitio de enzima de restricción NcoI en su extremo 5’ para la amplificación del promotor del 30
gen de Δ12 desaturasa. Igualmente, se utilizan un cebador de PCR directo diseñado de forma apropiada que 
porta el sitio de enzima de restricción XhoI en su extremo 5’ y un cebador inverso que comprende el sitio de 
enzima de restricción NcoI en su extremo 5’ para la amplificación del promotor del gen de Δ5 desaturasa. Se 
llevan a cabo reacciones de PCR en un volumen de mezcla de reacción de 50 µl que contiene 2,5 unidades de 
ADN polimerasa TaKaRa LA Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón), Tampón LA PCR II 1 X, mezcla de dNTP 35
(0,40 mM cada uno), 225 ng del molde de ADN genómico, cebadores 0,20 µM, en la siguientes condiciones: 94 
°C durante 3 minutos durante un ciclo, 98 °C durante 30 segundos y 55 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 2 
minutos durante 30 ciclos.

Los productos de PCR se precipitan siguiendo estos procedimientos: añadir ddH2O sin nucleasa a un volumen total 40
de 200 µl, después se añaden 20 µl de NaAc 3 M (pH 5,2) y 440 µl de etanol 100 % y se mezclan por agitación 
vorticial breve, se incuban en hielo durante 1 hora, se centrifugan a máxima velocidad con una centrífuga de 
sobremesa durante 10 minutos, se descarta el sobrenadante, se añaden 500 µl de etanol al 75 % y se centrifugan 
durante 2 minutos a máxima velocidad, se descarta el sobrenadante y se secan al vacío los sedimentos de ADN 
durante aproximadamente 10 minutos. Los productos de PCR del promotor del gen de Δ12 desaturasa se digieren 45
con enzimas de restricción NcoI (10 unidades) y Xhol (10 unidades), y los productos de PCR del promotor del gen de 
Δ5 desaturasa se digieren con enzimas de restricción NcoI (10 unidades) y Xhol (10 unidades), en un volumen de 
mezcla de reacción de 25 µl que contiene NEBuffer 2 1X y BSA 1 X; (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a 
37 °C durante 2 horas. Los productos de PCR digeridos se resuelven en gel de agarosa 0,8 % para electroforesis a 
88 tensiones durante 45 minutos. Las bandas de ADN de los productos de PCR se recortan con una cuchilla del gel 50
de agarosa y los ADN se extraen y se purifican con kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) 
según el protocolo del fabricante. El fragmento de ADN de promotor del gen de Δ12 desaturasa resultante con los 
extremos adhesivos específicos de enzima se liga en los sitios de restricción correspondientes NcoI y Xhol del vector 
pSV40/Zeo2 digerido con las mismas enzimas de restricción y se purifica en gel de agarosa, para producir el vector 
pD12DPZ1. Igualmente, el fragmento de ADN de promotor del gen de Δ5 desaturasa resultante con los extremos 55
adhesivos específicos de enzima se liga en los sitios de restricción correspondientes NcoI y Xhol del vector 
pSV40/Zeo2 digerido con las mismas enzimas de restricción y se purifica en gel de agarosa, para producir el vector 
pD5DPZ1. Las reacciones de ligamiento se llevan a cabo en un volumen de mezcla de reacción de 10 µl que 
contenía tampón de ligamiento 1X, los ADN de inserto y vector (relación molar 3:1) y 0,5 unidades de ADN ligasa T4 
(Invitrogen, California) a temperatura ambiente durante 12 horas. Después los ADN ligados se transforman en las 60
células competentes de E. coli Top10 (Invitrogen Corporation, California). Los ADN plasmídicos de 1 -10 colonias de 
los transformantes se aíslan de cultivos bacterianos de 3 ml usando kit de miniprep de plásmidos Zyppy™ (Zymo 
Research Corp., Orange, California). La integridad de los clones se ensaya preliminarmente con digestiones de 
enzimas de restricción usando enzimas apropiadamente correspondientes. Los vectores resultantes, pD12DPZ1 y 
pD5DPZ1, contienen el gen ble de Streptoalloteichus hidustanus, flanqueado por el promotor del gen de Δ12 o Δ5 65
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desaturasa, respectivamente, de ONC-T18 y el terminador de SV40.

La presente divulgación proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden los promotores de 
Δ12 y/o Δ5 desaturasa unidos operativamente con un gen heterólogo (por ejemplo, ácido graso sintasa (AGS) de 
tipo 1). En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de 5
replicación, y uno o más marcadores seleccionables o detectables.

11. Generación de vector plasmídico recombinante con Δ12 desaturasa, promotor génico para conducir 
la expresión génica de Δ5 desaturasa. Las primeras 2 kilobases del gen de Δ5 desaturasa de ONC-T18 más la 
región promotora (aproximadamente 2 kilobases 5’ de la ORF del gen) se amplifican mediante PCR usando 10
cebadores apropiadamente seleccionados y diseñados tanto para amplificar la secuencia como para insertar 
sitios de digestión de restricción en el extremo de las secuencia amplificada. El producto de PCR resultante se 
aísla, y se purifica, después se realiza un segundo ciclo de PCR con cebadores apropiadamente diseñados para 
insertar un sitio de restricción entre el inicio de la ORF y el promotor. La construcción resultante se cierra en un 
vector de expresión bacteriana usando técnicas convencionales.15

La secuencia aislada del promotor del gen de Δ12 desaturasa (SEQ ID NO: 69) se clona después 5’ de la ORF del 
gen de Δ5 desaturasa usando los sitios de restricción modificados genéticamente y técnicas de biología molecular 
convencionales. Después los ADN ligados se transforman en las células competentes de E. coli Top10 (Invitrogen 
Corporation, California). Los ADN plasmídicos de 1-10 colonias de los transformantes se aíslan de cultivos 20
bacterianos de 3 ml usando kit de miniprep de plásmidos Zyppy™ (Zymo Research Corp, Orange, California). La 
integridad de los clones se ensaya preliminarmente con digestiones de enzimas de restricción usando enzimas 
específicas de los sitios de restricción modificados genéticamente.

12. Generación de vector de expresión de levadura de Δ12 desaturasa recombinante. Se purificó ADN 25
plasmídico del Ejemplo 1.7 usando kit de miniprep de plásmidos de 6 minutos UltraClean (MO, BIO Laboratories, 
Inc, Solana Beach, Calif). El plásmido obtenido de este modo se digiere con BamHI/NotI y se clona en el vector 
de expresión de levadura pYES2 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) para generar el clon pYΔ12Desat que se usó 
después para estudios de expresión en levadura.
13. Generación de un vector de desactivación de Δ12 desaturasa pT7-ΔΔ12desat. Para demostrar la función 30
del gen de Δ12 desaturasa dentro del organismo hospedador, se prepara el vector pT7-ΔΔ12desat. Se amplifican 
1000 pb de la secuencia 5’ que flanquean inmediatamente la ORF de Δ12 desaturasa junto con la ORF de Δ12 
desaturasa y parte de la secuencia de UTR 3’ mediante PCR. Esto proporciona una secuencia tanto 5’ como 3’ 
para recombinación homóloga. Son cebadores usados Δ12RegF1 - GGATCAAAGTCATACTATGCGTACACG 
(SEQ ID NO: 87) y Δ12RegR1 - GGTACCGTGAATACAGTCGAGGTAGC (SEQ ID NO: 88), produciendo un35
fragmento de ADN de 2368 pb. Este fragmento de ADN se clona en el plásmido pT7-Blue3 (Novagen) mediante 
métodos de clonación de TA convencionales, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los clones 
positivos se identifican mediante análisis de digestión de ADN plasmídico extraído y se secuencian para 
confirmar la fidelidad de construcción, produciendo el plásmido pT7-Δ12desat. El fragmento de ADN de Ble-SV40 
se aísla y se amplifica mediante PCR de un ADN molde adecuado. Los cebadores Δ12delMW-F -40
GACAAGGATTCACCCCAGCTTCGGTTGAAACTACAAGATCATGGCCAAGTTG ACCAGTGC (SEQ ID no: 89) 
y Δ12de1MW_R-CGAATCTCGCCGAGCGTCGGCAGGTCCGGGTTGTGCTTGCCATGCAGACAT 
GATAAGATACATTG (SEQ ID no: 90) se emplean para esto. Se diseñan cebadores para incluir extensiones 5’ 
que introdujeron homología en el fragmento de ADN de Δ12 desaturasa (en negrita y subrayado en cebadores 
D12delMW F y D12delMW R). Se realiza PCR con ADN polimerasa Phusion usando condiciones de reacción 45
convencionales. Para aumentar la eficacia de inserción, el plásmido pT7-D12desat se digiere con una enzima de 
restricción que escinde en un sitio único entre la base 1 y la base 95 de la ORF de Δ12 desaturasa, tal como 
NcoI. El ADN plasmídico lineal se purifica en gel y se emplea junto con el producto purificado en gel de la PCR 
de Ble-SV40 generado, a partir de los cebadores D12DelMW F y D12delMW R, en una segunda reacción de 
PCR que se diseñó para insertar el fragmento de ADN de Ble-SV40 en pT7-D12desat de una manera específica 50
de sitio, generando el plásmido pT7-Δ12desat. Este método de PCR se denomina PCR MEGAWHOMP y se ha 
descrito previamente (Miyazaki 2011), y se completa de acuerdo con protocolos convencionales con ADN 
polimerasa Phusion. Después de la amplificación la reacción de PCR se digiere con DpnI mediante la adición de 
5 µl de tampón NEB 4 10 x y 2 µl de endonucleasa de restricción Dpnl. Las reacciones se digieren a 37 ºC 
durante 16 horas. Después de la digestión las muestras de ADN se precipitan mediante reactivo SureClean 55
(Bioline), según las instrucciones del fabricante, se resuspenden en 10 µl de agua sin nucleasa y se usaron 3 µl 
para transformar células de E. coli electrocompetentes. Se consigue transformación de acuerdo con protocolos 
convencionales y las células se resuspenden inmediatamente en 750 µl de medio SOC y se incuben a 37 ºC 
durante 1 hora. La selección se consigue posteriormente sembrando en extensión células en placas de agar LB 
que contenían ampicilina e incubando a 37 ºC durante >16 horas. Se seleccionan varias colonias resultantes, se 60
cultivan en 3,5 ml de caldo de cultivo LB, complementado con ampicilina y se extrae ADN plasmídico mediante el 
kit de extracción de ADN plasmídico de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La digestión se completa 
para confirmar la presencia del fragmento de ADN de Ble-SV40 dentro de pT7-D12desaturasa, y se secuencian 
los plásmidos positivos para confirmar la fidelidad y precisión de la inserción. De este modo se crea el plásmido 
pT7-ΔΔ12desat.65
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Ejemplo 5: Un nuevo procedimiento de fermentación

Este ejemplo describe un método de fermentación de dos estadios para obtener alta producción de biomasa, lípidos 
totales y AGPI en cepas de traustoquítridos.

