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DESCRIPCION
Modificacion genética de microorganismos
Antecedentes

Se ha reconocido durante mucho tiempo que los acidos 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, salmén, lacha, arenque y atun. 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
existiendo la necesidad de fuentes alternativas de AGPI.

Los traustoquitridos son microorganismos acuaticos, eucariotas, con la capacidad de producir productos Uutiles,
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 traustoquitridos son capaces de usar
una amplia serie de fuentes de carbono y nitrégeno para crecimiento, lo que indica un potencial para cultivo industrial
con nutrientes econémicos.

Resumen de la invencion

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

La presente divulgacion proporciona sistemas para modificar por ingenieria genética traustoquitridos, asi como
traustoquitridos modificados por ingenieria genética que encuentran diversos usos (por ejemplo, produccion de AGPI
y/o produccién de biocombustible).

Se proporcionan en el presente documento moléculas de acido nucleico aisladas como se definen en las
reivindicaciones incluyendo un gen o elemento génico de traustoquitrido o Thraustochytrium, tal como un promotor
de traustoquitrido o Thraustochytrium. Los promotores ejemplares en moléculas de acido nucleico aisladas
proporcionadas incluyen, un promotor de A12 desaturasa (por ejemplo, secuencias de acido 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
A5 desaturasa (por ejemplo, secuencias de acido nucleico que tienen al menos 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99
%, o mayor identidad de secuencia con SEQ ID NO:71). Opcionalmente, la molécula de acido nucleico aislada es
una secuencia de A12 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 polipeptidicas aisladas que tienen secuencias de aminoacidos codificadas en
elementos génicos de traustoquitrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, el polipéptido aislado es A12 desaturasa.
Opcionalmente, el polipéptido aislado es una A12 desaturasa codificada por una secuencia de acido 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 acido nucleico aisladas que incluyen una secuencia heterdéloga unida operativamente
a un promotor génico de traustoquitrido o Thraustochytrium y un terminador génico de traustoquitrido o
Thraustochytrium. Opcionalmente, la secuencia heteréloga codifica un polipéptido. Opcionalmente, las moléculas de
acido nucleico aisladas proporcionadas incluyen ademas un gen de resistencia a zeocina.

Por lo tanto, Se proporcionan moléculas de acido nucleico aisladas que incluyen un gen de traustoquitrido o
Thraustochytrium unido operativamente a un promotor génico. Opcionalmente, el promotor génico es un promotor
génico heterdlogo. Opcionalmente, el promotor génico es un promotor génico heterélogo de traustoquitrido o
Thraustochytrium. Por ejemplo, una molécula de &acido nucleico aislada que comprende A5 elongasa de
traustoquitrido o Thraustochytrium, A5 desaturasa o A4 desaturasa puede unirse operativamente a un promotor de
A12 desaturasa de traustoquitrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, el promotor génico es exdgeno para el gen al
que esta unido operativamente. Opcionalmente, el promotor génico es enddgeno para el gen al que esta unido
operativamente.

Se proporcionan células hospedadoras que incluyen uno o mas acidos nucleicos aislados proporcionados, acidos
nucleicos recombinantes o construcciones heterdlogas como se describen en el presente documento.
Opcionalmente, las células hospedadoras son microorganismos distintos de traustoquitrido o Thraustochytrium.

Se proporcionan métodos para mutar células de un microorganismo (por ejemplo, traustoquitrido o
Thraustochytrium). Los métodos incluyen las etapas de cultivar células del microorganismo en un medio,
comprendiendo el medio zeocina a una concentracion a la que la zeocina destruye 60-80 % de las células y aislar
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una subpoblacién de células que sobreviven al cultivo, mutando de este modo células de un microorganismo. Se
proporcionan ademas métodos para mutar células de un microorganismo (por ejemplo, traustoquitrido o
Thraustochytrium) que incluyen las etapas de cultivar células del microorganismo en un medio, exponer las células a
radiacion ultravioleta o de microondas, o combinaciones de las mismas, de modo que se destruyen 60-80 % de las
células, y aislar una subpoblacion de células que sobreviven al cultivo, mutando de este modo células de un
microorganismo. Opcionalmente, los métodos incluyen muiltiples ciclos de mutacion y aislamiento. La mutacion
puede dirigirse a genes especificos mediante recombinacion homodloga, promotores inducibles, enfoques de
insercion y atenuacion, y otros medios moleculares en la técnica.

Se proporcionan células de traustoquitrido o Thraustochytrium que contienen una o mas modificaciones para uno o
mas genes que codifican un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico implicado en la
ruta biosintética de AGPI de traustoquitrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, las modificaciones aumentan o
reducen la producciéon de uno o mas AGPI por la célula modificada en comparacion con una célula de traustoquitrido
o Thraustochytrium de referencia cuando las células modificadas y de referencia se cultivan en condiciones
comparables. Opcionalmente, el polipéptido enzimatico o los complejos de polipéptido enzimatico se seleccionan del
grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4 desaturasa y
poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, los uno o mas AGPI se seleccionan del grupo que consiste en acido
alfa linolénico («ALA»), acido araquiddnico («ARAy), acido docosahexaenoico («DHA»), acido docosapentaenoico
(«DPA»), acido eicosapentaenoico («EPA»), acido gamma-linolénico («GLA») y acido linoleico («LA»).
Opcionalmente, la enzima o los complejos enzimaticos se seleccionan del grupo que consiste en poliquétido AGPI
sintasa (PKS), A9 desaturasa, elongasa y omega-3 desaturasa.

Se proporcionan métodos para transformar una célula de traustoquitrido o Thraustochytrium. Los métodos incluyen
las etapas de (a) proporcionar una célula de traustoquitrido o Thraustochytrium competente; (b) suministrar un acido
nucleico recombinante en la célula de traustoquitrido o Thraustochytrium competente, en el que el acido nucleico
recombinante comprende un marcador seleccionable; y (c) cultivar la célula de traustoquitrido o Thraustochytrium
competente en un medio de cultivo que contiene un agente de seleccion que reduce el crecimiento de células sin el
marcador seleccionable. Opcionalmente, el marcador seleccionable es un gen de resistencia a antibioticos.
Opcionalmente, el agente de seleccion es un antibidtico. Por ejemplo, el antibidtico puede ser zeocina.
Opcionalmente, la zeocina esta presente a una concentracion mayor de 50 yg/ml (por ejemplo, aproximadamente
100-1000 pg/ml). Opcionalmente, la zeocina esta presente a una concentracion de aproximadamente 500 pg/ml.
Opcionalmente, la cantidad de sal en el medio se reduce para evitar la degradacioén de la zeocina.

En los métodos proporcionados para transformar una célula de traustoquitrido o Thraustochytrium, el acido nucleico
recombinante incluye ademas un casete de expresion génica distinto del marcador seleccionable.

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

Opcionalmente, la etapa de suministro comprende suministro biolistico de particulas recubiertas con el acido
nucleico recombinante. Por ejemplo, pueden usarse particulas que comprenden oro, wolframio o particulas de perlas
de vidrio en el suministro biolistico.

Opcionalmente, el medio de cultivo contiene un nivel de sal entre una concentracién salina inferior y una
concentracion salina superior. Opcionalmente, la concentracion 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
concentracion salina superior es aproximadamente 20, aproximadamente 22, aproximadamente 25,
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 concentracion 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
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 sédico, sal de mesa, sulfato sédico, etc), sales de potasio, y combinaciones de las mismas. Opcionalmente,
la sal es 0 comprende una sal distinta de cloruro. Opcionalmente, la sal es o comprende una sal distinta de cloruro
sédico.

Se proporcionan células de traustoquitrido o Thraustochytrium competentes para transformacion genética.

Se proporcionan células de traustoquitrido o Thraustochytrium transformadas con un acido nucleico recombinante.
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Se proporcionan métodos para cultivar células de traustoquitrido o Thraustochytrium. Los métodos incluyen dejar
crecer un cultivo que comprende células de traustoquitrido o Thraustochytrium en un primer conjunto de condiciones
en las que la biomasa aumenta (y opcionalmente otras caracteristicas 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 mas de (a) reducir las concentraciones de oxigeno de una
primera concentracion de oxigeno a una segunda concentracion de oxigeno; (b) aumentar la relacién C:N de una
primera relacion C:N a una segunda relacion C:N; (c) reducir la temperatura de una primera temperatura a una
segunda temperatura; y combinaciones de los mismos.

Se proporcionan meétodos para proporcionar un AGPI. Los métodos incluyen proporcionar una célula de
traustoquitrido o Thraustochytrium que esta modificada en comparaciéon con una célula de traustoquitrido o
Thraustochytrium de referencia porque la célula modificada contiene una o mas modificaciones genéticas que
aumentan la produccion de uno o mas AGPI por la célula modificada en comparacién con la célula de referencia
cuando las células modificadas y de referencia se cultivan en condiciones comparables; y cultivar la célula de
traustoquitrido o Thraustochytrium modificada en condiciones y durante un tiempo suficientes para conseguir la
produccién del o los AGPI.

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

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

Opcionalmente, la etapa de aporte comprende proporcionar una célula de traustoquitrido o Thraustochytrium que
esta modificada con respecto a una célula de traustoquitrido o Thraustochytrium de referencia porque la célula de
traustoquitrido o Thraustochytrium modificada contiene al menos un polipéptido heterdlogo expresado.
Opcionalmente, la al menos una proteina heteréloga se expresa a partir de un gen que esta unido operativamente
con un promotor de traustoquitrido o Thraustochytrium modificado genéticamente, un terminador de traustoquitrido o
Thraustochytrium modificado genéticamente, o ambos. Opcionalmente, el al menos un polipéptido heterdlogo
comprende al menos un polipéptido de biosintesis de AGPI heterdlogo.

La modificacién genética puede incluir al menos una mutacion de nucleétidos que aumenta la expresion o actividad
del polipéptido de biosintesis de AGPI. Opcionalmente, el polipéptido de biosintesis de AGPI cuya expresion o
actividad aumenta es un polipéptido de produccion de AGPI enddgeno. Opcionalmente, el polipéptido de produccion
de AGPI cuya expresion o actividad aumenta es un polipéptido de biosintesis de AGPI heterdlogo.

Se proporcionan células de traustoquitrido o Thraustochytrium modificadas genéticamente que expresan un
polipéptido de producciéon de AGPI heterdlogo.

Se proporcionan células de traustoquitrido o Thraustochytrium que producen al menos un AGPI a un nivel al menos
36 % mayor que una célula de traustoquitrido 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 mas componentes de una célula de
traustoquitrido o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibiéticos o es descendiente de una célula
de traustoquitrido o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibiéticos. Opcionalmente, el gen de
resistencia a antibidticos es un gen de resistencia a zeocina.

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

Se proporcionan polipéptidos de anticuerpo a uno o mas de los polipéptidos aislados descritos en el presente
documento. Opcionalmente, se proporcionan polipéptidos de anticuerpo a un polipéptido aislado que codifica una
A12 desaturasa de traustoquitrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, los polipéptidos de anticuerpo tienen
constantes de afinidad de aproximadamente (Ka) de 109, 108, 107, 106, 105, o 10* M. Opcionalmente, los
anticuerpos tienen constantes de afinidad (Ka) en el intervalo de aproximadamente 1010-109, 108-109, 107-108, 108-
107, 10%-10° o 10*10° ™M™ Opcionalmente, los anticuerpos son anticuerpos monoclonales, policlonales,
monocatenarios o fragmentos de unién a antigeno.

Se proporciona en el presente documento una molécula de acido nucleico aislada que incluye una secuencia de
acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID
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NO:7; (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que codifica un polipéptido, que tiene actividad A12
desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico que difiere de la molécula de acido nucleico de (a) o (b) en la
secuencia codonica debido a la degeneracion del codigo genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c); y (e) una
molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO:70. Opcionalmente, la molécula de acido nucleico aislada esta unida operativamente a un promotor.
Opcionalmente, el promotor es heterdlogo para la molécula de acido nucleico aislada. Opcionalmente, el acido
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.