5
El ciclo vital de la cepa ONC-T18 se estudió en detalle mediante observaciones microscópicas de las células de 
cultivos que crecen en diversas condiciones tales como relaciones de fuentes X:N, nivel de oxígeno disuelto y 
temperaturas. Se ha descubierto que a baja concentración de oxígeno con una alta relación de carbono con respecto 
a nitrógeno (C:N) (por ejemplo, dentro del intervalo de 40:1 a 1:~0 y específicamente de 1:1 a 1:~0 y a temperatura 
ambiente, la cepa ONC-T18 creció vigorosamente y se propagó principalmente mediante producción de zoosporas, 10
dando como resultado grandes números de células vegetativas pequeñas que contienen menos cuerpos oleosos 
subcelulares y relativamente pequeños. Por el contrario, a alta relación C:N, bajo nivel de oxígeno y temperatura 
relativamente baja (por ejemplo, dentro del intervalo de 10-30 ºC, y específicamente a 20-25 ºC), la cepa ONC-T18 
se propagó principalmente mediante división directa de células vegetativas, dando como resultado una gran 
población de células gigantes que contienen cuerpos oleosos subcelulares notablemente voluminosos. Por lo tanto, 15
se desarrolló un método de fermentación de dos estadios para maximizar la productividad de biomasa, lípido total y 
AGPI. Este es un método óptimo para cultivar y explorar cepas de traustoquítridos de alto lípido y AGPI. Se 
realizaron los siguientes tres ensayos:

Ensayo I: La cepa de tipo ONC-T18 de tipo silvestre se inoculó en 10 ml de medio ONC-T18-GM0 líquido. Los 20
cultivos se dejaron crecer a 25 °C en un incubador agitador ajustado a 2,50 rpm durante 2 días. Después los 
inóculos (DO660 = 12) se inocularon en 100 ml de medio ONC-T18-GM0 en matraces de 250 ml. Se inocularon 
tres cultivos para cada cepa. Los cultivos se dejaron crecer en un incubador agitador ajustado a 250 rpm a 25 ºC 
durante 2 días, después se cambiaron a 150 rpm y 20 ºC y se dejaron crecer durante otros 4 días. Las biomasas 
de los cultivos se recogieron transfiriendo los cultivos celulares en un tubo falcon de 50 ml y centrifugando a 4000 25
rpm usando una centrífuga SORVALL LEGEND RT+ (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EE.UU.). La biomasa 
flotó en la superficie del medio líquido como una capa compactada. El medio líquido se liberó perforando un 
agujero muy pequeño en el fondo del tubo falcon usando una aguja de jeringa 18G 1 1/2. El sedimento de la 
biomasa en el tubo se congeló en un congelador a -80 ºC durante una noche y después se liofilizó usando un 
liofilizador durante tres días. Se pesó la biomasa de cada muestra.30
Ensayo II: Los inóculos se prepararon como se describe en el Ensayo I. A continuación, los inóculos (DO660 = 6) 
se inocularon en 50 ml de medio ONC-T18-GM0 en matraces de 250 ml. Se inocularon tres cultivos para cada 
cepa. Los cultivos se dejaron crecer en un incubador agitador ajustado a 250 rpm a 25 ºC durante 2 días, 
después se cambiaron a 150 rpm y 20 ºC. A los 2 días después de la inoculación, se añadieron 5 ml de glucosa 
50 % esterilizada por autoclave a cada matraz de cultivo, después a los 4 días después de la inoculación, se 35
añadieron 6 ml de glucosa. Después de 6 días después de la inoculación, las biomasas de los cultivos se 
recogieron como se ha descrito en el Ensayo I.
Ensayo III: Los inóculos se prepararon como se ha descrito en el Ensayo I. Después los inóculos (OD660=6) se 
inocularon en 50 ml de medio ONC-T18-GM0 en matraces con tabiques de 250 ml. Los cultivos se dejaron crecer 
en un incubador agitador ajustado a 250 rpm a 25 ºC. A los 2 y 4 días después de la inoculación, se añadieron 5 40
y 6 ml de glucosa 50 % esterilizada por autoclave a cada matraz de cultivo, respectivamente, como se realizó en 
el Ensayo II. El día 6 después de la inoculación, las biomasas de los cultivos se recogieron como se ha descrito 
en el Ensayo I.

Los contenidos de lípidos totales y DHA de cada muestra se analizaron usando el método de transesterificación 45
directo. Se mezclaron aproximadamente 20 mg de biomasa de células liofilizadas y 3 ml de tampón de reacción de 
transesterificación (metanol:ácido clorhídrico:cloroformo) agitando vorticialmente durante 10 segundos y se 
incubaron después en un baño de agua a 90 ºC durante dos horas. Después de completarse la transesterificación, 
las muestras se retiraron y se enfriaron hasta temperatura ambiente. Se añadió un ml de agua y se mezcló mediante 
agitación vorticial durante 10 segundos. Después se extrajeron ésteres metílicos de ácidos grasos (EMAG) 50
añadiendo 3 X 2 ml del disolvente de hexano: cloroformo (v/v, 4:1) y agitando vorticialmente durante 10 segundos, y 
se dejó reposar hasta que se completaron las separaciones de fases.

Se llevó a cabo análisis cromatográfico de gases (GC) de los EMAG usando dos patrones internos (200 µl). Se 
añadió un ácido hexacosaenoico (C23:0) antes de la transesterificación y el otro, ácido nonadecaenoico (C19:0) se 55
añadió directamente antes del análisis. Se realizaron análisis en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies, Palo 
Alto, CA, EE.UU.) con una columna capilar de sílice fusionado OMEGAWAX 320 de 30 m X 0,32 mm de diámetro 
interno (0,25 µm de grosor de película) instalada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y un detector de ionización 
de llama ajustado a 250 °C, relación de división 50:1 para detector DIL a 275 ºC. El volumen de inyección fue de 1 
µl. El gas vehículo fue H2 con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmación de la identidad de EMAG se 60
llevó a cabo usando un espectrómetro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y comparación 
de los tiempos de retención para patrones de laboratorio.

Los resultados (Tabla 10) indicaron que las condiciones de fermentación usadas en el Ensayo II fueron las mejores 
para alta producción de lípidos y DHA en ONC-T18: se observaron niveles dentro del intervalo de aproximadamente 65
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50 a aproximadamente 70 % de biomasa seca; pueden esperarse niveles tan altos como aproximadamente 70 % a 
aproximadamente 90 % basándose en estos hallazgos. Los rendimientos de DHA observados estuvieron dentro del 
intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 7,5 g/l de cultivo. Basándose en estos hallazgos, pueden 
esperarse rendimientos de DHA tan altos como aproximadamente 45 a aproximadamente 95 g/l.

5
Tabla 10: Productividades de biomasa, lípidos totales y DHA de Thraustochytrium sp. ONC-T18 en diversas 

condiciones de fermentación

Ensayo Biomasa (g/l) Lípido total (mg/g) Lípido total (g/l) DHA (g/l) DHA %

l 7,10 211,20 1,499 0,45 30,02

ll 41,32 671,09 27,729 5,94 21,42

Ill 46,50 661,07 30,740 3,06 9,96

El aumento del oxígeno disuelto por ejemplo usando matraz con tabiques y alta velocidad de agitación en el Ensayo 
III puede potenciar significativamente la productividad de biomasa, pero la productividad de DHA fue 10
considerablemente menor que la del Ensayo II. Por lo tanto, la optimización de parámetros de fermentación tales 
como relación C:N, concentración de glucosa, oxígeno disuelto y temperatura así como las dinámicas de estos 
parámetros durante los procesos de fermentación, iinfluyen en la producción rentable de lípidos y AGPI en cepas de 
traustoquítridos. Sin desear quedar ligados a ninguna teoría particular, los inventores proponen que los rendimientos 
aumentados observados en el Ensayo II en comparación con el Ensayo I pueden atribuirse al menos en parte a la 15
mayor concentración de glucosa y/o menores niveles de oxígeno disuelto en el Ensayo II.

Ejemplo 6: Optimización de la salinidad en medio ONC-T18-GM0 para selección eficaz de transformantes de 
Thraustochytrium sp. ONC-T18

20
Como se conoce en la técnica, la zeocina es inestable a altas concentraciones salinas (Invitrogen, CA, EE.UU.). 
También se ha mostrado que ONC-T18 prefiere crecer en condiciones de salinidad relativamente alta debido a sus 
ambientes de vida naturales (PCT/IB2006/003977). El presente ejemplo describe la determinación de 
concentraciones de zeocina y salinidades óptimas para la selección eficaz de transformantes de ONC-T18 usando 
un gen de resistencia a zeocina como el marcador seleccionable.25

Se sembraron en extensión cien µl de suspensión celular de ONC-T18 diluida a 1:500 de un cultivo de 2 días en 
placas ONC-T18-GM0 que contienen diversas concentraciones de antibiótico zeocina y sal marina. Las placas 
inoculadas se incubaron en un incubador a 25 °C durante 10 días. Se contaron los números de las colonias en cada 
placa. Las medias de los números de colonias de dos placas duplicadas se presentan en la Tabla 2. Después de 10 30
días después de la inoculación, no se observaron colonias en placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían sal 
marina 5 g/l y diversas concentraciones de zeocina. En placas que contenían sal marina 8,5 g/l sin zeocina, 
solamente se observó una colonia. En placas que contenían sal marina 18 g/l sin zeocina, los números de colonias 
fueron similares al de placas que contenían sal marina 35 g/l sin zeocina. Sin embargo, la zeocina a una 
concentración de 30 µg/ml inhibió completamente el crecimiento de ONC-T 18 en placas de agar ONC-T18-GM0 que 35
contenían sal marina 18 g/l, mientras que fue necesaria zeocina 100 µg/ml para la inhibición completa de ONC-T18 
en placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían sal marina 35 g/l. Se midieron los diámetros de colonias 
individuales en dos placas duplicadas y se muestran sus medias en la Tabla 3. Las salinidades entre 18 g/l y 35 g/l 
no afectaron a los tamaños de las colonias significativamente (Fig. 12). El presente ejemplo demuestra por lo tanto, 
entre otras cosas, que se observa mejor crecimiento en presencia de sal marina a una concentración por encima de 40
aproximadamente 8,5 g/l. Concentraciones en el intervalo de 8,5 g/l a más de 35 g/l (por ejemplo, hasta 
aproximadamente 36 g/l, 37 g/l, 38 g/l, 39 g/l, 40 g/l, 41 g/l, 42 g/l, 43 g/l, 44 g/l, 45 g/l, 46 g/l, 47 g/l, 48 g/l, 49 g/l, 50 
g/l o más, incluso posiblemente hasta 55 g/l, 60 g/l, 65 g/l, 70 g/l, 75 g/l, 80 g/l, 85 g/l, 90 g/l, 95 g/l, 100 g/l o más 
pueden ser adecuadas para el crecimiento. Para selección de transformantes usando zeocina, por supuesto, es 
deseable conseguir crecimiento robusto con sensibilidad mantenida a zeocina. Por lo tanto, para este trabajo, se usó 45
sal marina 18 g/l para preparar ONC-T18-GM0 para la selección de transformantes de ONC-T18 transformados con 
construcciones que portaban un casete de expresión génica resistente a zeocina.

Tabla 11: Efectos de la zeocina y la salinidad en los números de colonias de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Concentración de zeocina (µg/ml)

Concentración salina (g/l) 0 10 30 50 100

5 0 0 0 0 0

8,5 1 0 0 0 0
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Concentración de zeocina (µg/ml)

Concentración salina (g/l) 0 10 30 50 100

18 33 11 0 0 0

35 39 22,5 11 5 0

Tabla 12: Efectos de la zeocina y la salinidad en las tasas de crecimiento de las colonias (diámetro en mm) 
de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Concentración de zeocina (µg/ml)

Concentración salina (g/l) 0 10 30 50 100

5 0 0 0 0 0

8,5 3 0 0 0 0

18 4,3 4,1 0 0 0

35 5,2 4,1 1,9 0,6 0

Las eficacias de transformación se ensayaron a diversas condiciones de presión. En el presente ejemplo, se 5
descubrió que una condición de presión de aproximadamente 1100 psi daba como resultado una mejor eficacia que 
otras condiciones de presión ensayadas.

Ejemplo 7: Transformación de Thraustochytrium sp. ONC-T18
10

Este ejemplo describe un método de transformación biolística de ONC-T18.

Materiales y métodos.

Generación de células competentes. ONC-T18 se mantuvo en placas de agar ONC-T18-GM0 en un incubador a 15
25 °C y se transfirió a placas nuevas cada 3-4 semanas. Se inoculó un asa de inóculo de ONC-T18 tomado de 
células con crecimiento vigoroso en 50 ml de ONC-T18-GM0 en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml, y después se 
cultivó en un incubador agitador a 25 °C a 150 rpm durante aproximadamente 46 horas. Se transfirió medio mililitro 
del cultivo a un tubo de centrífuga de 1,5 ml esterilizado en una campana de flujo laminar en condiciones estériles, 
después se centrifugó en una centrífuga de sobremesa a 3000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se descartó, 20
el sedimento celular se resuspendió en 0,5 ml de agua esterilizada y se sembraron en extensión 100 µl de la 
suspensión celular en el área central (aproximadamente 28 cm2) de una placa de agar ONG-T18-GM0. Las placas 
de Petri se dejaron abiertas en una campana de flujo laminar en condiciones estériles durante 10 a 15 minutos para 
dejar que las células se sedimentaran y para evaporar agua líquida.

25
Transformación biolística. Los plásmidos pd5EPZ1, p341PZ40T, p341PZ347T, p341PZ713T y pD4DPZ18S 
(construidos tal como se describe en el Ejemplo 2; véase también Figs. 3, 5, 6, 7 y 10) se aislaron de cultivos 
bacterianos de cepas que contenían los plásmidos respectivos usando el kit de maxiprep de plásmidos ZYPPY™ 
(Zymo Research Corp., Orange, California) según el protocolo del fabricante. Tal como se analiza en el Ejemplo 2, 
cada uno de estos plásmidos contiene un transgén ble, que confiere resistencia a zeocina, fleomicina y bleomicina. 30
(Véase, por ejemplo, Gatignol et al. (1988) y Dumas et al. (1994). En el presente ejemplo, se empleó un transgén Sh 
ble (Streptoalloteichus hindustahus). También son adecuados otros transgenes ble, tales como los transgenes Tn5 
ble y Sa ble (Staphylococcus aureus).

Para cada plásmido, se mezclaron cinco µl (~1 µg/µl) de ADN plasmídico cono 25 µl de suspensión de partículas de 35
oro (60 mg/ml en glicerol 50 %) agitando vorticialmente durante 3 minutos e incubando en hielo durante 10 minutos. 
Se añadieron diez µl de espermidina 0,1 M y 25 µl de CaCl2 2,5 M en la mezcla y se agitó vorticialmente 
inmediatamente durante 4 minutos, después se centrifugaron durante 10 segundos a máxima velocidad en una 
centrífuga de sobremesa. El sobrenadante se descartó. Las partículas de oro recubiertas de ADN plasmídico se 
lavaron dos veces con etanol 70 % y se resuspendieron en 36 µl de etanol 98 %. Se sembraron en extensión seis µl 40
de la suspensión de partículas de oro en cada disco macrovehículo y los discos se secaron al aire (Zhang et al.
2001).

El sistema de suministro de partículas de PSD-1000/He (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) se usó para 
suministro de ADN plasmídicos que portan casetes de expresión génica resistentes a zeocina en células 45
competentes ONC-T18 en condiciones estériles en una campana de flujo laminar de acuerdo con el protocolo del 
fabricante. Partes del sistema de suministro de partículas, incluyendo portadores de macrovehículos, macrovehículo, 
pantallas de detención, se esterilizaron por autoclave. La cámara del sistema de suministro de partículas se 
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desinfectó frotando con etanol al 70 %. Después de bombardeo, las placas de petri que contenían células 
transformadas se incubaron en incubador a 25 °C en oscuridad durante 6 a 16 horas. Las células transformadas se 
retiraron después por lavado de las placas usan 1 ml de medio de cultivo esterilizado, se transfirieron a un tubo de 
microcentrífuga esterilizado por autoclave de 1,5 ml y se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos. El 
sobrenadante se descartó y el sedimento se resuspendió en 0,5 ml de medio de cultivo esterilizado por autoclave. 5
Se sembraron en extensión ciento cincuenta µl de la suspensión celular en placas de agar ONC-T18-GM0 que 
contenían ~50-500 µg/ml de zeocina. Después de haberse evaporado el líquido en las placas, las placas se sellaron 
con PARAFILM® M y se incubaron en incubador a 25 °C durante 6-10 días. Se seleccionaron colonias resistentes a 
zeocina usando puntas de pipeta de 10 µl y se suspendieron en 50 µl de agua esterilizada en un tubo de PCR de 
200 µl. Se aplicó puntualmente un µl de la suspensión celular en placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían 150-10
200 µg/ml de zeocina. Después de 3-5 días de incubación a 25 ºC, se seleccionaron colonias de crecimiento 
vigoroso para análisis adicional.

Se cultivaron colonias resistentes a zeocina en placas de agar ONC-T18-GM0 que contienen 50-500 µg/ml de 
zeocina 4-6 días después de transformación biolística. Las cepas resistentes a zeocina se generaron con diversas 15
construcciones derivadas de combinaciones de diversos promotores y terminadores aislados de ONC-T18. Los 
números de los transformantes generados por transformación usando diferentes construcciones fueron variables. 
(Véase, por ejemplo, Tabla 13). En algunas realizaciones, el número de transformación es de aproximadamente 10-
500 por cada 5 µg de ADN plasmídico.

20
Tabla 13: Número de transformantes por transformación

Construcciones
Número de transformantes/5 µg de ADN 

plasmídicos

pd5EPZ1 11

p341PZ4OT 9

p341PZ347T 4

p341PZ713T 7

pD4DPZ18S 5

Ejemplo 8: Análisis de PCR de transformantes de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Este ejemplo describe la confirmación de la presencia del transgén en ONC-T18 transformado. Se usó un ensayo de 25
PCR para evaluar la presencia del transgén ble, que está presente en cada una de las construcciones plasmídicas 
usadas para transformar ONC-T18.

Se inoculó un asa de inóculo de cada cepa transformada potencialmente que crecía en placas de agar de zeocina-
ONC-T18-GM0 en 10 ml de medio ONC-T18-GM0 líquido en un matraz de 50 ml y se cultivó en un incubador 30
agitador a 25 °C y a 250 rpm durante 2 días. Se usaron dos ml para aislamiento del ADN genómico de cada cepa 
usando un kit de aislamiento de ADN de miniprep microbiana Ultraclean (MO BIO Laboratories, Inc, Solana Beach, 
California) siguiendo el protocolo del fabricante. Se midieron las concentraciones de ADN genómico usando el 
espectrofotómetro Spectro 2000RSP (Lebomed, Inc., Culver City, CA, EE.UU.). Se usó medio µl de ADN genómico 
para una reacción de PCR de 20 µl que contenía los siguientes componentes: ADN polimerasa Taq (Sigma), tampón 35
de PCR 1 X, MgCl2 2,5 mM, mezcla de dNTP (0,20 mM cada uno), cebador n.º 64 0,25 µM (SEQ ID NO:66) y 
cebador n.º 65 0,25 µM (SEQ ID NO:67) en un tubo de PCR de 200 µl. Se llevaron a cabo reacciones de PCR 
usando el siguiente programa de termociclado: 94 °C durante 3 minutos, 94 °C durante 1 minuto, 55 °C durante 2 
minutos y 72 °C durante 2 minutos durante 30 ciclos. El cebador n.º 64 hibrida con el extremo 5’ y el cebador n.º 65 
hibrida con el extremo 3’ del gen ble de cada plásmido usado para transformar ONC-T18. Se amplificó un fragmento 40
de ADN de ~350 pares de bases de los ADN genómicos de transformantes positivos y de ADN plasmídico del 
control positivo, pero no de ADN genómico del control negativo aislado de las células del ONC-T18 de tipo silvestre. 
Estos resultados confirman que la mayoría de cepas resistentes a zeocina son transformantes verdaderos (Fig. 13).

Ejemplo 9: Tasas de crecimiento de transformantes45

Este ejemplo describe la determinación de tasas de crecimiento de cepas derivadas de células individuales 
transformadas. Se seleccionaron inóculos de cepas resistentes a zeocina que se habían transferido tres veces en 
placas de agar de zeocina ONC-T18-GM0 de cada colonia usando una punta de pipeta de 10 µl y se resuspendieron 
en 50 µl de agua esterilizada en un tubo de PCR de 200 µl. Se aplicó puntualmente un µl de la suspensión celular en 50
placas de agar de ONC-T18-GM0 (15 g/l de agar) que contenían 18 g/l o 35 g/l de sal marina. Los diámetros de las 
colonias aplicadas puntualmente se midieron el día 1, día 3, día 5, día 7 y día 9 después de la inoculación.

La mayoría de cepas ensayadas crecieron más rápido que la cepa de tipo silvestre ONC-T18 en placas de agar 
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ONC-T18-GM0, si se dejaron crecer en placas que contenían sal marina 18 g/l o 35 g/l. Entre las cepas ensayadas, 
la mayoría creció más rápido en placas que contenían sal marina 18 g/l que en placas que contenían 35 g/l. Algunas 
cepas que crecían más rápido en placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían sal marina 18 g/l (tal como cepa 5-3) 
crecieron más lento que otras cepas en placas que contenían sal marina 35 g/l. Parece que la mayoría de cepas 
transformadas prefieren crecer en medios que contienen menor salinidad, por ejemplo sal marina 18 g/l (Fig. 14).5

Ejemplo 10: Sensibilidad a zeocina de cepas transformadas

Este ejemplo describe ensayos de la sensibilidad de zeocina de cepas transformadas derivadas de células 
individuales.10

Se seleccionó una cantidad muy pequeña de inóculo de cepas resistentes a zeocina que se había transferido tres 
veces mediante pases de colonia en placas de agar de zeocina/ONC-T18-GM0 (así como su cepa parental o la cepa 
de tipo silvestre) de colonias usando una punta de pipeta de 10 µl y se resuspendió en 50 µl de agua esterilizada en 
un tubo de PCR de 200 µl. Se aplicó puntualmente un µl de la suspensión celular en placas de agar ONC-T18-GM0 15
que contenían sal marina 18 g/l (agar 15 g/l) y zeocina a una concentración que varía de 0 a 5000 µg/ml (Invitrogen, 
CA, EE.UU.). Los diámetros de las colonias aplicadas puntualmente se midieron el día 1, día 3, día 5, día 7 y día 8.

Todas las cepas ensayadas crecieron bien en placas de agar ONC-T18-GM0 en ausencia de zeocina, pero sus 
tasas de crecimiento difirieron. La cepa parental (la cepa de tipo silvestre) ONC-T18 solamente creció en placas de 20
agar ONC-T18-GM0 que tenían zeocina 30 µg/ml o menos. Para las cinco construcciones plasmídicas diferentes, 
todas las cepas transformadas que portaban el casete de expresión del gen de resistencia a zeocina (de S. 
hidustanus) crecieron bien en placas de agar ONC-T18-GM0 que tenían zeocina a concentraciones que variaban de 
30 a 1000 µg/ml (Fig. 15). Sin embargo, a una concentración de zeocina de 5000 µg/ml, la mayoría de las cepas 
crecieron notablemente más lento que en medio con 1000 µg/ml o menos de zeocina, y algunas de las cepas no 25
pudieron crecer en absoluto en 5000 µg/ml de zeocina (Fig. 15). Varias cepas, especialmente las transformadas con 
una construcción plasmídica que porta casete de expresión génica de resistencia a zeocina conducido por el 
promotor génico de Δ5 elongasa, sin embargo crecieron muy bien (Fig. 15), lo que sugiere que la expresión del gen 
de resistencia a zeocina estaba elevada en estas cepas en comparación con otras, las razones para esto podrían 
incluir, (i) el promotor de Δ5 elongasa que permite la acumulación de más proteína recombinante en la célula, debido 30
a fuerte expresión, ARNm estable, supresión de silenciamiento génico, por ejemplo, (ii) la inserción de transgén fue 
dentro de una región transcrita activamente del genoma, aumentando de nuevo el nivel de proteína recombinante en 
la célula, o (iii) la construcción de Δ5 elongasa podría inducir preferentemente múltiples acontecimientos de inserción 
de una única transformación, aumentando el nivel de expresión y el nivel de proteína recombinante en la célula.