Se proporciona en el presente documento una molécula de acido nucleico aislada que incluye una secuencia de
acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID
NO:72; (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que tiene actividad A5
desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico que difiere de la molécula de acido nucleico de (a) o (b) en la
secuencia codonica debido a la degeneracion del codigo genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c); y (e) una
molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO:72. Opcionalmente, la molécula de acido nucleico estd unida operativamente a un promotor.
Opcionalmente, el promotor es heterdlogo para la molécula de acido nucleico aislada. Opcionalmente, el acido
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.

Se desvela una molécula de acido nucleico aislada que incluye una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula
que consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID NO:69; (b) un complemento de dicho acido
nucleico de (a) que regula la transcripcion de una A12 desaturasa; y (c) una molécula de acido nucleico que tiene
una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:69. Opcionalmente, la
molécula de acido nucleico aislada esta unida operativamente a una secuencia de acido nucleico heterdloga.
Opcionalmente, la molécula de acido nucleico esta unida operativamente a un polinucleétido que codifica un
polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico con una actividad seleccionada del grupo
que consiste en actividad desaturasa, actividad elongasa, actividad acido graso sintasa y actividad poliquétido acido
graso poliinsaturado sintasa (PKS). Opcionalmente, la actividad es una actividad desaturasa. Opcionalmente, la
actividad desaturasa es una actividad A5 desaturasa. Opcionalmente, el acido nucleico se obtiene de un
microorganismo. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en los géneros
Schizochytrium, Oblorrgichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el microorganismo es ONC-
T18.

Se desvela en el presente documento una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID
NO:71; (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que regula la transcripcion de una A5 desaturasa; y (c)
una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:71. Opcionalmente, la molécula de acido nucleico aislada esta unida operativamente a una
secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la molécula de acido nucleico esta unida operativamente a
un polinucledtido que codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico con una
actividad seleccionada del grupo que consiste en actividad desaturasa, actividad elongasa, actividad acido graso
sintasa y actividad poliquétido acido graso poliinsaturado sintasa (PKS). Opcionalmente, la actividad es una actividad
desaturasa. Opcionalmente, la actividad desaturasa es una actividad A12 desaturasa. Opcionalmente, el acido
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.

Se desvelan polipéptidos codificados por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 70y 72.
Se desvelan vectores que comprenden todas o parte de las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 69-72.

También se desvela un microorganismo modificado técnicamente, en el que el microorganismo expresa una
secuencia de acido nucleico heterdloga seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico
que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucledtidos expuesta
como SEQ ID NO:70; (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que tiene
actividad A12 desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico que difiere de la molécula de acido nucleico de (a) o
(b) en la secuencia coddnica debido a la degeneracion del codigo genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c): y (e)
una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:70. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en los géneros
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Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el microorganismo es ONC-
T18. Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico heteréloga esta unida operativamente a un promotor heterélogo.
Opcionalmente, el promotor heterdlogo es al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 71. Opcionalmente, el promotor
heterdélogo se selecciona del grupo que consiste en promotores bacterianos, promotores de levadura, promotores
viricos eucariotas o elementos promotores aislados de microalgas. Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico
heterdloga esta sobreexpresada. Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico heteréloga se introduce en la célula
por un vector de expresion. Opcionalmente, el vector de expresion se introduce en el microorganismo con al menos
un polinucledtido heterdlogo adicional que codifica un polipéptido enzimatico o parte de un polipéptido enzimatico
implicado en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido
heterélogo adicional codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico
seleccionado del grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el contenido graso total del microorganismo aumenta
en al menos 10 % en relacion con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heterdloga.
Opcionalmente, el contenido graso total del microorganismo aumenta en al menos 20 % en relacion con el contenido
en ausencia de la secuencia de acido nucleico heterdloga. Opcionalmente, el contenido graso total del
microorganismo aumenta en al menos 50 % en relacién con el contenido en ausencia de la secuencia de acido
nucleico heteréloga. Opcionalmente, el contenido graso total del microorganismo aumenta en al menos 100 % en
relacion con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la expresion de
la secuencia de acido nucleico heterdloga reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y
monoinsaturados en al menos 10 % en relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion
de la secuencia de acido nucleico heterdloga. Opcionalmente, la expresion de la secuencia de acido nucleico
heterdloga reduce el contenido de &cidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en
relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico
heteréloga. Opcionalmente, la expresion de la secuencia de acido nucleico heterdloga reduce el contenido de acidos
grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 50 % en relacion con el contenido de dichos éacidos
grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la expresion de la
secuencia de acido nucleico heteréloga reduce el contenido de &acidos grasos C12-C16 saturados y
monoinsaturados en al menos 100 % en relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion
de la secuencia de acido nucleico heteréloga.

Se desvela un microorganismo modificado genéticamente, en el que el microorganismo expresa al menos un
polinucledtido de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados unido operativamente a un promotor heterélogo
seleccionado del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con
una molécula que consiste en una secuencia de nucledtidos expuesta como SEQ ID NO:69; (b) un complemento de
dicho acido nucleico de (a) que regula la transcripcién de una A12 desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico
que difiere de la molécula de acido nucleico de (a) o (b) en la secuencia coddnica debido a la degeneracion del
cadigo genético; y (d) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:69. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido de biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados es enddgeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido
de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados endogeno esta unido operativamente al promotor heterélogo por
recombinacién homoéloga. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido de biosintesis de acidos grasos
poliinsaturados es exdgeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucledtido de biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico
seleccionado del grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el microorganismo modificado genéticamente
sobreexpresa una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos
expuesta como SEQ ID NO:70; (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que
tiene actividad A12 desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico que difiere de la molécula de acido nucleico de
(a) o (b) en la secuencia codoénica debido a la degeneracion del codigo genético; (d) complementos de (a) o (b) o (c);
y (e) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:70.

Se desvelan métodos para producir acidos grasos poliinsaturados. Los métodos incluyen proporcionar una célula de
traustoquitrido o Thraustochytrium modificada genéticamente, en la que la célula modificada genéticamente expresa
una secuencia de acido nucleico heteréloga seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos
expuesta como SEQ ID NO:70, (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que
tiene actividad A12 desaturasa, (c) una molécula de acido nucleico que difiere de la molécula de acido nucleico de
(a) o (b) en la secuencia coddnica debido a la degeneracion del cédigo genético; y (d) complementos de (a) o (b) o
(c); y (e) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:70, en el que la expresion heteréloga cambia la produccion de uno o mas acidos
grasos poliinsaturados por la célula modificada genéticamente en comparacion 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 produccion del o los
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acidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, el o los acidos grasos poliinsaturados se seleccionan del grupo que
consiste en acido alfa linolénico, acido araquidoénico, acido docosahexaenoico, acido docosapentaenoico, acido
eicosapentaenoico, acido gamma-linolénico, acido linoleico y/o acido linolénico. Opcionalmente, los métodos
comprenden ademas expresar al menos un polinucleétido heterélogo que codifica un polipéptido enzimatico o parte
de un complejo de polipéptido enzimatico seleccionado del grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5
elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 10 % en relacion con el contenido en ausencia de la
secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos
20 % en relacion con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, el
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 50 % en relacion con el contenido en ausencia de la
secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos
100 % en relacién con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la
expresion de la molécula de acido nucleico heterdloga reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y
monoinsaturados en al menos 10 % en relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresién
de la secuencia de acido nucleico heterdloga. Opcionalmente, la expresién de la molécula de acido nucleico
heterdloga reduce el contenido de &cidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en
relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico
heteréloga. Opcionalmente, la expresion de la molécula de acido nucleico heteréloga reduce el contenido de acidos
grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 50 % en relacion con el contenido de dichos éacidos
grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la expresion de la
molécula de acido nucleico heterdloga reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados
en al menos 100 % en relacién con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia
de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la molécula de acido nucleico heterdéloga esta sobreexpresada.

También se desvela un método para producir acidos grasos poliinsaturados que incluye proporcionar una célula de
traustoquitrido o Thraustochytrium modificada genéticamente, en el que la célula modificada genéticamente expresa
al menos un polinucledtido de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados unido operativamente a un promotor
heterélogo seleccionado del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en condiciones
rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID NO:69, (b) un
complemento de dicho acido nucleico de (a) que regula la transcripcion de una A12 desaturasa, (c) una molécula de
acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO:69, en el que la unidn operativa del promotor heterélogo con al menos un polinucleétido de biosintesis de acidos
grasos poliinsaturados cambia la produccién de uno o mas acidos grasos poliinsaturados por la célula modificada
genéticamente en comparacion 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 produccion del o los acidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente,
el o los acidos grasos poliinsaturados se seleccionan del grupo que consiste en acido alfa linolénico, acido
araquidodnico, acido docosahexaenoico, acido docosapentaenoico, acido eicosapentaenoico, acido gamma-linoleico,
acido linoleico y/o acido linolénico. Opcionalmente, los métodos comprenden ademas expresar al menos un
polinucleétido heterélogo que codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico
seleccionado del grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al
menos 10 % en relacion con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente,
el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 20 % en relacion con el contenido en ausencia de la
secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos
50 % en relaciéon con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, el
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 100 % en relacion con el contenido en ausencia de la
secuencia de acido nucleico heterdloga. Opcionalmente, la expresion de la molécula de acido nucleico heteréloga
reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 10 % en relacion con el
contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga.
Opcionalmente, la expresion de la molécula de acido nucleico heteréloga reduce el contenido de acidos grasos C12-
C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en relaciéon con el contenido de dichos &cidos grasos en
ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la expresion de la molécula de
acido nucleico heteréloga reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos
50 % en relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido
nucleico heterdloga. Opcionalmente, la expresion de la molécula de acido nucleico heterdloga reduce el contenido
de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 100 % en relacion con el contenido de dichos
acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heterdloga. Opcionalmente, el al menos
un polinucleodtido heterélogo que codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico
esta sobreexpresado. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados
codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico seleccionado del grupo que
consiste en acido graso sintasa (FAS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa
(PKS).

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

Se desvela un microorganismo modificado genéticamente, en el que el microorganismo expresa una secuencia de
acido nucleico heterologa seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en
condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID
NO:72; (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que tiene actividad A5
desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico que difiere de la molécula de acido nucleico de (a) o (b) en la
secuencia coddnica debido a la degeneracion del cédigo genético; y (d) complementos de (a) o (b) o (c); y (e) una
molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO:72. Opcionalmente, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en los géneros
Schizochytrium, Oblongichytrium, Aurantiochytrium y Traustochytrium. Opcionalmente, el microorganismo es ONC-
T18. Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico heterdloga esta unida operativamente a un promotor heterélogo.
El promotor heterdlogo puede ser al menos 90 % idéntico a SEQ ID NO: 71. Opcionalmente, el promotor heterélogo
se selecciona del grupo que consiste en promotores bacterianos, promotores de levadura, promotores viricos
eucariotas o elementos promotores aislados de microalgas. Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico
heterdloga esta sobreexpresada. Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico heteréloga se introduce en la célula
por un vector de expresion. Opcionalmente, el vector de expresion se introduce en el microorganismo con al menos
un polinucledtido heterdlogo adicional que codifica un polipéptido enzimatico o parte de un polipéptido enzimatico
implicado en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido
heterélogo adicional codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico
seleccionado del grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al
menos 10 % en relacion con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente,
el contenido graso total de la célula aumenta en al menos 20 % en relacion con el contenido en ausencia de la
secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, el contenido graso total de la célula aumenta en al menos
50 % en relaciéon con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, el
contenido graso total de la célula aumenta en al menos 100 % en relacién con el contenido en ausencia de la
secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga
reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 10 % en relacion con el
contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga.
Opcionalmente, la expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga reduce el contenido de acidos grasos
C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 20 % en relacion con el contenido de dichos acidos grasos en
ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga. Opcionalmente, la expresion de la secuencia
de acido nucleico heterdloga reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al
menos 50 % en relaciéon con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de
acido nucleico heterdéloga. Opcionalmente, la expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga reduce el
contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 100 % en relacién con el contenido
de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heterdloga.