35
Estos resultados son coherentes con que DHA sea el principal ácido graso de almacenamiento de energía en el 
grupo de microalgas traustoquítridas (Jain et al. 2007) y siendo la etapa de elongación de Δ5 elongasa la etapa 
limitante de velocidad durante la biosíntesis de DHA en microbios productores de ácido graso omega-3 DHA 
(Leonard et al. 2004). La variabilidad de la tasa de crecimiento entre cepas transformadas con la misma construcción 
plasmídica refleja la variabilidad en el nivel de expresión debido a la variabilidad en la localización de inserción (tal 40
como se ha analizado previamente) o variación en el número de copias del transgén ble (tal como se ha analizado 
previamente) dentro de los cromosomas de la cepa hospedadora ONC-T18.

Estos resultados demuestran que diversas secuencias promotoras y terminadoras aisladas de ONC-T18 pueden 
conducir eficazmente la expresión de transgenes en microorganismos productores de AGPI. Además, estos 45
resultados indican que el transgén ble de S. hidustanus es un gen marcador de selección muy eficaz para programas 
de mejora de cepas industriales y manipulación genética de cepas de Thraustochytrium sp., como se ha descrito 
previamente (Hou y Shaw 2010; Sakaguchi, Matsuda et al. 2012).

Ejemplo 11: Comparaciones de productividades de biomasa entre cepas transformadas y cepa de tipo 50
silvestre Thraustochytrium sp. ONC-T18

El presente ejemplo describe comparaciones de productividades de biomasa de transformantes con la de la cepa de 
tipo silvestre Thraustochytrium sp.

55
ONC-T18, se inocularon cultivos de 10 ml de ONC-T18-GM0 (sal marina 18 g/l) cada uno con una cepa 
transformada (es decir, que porta un gen de resistencia a zeocina) o con la cepa de tipo silvestre ONC-T18. Los 
cultivos inoculados con una cepa transformada contenían 200 µg/ml de zeocina en el medio. Los cultivos inoculados 
con una cepa de tipo silvestre ONC-T18 se cultivaron en medios sin zeocina. Los cultivos se dejaron crecer a 25 °C 
en un incubador agitador ajustado a 250 rpm durante 3 días hasta que la DO600 alcanzó aproximadamente 1,979-60
2,369 gramos. Después se inocularon cultivos de 50 ml de ONC-T18-GM0 que contenían sal marina 18 g/l o 35 g/l 
en matraces de 250 ml con 6 DO600 de los inóculos de cada cepa, incluyendo la cepa de tipo silvestre (se midió 
DO600 para 1 ml de cultivo y después el volumen de cultivo se aumentó de escala a un valor de DO600 de 6; por 
ejemplo, si la medición de DO600 fue de 2, entonces se usó (1 ml x (6/2,0)) = 3 ml como inoculado). Los cultivos se 
dejaron crecer en un incubador agitador ajustado a 250 rpm a 25 ºC durante 2 días. Se añadieron después cinco ml 65
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de glucosa 50 % esterilizada por autoclave a cada matraz de cultivo. Los cultivos se dejaron crecer continuamente 
en un incubador agitador ajustado a 150 rpm y a 20 ºC durante otros 2 días. Después se añadieron seis ml de 
glucosa 50 % a cada matraz de cultivo y los cultivos se dejaron crecer constantemente en un incubador agitador 
ajustado a 150 rpm y a 20 ºC durante 3 días más. Las biomasas de cultivos de cada cepa en los dos tipos de medios 
ONC-T18-GM0 (con sal marina 18 g/l o 35 g/l) se recogieron transfiriendo cultivos celulares a un tubo falcon de 50 5
ml y centrifugando a 4000 rpm usando la centrífuga SORVALL LEGEND RT+ (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, 
EE.UU.). La biomasa flotó en la superficie del medio líquido como una capa compactada. El medio líquido se liberó 
perforando un agujero muy pequeño en el fondo del tubo falcon usando una aguja de jeringa 18G 1 1/2. El 
sedimento de la biomasa en el tubo se congeló en un congelador a -80 ºC durante una noche y después se liofilizó 
usando un liofilizador durante tres días. Se pesó la biomasa de cada muestra. Se ensayaron nueve cepas incluyendo 10
el tipo silvestre.

Como se esperaba, la mayoría de los transformantes produjeron cantidades similares de biomasa de células secas a 
la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 cuando se cultivaron en ONC-T18-GM0 que contenía sal marina artificial 35 
g/l. Sin embargo, una de 8 cepas transformadas produjo aproximadamente 22 % más biomasa de células secas que 15
la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 (Fig. 16) cuando se cultivó en las mismas condiciones. De forma análoga, en 
el ONC-T18-GM0 que contenía sal marina 18 g/l, 7 de 8 cepas transformadas produjeron cantidades similares o más 
biomasa que la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18. Una de 8 cepas ensayadas produjo 19,5 % más biomasa que 
la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 (Fig. 16). Esto demuestra que la transformación y la expresión de transgenes 
no influye negativamente en la producción de biomasa por ONC-T18. Por lo tanto se supone que la biología de 20
ONC-T18 es suficientemente robusta para soportar la tensión asociada con transformación y biosíntesis de proteínas 
heterólogas.

Ejemplo 12: Comparaciones de productividad de DHA entre cepas transformadas y la cepa de tipo silvestre 
de Thraustochytrium sp. ONC-T1825

El presente ejemplo describe la productividad de DHA en las diversas cepas transformadas con vectores de 
expresión que comprenden Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 desaturasa, Δ5 elongasa, y combinaciones de las 
mismas en sistemas de expresión multiplasmídicos o policistrónicos. Se observan niveles elevados de DHA cuando 
se comparan con la cepa de tipo silvestre y cepas transformadas con controles de vector vacíos. El presente ejemplo 30
demuestra, entre otras cosas, que pueden conseguirse niveles dentro del intervalo de al menos 1 %-36 % mayores 
que el tipo silvestre (por ejemplo, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 
%, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 
%, 34 %, 35 %, 36 %, etc.). Basándose en estos hallazgos, un experto habitual en la materia apreciará que puede 
conseguirse mayor elevación (por ejemplo, hasta niveles dentro del intervalo de 1 %-1000 % mayores que el tipo 35
silvestre, por ejemplo, aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %, 180 
%, 190 %, 200 %, 210 %, 220 %, 230 %, 240 %, 250 %, 260 %, 270 %, 280 %, 290 %, 300 %, 310 %, 320 %, 330 
%, 340 %, 350 %, 360 %, 370 %, 380 %, 390 %, 400 %, 410 %, 420 %, 430 %, 440 %, 450 %, 460 %, 470 %, 480 
%, 490 %, 500 %, 550 %, 600 %, 650 %, 700 %, 750 %, 800 %, 850 %, 900 %, 950, 1000 % o más mayor que el tipo 40
silvestre). El presente ejemplo demuestra además la consecución de relaciones de DHA:biomasa dentro del intervalo 
de aproximadamente 1:4 a aproximadamente 1:2, al menos aproximadamente 40 % mayores que las típicamente 
observadas con cepas de tipo silvestre. (Véase, por ejemplo, la Tabla 2 en Raghukumar (2008).) Basándose en 
estos hallazgos, los expertos en la materia apreciarían que pueden conseguirse al menos relaciones de 
aproximadamente 1:5. Se han conseguido relaciones de DHA con respecto a biomasa (DHA:biomasa) de 45
aproximadamente 1:8 a 1:4; y se espera conseguir relaciones de aproximadamente 1:3. Los ejemplos en la 
bibliografía (tal como la revisión publicada por Raghukumar, 2008) indican logros que no han reducido esta relación 
por debajo de 1:5.

Se transforman cultivos de 256 cepas (transformadas con cada combinación de vectores de expresión que 50
comprenden Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 desaturasa, Δ5 elongasa) individualmente con su cepa parental 
(tipo silvestre), se cultivan y la biomasa se recoge y se liofiliza en las mismas condiciones descritas. Se realiza 
extracción de éster metílico de ácido graso (EMAG) mediante el método de transesterificación directa. Se mezclan 
aproximadamente 20 mg de biomasa de células liofilizadas y 3 ml de tampón de reacción de transesterificación 
(metanol:ácido clorhídrico:cloroformo) agitando vorticialmente durante 10 segundos y se incuban después en un 55
baño de agua a 90 ºC durante dos horas. Después de completarse la transesterificación, las muestras se retiran y se 
enfrían hasta temperatura ambiente. Se añade un ml de agua y se mezcla mediante agitación vorticial durante 10 
segundos. Después se extraen EMAG añadiendo 3 X 2 ml de un disolvente de hexano:cloroformo (v/v, 4:1) y 
agitando vorticialmente durante 10 segundos: después se permite que las muestras reposen hasta que se completen 
las separaciones de fases.60

Se lleva a cabo análisis cromatográfico de gases (GC) de los EMAG usando dos patrones internos (200 µl). Se 
añade un ácido hexacosaenoico (C23:0) antes de la transesterificación y el otro, ácido nonadecaenoico (C19:0) se 
añade directamente antes del análisis. Se realizan análisis en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies, Palo Alto, 
CA, EE.UU.) con una columna capilar de sílice fusionado OMEGAWAX 320 de 30 m X 0,32 mm de diámetro interno 65
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(0,25 µm de grosor de película) instalada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y un detector de ionización de 
llama ajustado a 250 °C, relación de división 50:1 para detector DIL a 275 ºC. El volumen de inyección es de 1 µl. El 
gas vehículo es H2 con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmación de la identidad de EMAG se lleva a 
cabo usando un espectrómetro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y comparación de los 
tiempos de retención para patrones de laboratorio.5

Muchas de las cepas transformadas producen aproximadamente 6,337 g/l de DHA. Este rendimiento es 
aproximadamente 16 % mayor que el de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 cuando se cultiva en ONC-T18-GM0 que 
contiene sal marina artificial 35 g/l. Algunas cepas transformadas producen DHA, que varía de 1 a 13 % más, que la 
de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 cuando se cultivan en ONC-T18-GM0 que contiene sal marina artificial 18 g/l 10
en las mismas condiciones.

Algunas de las cepas transformadas producen 7,445 g/l y 7,871 g/l de DHA, que representan 25 % y 36 %, 
respectivamente, más que su cepa parental (5,935 g/l) cultivada en ONC-T18-GM0 que contiene sal marina artificial 
35 g/l. El uso de ONC-T18-GM0 de menor salinidad no solamente reduce directamente los costes de producción de 15
DHA, sino que también ralentiza la erosión de los fermentadores provocada por altas concentraciones de sal de 
cloruro sódico en medio de cultivo para cultivar microbios traustoquítridos.

La relación de DHA con respecto a lípidos totales de cepas transformadas productoras de alto nivel de DHA es 
mayor que la de su cepa parental. El factor de DHA con respecto a lípidos totales puede influir en el procesamiento 20
corriente abajo de DHA extraído de las células de cepas transformadas. Las relaciones de DHA:lípidos totales 
conseguidas con cepas y métodos proporcionados en el presente documento pueden variar de acuerdo con las 
condiciones de fermentación. Por ejemplo, para cultivos que se han dejado crecer en matraces, puede conseguirse 
típicamente un porcentaje de DHA de aproximadamente 15 % a aproximadamente 50 % de lípidos totales 
(correspondiente a relaciones de DHA:lípidos totales de aproximadamente 0,15:1 a aproximadamente 0,50:1) con 25
cepas transformadas. Para cultivos que se han dejado crecer en un fermentador, puede conseguirse típicamente un 
porcentaje de DHA de aproximadamente 30 % a aproximadamente 75 % de lípidos totales (correspondiente a 
relaciones de DHA:lípidos totales de aproximadamente 0,3:1 a aproximadamente 0,75:1) con cepas transformadas. 
Se obtienen rendimientos de DHA mucho mayores de cepas transformadas desveladas en el presente documento 
que lo que puede obtenerse con cepas de tipo silvestre. Por ejemplo, los rendimientos de DHA de cepas 30
transformadas varían típicamente de aproximadamente 7 (basándose en datos anteriores) a aproximadamente 50 g/l 
(gramos de DHA por litro de medio), mientras que los rendimientos de DHA de cepas de ONC-T18 de tipo silvestre 
varían típicamente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 6 g/l. (Véase, por ejemplo, Tabla 2 en Raghukumar, 
(2008)). La relación de DHA con respecto a biomasa de cepas transformadas con producción de alto nivel de DHA 
también es mayor que la de su cepa parental. Esta mayor relación de DHA con respecto a biomasa se beneficia de 35
la extracción corriente abajo de DHA de la biomasa celular de las cepas transformadas.