Se desvela un microorganismo modificado genéticamente, en el que el microorganismo expresa al menos un
polinucledtido de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados unido operativamente a un promotor heterélogo
seleccionado del grupo que consiste en (a) una molécula de acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con
una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID NO:71; (b) un complemento de
dicho acido nucleico de (a) que regula la transcripcion de una A5 desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico que
difiere de la molécula de acido nucleico de (a) o (b) en la secuencia codoénica debido a la degeneracion del cédigo
genético; y (d) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:71. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido de biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados es enddgeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido
de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados endogeno esta unido operativamente al promotor heterélogo por
recombinacién homoéloga. Opcionalmente, el al menos un polinucleétido de biosintesis de acidos grasos
poliinsaturados es exdgeno para el microorganismo. Opcionalmente, el al menos un polinucledtido de biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico
seleccionado del grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4
desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, el microorganismo modificado genéticamente
sobreexpresa una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (a) una molécula de acido
nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que consiste en una secuencia de nucleétidos
expuesta como SEQ ID NO:70; (b) un complemento de dicho acido nucleico de (a) que codifica un polipéptido que
tiene actividad A12 desaturasa; (c) una molécula de acido nucleico que difiere de la molécula de acido nucleico de
(a) o (b) en la secuencia coddnica debido a la degeneracion del cédigo genético; y (d) complementos de (a) o (b) o
(c); y (e) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:70.

Se exponen detalles de una o mas realizaciones en los dibujos adjuntos y la descripcién posterior. Otros elementos,
objetos y ventajas resultaran evidentes a partir de la descripcion y los dibujos, y de las reivindicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra una representacion de las rutas biosintéticas de AGPI en Thraustochytrium sp. ONC-T18
(«ONC-T18», n.° de referencia de la ATCC: PTA-6245; Solicitud de patente internacional n.°
PCT/IB2006/003977. AGS, acido graso sintasa; EL, elongasa; A12, A12 desaturasa; A9, A9 desaturasa; A8, A8
desaturasa; A6, A6 desaturasa; A5, A5 desaturasa; A4, A4 desaturasa; w3, omega-3 desaturasa; C14:0, acido
miristico; C16:0, acido palmitico; C16: In-7, acido palmitoleico; C18:0, acido estearico; C18:In-7, acido cis-
vaccénico; C18:In-9, acido oleico; C18:2n-6 (LA), acido linoleico; C18:3n-3 (ALA), acido a-linolénico; C18:3n-6
(GLA), acido y-linolénico; C18:4n-3 (STA), acido estearidénico; C20:2n-6 (EDA), acido eicosadienoico; C20:3n-6
(DGLA), acido dihomo-y-linolénico; C20:4n-3 (ETA), acido eicosatetraenoico; C20:3n-3 (ETE), acido
eicosatetraenoico; C20:4n-6 (ARA), acido araquidénico; C20:5n-3 (EPA), acido eicosapentaenoico; C22:4n-6
(DTA), acido docosatetraenoico; C22:5n-3 (DPA), acido docosapentaenoico; C22:5n-6, acido
docosapentaenoico; C22:6n-3 (DHA), acido 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 representacion esquematica de la generacion del vector de expresion génica pd4DPZ 1.

La Fig. 3 es una representacion esquematica de la generacion del vector de expresion génica pd5EPZ1.

La Fig. 4 es una representacion esquematica de la generacion del vector de expresion génica pd5EPrsGFP1 asi
como las construcciones del plasmido intermedio producido por los procesos.

La Fig. 5 es una ilustracion esquematica de la generacion del vector de expresion génica p341PZ40T.

La Fig. 6 es una ilustracion esquematica de la generacion del vector de expresion génica p341PZ347T.

La Fig. 7 es una ilustracion esquematica de la generacion del vector de expresion génica p341PZ713T.

La Fig. 8 es una ilustracion esquematica de la generacion del vector de expresion génica p701PZ40T.

La Fig. 9 es una ilustracion esquematica de la generacion del vector de expresion génica p341PsmRsGFP40T.
La Fig. 10 es una ilustracion esquematica de la generacion del vector de expresion génica pD4DPZ18S asi como
las construcciones del plasmido intermedio producido por los procesos.

La Fig. 11 es una representacion esquematica de la generacion del vector de expresion génica p341PZ5EpEx
asi como las construcciones de los plasmidos intermedios producidos por los procesos.

La Fig. 12 ilustra efectos del antibiético zeocina en el crecimiento y los numeros de colonias de ONC-T18 a
diversas salinidades en las placas del medio de cultivo ONC-T18-GMO. Los resultados indican que ONC-T18
crecié mas rapido y produjo mas colonias con mayor salinidad (por ejemplo 35 g/l de sal marina artificial) en
medio ONC-T18-GMO 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 concentracion de 30 pg/ml, podria inhibir
completamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar de ONC-T18-GMO.

La Fig. 13 ilustra la deteccion del transgén del gen de resistencia a zeocina en las cepas resistentes a zeocina
transformadas. Los fragmentos de ADN especificos del gen de zeocina se amplificaron a partir del ADN
genomico de cada cepa transformante con técnica de PCR usando cebadores especificos del gen resistente a
zeocina.

Las Fig. 14A y 14B ilustran las tasas de crecimiento de cepas derivadas de células individuales transformadas.
Se seleccionaron inéculos de cepas resistentes a zeocina que se habian transferido tres veces en placas de agar
de zeocina ONC-T18-GMO0 de cada colonia usando una punta de pipeta de 10 ul y se resuspendieron en 50 pyl de
agua esterilizada en un tubo de PCR de 200 pl. Se aplicé puntualmente un pl de la suspension celular en placas
de agar de ONC-T18-GMO (15 g/l de agar) que contenian 18 g/l o 35 g/l de sal marina. Los diametros de las
colonias aplicadas puntualmente se midieron el dia 1, dia 3, dia 5, dia 7 y dia 9 después de la inoculacion.

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-GMO0) que contienen zeocina a concentraciones de 0 ug/ml a 5000
pg/ml. Un pl de las suspensiones celulares se aplico puntualmente en las placas de agar de ONC-T18-GMO y los
diametros 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 liquido (ONC-T18-GMO) que contiene sal marina artificial a la concentracion
de 18 g/l 0 35 g/l. Los resultados muestran que a la menor salinidad, todas las cepas ensayadas produjeron mas
biomasa que a una mayor salinidad.

Las Fig. 17A, 17b, 17C y 17D ilustran los perfiles de acidos grasos y productividades de lipidos totales de las
cepas transformadas que crecieron en ONC-T18-GMO liquido que tenia diversas salinidades.

Esta figura ilustra la estabilidad del transgén ble en cepas de ONC-T18 transformadas.

La Fig. 18 muestra una comparacion de cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y transformadas en placas de agar
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 particular
(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 compafiero. Como se conoce en la técnica, puede utilizarse cualquiera de una
diversidad de tecnologias para determinar la afinidad. La afinidad puede usarse para representar una medida de
union especifica.
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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 mas polipéptidos sustancialmente codificados por genes de inmunoglobulina o fragmentos de
genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de region constante
kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi como mudltiples genes de region variable de inmunoglobulina.
Las cadenas ligeras se clasifican tipicamente como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican tipicamente
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) tipica comprende un
tetramero. Cada tetramero esta compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, 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 regiéon variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente
responsables del reconocimiento de antigenos. Las expresiones «cadena ligera variable» (VL) y «cadena pesada
variable» (VH) se refieren a estas cadenas ligeras y pesadas respectivamente. Un anticuerpo puede ser especifico
para un antigeno particular. El anticuerpo o su antigeno puede ser un analito o un compafiero de union. Los
anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como varios fragmentos bien caracterizados producidos por
digestion con diversas peptidasas. Por lo tanto, por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo debajo de los enlaces
de disulfuro en la regién bisagra para producir F(ab)'2, un dimero de Fab que es en si 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 region bisagra convirtiendo de este modo el dimero (Fab’)2 en un monémero Fab’. EIl monémero Fab’
es esencialmente un Fab con parte de la region bisagra (véase, Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven
Press, N.Y. (1993), para una descripcion mas detallada de otros fragmentos de anticuerpo). Aunque diversos
fragmentos de anticuerpo se definen con respecto a la digestion de un anticuerpo intacto, un experto habitual en la
materia apreciara que dichos fragmentos Fab’ pueden sintetizarse de novo quimicamente o utilizando metodologia
de ADN recombinante. Por lo tanto, el término «anticuerpo», como se usa en el presente documento también incluye
fragmentos de anticuerpo producidos por la modificacion de anticuerpos completos o sintetizados de novo usando
metodologias de ADN recombinante.

Aproximadamente: Tal como se usa en el presente documento, la expresion «aproximadamente» o «alrededor dey,
como se aplica a uno o mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia indicado.
La expresion «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
%, 3 %, 2 %, 1 %, o menos en cualquier direccion (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 numero
supere 100 % de un valor posible).

Competente: El término «competente», tal como se usa en el presente documento en referencia a una célula, se
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 transformacién. Por ejemplo, una célula
puede ser competente para un método de transformacion, pero no para otro. Como alternativa o adicionalmente, una
célula puede ser competente para mas de un método de transformacién. 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,
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 limitacién, membranas celulares, paredes celulares,
nucleos celulares, citosol, material genético (por ejemplo, cromosomas), organulos celulares o cualquier parte de o
biomolécula contenida en cualquiera de los componentes anteriormente mencionados. Los organulos contenidos
tipicamente en una célula pueden diferir dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, algunos organulos estan
presentes solamente en células eucariotas. Algunos organulos estan solamente presentes en células vegetales y
algunos estan solamente presentes en células animales. Son ejemplos no limitantes de tipo se organulos son
nucleos celulares, mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, lisosomas, vacuolas, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico, ribosomas y centrosomas. Los ejemplos no limitantes de biomoléculas contenidas en una célula
incluyen, pero sin limitacion, acidos nucleicos (por ejemplo, ADN y/o ARN, polipéptidos (por ejemplo, proteinas),
complejos nucleoproteicos, lipidos y fosfolipidos. Algunas células pueden contener material genético exégeno (por
ejemplo, material que se ha introducido en la célula por la mano del hombre). Dicho material exdgeno se incluye en
esta definicion. Algunas células pueden tener componentes extracelulares tales como capsulas extracelulares,
flagelos o fimbrias (pelos). Estos componentes extracelulares también se incluyen en esta definicion.

Expresién simultanea: Tal como se usa en el presente documento, la expresidon «expresion simultanea» o
«combinada» se refiere a casos en los que dos o mas polinucledtidos de biosintesis de AGPI que codifican un
polipéptido enzimatico de biosintesis de AGPI o parte de un complejo de polipéptido enzimatico (por ejemplo, una
A12 desaturasa y una A5 elongasa) se expresan juntos durante un intervalo temporal en no menos que cantidades
minimas, es decir, los polipéptidos que codifican estan presentes juntos en cantidades no insignificantes. El intervalo
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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), dias (por ejemplo, al menos 1 dia, 1-2 dias, 2-4 dias,
4-7 dias, etc.), semanas (por ejemplo, al menos 1, 2 o 3 semanas), etc. En consecuencia, los dos o mas
polinucledtidos de biosintesis de AGPI pueden, aunque no es necesario, administrarse simultaneamente o juntos
como parte de un uUnico casete de expresion (es decir, conducidos por el mismo promotor) o transformarse
simultaneamente en una célula hospedadora en uno o mas plasmidos. Ademas, los dos o mas polinucleétidos de
biosintesis de AGPI pueden, aunque no es necesario, transformarse secuencialmente en células hospedadoras en
un corto intervalo entre si (por ejemplo, menos de 1 hora, menos de 30 minutos, menos de 10 minutos,
aproximadamente 5 minutos de separacion). Los dos o mas polinucledtidos de biosintesis de AGPI pueden
administrarse dentro de intervalos temporales tales para considerarse administrados sustancialmente al mismo
tiempo. Cuando se administran simultaneamente, las cantidades eficaces de los polipéptidos enzimaticos o parte de
un complejo de polipéptido enzimatico codificado por los dos o mas polinucledtidos de biosintesis de AGPI
necesarias para inducir una respuesta bioldgica particular pueden ser menores que la concentracion eficaz de cada
uno cuando los polinucledtidos se administren solos. Los efectos de multiples polinucleétidos de biosintesis de AGPI
pueden ser, aunque no es necesario, aditivos o sinérgicos. Los polinucledtidos de biosintesis de AGPI pueden
transformarse multiples veces.

Expresién coordinada: La expresion «expresion coordinada», tal como se usa en el presente documento, se refiere a
la expresion de al menos dos polinucleétidos de biosintesis de AGPI que codifican un polipéptido enzimatico de
biosintesis de AGPI o parte de un complejo de polipéptido enzimatico (por ejemplo, una A12 desaturasa y una A5
elongasa) que se modifica genéticamente de modo que los polinucledtidos se expresan de forma simultanea,
sustancialmente en el mismo momento, o progresivamente de modo que la expresiéon de un polinucleétido de
biosintesis de AGPI siga a otra en una manera temporal. Puede conseguirse expresion coordinada uniendo
operativamente al menos dos polinucleétidos de biosintesis de AGPI a la misma secuencia reguladora o el mismo
promotor. Por ejemplo, el mismo promotor exdgeno puede usarse para expresar al menos dos secuencias
polinuclectidicas diferentes, o un promotor endégeno que controla de forma natural la expresion de un gen de
biosintesis de AGPI se une operativamente para controlar la expresion de otro gen de biosintesis de AGPl. Como
ejemplo, un promotor de A12 desaturasa se une operativamente con un polinucleétido (exégeno o enddgeno) que
codifica una A5 desaturasa, de modo que una célula hospedadora expresa de forma endégena su A12 desaturasa y
expresa de forma heteréloga A5 desaturasa al mismo tiempo. Puede conseguirse expresion coordinada mediante
sistemas promotores inducibles. La expresion coordinada también incluye sistemas modificados genéticamente en
los que un aumento en la expresioén de al menos un primer polinucleétido de biosintesis de AGPI se combina con
una reduccioén en la expresion de al menos un segundo polinucleétido de biosintesis de AGPI. Puede producirse
simultaneamente una reduccién coordinada en la expresion, sustancialmente en el mismo momento, o
progresivamente de modo que la reduccion siga a la expresion aumentada de otro polinucleétido en una manera
temporal.

Modificado genéticamente: En general, la expresion «modificado genéticamente» se refiere al aspecto de haber sido
manipulado por la mano del hombre. Por ejemplo, un polinucleétido se considera «modificado genéticamente»
cuando dos 0 mas secuencias que no se unen entre si en ese orden en la naturaleza son manipuladas por la mano
del hombre para que se unan directamente entre si en el polinucledtido modificado genéticamente. Por ejemplo, un
polinucledtido modificado genéticamente puede incluir una secuencia reguladora que se encuentra en la naturaleza
en asociacion operativa con una primera secuencia codificante pero no en asociacion 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 A4 o A5 desaturasa de Thraustochytrium se une con un acido
nucleico que codifica un polipéptido distinto de un polipéptido de A4 o A5 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 informacién genética (por ejemplo, se ha introducido nuevo material genético
no presente previamente, por ejemplo por transformacion, apareamiento, hibridacion somatica u otro mecanismo, o
se altera o elimina material genético previamente presente, por ejemplo por mutacion de sustituciéon o supresion, o
por protocolos de apareamiento). Como ejemplo, se introduce un gen de A12 desaturasa de Thraustochytriumy se
expresa en una célula hospedadora. Como es practica habitual y entienden los expertos en la materia, la
descendencia de un polinucledtido o una célula modificados genéticamente se denominan aun tipicamente
«modificados genéticamente» incluso aunque la manipulacion real se realizé en una entidad previa.

Endogeno: El término «enddgeno», tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de acido
nucleico que es nativa de la célula hospedadora.

Exoégeno: El término «exdgenoy, tal como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de acido
nucleico que no es nativa, es decir, de un organismo diferente, en una célula hospedadora.

Modificacion genética: La expresion «modificacion genética», tal como se usa en el presente documento, se refiere a
la manipulacion por la mano del hombre mediante el uso de ingenieria genética. La expresion «modificaciones
genéticas» abarca cualquier tipo de cambio al material genético de una célula, incluyendo cambios a la secuencia de
nucledtidos (por ejemplo, ADN o ARN) del material genético de la célula y modificaciones quimicas al material
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genético de la célula (por ejemplo, modificaciones tales como metilacién que pueden afectar a la expresion de un
locus genético). Se dice que las células o los organismos que se manipulan de dicha manera estan «modificados
genéticamente» o son «transgénicos». Por ejemplo, la expresidon «célula transgénica», tal como se usa en el
presente documento, se refiere a una célula cuyo ADN contiene un acido nucleico exdégeno no presente
originalmente en la célula no transgénica. Una célula transgénica puede obtenerse o regenerarse a partir de una
célula transformada y obtenerse de una célula transgénica. Las células transgénicas ejemplares incluyen, pero sin
limitacién, células transgénicas de traustoquitrido o Thraustochytrium y células transgénicas que no son de
traustoquitrido o de Thraustochytrium que se han modificado genéticamente para expresar una o mas secuencias
polinuclectidicas de traustoquitrido o Thraustochytrium. Las células transgénicas tipicamente expresan secuencias
de ADN que confieren a las células caracteristicas diferentes de las de células nativas, no transgénicas, de la misma
cepa. La descendencia de células transgénicas también se considera tipicamente trasgénica.

Heterdlogo: El término «heterdlogo», tal como se usa en el presente documento para hacer referencia a acidos
nucleicos (por ejemplo, acidos nucleicos que incluyen secuencias y/o genes reguladores) o polipéptidos, se refiere a
un acido nucleico o polipéptido que se introduce artificialmente en una célula y/o no aparece de forma natural en la
célula en la que esta presente. Un acido nucleico heterdlogo puede tener una secuencia de nucledtidos que es
idéntica a la de un acido nucleico presente de forma natural en la célula. Por ejemplo, una célula hospedadora de
traustoquitrido se modifica genéticamente para incluir un acido nucleico que tenga una secuencia reguladora de
traustoquitrido o Thraustochytrium. En un ejemplo particular, una secuencia reguladora endégena de traustoquitrido
o Thraustochytrium se une operativamente a un gen con el que no esta implicada la secuencia reguladora en
condiciones naturales. Aunque la secuencia reguladora de traustoquitrido o Thraustochytrium puede aparecer de
forma natural en la célula hospedadora, el acido nucleico introducido es heterélogo de acuerdo con la presente
divulgaciéon. Un acido nucleico heterélogo puede tener una secuencia de nucleétidos que es diferente de la de
cualquier acido nucleico que esté presente de forma natural en la célula. Un acido nucleico que es heterélogo de una
célula particular tiene una secuencia de acido nucleico que es idéntica a la de un acido nucleico que se encuentra de
forma natural en un organismo fuente que es diferente de la célula en la que se introduce el acido nucleico
heterdlogo. «Heterdlogo», tal como se usa en el presente documento, también puede referirse a un gen, proteina,
polinucledtido 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, proteina, polinucleétido o polipéptido no se expresa normalmente. Igualmente,
«heterdlogo», tal como se usa en el presente documento, también puede referirse a la regulacion negativa o
inhibicién de la expresidon de un gen, proteina, polinucleétido o polipéptido en momentos o en condiciones durante
los que el gen, proteina, polinucledtido o polipéptido se expresa normalmente.

Célula hospedadora: Tal como se usa en el presente documento, la «célula hospedadora» es una célula que se
manipula de acuerdo con la presente divulgacion. Por ejemplo, una célula hospedadora se manipula de modo que su
produccion de uno o mas AGPI aumente (por ejemplo, mediante modificacion 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 divulgacion en comparacion con una
célula parental por lo demas idéntica y/o en comparaciéon con una célula de referencia particular (por ejemplo, una
célula de tipo silvestre). La célula hospedadora modificada tiene al menos una (y opcionalmente mas de una)
modificacion que da como resultado un aumento de la produccion de AGPI u otros materiales celulares (por ejemplo,
al menos una modificacion de aumento de AGPI) por la célula hospedadora modificada en comparacion con la célula
parental o de referencia.

Introducir: Se pretende que el término «introduciry», tal como se usa en el presente documento en referencia a la
introduccion de un acido nucleico en una célula u organismo tenga su significado mas amplio y abarque la
introduccion, por ejemplo por métodos de transformacion (por ejemplo, transformacion mediada por cloruro calcico,
electroporacion, bombardeo de particulas) y también introduccion por otros métodos incluyendo transduccion,
conjugacion y apareamiento. Opcionalmente, un vector se utiliza para introducir un acido nucleico en una célula u
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 acido nucleico esta
presente de forma natural e incluye acidos nucleicos purificados por técnicas de purificacion convencionales asi
como acidos nucleicos preparados por técnicas recombinantes o sintesis quimica. El término incluye moléculas de
ADNCc derivadas de los acidos nucleicos aislados y otros acidos nucleicos producidos artificialmente derivados de los
acidos nucleicos aislados, o partes de los mismos, que codifican sustancialmente la misma informacion genética que
los acidos nucleicos aislados. La expresion «sustancialmente la misma informacion genética» se refiere a
secuencias de acido nucleico que tienen al menos 80 % de identidad de secuencia con los acidos nucleicos
descritos en el presente documento y/o son variantes sustituidas de forma conservativa de los acidos 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 usara para describir organismos unicelulares derivados de ambientes
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acuaticos y/o terrestres (algunas cianobacterias son terrestres/habitan en el suelo). Los ambientes acuaticos se
extienden desde ambientes oceanicos a lagos y rios de agua dulce, y también incluyen ambientes salobres tales
como estuarios y desembocaduras de rios. Las microalgas pueden ser fotosintéticas; opcionalmente, las microalgas
son heterotrofas. Las microalgas pueden ser de naturaleza eucariota o de naturaleza procariota. Las microalgas
pueden ser inmoviles o moviles.

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 relacién entre dos secuencias de
acido nucleico en las que la expresion de una de las secuencias de acido nucleico esta controlada por, regulada por
o modulada por la otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico que esta unida
operativamente a una segunda secuencia de acido nucleico esta unida covalentemente, bien directa o bien
indirectamente, a dicha segunda secuencia, aunque cualquier asociacion tridimensional eficaz es aceptable. Una
Unica secuencia de acido nucleico puede unirse operativamente a multiples otras secuencias. Por ejemplo, un Unico
promotor puede dirigir la transcripcion de multiples especies de ARN.