Todos los cultivos en este ejemplo se dejan crecer en las mismas condiciones (se cultivó ONC-T18 de tipo silvestre 
en ausencia de zeocina). El mayor nivel de producción de DHA por las cepas transformadas indica que esas cepas 
tienen una mayor eficacia de conversión de fuentes de carbono en DHA, lo que puede reducir el coste de producción 40
de DHA de esas cepas transformadas.

Ejemplo 13: Comparación de productividad de lípidos totales entre cepas transformadas y la cepa de tipo 
silvestre Thraustochytrium sp. ONC-T18

45
Como se ha descrito y demostrado ampliamente en el presente documento, ONC-T18 tiene gran potencial para su 
uso como una fábrica biológica no solamente para AGPI y sus derivados de producciones biomoleculares 
farmacéuticas y nutracéuticas, sino también para producción de biocombustible. Para evaluar y caracterizar la 
capacidad de ONC-T18 para poder emplearse para la producción de biocombustible, las productividades de lípidos 
totales y los perfiles de ácidos grasos de cepas transformadas de ONC-T18 se analizaron para su uso potencial en 50
métodos para cambiar los perfiles de ácidos grasos para aplicaciones en productos especializados. Por ejemplo, 
puede ser deseable aumentar la producción de ácidos grasos de cadena corta (es decir, ácidos grasos con menos 
de 16 carbonos) o de AGPI particulares, como se menciona en el presente documento en el análisis de la ruta 
biosintética de AGPI. Puede, por ejemplo, ser deseable aumentar la producción de EPA (por ejemplo mutando o 
desactivando los genes de PKS y genes de Δ5 elongasa) o de ARA (por ejemplo, regulando negativamente 55
cualquiera de los genes de PKS y/o por regulación positiva del gen de Δ12 desaturasa).

Cultivos de 8 cepas de ONC-T18 transformadas con vectores que comprenden transgén de resistencia a zeocina y 
comparadas con una cepa parental de control negativo (tipo silvestre; T18A30). Las células se cultivaron y la 
biomasa se recogió y se liofilizó en las mismas condiciones que se han descrito en el ejemplo 9. Se llevaron a cabo 60
extracción de EMAG y análisis de GC como se ha descrito anteriormente.

Los inventores han descubierto que los perfiles de ácidos grasos, es decir la composición del extracto de ácidos 
grasos con respecto a DHA, EPA, ARA, por ejemplo, de las cepas transformadas fue muy similar al de sus cepas 
parentales cuando se cultivan en ONC-T18-GM0 que contiene sal marina artificial 35 g/l. Cuatro de ocho cepas 65
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transformadas produjeron más lípidos totales que su cepa parental, lo que demuestra adicionalmente que el proceso 
de transformación en sí mismo y la presencia y/o expresión del transgén no afectaron significativamente a los 
perfiles de ácidos grasos en estas cepas, ni interrumpieron genes potencialmente implicados en rutas metabólicas 
de lípidos de la mayoría de cepas derivadas. Por lo tanto, parece que las cepas conservan la integridad genética de 
las cepas parentales después del proceso de transformación (Fig. 17A).5

La capacidad de transformar cepas de Thraustochytrium proporciona una enorme oportunidad para modificar 
genéticamente estos microbios y canalizar rutas metabólicas. Notablemente, cuando las cepas transformadas se 
cultivaron en ONC-T18-GM0 que contenía sal marina 18 g/l, dos cepas mostraron un nivel significativamente mayor 
de producción de ácidos grasos C16 que el de su cepa parental. Estos resultados son útiles en el desarrollo de esta 10
cepa ONC-T18 en una plataforma para producción de biocombustible de ácidos grasos de cadena corta. Estos 
resultados demuestran que durante el proceso de selección de transformantes resistentes a zeocina, se produjo 
mutagénesis en las células con frecuencia relativamente alta. Esta alta frecuencia de mutagénesis puede usarse en 
programas de mejora de cepas (Fig. 17B).

15
Las relaciones de lípido total con respecto a biomasa fueron mayores en cepas que producen altos niveles de ácidos 
grasos de cadena corta que en cepas de producción de bajo nivel (Fig. 17C); dichas relaciones mayores pueden ser 
beneficiosas para extracción de aceite corriente abajo y la reducción de los costes de procesamiento.

El crecimiento en ONC-T18-GM0 de sal marina baja (18 g/l) potenció la productividad de lípidos totales general para 20
la mayoría de las cepas ensayadas (Fig. 17D).

Ejemplo 14: Estabilidad del trasngén ble en las cepas transformadas de Thraustochytrium sp. ONC-T18

El presente ejemplo confirma la estabilidad del transgén en cepas de Thraustochytrium sp. transformadas tal como 25
se describe en el presente documento.

La estabilidad del transgén es importante para determinadas aplicaciones de ingeniería genética en programas de 
mejora de cepas microbianas cuando se usen microorganismos en procesos farmacéuticos o industriales y cuando 
la cantidad y calidad del producto sean fundamentales. Los inventores llevaron a cabo por lo tanto ensayos de 30
estimación de la estabilidad del transgén de cepas de ONC-T18 transformadas. Con respecto a los ensayos de tasa 
de crecimiento descritos anteriormente, se aplicaron puntualmente inóculos de cuatro cepas de cada transformación 
así como sus cepas de tipo silvestre antecesoras en placas de agar ONG-T18-GM0 en ausencia de zeocina y se 
incubaron a 25 °C durante siete días. (Cada transformación se había realizado usando una de las cinco 
construcciones plasmídicas diferentes, cada una de las cuales porta diversos casetes de expresión génica 35
resistentes a zeocina conducidos por una combinación de diferentes promotores y terminadores). Después, usando 
el mismo método, las cepas se transfirieron a una nueva placa de agar ONC-T18-GM0 recién preparada y se 
incubaron a 25 °C durante 7 días; se llevaron a cabo pases de colonias 6 veces. Finalmente, las cepas se 
transfirieron de vuelta a placas de agar ONC-T18-GM0 sin o con zeocina a una concentración de 200 µg/ml de 
medio.40

Los resultados indican que después de seis pases de colonias, todas las cepas pueden crecer bien en placas de 
agar ONC-T18-GM0 con o sin zeocina (Fig. 18). Sin embargo, en placas de agar ONC-T18-GM0 que tienen zeocina 
a una concentración a 200 µg/ml de medio, solamente las cepas transformadas crecieron bien, mientras que 
ninguna de las cepas de tipo silvestre fue capaz de crecer.45

Estos resultados demuestran que no hubo pérdidas observadas del transgén en las cepas examinadas. Además, no 
se observó resistencia en cepas de tipo silvestre, lo que indica que no hubo ninguna mutación espontánea para 
estos rasgos y no hubo ninguna contaminación detectable. La presencia del transgén ble en las cepas 
transformadas después de pases de colonias seis veces se confirmó adicionalmente usando la PCR como se 50
describe en el presente documento. Todas las cepas transformadas conservaron el transgén ble incluso después de 
6 pases de colonias. Por lo tanto, el transgén ble mostró estabilidad en cepas de ONC-T18 transformadas.

Ejemplo 15: Aplicación de un agente mutagénico
55

Este ejemplo describe la aplicación del agente mutagénico, zeocina, para mejora de cepas de traustoquítridos.

Se transfirieron inóculos de sectores de colonias a nuevas placas recién preparadas y se desarrollaron a nuevas 
cepas. Se eligieron cuatro nuevas cepas, 1a, 1b, 3a y 3b para estudio adicional (los resultados se muestran en la 
tabla 2). Estas cuatro cepas y su cepa parental de tipo silvestre ONC-T18 se inocularon en 10 ml de medio líquido de 60
ONC-T18-GM0. Los cultivos se dejaron crecer a 25 °C en un incubador agitador ajustado a 250 rpm durante 3 días 
hasta que la DO660 fue mayor de 2. Después los inóculos (DO660 = 6) de cada cepa, incluyendo la cepa de tipo 
silvestre, se inocularon respectivamente en 50 ml de medio ONC-T18-GM0 en matraces de 250 ml. Las siguientes 
condiciones experimentales y procedimientos usados fueron iguales que en el Ejemplo 14, ensayo II.
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Tabla 14: Productividades de biomasa, lípidos totales y DHA de cuatro cepas seleccionadas y su cepa 
parental de tipo silvestre Thraustochytrium sp. ONC-T18

Cepas Biomasa (g/l) Lípido total (mg/g) DHA (g/l)

ONC-T18 (cepa parental) 37,78 648,03 4,904

1a 36,29 592,06 3,774

1b 36,33 574,74 3,330

3a 43,91 670,38 5,135

3b 32,58 612,60 3,988

Los resultados experimentales indicaron que tres de cuatro cepas seleccionadas produjeron significativamente 
menos biomasa, lípidos totales y DHA en comparación con los de su cepa parental de tipo silvestre (Tabla 6). Sin 5
embargo, la cepa 3a produjo más biomasa, más lípidos y DHA que los de su cepa de tipo silvestre. La alta 
productividad de DHA de la cepa 3a no se debe solamente a su alta productividad de biomasa, sino a la alta relación 
de DHA con respecto a biomasa. Este resultado indicó que el agente mutagénico descubierto puede usarse para 
mejorar la aptitud de una cepa microbiana (tal como, por ejemplo, la capacidad de usar fuentes de carbono más 
baratas tales como corriente de residuos, glicerol, almidón, celulosa y hemicelulosa), la calidad y cantidad de 10
productos tales como ARA, DHA y/o EPA, productividad de AGPI y perfiles de ácidos grasos y/o lípidos favorables 
para aplicaciones de biocombustible.

Los materiales producidos pueden separarse de cepas de producción y/o componentes de medios por cualquiera de 
una diversidad de medios. La extracción de materiales producidos se facilita, por ejemplo, tomando una o más 15
etapas que alteran la secreción de ácidos grasos y/o que debilitan la pared celular.

Ejemplo 16: Una nueva cepa de Thraustochystrium sp.

Este ejemplo describe el descubrimiento de una nueva cepa de Thraustochytrium sp. con altos niveles de 20
productividad de lípidos y DHA.

Se sembraron en extensión células individuales de ONC-T18 en las placas de agar que contenían medio ONC-T18-
GM0 y zeocina 50 µg/ml. De diez a 15 días después de la inoculación, las colonias se exploraron visualmente. Se 
aislaron aleatoriamente colonias grandes sin cambios de morfología visibles y se desarrollaron en nuevas cepas. Se 25
comparó la productividad de biomasa, lípidos totales y AGPI de nuevas cepas. Se descubrió inicialmente que una 
cepa ONC-T18/35/Z50 era capaz de producir significativamente más biomasa, lípidos totales y DHA, lo que se ha 
confirmado repetidas veces con condiciones de fermentación, métodos y procedimientos optimizados descritos en el 
Ejemplo 5, Ensayo II. En los ensayos de fermentación de dos estadios usando medio ONC-T18-GM0 que contenía 
sal marina 35 g/l, la nueva cepa ONC-T18/35/Z50 produjo 5 % más biomasa, 7 % más lípidos totales y 14 % más 30
DHA que los de su cepa parental ONC-T18. Usando el mismo medio, pero que contenía sal marina 18 g/l, la nueva 
cepa ONC-T18/35/Z50 produjo aproximadamente 10 % más biomasa, 20 % más lípidos totales y 36 % más DHA 
que los de su cepa parental ONC-T18. Además, las relaciones de DHA y lípido total con respecto a biomasa, en la 
nueva cepa ONC-T18/35/Z50 que produce alto nivel de DHA, son mayores que la de su cepa parental, lo que 
demuestra que la nueva cepa tiene una capacidad más robusta para convertir fuentes de carbono tales como 35
glucosa en lípidos y DHA. Esta nueva cepa es útil no solamente en la mejora de los rendimientos, sino también en la 
reducción de la fermentación y los costes de procesamiento corriente abajo para producción biológica de lípidos y 
AGPI tal como DHA de microalgas.