Polipéptido: El término «polipéptido», tal como se usa en el presente documento, en general tiene su significado
reconocido en la técnica de un polimero de al menos tres aminoacidos. Sin embargo, el término también se usa para
hacer referencia a clases funcionales especificas de polipéptidos, tales como, por ejemplo, desaturasas, elongasas,
etc. Para cada una de dichas clases, la presente divulgacion proporciona varios ejemplos de secuencias conocidas
de dichos polipéptidos. Los expertos habituales en la materia apreciaran, sin embargo, que se pretende que el
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 especificamente
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. Ademas, los expertos en
la materia entienden que las secuencias proteicas toleran en general algo de sustitucion sin destruir la actividad. Por
lo tanto, cualquier polipéptido que conserve la actividad y comparta al menos aproximadamente 30-40 % de
identidad de secuencia general, con frecuencia mas de aproximadamente 50 %, 60 %, 70 % u 80 %, e incluyendo
habitualmente ademas al menos una region de mucha mayor identidad, con frecuencia mas del 90 % o incluso 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 % en una o mas regiones altamente conservadas, que abarcan habitualmente al menos 3-4 y
con frecuencia hasta 20 o mas aminoacidos, con otro polipéptido de la misma clase, esta abarcado dentro del
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 analisis 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
estan disponibles herramientas, para realizar comparaciones de secuencias de aminoacidos o nucleétidos para
evaluar grados de identidad y/o similitud. Estas estrategias incluyen, por ejemplo, alineamiento manual, alineamiento
de secuencias asistido por ordenador y combinaciones de los mismos. Estan 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
homologia local de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1081, 2: 482); el algoritmo de alineamiento de homologia
de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol., 1970, 48: 443); el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman
(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 version 7.0, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.). Los programas informaticos faciimente 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 parametros por defecto de los
programas respectivos. Como alternativa, el practicante puede usar parametros 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 AGPIl» es una ruta biosintética que produce AGPI y/o
precursores de AGPI.

Gen de biosintesis de AGPI: La expresion «gen de biosintesis de AGPIl» o «gen de biosintesis de acido graso
poliinsaturadoy, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polinucleétido o acido nucleico de ADN o
ARN que codifica uno o mas polipéptidos de biosintesis de AGPI.

Polipéptido de biosintesis de AGPI: La expresion «polipéptido de biosintesis de AGPI» o «polipéptido de biosintesis
de acido graso poliinsaturado», tal como se usa en el presente documento, se refiere a polipéptidos implicados en la
produccion de un AGPI tales como, pero sin limitacion, acido alfa linolénico («ALA»), acido araquidénico («ARAY),
acido docosahexaenoico («DHA»), acido docosapentaenoico («DPA»), acido eicosapentaenoico («EPA»), acido
gamma-linolénico («GLA»), acido linoleico («LA») y/o acido linolénico. Los polipéptidos de biosintesis de AGPI
incluyen enzimas que catalizan etapas particulares en una ruta de sintesis que en Ultima instancia produce un AGPI.
Un polipéptido de biosintesis de AGPI puede ser una acido graso sintasa. Los polipéptidos de biosintesis de AGPI
pueden catalizar la elongacién de un acido graso. Los polipéptidos de biosintesis de AGPI pueden catalizar la
desaturacion de un acido graso. La expresion «polipéptido de biosintesis de AGPI» también puede abarcar
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polipéptidos que en si mismos no catalizan reacciones sintéticas, pero que regulan la expresion y/o actividad de
otros polipéptidos que si. Los polipéptidos de biosintesis de AGPI incluyen, por ejemplo, polipéptidos de acido graso
sintasa, polipéptidos de elongasa, polipéptidos de A9 desaturasa, polipéptidos de A12 desaturasa, polipéptidos de
A6 desaturasa, polipéptidos de A8 desaturasa, polipéptidos de A5 desaturasa, polipéptidos de A4 desaturasa y
polipéptidos de w3 desaturasa.

Modificaciéon de AGPI: Una «modificacion de AGPI», tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
modificacion de una célula hospedadora que aumenta o reduce su produccion de al menos un AGPI. Algunas
modificaciones implican modificaciones de aumento de AGPI; es decir, el aumento de la produccién da como
resultado un nivel de uno o mas 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
%, 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
introdujo la modificacion y/o que el de una célula de referencia particular (por ejemplo, una célula de tipo silvestre).
Algunas modificaciones implican modificaciones de reduccion de AGPI; es decir, la reduccién de la produccion da
como resultado un nivel de uno o mas 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
%, 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 modificacion y/o que el de una célula de referencia particular (por ejemplo, una célula de tipo silvestre).
Como ejemplo, la produccién de uno o mas AGPI puede reducirse mientras que la produccién de al menos otro
AGPI se aumenta. Por lo tanto, una modificaciéon de aumento de AGPI puede aumentar la expresion o actividad de
uno o mas polipéptidos de biosintesis de AGPIl. Como otro ejemplo, una modificacién de aumento de AGPI puede
reducir la expresion o actividad de uno o mas polipéptidos que interfieran con la expresiéon o actividad de un
polipéptido de biosintesis de AGPI, incluyendo por ejemplo, compitiendo con el polipéptido de biosintesis de AGPI
por acceso a un sustrato. Opcionalmente, se realiza una modificacion genética para que tenga lugar una
combinacion de aumento de la expresion de ciertos polipéptidos de biosintesis de AGPI y reduccién de la expresion
de otros polipéptidos de biosintesis de AGPI para adaptar un perfil de produccion de AGPI de una célula
hospedadora. Opcionalmente, una modificacion de aumento de AGPI comprende la introduccién de un acido
nucleico heterdlogo en una célula hospedadora. La modificacion de aumento de AGPI puede aumentar los niveles
generales de acido graso en una célula. Opcionalmente, una modificacion de aumento de AGPI aumenta el nivel
general de uno o mas AGPI particulares en una célula, con o sin aumento de los niveles generales de acido graso en
la célula. Opcionalmente, una modificaciéon de aumento de AGPI aumenta los niveles de AGPI incluyendo pero sin
limitacion ALA, ARA, DHA, DPA, EPA, GLA y/o LA. Opcionalmente, una modificacion de aumento de AGPI aumenta
el nivel de uno o mas AGPI particulares en una célula en relacién con uno o mas AGPI adicionales en la célula
reduciendo los niveles de los otros uno o mas AGPI en relaciéon con los uno o mas AGPI particulares. Una
modificacion de AGPI puede abarcar el aumento y/o la reduccion de los niveles de una pluralidad de AGPI.

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

Descendencia: El término «descendencia», cuando se usa en el presente documento en referencia a una célula,
significa una célula que surge de otra célula (la «célula parental») (por ejemplo, por divisidon celular o gemacion) 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 algun
material genético ademas del material genético de la célula parental. EI material genético adicional puede ser
heterdlogo 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 division o gemacion de una
célula parental), sino toda la descendencia indirecta de una célula parental (por ejemplo, células que resultan de mas
de un ciclo de division o gemacién de una célula parental). Por lo tanto, una célula parental dada puede tener mucha
descendencia celular, incluso aunque esa célula pueda generar solamente un ndmero limitado de células (por
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ejemplo, dos) en cada ciclo de division o gemacion. También se entiende que el término «descendencia» abarca
células que han experimentado una o mas manipulaciones por la mano del hombre (por ejemplo, manipuladas
genéticamente o modificadas por ingenieria genética). Por lo tanto, por ejemplo, cuando una linea celular parental se
manipula genéticamente o se modifica por ingenieria genética, todas las células que surgen de la misma se
consideran descendencia de la linea celular. Toda la descendencia de esa descendencia también se considera
descendencia de la linea celular parental, y asi 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 polinucledtido que regula la expresion de una secuencia
polinucleotidica seleccionada unida operativamente con el promotor y que efectia expresion de la secuencia
polinucleotidica seleccionada en células. La expresion «promotor de Thraustochytriumy, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a un promotor que actia en una célula de Thraustochytrium. La expresion «promotor
de traustoquitrido», tal como se usa en el presente documento, se refiere a un promotor que actia en una célula de
traustoquitrido. 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
expresion de proteinas en organismos eucariotas. Después de la transcripcion, las UTR 5’ pueden regular la
expresion de proteinas en los niveles tanto de transcripcion como de traduccion. 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 aptamero, capaz de unirse con un metabolito celular o proteina. En
respuesta a la union de un aptamero y/o ARNm relacionado la estructura secundaria cambia la confirmacion
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 expresion «célula de referencia», tal como se usa en el presente documento, se refiere a
una célula que es normal con respecto a al menos una caracteristica para fines de comparacién. Por ejemplo, una
célula de referencia para comparar frente a una célula modificada por ingenieria genética puede ser una célula que
no esta modificada por ingenieria 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 caracteristicas de una cepa particular con la que se compara, pero no contiene una o mas
modificaciones genéticas caracteristicas de la cepa particular con la que se compara. Por ejemplo, dicha célula de
referencia seria util para evaluar el efecto de la o las modificaciones genéticas que no contiene. Por lo tanto, por
ejemplo, la expresion «célula de Thraustochytrium de referencia» (o «célula de traustoquitrido de referencia»)
significa una célula de Thraustochytrium (o célula de traustoquitrido) 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 traustoquitrido de
referencia) carece de una o mas caracteristicas (por ejemplo, una o mas modificaciones genéticas) de una célula de
Thraustochytrium (o célula de traustoquitrido) con la que se compara la célula de Thraustochytrium de referencia (o
célula de traustoquitrido 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 mas caracteristicas de una
célula hospedadora modificada genéticamente (por ejemplo un gen de traustoquitrido o Thraustochytrium particular
que se transforma en la célula hospedadora).

Marcador seleccionable. La expresién «marcador seleccionable», tal como se usa en el presente documento, se
refiere a una secuencia de nucleétidos, por ejemplo, un gen, que codifica un producto (proteina) que permite la
seleccion, o al producto génico (por ejemplo, proteina) en si mismo. La expresion «marcador seleccionable» se usa
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 condicién ambiental
particular tal como aumento de la temperatura, aumento de la radiacién, presencia de un compuesto que es téxico
en ausencia del marcador, etc. La presencia o ausencia de dichos compuesto o compuestos o condiciéon o
condiciones se denomina «condicion 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 relaciéon con células por lo demas idénticas), aumento de la tasa de
proliferacion (también denominada en el presente documento «tasa de crecimiento») en relacion con células u
organos, o ambos, por lo demas idénticos. En general, una poblacion de células que tienen una ventaja para el
crecimiento mostrara menos células muertas o no viables y/o mayor tasa de proliferacion celular que una poblacion
de células por lo demas idénticas que carecen de la ventaja para el crecimiento. Aunque tipicamente un marcador
seleccionable conferira 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 mas susceptibles a los efectos
deletéreos de ciertos compuestos o condiciones ambientales que células por lo demas idénticas que no expresan el
marcador. Los marcadores de resistencia a antibidticos 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
concentracion apropiada de antibidtico (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
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a antibiéticos son capaces de sobrevivir y/o proliferar en presencia del antibiético mientras que las células que no
expresan el marcador de resistencia a antibiéticos no son capaces de sobrevivir y/o son incapaces de proliferar en
presencia del antibiético. Por ejemplo, un marcador seleccionable de este tipo que se usa habitualmente en células
vegetales es la proteina NPTII, que codifica una proteina que proporciona resistencia contra el antibidtico
kanamicina. Mas en general, los marcadores seleccionables se clasifican como compuestos seleccionables, o
antibioticos, y marcadores nutricionales, o auxétrofos.

Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen antibidticos bacterianos habituales, tales como pero sin
limitacién ampicilina, kanamicina y cloranfenicol, asi como compuestos selectivos que se sabe que actian en
microalgas; los ejemplos incluyen rmS y AadA (aminoglucésido 3’-adeniltransferasa), que pueden aislarse del
plasmido de E. coli R538-1, que confieren resistencia a espectinomicina y estreptomicina, respectivamente en E. coli
y algunas microalgas (Hollingshead y Vapnek 1985; Meslet-Cladiére y Vallon 2011). Otro ejemplo es la proteina 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 mas, que es un gen de aminoglucésido transferasa derivado de
Streptomyces hygroscopicus que confiere resistencia a higromicina B (Berthold, Schmitt et al. 2002). Los ejemplos
adicionales incluyen: AphVIIl, una aminoglucésido 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,
una aminoglucésido 3’-fosfotransferasa, que confiere resistencia a los aminoglucésidos; kanamicina, neomicina, y el
analogo G418 (Hasnain, Manavathu et al. 1985); y Cry1, una proteina ribosémica S14 que confiere resistencia a
emetina (Nelson, Savereide et al. 1994). Otros marcadores seleccionables incluyen marcadores nutricionales,
también denominados marcadores auto o auxotréficos. Estos incluyen marcadores de fotoautotrofia que imponen la
seleccion basandose en la restauracion de la actividad fotosintética dentro de un organismo fotosintético. Los
marcadores fotoautotroficos 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 critica en la biosintesis de arginina (Debuchy, Purton et al. 1989); NIT1, que codifica una nitrato reductasa
esencial para el metabolismo del nitrégeno (Fernandez, Schnell et al. 1989); THI10, que es esencial para la
biosintesis de tiamina (Ferris 1995); y NTC1, que cataliza una etapa esencial en la biosintesis de nicotinamida
(Ferris 1995). Dichos marcadores son en general enzimas que actdan 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 esta 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 esta implicado el marcador, es necesario
para producir el compuesto.

Agente de seleccion: La expresion «agente de selecciony, tal como se usa en el presente documento se refiere a un
agente que introduce una presion selectiva en una célula o poblaciones de células bien en favor o bien en contra de
la célula o poblacion de células que portan un marcador seleccionable. Por ejemplo, el agente de seleccion es un
antibiotico y el marcador seleccionable es un gen de resistencia a antibiéticos. Opcionalmente, se usa zeocina como
el agente de seleccion.

Organismo fuente: Un «organismo fuente», tal como se usa en el presente documento, es un organismo que
contiene o produce de forma natural un polinucleétido, polipéptido u otro compuesto (por ejemplo, un acido nucleico
heterdlogo) que se debe introducir de acuerdo con la presente divulgacion en una célula receptora u hospedadora.
Las consideraciones relevantes pueden incluir, por ejemplo, lo estrechamente relacionados que estan en la
evolucion los organismos fuente y hospedador potenciales, o lo relacionado que esta el organismo fuente con los
otros organismos fuente de los que se han seleccionado secuencias de otros acidos nucleicos y/o polipéptidos
relevantes. Cuando va a introducirse y/o expresarse en una célula hospedadora una pluralidad de acidos nucleicos
heterdlogos 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 proteina compleja y/o pueden ser necesarios para actuar en concierto con otros polipéptidos para conseguir los
objetivos de la presente divulgacion. 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
en una célula hospedadora. Dichos polipéptidos pueden ser de organismos fuente diferentes, incluso no
relacionados. Se entendera ademas que, cuando un polipéptido heterélogo se va a expresar en una célula
hospedadora, puede ser deseable utilizar secuencias de acido nucleico que codifican el polipéptido que se han
ajustado para acomodar preferencias coddnicas 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
célula de Thraustochytrium, sera con frecuencia deseable alterar la secuencia génica que codifica un polipéptido
dado de modo que se adapte mas estrechamente a las preferencias codénicas 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 si misma (y por lo tanto no es heteréloga). Por ejemplo, una secuencia génica que codifica un
polipéptido de interés puede no tener codones optimizados para la expresion en una célula hospedadora dada

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 895 T3

incluso aunque dicha secuencia génica se aisle de la cepa de célula hospedadora. La secuencia génica puede
optimizarse adicionalmente para adaptarse a las preferencias codoénicas de la célula hospedadora. Los expertos en
la materia seran conscientes de las preferencias codonicas de la célula hospedadora y podran emplear los métodos
y las composiciones desvelados en el presente documento para optimizar la expresion de un polipéptido dado en la
célula hospedadora.

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 polinucleétido que
anula la expresion de, se dirige a la maduracion (por ejemplo, afiadiendo una cola de poliA) o transmite estabilidad
de ARNm a una secuencia polinucleotidica seleccionada unida operativamente con el terminador en células. Una
secuencia terminadora puede estar cadena abajo de un coddn de terminacién en un gen. La expresion «terminador
de Thraustochytrium», tal como se usa en el presente documento, se refiere a un terminador que actia en una célula
de Thraustochytrium. La expresion «terminador de traustoquitrido», tal como se usa en el presente documento, se
refiere a un terminador que actia en una célula de traustoquitrido.

Traustoquitrido: El término «traustoquitrido», tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
miembro del orden traustoquitriales, que incluye la familia traustoquitriaceos. Las cepas descritas como
traustoquitridos incluyen los siguientes organismos: Orden: Traustoquitriales; Familia: Traustoquitriaceos; Géneros:
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.,
marisalba, sinorifica). Las especies descritas dentro de Ulkenia se consideraran 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
taxonémicas 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.

Transformacién: El término «transformaciony, tal como se usa en el presente documento se refiere a un proceso por
el que una molécula de acido nucleico exdgena o heterdloga (por ejemplo, un vector o una molécula de acido
nucleico recombinante) se introduce en una célula o un microorganismo receptor. La molécula de acido nucleico
exogena o heterdloga puede estar o no integrada en (es decir, unida covalentemente con) ADN cromosémico que
compone el genoma de la célula o el microorganismo hospedador. Por ejemplo, el polinucleétido exdgeno o
heterélogo puede mantenerse en un elemento episémico, tal como un plasmido. Como alternativa o adicionalmente,
el polinucledtido exdgeno o heterdlogo puede integrarse en un cromosoma de modo que sea heredado por las
células descendientes a través de la replicacion cromosomica. Los métodos para transformacion incluyen, pero sin
limitacion, precipitacion de fosfato calcico; tratamiento con Ca®"; fusion de células receptoras con protoplastos
bacterianos que contienen el acido nucleico recombinante; tratamiento de las células receptoras con liposomas que
contienen el acido nucleico recombinante; DEAE dextrano; fusiéon usando polietilenglicol (PEG); electroporacion;
magnetoporacion; suministro biolistico; infeccion retrovirica; lipofeccion; y microinyeccion de ADN directamente en
células. Opcionalmente, un acido nucleico exégeno o heterdlogo se introduce en una célula apareando con otra
célula. Por ejemplo, en S. cerevisiae, las células se aparean entre si.

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

Descripcion detallada

Tal como se describe en el presente documento, la presente divulgacion proporciona una diversidad de reactivos y
métodos relacionados con la produccion de AGPI y/o con la modificacién de traustoquitridos. En general, la
divulgacion se refiere a la modificacion de células hospedadoras de traustoquitridos, y en particular a la modificacion
genética de traustoquitridos, particularmente a aumentar o adaptar su produccion de compuestos de interés (por
ejemplo, AGPI). La presente divulgacion abarca la identificacion de determinados elementos reguladores genéticos y
genes de traustoquitrido y Thraustochystrium sp., asi como el desarrollo de metodologias para mutagénesis de
traustoquitrido o Thraustochystrium. La divulgacion proporciona ademas cepas de traustoquitrido vy
Thraustochystrium modificadas genéticamente, y productos producidos a partir de y con ellas. La divulgacion
también proporciona modificacion genética de células hospedadoras distintas de traustoquitridos con genes de
traustoquitridos para iniciar, aumentar o adaptar la produccién de AGPI en las células hospedadoras. Determinados
detalles de aspectos particulares de estos y otros aspectos se analizan en mas detalle a lo largo del documento.
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Los traustoquitridos pueden producir y acumular grandes cantidades de AGPI omega-3 (n-3) y omega-6 (n-6) dentro
de gotas de lipidos celulares. Algunos traustoquitridos 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 unién sintéticos
criticos en estas rutas (véase, por ejemplo, Fig. 1). Sin embargo, las posibilidades reales de que la modificacion
metabodlica implique a estas rutas para producir productos finales deseados, y composiciones de acidos grasos
totales con ciertos intervalos de AGPI particulares, siguen sin determinarse.

Células hospedadoras

Como se ha indicado, la presente divulgacion proporciona reactivos y metodologias para la manipulacion de células
hospedadoras.

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

Las células hospedadoras que pueden usarse en los métodos, composiciones y kits proporcionados incluyen
microalgas. Las microalgas que pueden usarse incluyen, pero sin limitacion, 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,
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
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.,
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,
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
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,
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, Paviova sp., Phagus, Phaaodactylum tricornutum,
Phormidium, Platymonas sp., Pleurochrysis carterae, Pleurochrysis dentate, Pleurochrysis sp., Prochlorococcus
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 Volvox carteri.

Las células hospedadoras pueden ser hongos. Los ejemplos no limitantes de células hospedadoras de hongos
incluyen levadura susceptible de modificacion metabdlica (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae vy
Schizosaccharomyces pombe y levaduras oleaginosas (por ejemplo, Cryptococcus curvatus, Cryptococcus
terricolus, Candida sp., Lipomyces starkeyi, Lipomyces lipofer, Endomycopsis vernalis, Rhodotorula glutinis,
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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 divulgacion células de
traustoquitridos. Opcionalmente, las células hospedadoras son miembros del orden traustoquitriales. Opcionalmente,
las células hospedadoras son miembros de la subclase traustoquitriaceas. Opcionalmente, las células hospedadoras
son miembros de un género seleccionado del grupo que consiste en Thraustochytrium, Ulkenia, Schizochytrium,
Aurantiochytrium,  Aplanochytrium,  Botryochytrium, Japonochytrium,  Oblongichytrium,  Parietichytrium vy
Sicyoidochytrium. Opcionalmente, las células hospedadoras no son del género Schizochytrium.

Las células hospedadoras utilizadas de acuerdo con la presente divulgacion 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
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. BLS, 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.
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.

Las células hospedadoras utilizadas de acuerdo con la presente divulgacion 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,
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.

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,
bahia de Fundy, Nueva Escocia, Canada. ONC-T18 se describe en la publicacion 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 mas (por
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 numero de referencia de la cepa de ATCC PTA-
6245.

Modificacién genética de microorganismos

La presente divulgacion proporciona, entre otros, genes, elementos reguladores, construcciones de acido nucleico,
marcadores seleccionables, métodos para mutagénesis y métodos de transformacion para manipulacion de
microorganismos tales como traustoquitridos. Las herramientas proporcionadas en el presente documento pueden
usarse solas y en diversas combinaciones para implementar cualquier modificacion genética deseada. Por ejemplo,
se usan métodos de transformacién proporcionados para introducir moléculas de acido nucleico que codifican uno o
mas genes. Las moléculas de acido nucleico pueden incluir genes que codifican polipéptidos de biosintesis de AGPI,
asi 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 traustoquitridos) que tienen propiedades deseadas. Dichas cepas también pueden
transformarse (por ejemplo, acidos nucleicos que incluyen uno o mas elementos reguladores proporcionados en el
presente documento).

Uno o mas genes que codifican diversas enzimas en rutas de sintesis de AGPI pueden transformarse en una célula
hospedadora para adaptar el perfil de produccion de AGPI de la célula hospedadora y su descendencia.
Seleccionando una combinacién deseada de genes exdgenos, genes enddgenos se unieron operativamente con
promotores heterélogos y genes exdgenos se unieron operativamente con promotores endogenos. Las rutas
sintéticas desveladas en el presente documento pueden manipularse para conseguir expresion especifica o
preferente de uno o mas AGPI predeterminados. Por ejemplo, si se desea un perfil de produccién de AGPI
optimizado para biocombustible, entonces un experto en la materia podria usar los polinucleétidos, métodos y
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células hospedadoras desvelados en el presente documento para unir operativamente un promotor heterélogo de un
gen de A12 desaturasa para conducir la expresion de una A5 desaturasa enddgena o exdgena, adaptando de este
modo la produccion de AGPl a ARA y EPA.