Ejemplo 17: Expresión de Δ12 desaturasa de Thraustochytrium ONC-T18 en levadura40

El clon pYΔ12desat, que consiste en la Δ12 desaturasa de longitud completa en pYES2 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.), 
tal como se describe en el ejemplo 4. pYΔ12desat, se transforma en Saccharomyces cerevisiae INVSc1 competente. 
La transformación de levadura se lleva a cabo usando el kit de transformación S. c. EasyComp (Invitrogen, Carlsbad, 
Calif.) de acuerdo con condiciones especificadas por el fabricante. Los transformantes se seleccionan para 45
auxotrofia de uracilo en medio que carece de uracilo (SC-Ura). Para detectar la actividad desaturasa específica de 
estos clones, los transformantes se cultivan en condiciones que conducen a biosíntesis de ácidos grasos. La cepa 
de control negativo es INVSc1 que contiene el vector pYES2 inalterado, que se cultiva simultáneamente. Los cultivos 
se agitan vigorosamente (150 rpm) y se dejan crecer durante 96 horas a 30 °C. Las células se sedimentan y se 
lavan en tampón fosfato 100 mM, pH 7,0, los sedimentos celulares se liofilizaron. Después los lípidos se extraen y se 50
derivatizan a ésteres metílicos de ácidos grasos (EMAG) para análisis de cromatografía de gases (GC). Se realizan 
transesterificación y extracción usando 100 mg de células liofilizadas, con C19:0 como patrón interno, añadiendo 
mezcla de reacción de transesterificación (metanol: ácido clorhídrico: cloroformo, 10:1:1), mezclando y calentando a 
90 °C durante 2 horas, enfriando después a temperatura ambiente. Se extraen EMAG añadiendo 1 ml de agua y 2 
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ml de hexano: cloroformo (4:1) y se permite que las fases orgánicas y acuosas se separen. La capa orgánica se 
extrae y se trata con 0,5 g de sulfato sódico anhídrido para retirar partículas y agua residual. Los disolventes 
orgánicos se evaporan en una corriente de argón. Los EMAG se resuspenden en isooctano y se analizan por GC-
FID. La comparación de perfiles de EMAG para mutantes que sobreexpresan D12 desaturasa y la cepa de control 
demostró una acumulación potenciada de ácido linoleico y contenido de ácido oleico reducido.5

Para investigar la especificidad de sustrato de la Δ12 desaturasa, las células de levadura transformadas para 
expresar el gen de Δ12 desaturasa, mediante el plásmido pYΔ12desat, se comparan con un control de levadura de 
tipo silvestre transformado con un vector vacío, y por lo tanto no contienen la Δ12 desaturasa experimental. Las 
composiciones de ácidos grasos de estos transformantes se analizan por GC usando sus EMAG correspondientes. 10
El pico correspondiente al patrón de éster metílico C18:2

9,12
se encuentra en los espectros de GC de transformantes 

de Δ12 desaturasa, pero no en los de transformantes simulados. El análisis de GC-MS del pico de nueva generación 
de los transformantes de Δ12 desaturasa confirma posteriormente que el pico correspondiente a C18:2 9,12 es de 
hecho ácido linoleico, basándose en espectros de fragmentación iónica, lo que demuestra que el ácido oleico 
endógeno se convierte en ácido linoleico por la cepa de levadura transformada para Δ12 desaturasa. Se convirtió 15
entre 1 y 50 % de ácido oleico a ácido linoleico. Este resultado demuestra que la Δ12 desaturasa derivada de ONC-
T18 es una desaturasa de 12 ácidos grasos. El análisis posterior demuestra que la Δ12 desaturasa no es capaz de 
introducir dobles enlaces en ácido miristoleico (14:19), ácido palmitoleico (16:19), ácido heptadecanoico (17:110), 
ácido elaídico (18:19 trans), ácido linolénico (C18:36,9,12), ácido dihomo-γ-linolénico (C20:38,11,14), ácido araquidónico 
(C20:45,8,11,14) o ácido docosatetraenoico (C22:47,10,13,16) cuando se añadieron ácidos grasos al medio de cultivo de 20
forma externa. Tomados juntos, estos datos demuestran además que la Δ12 desaturasa identificada codifica una 
desaturasa de 12 ácidos grasos.

Ejemplo 18: Expresión heteróloga de Δ12 desaturasa de Thraustochytrium ONC-T18 en ONC-T18
25

La Δ12 desaturasa aislada de ONC-T18 (SEQ ID NO:70) se clona en los vectores p341PZ5pEx como se describe en 
el Ejemplo 4,9 para la sobreexpresión constitutiva, dando como resultado vector p341PZ5pD12Ex. El vector de 
sobreexpresión heterólogo se transforma en ONC-T18 como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 7. El perfil 
de producción de AGPI de transformantes puede después evaluarse como anteriormente y compararse con 
controles negativos (transformantes de vectores vacíos). Los cambios en el número de copias y el nivel de expresión 30
de genes de biosíntesis de AGPI se confirman por PCR en tiempo real cuantitativa.

El presente ejemplo describe productividad de AGPI en las diversas cepas transformadas y demuestra niveles 
elevados en comparación con el tipo silvestre. El presente ejemplo demuestra, entre otras cosas, que la 
sobreexpresión de Δ12 desaturasa de ONC-T18 aumenta el contenido de ácido graso total, pero reduce los niveles 35
de ácidos grasos C12 y C16 saturados y monoinsaturados. Pueden conseguirse niveles de ácidos grasos totales 
dentro del intervalo de al menos 1 %-50 % mayores que el tipo silvestre (por ejemplo, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 
7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %... 30 %, 31 %, 32 %... 41 %, 42 
%, 43 %, etc.). Basándose en estos hallazgos, un experto en la materia apreciará que puede conseguirse mayor 
elevación (por ejemplo, hasta niveles dentro del intervalo de 1 %-1000 % mayores que los tipos silvestres, por 40
ejemplo, aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %, 180 %, 190 %, 
200 %, 210 %, 220 %, 230 %, 240 %, 250 %, 260 %, 270 %, 280 %, 290 %, 300 %, 310 %, 320 %, 330 %, 340 %, 
350 %, 360 %, 370 %, 380 %, 390 %, 400 %, 410 %, 420 %, 430 %, 440 %, 450 %, 460 %, 470 %, 480 %, 490 %, 
500 %, 550 %, 600 %, 650 %, 700 %, 750 %, 800 %, 850 %, 900 %, 950 %, 1000 % o más mayor que el tipo 45
silvestre), particularmente cuando la manipulación de los niveles de Δ12 desaturasa se combina con condiciones de 
cultivo ideales y/o comanipulación de otros genes de biosíntesis de AGPI. Los ácidos grasos C12 y C16 saturados y 
monoinsaturados pueden reducirse en niveles de aproximadamente 1 % a 50 % en comparación con el tipo silvestre 
(por ejemplo, aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, etc).

50
El presente ejemplo demuestra además consecución de perfiles de producción de AGPI de contenido de ácidos 
grasos especificado. La sobreexpresión de Δ12 desaturasa aumenta los niveles de ARA, EPA y/o DHA en relación 
con los controles. El presente ejemplo demuestra además la consecución de relaciones de DHA:biomasa dentro del 
intervalo de aproximadamente 1:8 a aproximadamente 1:2, al menos aproximadamente 40 % mayores que las 
típicamente observadas con cepas de tipo silvestre.55

Ejemplo 19: Supresión de la Δ12 desaturasa dentro de ONC-T18

Para demostrar adicionalmente la función de la proteína de Δ12 desaturasa de ONC-T18 y la influencia de su 
supresión, esta región codificante se trunca y reemplaza mediante el uso del plásmido pT7-ΔΔ12desat. Este 60
plásmido contiene 1000 bases de 5’ inmediatamente cadena arriba de la ORF de Δ12 desaturasa y 1000 pb de 
homología de secuencia 3’ que corresponde a parte de la ORF de Δ12 desaturasa y continúa a la UTR 3’. Esto 
proporciona homología sustancial con el genoma de ONC-T18 en los loci de Δ12 desaturasa, permitiendo la 
inserción del casete de Ble-SV40 mediante recombinación homóloga. La inserción mediante recombinación 
homóloga coloca el gen de resistencia a zeocina y terminador de SV40 en la ORF de Δ12 desaturasa y en fase con 65
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el codón de inicio de Δ12 desaturasa (ATG). Como resultado la expresión de Ble está bajo el control del promotor de 
Δ12 desaturasa y el terminador de SV40 evita la transcripción del gen de la Δ12 desaturasa. Además, la inserción de 
la construcción de Ble-SV40 produce un truncamiento 5’ de 87 pb de la ORF de Δ12 desaturasa y también introduce 
una mutación de desplazamiento de fase en la ORF. Por lo tanto, la inserción de la construcción de pT7-ΔΔ12 
desaturasa mediante recombinación homóloga en los loci de Δ12 desaturasa elimina la expresión de la Δ12 5
desaturasa nativa. Se preparan y realizan células ONC-T18 competentes y transformación como se describe en la 
sección de materiales y métodos del Ejemplo 7. Se realiza selección en placas de agar-GMO con sal 18 y 35 g/l, por 
separado. Debido a la influencia desconocida del promotor de Δ12 desaturasa en expresión de Ble y posterior 
resistencia a zeocina, se realiza selección con complementación de zeocina de las placas de agar a 20-2000 µg/l. 
Después de incubación a 25 °C durante 7 días, se seleccionan colonias, se replican en placas de agar que 10
contienen zeocina y se usan para inocular 10 ml de medios de caldos de cultivo. Se incuban cultivos a 25 °C, 150 
rpm durante 3 días, se recogen mediante centrifugación y se extrae ADN genómico usando el kit de extracción de 
ADN MoBio según las instrucciones del fabricante. Para confirmar la presencia de la construcción de Ble-SV40 
dentro de los loci genómicos de Δ12 desaturasa se emplea PCR con cebadores que flanquean el sitio de inserción. 
Los cebadores de PCR 5’FlankRegionF - CCTCCACATGTCTCACAAGACCACCG (SEQ ID NO: 91) y 15
3’FlankRegionR - GCAAGCAATGCTCGATTTCCTACC (SEQ ID NO: 92) se diseñaron y emplearon para este fin. En 
la cepa de tipo silvestre, la amplificación produjo un fragmento de ADN de 1587 pb; mientras que en la cepa 
mutante, en la que la ORF de D12 desaturasa se suprimió, se produjo un producto de PCR de 2185 pb. Las cepas 
positivas se marcaron con ONC-T18-ΔΔ12desaturasa.

20
Las composiciones de los ácidos grasos en las cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y ΔΔ12 desaturasa se analizan 
mediante GC-MS usando sus EMAG. A diferencia del tipo silvestre, los mutantes de ONC-T18-ΔΔ12 desaturasa no 
tienen ácido linoleico (C18:2Δ9,12), el producto principal de la Δ12 desaturasa; en su lugar acumulan una cantidad 
significativa de OA (C18:1Δ9), el sustrato principal para la Δ12 desaturasa. Resulta importante que los derivados 
corriente abajo de ácido linoleico en la ruta de elongación/desaturación convencional también reducen drásticamente 25
en mutantes de ONC-T18-ΔΔ12 desaturasa, excepto para DHA. DHA aumenta de hecho en mutantes de ONC-T18-
ΔΔ12 desaturasa en aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % o más en relación con cepas de 
tipo silvestre. Esto aumenta DHA dentro del contenido de ácidos grasos total de la célula de aproximadamente 2 
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces o más en relación con el tipo silvestre.

30
Además, los contenidos de C17:1Δ9 y C19:1Δ9 también aumentan en los mutantes de ONC-T18-ΔΔ12 desaturasa, lo 
que sugiere que estos ácidos grasos de cadenas impares pueden ser sustratos para la Δ12 desaturasa. La 
acumulación de OA y la reducción de LA y sus AGPI corriente abajo en la ruta convencional se observan no 
solamente en la fracción de ácidos grasos total sino también en cada clase de lípido (es decir, lípidos neutros, 
fosfolípidos y glucolípidos) de los mutantes de ONC-T18-ΔΔ12 desaturasa. A pesar de los cambios significativos en 35
los perfiles de ácidos grasos en las fracciones de ácidos grasos totales y lípidos complejos, no se observa ninguna 
diferencia en el crecimiento celular entre la cepa de tipo silvestre y mutantes de alteración de ONC-T18-ΔΔ12 
desaturasa, ni en ácidos grasos totales, en condiciones experimentales empleadas.

Ejemplo 20: La aplicación del promotor génico de Δ12 desaturasa de ONC-T18 para conducir la expresión 40
génica de Δ5 desaturasa

El promotor de Δ12 desaturasa heterólogo y gen de Δ5 desaturasa, descrito anteriormente, se combinan para 
expresión heteróloga del gen de Δ5 desaturasa después de la transformación de ONC-T18 como se ha descrito 
anteriormente en el Ejemplo 7. En resumen, el plásmido pP Δ12-Δ 5Desat-Δ 12UTR-Zeo se crea mediante 45
aislamiento y amplificación, y extensión 3’ de la secuencia flanqueante 5’ de Δ12 desaturasa, que abarca la región 
promotora potencial, usando los cebadores de PCR 5’ Δ12FlankF: GGATCAAAGTCATACTATGCGTACACG (SEQ 
ID NO: 93) y 5’ Δ 12FlankR:
ATCTATGTTAACCGAATGCAATTGCGTCCGAGAGACCTAAAGAATCAAGTTCG (SEQ ID NO: 94). El cebador 5’ 
Δ12FlankR extiende la secuencia promotora e introduce un sitio de enzima de restricción Mfel único en el fragmento 50
de PCR producido. La PCR produce un fragmento de ADN de 845 pb. La secuencia de UTR 3’ de Δ12 desaturasa 
se aísla, amplifica y extiende en el extremo 5’ mediante PCR de una manera similar, que se consigue mediante PCR 
con los cebadores 3’ Δ12FlankF: TATCATCAATTGATGTAGGTTAACGCCATTTCTAGCTCGAGCTGC (SEQ ID NO: 
95) y 3’ Δ12FlankR:
ATGTGCCAATTTGGT2CCGTGAATACAGTCG (SEQ ID NO: 96). La amplificación por PCR del fragmento de ADN 55
de Δ12 desaturasa 3’ produce un producto de 165 pb. El cebador 3’ Δ12FlankF introduce un sitio de enzima de 
restricción de Mfel único en el extremo 5’ del producto de PCR de Δ12 desaturasa 3’. Los productos de PCR se 
purifican mediante precipitación, se digieren con enzima de restricción MfeI y se purifican en gel. Después se 
emplean fragmentos de ADN digeridos en una reacción de ligamiento durante una noche. Se realiza ligamiento con
200 ng de cada fragmento de ADN, 10 U de ADN ligasa T4 y 4 µl de tampón de ADN ligasa T4 5x, en un volumen de 60
reacción de 20 µl. El ligamiento se realiza a 16 °C. El ligamiento de los fragmentos de ADN de Δ12 desaturasa 5’ y 3’ 
se confirma mediante electroforesis en gel de agarosa, basándose en la distancia de migración en comparación con 
un patrón de tamaño, y el producto deseado se extrae del gel de agarosa usando el kit de extracción en gel Qiagen 
Minielute, según las instrucciones del fabricante. Los productos de ADN se adenilan en 3’ posteriormente mediante 
la adición de 2 U de ADN polimerasa Taq, 2 µl de tampón de PCR 10X, 0,5 µl de dATP 10 mM, 0,4 µl de cloruro de 65
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magnesio 50 mM y agua sin nucleasa hasta 20 µl. La adenilación 3’ se completa a 68 °C durante 10 minutos. Los 
productos de ADN de esta reacción se clonan después en el plásmido pT7-Blue3 mediante protocolos 
convencionales, produciendo el plásmido pT7-5-3 ∆12desat.

La Δ5 desaturasa se amplifica mediante PCR usando los cebadores Δ5 desatF: ATGGGCAAGGGAAGCGAGGG 5
(SEQ ID NO: 97) y Δ5 desat R: CTAGTCTTGCTTC TTGGCGTC (SEQ ID NO: 98). La PCR produce un producto del 
tamaño y la secuencia de SEQ ID: 72. El plásmido pT7-5-3 Δ 12deat se digiere con enzima de restricción Hpal y se 
desfosforila. El plásmido pT7-5-3 Δ 12desat desfosforilado y lineal se emplea posteriormente en una reacción de 
ligamiento durante una noche junto con las condiciones de reacción de producto de PCR de Δ5 desaturasa que son 
idénticas a las descritas previamente, con la excepción de que se emplea un vector para insertar una relación molar 10
de 6:1. La digestión con enzima de restricción HpaI y ligamiento del producto de PCR de Δ5 desaturasa descrito 
conserva la separación exacta en el nivel de nucleótidos para el promotor de Δ12 desaturasa. Por lo tanto, no se 
incorporan nucleótidos adicionales o secuencia de reserva en la construcción final entre el promotor de Δ12 
desaturasa y el gen de Δ5 desaturasa. Los productos de ligamiento se transforman en E. coli. La biblioteca 
producida se explora con respecto a la construcción deseada mediante métodos de digestión y PCR convencional. 15
Los plásmidos con la ORF de Δ5 desaturasa ligada en el plásmido pT7-5-3 Δ 12desat se secuencian para confirmar 
la fidelidad y pP Δ 12-Δ 5Desat-Δ 12UTR marcado. El casete de expresión del plásmido pP Δ 12-Δ 5Desat-Δ 12UTR 
se retira de este vector y se liga en el plásmido pD4DPZ 1 usando sitios de restricción respectivos, que permite la 
transformación y selección de resistencia a zeocina, tal como se ha descrito previamente. El plásmido producido fue 
pP Δ 12-Δ 5Desat-Δ 12UTR-Zeo marcado.20

Después de la transformación del plásmido pPΔ12-Δ5Desat-Δ12UTR-Zeo en ONC-T18 la presencia del transgén se 
confirma usando PCR, con combinaciones apropiadas de los cebadores previamente descritos. El perfil de 
producción de AGPI de transformantes puede después evaluarse como anteriormente y compararse con controles 
negativos (transformantes de vectores vacíos). Los cambios en la expresión de genes de biosíntesis de AGPI se 25
confirman por PCR en tiempo real cuantitativa.

Δ5 desaturasa cataliza la etapa final en la síntesis de ARA y EPA. La aplicación del promotor de Δ12 desaturasa 
para conducir la expresión del gen de Δ5 desaturasa aumenta significativamente la producción de proteína de Δ5 
desaturasa; aproximadamente 20 veces durante el crecimiento exponencial y aproximadamente 40-100 veces en 30
biosíntesis de ácidos grasos. Siempre que estén disponibles precursores de ácidos grasos, la proteína de Δ5 
desaturasa sobreexpresada influye drásticamente en la biosíntesis de ARA y/o EPA mediante la ruta de 
elongación/desaturación.

Ejemplo 21: Aplicación del promotor génico de Δ5 desaturasa de ONC-T18 para conducir el grupo de genes 35
de PKSA

El grupo de genes de PKSA es responsable de la producción de DHA en ONC-T18. La secuencia de PKSA y parte 
de su región promotora se muestran posteriormente en la Tabla 15:

40
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Tabla 15: Secuencia de PKSA (SEQ ID NO: 99)

La unión operativa del control de este grupo de genes al promotor de Δ5 desaturasa reduce la expresión del 
complejo proteico PKS de 1189 unidades a 71 unidades durante el crecimiento exponencial, y de 5102 unidades a 5
62 durante la producción de ácidos grasos. Para conseguir esto, la secuencia flanqueante 5’ de PKSA se aísla y se 
amplifica mediante PCR, usando los cebadores Xhol-PPKSA F: 
ATACTCGAGCCGTGCGGCACGACGGTCCGTGAGT (SEQ ID NO: 100) y PPKSA-NcoI: 
TATCCATGGCCGTCGAGGTTAAAGGTGTTGGTGCAG (SEQ ID NO: 101). Los motivos de enzimas de restricción 
están en cursiva y subrayados. El producto de PCR producido se digiere con enzimas de restricción XhoI y NcoI. El 10
plásmido pD4DPZ1 se digiere de forma similar con enzimas de restricción XhoI y NcoI. Ambos fragmentos de ADN 
se extraen en gel y se combinan en un ligamiento de una noche, tal como se ha descrito previamente. La digestión 
del plásmido pD4DPZ1 da como resultado la retirada de la secuencia promotora de Δ4 desaturasa, mientras que el 
ligamiento da como resultado la inserción de la secuencia flanqueante 5’ de PKSA en lugar de la Δ4 desaturasa. 
Esto proporciona 541 pb de homología con la secuencia 5’ del gen de PKSA dentro de ONC-T18, plásmido 15
productor pPKSA-PZ1. La secuencia promotora de Δ5 desaturasa (SEQ ID: 71) se amplifica mediante PCR usando 
los cebadores EcoRI-Δ5desatF: ATAGAATTCGATATGTATTTACGTGATCAAC (SEQ ID NO: 102) y Δ5desat-PKSA 
R: GGCGGCGTCGACGACGCAGTTCATAGGCGCCGATCGTTTGCGCGT (SEQ ID NO: 103). El sitio EcoRI está 
subrayado y en cursiva en el cebador directo, mientras que la homología para PCR de fusión posterior está 
destacada en negrita en el cebador inverso. La PCR da como resultado la introducción de homología hacia los 20
primeros 24 pb del gen de PKSA. Los primeros 388 pb del gen de PKSA se aíslan y amplifican mediante PCR 
usando los cebadores PKSA F: ACGCGCAAACGATCGGCGCCTATGAACTGCGTCGTCGACGCCGCC (SEQ ID 
NO: 104) y PKSA-Pstl R: TATCTGCAGGTTGTAGGCGCGGCGGAGGGCCTCCTCCT (SEQ ID NO: 105). El sitio de 
PstiI está destacado en cursiva y subrayado en el cebador inverso, mientras que la homología para PCR de fusión 
posterior está destacada en negrita en el cebador inverso. Los productos de ADN se precipitan después mediante 25
protocolos convencionales y se emplean en una PCR de fusión posterior usando protocolos convencionales. El ADN 
molde para esta PCR de fusión es de 100 ng de cada uno del producto de PCR del promotor de Δ5 desaturasa y el 
producto de PCR de los primeros 388 pb de PKSA. Los cebadores usados son EcoRI-Δ5desatF y PKSA-Pstl R. 
Después de la amplificación, se separa ADN mediante electroforesis en gel de agarosa y el producto de ADN 
correspondiente a la fusión del promotor de Δ5 desaturasa y el fragmento de ADN de PKSA, basándose en el 30
tamaño, se purifica usando el kit de extracción en gel QIAGEN minielute. El fragmento de ADN resultante se digiere 
con EcoRI y Pstl durante una noche y se liga en el plásmido pPPKS-PZ1, previamente digerido, con EcoRI y Pstl
durante una noche y se purifica en gel, para producir pPPKS-PZ1-PΔ5desatPKSA. El plásmido pPPKS-PZ1-
PΔ5desatPKSA contiene por lo tanto un marcador seleccionable de zeocina, que después de la integración correcta 
se expresa a partir del promotor de PKSA y un promotor de Δ5, que después de la integración correcta conducirá la 35
expresión del PKSA, dentro del genoma de ONC-T18. Solamente la integración correcta puede conseguir selección 
basándose en la selección de zeocina. La integración correcta se confirma mediante extracción de ADN genómico y 
análisis de PCR usando cebadores descritos previamente.
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El cambio en la expresión del complejo proteico PKS reduce la composición de DHA del aceite producido en 
aproximadamente 1 % a 50 % o más en comparación con controles de tipo silvestre y negativos (por ejemplo, 
aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %), etc.). Los promotores génicos 
de traustoquítrido o Thraustochytrium pueden unirse operativamente a genes de rutas biosintéticas de AGPI de 
traustoquítrido o Thraustochytrium. Los promotores génicos de biosíntesis de AGPI se activan por el estadio de 5
crecimiento, las condiciones de cultivo y la disponibilidad del sustrato. En general, cada promotor y/o gen puede 
actuar de forma independiente, permitiendo que cada uno se retire o incluya usando técnicas de biología molecular 
convencionales; proporcionando de este modo cepas de traustoquítrido o Thraustochytrium modificadas 
genéticamente optimizadas para producción de un AGPI particular o producción de ácidos grasos totales con 
intervalos de componentes optimizados. La presente divulgación proporciona por lo tanto cepas modificadas 10
genéticamente que producen composiciones oleosas que contienen menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 
%, menos del 10 % y menos del 5 % de componentes de AGPI de cadena larga.
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<210> 60
<211> 23