Cualquier pluralidad de modificaciones genéticas puede modificarse genéticamente para conseguir una produccion o
un perfil de produccién de AGPI deseado. Una o mas secuencias de acido nucleico desveladas en el presente
documento pueden sobreexpresarse, por ejemplo, para inhibir o prevenir la sintesis de AGPI con cadenas de
carbono mayores de 18 y desaturacion mayor de 1. Los elementos reguladores génicos desvelados en el presente
documento pueden unirse operativamente con uno o mas genes heterélogos o enddgenos para adaptar la activacion
de los genes de una manera dependiente del tiempo o de la condicion. Los ejemplos no limitantes de genes con
capacidad de manipulacion incluyen acido graso sintasa para controlar el flujo de carbono a la ruta de AGPI,
tioesterasas para catalizar la terminacion de la biosintesis de acidos grasos de una manera especifica de la longitud
de cadena y elongacion y/o desaturasa que controla la sintesis de etapa terminal de compuestos deseados.

En general, los polinucleétidos desvelados en el presente documento actian como una serie de herramientas que
permiten la modificacion genética racional de rutas biosintéticas de AGPI para producir una diversidad de productos.
Dicho de otro modo, los polinucleétidos desvelados en el presente documento pueden intercambiarse y su expresion
controlarse o sincronizarse temporalmente en una cualquiera de varias combinaciones. Los expertos en la materia
seran 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
detectar, medir y/o aislar un producto final deseado. Por ejemplo, una desaturasa, promotor (por ejemplo, el
promotor de A12 desaturasa de SEQ ID NO.69) o fragmento operativo del mismo puede unirse operativamente con
un gen de acido graso sintasa (AGS) de tipo 1 para aumentar la biosintesis de acidos grasos durante periodos tanto
de crecimiento celular como de produccién de acidos grasos.

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

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 expresion de genes que codifican uno o mas polipéptidos de biosintesis de AGPI. Por ejemplo, un
traustoquitrido o Thraustochytrium puede modificarse genéticamente para reducir la expresioén de una elongasa o
desaturasas. Opcionalmente, un traustoquitrido o Thraustochytrium se modifica genéticamente con expresion de
A12 desaturasa reducida o anulada. Se conocen bien en la técnica métodos para reducir la expresion génica en
microorganismos; por ejemplo, construcciones de inactivacion o intercambio de alelos y ARN antisentido.

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

Opcionalmente, mas de un gen de biosintesis de AGPI se expresa de forma simultdnea o concurrente dentro de
microorganismos modificados genéticamente para adaptar el perfil de produccion de AGPI. Los genes pueden
expresarse a partir de cualquiera de varios vectores de expresion. Por ejemplo, cada gen puede comprender un
vector de expresién, cada uno en un plasmido individual. Como alternativa, para reducir el nimero de plasmidos, los
genes de biosintesis de AGPI pueden colocarse en tres plasmidos, dos plasmidos o un tnico plasmido. Se conocen
bien en la técnica vectores plasmidicos con multiples casetes de expresion. Pueden colocarse genes que codifican
cualquier combinacién de acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A4 desaturasa, poliquétido AGPI sintasa (PKS),
A5 desaturasa y A12 desaturasa en uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete plasmidos. También pueden usarse
construcciones de expresion policistronicas y basadas en operon.

Por lo tanto, se proporcionan microorganismos modificados genéticamente, que pueden obtenerse o crearse a partir
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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 mas acidos nucleicos heterélogos que cambian o adaptan la biosintesis de AGPI en el microorganismo
modificado genéticamente en relacion 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
polinucledtido de biosintesis de AGPI se expresa de forma heteréloga de modo que se cambie la produccion de uno
o mas AGPI (es decir, se aumenta o se reduce en relacion con los niveles en ausencia de polinucledétido heterdlogo).
Opcionalmente, la expresion heterdloga es sobreexpresion. Opcionalmente, una secuencia polinucleotidica
enddgena o exdgena que codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo polipeptidico enzimatico se
expresa de forma heterdloga uniendo operativamente la secuencia polinucleotidica con un promotor. Opcionalmente,
el promotor es exdgeno para el microorganismo. Opcionalmente, el promotor es endégeno para el microorganismo,
pero esta unido operativamente a un polinucleétido de biosintesis de AGPI heterdlogo (es decir, diferente). Esto
puede provocar la expresion del polipéptido enzimatico o parte de un complejo polipeptidico enzimatico codificado
por el polinucleétido de biosintesis de AGPI en un momento o en condiciones en las que el polipéptido enzimatico o
parte de un complejo polipeptidico enzimatico no se expresa normalmente. Los promotores heterdlogos pueden ser,
por ejemplo, promotores establecidos, conocidos por los expertos en la técnica, tales como el promotor Lac del
operon 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 PGl o los
promotores inducibles por galactosa, GAL1, GAL7 y GAL10. Los elementos reguladores que pueden emplear los
expertos en la técnica; incluyen los hallados en microalgas, los ejemplos incluyen: Rbcs2, el promotor de ribulosa
bisfosfato carboxilasa que proporciona expresion de alto nivel constitutiva (Stevens, Purton et al. 1996); PsaD, el
promotor del fotosistema | subunidad D, que permite expresion constitutiva de alto nivel que puede ser regulada por
la proteina nuclear Nac2 (Fisher y Rochaix 2001); PsbA, el promotor del gen del fotosistema Il, PsbA, y UTR 5'.
Estos producen altos niveles de acumulacién de proteina recombinante (Manuell, Beligni et al. 2007; Surzycki,
Greenham et al. 2009). Como alternativa o adicionalmente, los elementos reguladores incluyen Hsp70A, el elemento
potenciador de la proteina de choque térmico 70A, que reduce el silenciamiento génico en transformantes nucleares
y se emplea tipicamente en combinacién con el promotor Rbcs2 (Schroda, Blocker et al. 2000). Como alternativa o
adicionalmente, la secuencia reguladora de una proteina nativa puede emplearse para conducir la expresion de un
gen heterdlogo. Los ejemplos de este pueden incluir los promotores de proteinas de biosintesis de acidos grasos,
incluyendo las que se inducen debido a tension de nitrdgeno. Los ejemplos especificos o promotores incluyen la
secuencia reguladora de una A12 desaturasa (por ejemplo, SEQ ID NO: 69), la secuencia reguladora de una A5
desaturasa (por ejemplo, SEQ ID NO: 71), la secuencia reguladora de una A4 desaturasa, y la secuencia reguladora
de una A5 elongasa. Los promotores alternativos o adicionales pueden incluir los que se inducen en respuesta a
cambios econémicamente viables en condiciones de bioproceso. Dichos cambios pueden incluir la induccién de una
respuesta andxica o anaerdbica por reduccion de la velocidad de agitacion, por ejemplo, los elementos reguladores
asociados incluirian los que conducen la expresion de anhidrasas carbdnicas, un cambio en o agotamiento de
carbono y/o nitrégeno organico. Los promotores pueden ser constitutivos o inducibles.

Aunque las secuencias reguladoras de acidos nucleicos o promotores pueden aumentar la expresion de
polinucledtidos con los que se unen operativamente, una secuencia reguladora heteréloga o promotor pueden
reducir también la expresion de polinucleétidos con los que se unen. Este efecto puede depender del estadio o las
condiciones de crecimiento. Por ejemplo, si una secuencia reguladora para una A5 desaturasa se une
operativamente para controlar la expresion de un grupo de genes de PKS, la expresion del complejo de PKS se
reducira sustancialmente durante periodos de crecimiento exponencial y también durante periodos de produccion de
acidos 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 polinucleotidicos particulares de la
A12 desaturasa de SEQ ID NO:69 por ordenador usando herramientas de analisis conocidas por los expertos en la
técnica. (véase, por ejemplo, D.J. Studholme y R. Dixon, 2003, Domain architectures of sigma54-dependent
transcriptional activators, J. Bacteriol, 185:1757-67; R. Minch et al, 2005, Bioinformatics 2005 21: 4187-4189; L.
Gordon et al., 2003, Bioinformatics 19:1964-71; J.M. Carlson et al., 2007, Nucl. Acids Res. 35: W259-W264; |a base
de datos de elementos reguladores de la transcripcion de Cold Spring Harbor Laboratory; la base de datos de
promotores eucariotas del Instituto Suizo de Bioinformatica). Estos elementos promotores pueden después aislarse y
reordenarse, y la expresion optimizarse en consecuencia, usando técnicas de ingenieria genética convencionales
(por ejemplo, PCR, digestion de restriccion/ligamiento, y disposicion de los elementos en una construccion
indicadora para evaluar la influencia en la expresion del gen indicador en diversas condiciones, fase de crecimiento,
etc.) Opcionalmente, pueden combinarse elementos promotores polinucleotidicos de diferentes secuencias
reguladoras (por ejemplo, A5 y A12 desaturasas) en elementos promotores hibridos para conducir la expresion
génica de formas inesperadas, pero determinables.

Algunos microorganismos modificados genéticamente pueden incluir multiples combinaciones de promotores
heterélogos unidos operativamente con diferentes polinucleétidos de biosintesis de AGPI. Opcionalmente, al menos
polinucledtidos heterélogos adicionales que codifican un polipéptido enzimatico o parte de un complejo polipeptidico
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enzimatico implicados en la biosintesis de AGPI se transforman en el microorganismo. Opcionalmente, los
polinucledtidos heterdlogos adicionales incluyen acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12
desaturasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

Pueden introducirse secuencia de acido nucleico heterdlogo y promotores en células hospedadoras o
microorganismos modificados genéticamente de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Las secuencias
pueden colocarse en uno o0 mas casetes de expresion o vectores de expresion, e introducirse en las células en uno o
mas plasmidos. Las secuencias heterdlogas pueden transformarse en las células usando técnicas convencionales
(por ejemplo, electroporacion y técnicas basadas en lipidos catidnicos). Las técnicas adicionales de transformacion
de secuencias heterdlogas en células hospedadoras incluyen transformacion con acetato de litio, esferoplastos,
fusion de protoplastos, lipofeccion, transfeccion, transduccion, conjugacion, infeccion y similares. Pueden construirse
vectores de expresion como se desvela en los ejemplos en el presente documento.

Pueden introducirse secuencia o secuencias promotoras heterélogas (exdgenas o enddgenas) en células y unirse
operativamente con un polinucleétido de biosintesis de AGPI enddgeno elegido por recombinacion homologa. El
polinucleétido de biosintesis de AGPI endégeno puede localizarse de forma extracromosémica en un plasmido o
integrarse en (es decir, unirse covalentemente con) ADN cromosémico que compone el genoma de la célula
hospedadora.

Como resultado de las modificaciones analizadas anteriormente, el perfil de produccion de AGPI y el contenido de
acidos 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 acidos grasos total de la
célula aumentado en al menos 10 %, 20 %, 50 %, 100 % o mas en relacién con el contenido en ausencia de la
secuencia de acido nucleico heterdloga o el promotor. Opcionalmente, la expresién de la secuencia de acido
nucleico heteréloga reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en relacion con el
contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico heterdloga. Los
niveles de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados pueden reducirse en al menos 10 %, 20 %, 50 %,
100 % o mas en relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de
acido nucleico heteréloga o el promotor.

La expresion heterdloga de polinucleétido de biosintesis de AGPI puede afectar al perfil de produccién de AGPI
general en una célula hospedadora modificada genéticamente. Por ejemplo, la expresion heteréloga de uno
cualquiera de los polinucleétidos de biosintesis de AGPI desvelados en el presente documento puede aumentar el
contenido de acidos grasos total de una célula hospedadora y aumentar particularmente el contenido de AGPI con
cuatro o mas dobles enlaces. Por ejemplo, la sobreexpresion, y opcionalmente expresion simultanea y coordinada,
de los polinucledtidos desvelados en el presente documento puede aumentar la produccién de AGPI con cuatro o
mas dobles enlaces (por ejemplo, DHA, DPA, ARA) de modo que una célula hospedadora produzca AGPI con mas
de cuatro dobles enlaces hasta mas de 0,5 %, 1,0 %, 2,0 %, 3,0 %, 4,0 %, 5,0 %, 10,0 %, 20 %, 40 % o mas del
contenido de acidos grasos total.