<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético
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<400> 60
cgtcctcctt gaaatcgatt ccc 23

<210> 61
<211> 60115
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 61
10
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<210> 62
<211> 6661
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 62

10
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<210> 63
<211> 85
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 63

<210> 6415
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 64
atatccacgc gtaccggtac cgccactagt cttggccatg gcgtgcctgc gctgctggc 59

25
<210> 65
<211> 3670
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

30
<400> 65
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<210> 66
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 66
ggccaagttg accagtgccg 20

<210> 67
<211> 2015
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 67
cagtcctgct cctcggccac 20

<210> 6825
<211> 1724
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

5
<400> 68
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<210> 69
<211> 3247

<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.5

<400> 69

ES 2 666 895 T3

 



125

<210> 70
<211> 1239
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

ES 2 666 895 T3

 



126

<400> 70

<210> 715
<211> 1066
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 7110
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<210> 72
<211> 1338
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 72

10
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<210> 73
<211> 445
<212> PRT5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 73

10
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<210> 74
<211> 50
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 74
gcaccgccaa taagaaggaa gcgctcgccc cagcccttcc agtcaaagtc 50

10
<210> 75
<211> 50
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

15
<400> 75
gtttatgcgg ataaagggcg acgccgagtg gatcaccgtg gggcatccct 50

<210> 76
<211> 5020
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 76
gggcacgcga ctaataagcc ccagggcgct cgggatgccc tccttccgcc 5025

<210> 77
<211> 50
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.30

<400> 77
aaagtggaag aaaaacagcg tcgtatgccg ccgtcgtcgc aggtgctcgt 50

<210> 7835
<211> 50
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 7840
ctctcggacg caaataaaaa gcatcggcgc gctcgcgttc accagcaagc 50

<210> 79
<211> 50
<212> ADN45
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 79
ctcgccgccg taaaacgtgc cgcgcgattc ctggagcatc gtcatcgggg 50

50
<210> 80
<211> 50
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

55
<400> 80
gcaacctggt caaaaagccg ccttgcgctc tccagcgcag agccgagcgc 50

<210> 81
<211> 5060
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<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 81
tgcgtacgcg tagaagaacg acgcagggca gcgcgacgtc catgacgtcc 505

<210> 82
<211> 50
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.10

<400> 82
gcgccctggg gcttattagt cgcgtgcccg aggcgctcac agcccacctc 50

<210> 8315
<211> 50
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 8320
ctacaacgtc gaaaagtccc tcaaaccgac cagcgagggc ggcctcggcc 50

<210> 84
<211> 50
<212> ADN25
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 84
gccggccccg gctaaagtgc gcgtgacaca ttgatcgccc aggaccaggc 50

30
<210> 85
<211> 50
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

35
<400> 85
gaaaaggtaa aataggcgtt ctttactgtc agggtcttgc agtcgtcttg 50

<210> 86
<211> 5040
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 86
cagagtcgtc aataaatggc aaacgagaac ggctataggc ttttcgttag 5045

<210> 87
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 8755
ggatcaaagt catactatgc gtacacg 27

<210> 88
<211> 26
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

65
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<400> 88
ggtaccgtga atacagtcga ggtagc 26

<210> 89
<211> 605
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético10

<400> 89
gacaaggatt caccccagct tcggttgaaa ctacaagatc atggccaagt tgaccagtgc 60

<210> 9015
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 90

25

<210> 91
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 9135
cctccacatg tctcacaaga ccaccg 26

<210> 92
<211> 24
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

45
<400> 92
gcaagcaatg ctcgatttcc tacc 24

<210> 93
<211> 2750
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético55

<400> 93
ggatcaaagt catactatgc gtacacg 27

<210> 9460
<211> 53
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 945
atctatgtta accgaatgca attgcgtccg agagacctaa agaatcaagt tcg 53

<210> 95
<211> 45
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

15
<400> 95
tatcatcaat tgatgtaggt taacgccatt tctagctcga gctgc 45

<210> 96
<211> 3120
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético25

<400> 96
atgtgccaat ttggtaccgt gaatacagtc g 31

<210> 9730
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 97
atgggcaagg gaagcgaggg 20

40
<210> 98
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 98
ctagtcttgc ttcttggcgt c 2150

<210> 99
<211> 929
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.55

<400> 99
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<210> 100
<211> 34
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 100
atactcgagc cgtgcggcac gacggtccgt gagt 34

<210> 101
<211> 3615
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 101
tatccatggc cgtcgaggtt aaaggtgttg gtgcag 36

<210> 10225
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 102
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atagaattcg atatgtattt acgtgatcaa c 31

<210> 103
<211> 45
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 103
ggcggcgtcg acgacgcagt tcataggcgc cgatcgtttg cgcgt 45

<210> 104
<211> 4515
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 104
acgcgcaaac gatcggcgcc tatgaactgc gtcgtcgacg ccgcc 45

<210> 10525
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 105
tatctgcagg ttgtaggcgc ggcggagggc ctcctcct 38

35
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo 
que consiste en:

5
(a) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:70, que codifica un polipéptido que tiene actividad Δ12 desaturasa;
(b) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:69, en la que la molécula de ácido nucleico regula la transcripción de una Δ12 
desaturasa; y10
(c) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:71, en la que la molécula de ácido nucleico regula la transcripción de una Δ5 
desaturasa.

2. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1 (a), en la que la molécula de ácido nucleico está unida 15
operativamente a un promotor, en el que opcionalmente el promotor es heterólogo para la molécula de ácido 
nucleico aislada.

3. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, en la que el ácido nucleico se obtiene de un 
microorganismo seleccionado del grupo que consiste en los géneros Schizochytrium, Oblongichytrium, 20
Aurantiochytrium y Thraustochytrium, o en la que el microorganismo es ONC-T18.

4. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1 (b) o 1 (c), en la que la molécula de ácido nucleico 
aislada está unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico, en la que la molécula de ácido nucleico 
aislada opcionalmente está unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico heteróloga, en la que 25
preferentemente la secuencia de ácido nucleico heteróloga codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo 
de polipéptido enzimático con una actividad seleccionada del grupo que consiste en actividad desaturasa, actividad 
elongasa, actividad ácido graso sintasa y actividad poliquétido ácido graso poliinsaturado sintasa (PKS), en la que 
más preferentemente la actividad es una actividad desaturasa y en la que la actividad desaturasa es actividad Δ5 
desaturasa o actividad Δ12 desaturasa.30

5. Un vector que comprende la molécula de ácido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicación 1(a), 1(b) o 1(c).

6. Un microorganismo modificado genéticamente , en el que el microorganismo expresa una secuencia de ácido 
nucleico heteróloga que comprende:35

(a) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:70, que codifica un polipéptido que tiene actividad Δ12 desaturasa; o
en la que el microorganismo expresa al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácido graso poliinsaturado 
unido operativamente a un promotor heterólogo que comprende40
(b) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:69; o
(c) una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:71.

45
7. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicación 6, en el que el microorganismo se selecciona 
del grupo que consiste en los géneros Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Thraustochytrium, o en 
el que el microorganismo es ONC-T18.

8. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicación 6, en el que la secuencia de ácido nucleico 50
heteróloga está unida operativamente a un promotor heterólogo; o en el que la secuencia de ácido nucleico 
heteróloga está introducida en el microorganismo por un vector de expresión.

9. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicación 8, en el que el vector de expresión se introduce 
en el microorganismo con al menos un polinucleótido heterólogo adicional que codifica un polipéptido enzimático o 55
parte de un polipéptido enzimático implicado en la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados, en el que 
opcionalmente el al menos un polinucleótido heterólogo adicional codifica un polipéptido enzimático o parte de un 
complejo de polipéptido enzimático seleccionado del grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, 
Δ12 desaturasa, Δ5 desaturasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

60
10. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicación 6, en el que el al menos un polinucleótido de 
biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados es endógeno para el microorganismo o en el que el al menos 
polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados es exógeno para el microorganismo, en el que 
opcionalmente el al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados codifica un polipéptido 
enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático seleccionado del grupo que consiste en ácido graso 65
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sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ12 desaturasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

11. Un método para producir ácidos grasos poliinsaturados, comprendiendo el método:

proporcionar una célula de Thraustochytrium modificada genéticamente, en el que la célula de Thraustochytrium5
modificada genéticamente expresa una molécula de ácido nucleico heteróloga que tiene una secuencia que es al 
menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:70 que codifica un polipéptido que tiene 
actividad Δ12 desaturasa;
en el que la expresión heteróloga cambia la producción de uno o más ácidos grasos poliinsaturados por la célula 
modificada genéticamente en comparación con una célula de referencia cuando las células modificadas 10
genéticamente y de referencia se cultivan en condiciones comparables; y
cultivar la célula de Thraustochytrium modificada genéticamente en condiciones y durante un tiempo suficientes 
para conseguir la producción del o de los ácidos grasos poliinsaturados.

12. El método de la reivindicación 11, que comprende además expresar al menos un polinucleótido heterólogo que 15
codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático seleccionado del grupo que 
consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa 
(PKS).

13. Un método para producir ácidos grasos poliinsaturados, comprendiendo el método:20

proporcionar una célula de Thraustochytrium modificada genéticamente, en el que la célula de Thraustochytrium
modificada genéticamente expresa al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados 
unido operativamente a un promotor heterólogo que comprende una molécula de ácido nucleico que tiene una 
secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:69 o que comprende 25
una molécula de ácido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:71;
en el que la unión operativa del promotor heterólogo con al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos 
grasos poliinsaturados cambia la producción de uno o más ácidos grasos poliinsaturados por la célula modificada 
genéticamente en comparación con una célula de referencia cuando las células modificadas genéticamente y de 30
referencia se cultivan en condiciones comparables; y
cultivar la célula de Thraustochytrium modificada genéticamente en condiciones y durante un tiempo suficientes 
para conseguir la producción del o los ácidos grasos poliinsaturados.

14. El método de la reivindicación 11 ó 13, en el que el o los ácidos grasos poliinsaturados se seleccionan del grupo 35
que consiste en ácido alfa linolénico, ácido araquidónico, ácido docosahexaenoico, ácido docosapentaenoico, ácido 
eicosapentaenoico, ácido gamma-linolénico, ácido linoleico y/o ácido linolénico.

15. El método de la reivindicación 14, en el que el al menos un polinucleótido de biosíntesis de ácidos grasos 
poliinsaturados codifica un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptido enzimático seleccionado del 40
grupo que consiste en ácido graso sintasa (AGS), Δ5 elongasa, Δ5 desaturasa, Δ4 desaturasa y poliquétido AGPI 
sintasa (PKS).
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