Expresion génica

La presente divulgacion abarca composiciones y métodos para modificacion genética de microorganismos.
Opcionalmente, la presente divulgacion abarca composiciones y métodos para modificacion genética de
traustoquitridos (por ejemplo, Thraustochytrium). Las células «modificadas genéticamente» incluyen células que se
han modificado (por ejemplo, por introduccién de un acido nucleico exdgeno) y descendencia de las mismas que
conservan la modificacion.

La presente divulgacion también proporciona acidos nucleicos que incluyen secuencias reguladoras de
traustoquitrido o Thraustochytrium. La expresion génica en eucariotas requiere con frecuencia secuencias
reguladoras que son especificas de especie 0 que actdan en organismos que estan estrechamente relacionados. La
disponibilidad de secuencias reguladoras de traustoquitrido o Thraustochytrium permite que se expresen genes de
interés en traustoquitridos. Opcionalmente, las secuencias reguladoras incluyen secuencias promotoras y
secuencias terminadoras.

Los péptidos de biosintesis de AGPI y sus polinucleétidos correspondientes pueden transformarse y expresarse en
cualquier célula hospedadora. Por ejemplo, una desaturasa (por ejemplo, la A12 desaturasa de SEQ ID NO:70) y/o
elongasa (por ejemplo, una A5 elongasa) de traustoquitrido o Thraustochytrium puede expresarse en
Saccharomyces cerevisiae para aumentar la conversion de acido oleico a acido linoleico (véase, por ejemplo, Fig. 1)
y/o de EPA a acido docosapentaenoico, adaptando de este modo la produccion de AGPI. Opcionalmente, una
desaturasa de traustoquitrido o Thraustochytrium negativa dominante puede transformarse en una célula
hospedadora distinta de traustoquitrido o Thraustochytrium para provocar acumulacion de acido oleico. Pueden
generarse péptidos de biosintesis de AGPI negativos dominantes mediante métodos de mutagénesis desvelados en
el presente documento.
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Se desvelan acidos nucleicos aislados que incluyen un promotor de traustoquitrido o Thraustochytrium.
Opcionalmente, un acido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del gen de A4
desaturasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de A4 desaturasa ejemplar se muestra en
SEQ ID NO:24. Opcionalmente, un acido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del
gen de A5 elongasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de A5 elongasa ejemplar se
muestra en SEQ ID NO: 19. Un promotor del gen de A5 elongasa de Thraustochytrium es un promotor fuerte en
traustoquitridos (por ejemplo, Thraustochytrium). Opcionalmente, un acido nucleico proporcionado en el presente
documento incluye un promotor del gen de tubulina de traustoquitrido o Thraustochytrium. Se muestran secuencias
de promotores de genes de tubulina de Thraustochytrium ejemplares en SEQ ID NO:6 y 10. Opcionalmente, un
acido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del gen de A12 desaturasa de
Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de A12 desaturasa ejemplar se muestra en SEQ ID
NO:69. Opcionalmente, un acido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor del gen de
A5 desaturasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un promotor del gen de A5 desaturasa ejemplar se muestra
en SEQ ID NO:71. Los acidos 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.

La presente solicitud también proporciona un acido nucleico aislado que incluye un gen de traustoquitrido o
Thraustochytrium. Opcionalmente, el gen proporcionado en el presente documento incluye un gen de A12
desaturasa de Thraustochytrium. Una secuencia de un gen de A12 desaturasa ejemplar se muestra en SEQ ID
NO:70. Opcionalmente, un gen de A12 desaturasa puede tener al menos 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %, o
mayor identidad de secuencia con SEQ ID NO:70. Opcionalmente, el gen de A12 desaturasa es una A12 desaturasa
de Thraustochytrium sp. ONC-T18. Opcionalmente, el gen proporcionado en el presente documento incluye un gen
de A5 desaturasa de Thraustochytrium.

Una molécula de acido nucleico aislada puede describirse por las condiciones en las que hibrida con una secuencia
de acido nucleico correspondiente. Por ejemplo, se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que hibrida
con una secuencia de acido nucleico correspondiente a SEQ ID NO: 70 en condiciones rigurosas. La rigurosidad de
hibridaciéon se controla tanto por temperatura como por concentraciéon salina de una o ambas de las etapas de
hibridaciéon y lavado. Por ejemplo, las condiciones de hibridacion para conseguir hibridacion selectiva pueden
implicar la hibridacién en solucién de alta fuerza i6nica (SSC 6X o SSPE 6x) a una temperatura que es
aproximadamente 12-25 °C por debajo de la Tm (la temperatura de fusién a la que la mitad de las moléculas se
disocian de su comparieros de hibridacién) seguido de lavado a una combinacion de temperatura y concentracion
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 facilmente de forma empirica en experimentos preliminares en
los que se hibridan muestras de ADN de referencia inmovilizadas en filtros con un acido nucleico marcado de interés
y después se lavan en condiciones de diferentes rigurosidades. Las temperaturas de hibridacion son tipicamente
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, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Kunkel et al. Methods
Enzymol. 1987:154:367, 1987). Una condicion de hibridacion rigurosa preferible para una hibridaciéon de ADN-ADN a
aproximadamente 68 °C (en solucion acuosa) en SSC 6X o SSPE 6X seguido de lavado a 68 °C. La rigurosidad de
hibridacién y lavado, si se desea, puede reducirse en consecuencia a medida que el grado de complementariedad
deseado se reduce y, ademas, dependiendo de la riqueza de G-C o A-T de cualquier area en la que se busque
variabilidad. Igualmente, la rigurosidad de hibridacion y lavado, si se desea, puede aumentarse en consecuencia a
medida que la homologia aumente y, ademas, dependiendo de la riqueza de G-C o A-T de cualquier area en la que
se desee alta homologia, como se conoce en la técnica.

Opcionalmente, un acido nucleico aislado que incluye un promotor de traustoquitrido o Thraustochytrium
proporcionado en el presente documento es un casete, por ejemplo, un casete de expresion. Opcionalmente, un
acido nucleico aislado que incluye un promotor de traustoquitrido o Thraustochytrium proporcionado en el presente
documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresion.

Se proporcionan en el presente documento células modificadas genéticamente para incluir un gen o promotor génico
de traustoquitrido o Thraustochytrium. Opcionalmente, una célula de traustoquitrido o Thraustochytrium se modifica
genéticamente para incluir un promotor de traustoquitrido o Thraustochytrium, por ejemplo, un promotor génico de
A4 desaturasa de Thraustochytrium, un promotor génico de A5 elongasa de Thraustochytrium, un promotor génico
de A12 desaturasa de Thraustochytrium, un promotor génico de A5 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
mas genes de traustoquitridos o Thraustochytrium que codifican polipéptidos de biosintesis de AGPI.
Opcionalmente, solamente se expresa un Unico gen para afectar a la biosintesis de AGPI en una célula
hospedadora. El gen puede ser un regulador maestro (por ejemplo, A12 desaturasa), cuya sobreexpresion aumenta
los niveles de acidos grasos totales y, en particular, niveles de acidos grasos poliinsaturados. Opcionalmente, los
genes que codifican uno o mas péptidos de biosintesis de AGPI se sobreexpresan aproximadamente 2 veces, 3
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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 0 mas en relacién con los niveles de expresion en una célula de referencia. Los niveles de expresion pueden
determinarse por métodos bien conocidos por los expertos en la materia, incluyendo transferencia de Western,
transferencia de Northern, tPCR y PCR en tiempo real. Opcionalmente, la expresiéon de una pluralidad de genes
esta coordinada para manipular el flujo de carbono a través de ruta o rutas de biosintesis de AGPI. Las genes que
pueden manipularse incluyen: A12-desaturasa, A9-desaturasa, A8-desaturasa, A5-desaturasa, A4-desaturasa, A9-
elongasa, A6-elongasa, A5-elongasa, acido graso sintasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

Como resultado de las modificaciones analizadas en el presente documento, el perfil de produccién de AGPI y el
contenido de acidos grasos total de células hospedadoras o microorganismos modificados genéticamente se ve
afectado de una manera predeterminada. Estos efectos pueden conseguirse mediante sobreexpresion de uno o mas
genes o polinucledtidos de biosintesis de AGPI (por ejemplo, secuencias de acido nucleico desveladas en el
presente documento). Opcionalmente, la produccion de AGPI se adapta sobreexpresando al menos un
polinucledtido que codifica una enzima o polipéptido enzimatico de biosintesis de AGPI (por ejemplo, A12
desaturasa) reduciendo al mismo tiempo de forma simultanea la expresidon de un polinucleétido diferente que
codifica una enzima o un polipéptido enzimatico de biosintesis de AGPI (por ejemplo, PKS). Tal como se analiza en
el presente documento, estos efectos se consiguen en algunas realizaciones mediante sobreexpresion usando
promotores enddgenos o exdgenos y/o expresando de forma coordinada o temporal un grupo de polinucleétidos de
biosintesis de AGPI para canalizar el flujo de carbono a través de la ruta de biosintesis hasta un resultado deseado.
Por lo tanto, se proporcionan en el presente documento casetes de expresion y vectores capaces de aumentar el
contenido de acidos grasos total de una célula hospedadora en al menos 10 %, 20 %, 50 %, 100 % o mas en
relacion con el contenido en ausencia de la secuencia de acido nucleico heteréloga o el promotor. Opcionalmente, la
expresion de la secuencia de acido nucleico heterdloga reduce el contenido de acidos grasos C12-C16 saturados y
monoinsaturados en relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de
acido nucleico heterdloga. Por lo tanto, se proporcionan casetes de expresion y vectores capaces de reducir los
niveles de acidos grasos C12-C16 saturados y monoinsaturados en al menos 10 %, 20 %, 50 %, 100 % o mas en
relacion con el contenido de dichos acidos grasos en ausencia de expresion de la secuencia de acido nucleico
heterdloga o el promotor.

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

Opcionalmente, un acido nucleico aislado que incluye genes y secuencias reguladoras de traustoquitrido o
Thraustochytrium proporcionado en el presente documento incluye un casete, por ejemplo, un casete de expresion.
Opcionalmente, un acido nucleico aislado que incluye un gen de traustoquitrido o Thraustochytrium proporcionado
en el presente documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresion. Los vectores de expresion
recombinante para uso incluyen vectores con capacidad de expresidon en células procariotas y eucariotas. Por
ejemplo, los genes de traustoquitridos o Thraustochytrium desvelados en el presente documento pueden expresarse
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., pag. 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:
Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J. F., et al., Ed., pag. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge).
Se conocen en la técnica métodos de expresion génica en diversas células hospedadoras y vectores apropiados
para dicha expresion. (véase, por ejemplo, Gene Expression Systems, Fernandez, J. y Hoeffler, J.P. Ed., Academic
Press: San Diego, 12 Ed. (1998)) Multiples casetes de expresidon, que comprenden cada uno un gen diferente
desvelado en el presente documento o el mismo gen bajo el control de elementos reguladores diferentes, pueden
introducirse en una célula hospedadora por transformacion simultanea de una pluralidad de vectores de expresion.
Adicionalmente o como alternativa, pueden situarse multiples casetes de expresién dentro de un Unico vector de
expresion o vector.

Se proporcionan acidos nucleicos aislados que incluyen uno o mas elementos reguladores génicos. Opcionalmente,
los elementos reguladores génicos incluidos facilitan la regulacion génica inducible. Los ejemplos no limitantes de
sistemas inducibles que pueden emplearse en combinacion con acidos nucleicos proporcionados incluyen sistemas
inducibles por tetraciclina, sistemas inducibles por etanol y sistemas de expresion génica inducibles quimicamente.
(Véase, por ejemplo Park y Morschhauser (2005), Li et al. (2005), y Jepson ef al. (1998).

Los acidos nucleicos que tienen secuencias reguladoras proporcionados en el presente documento pueden unirse
operativamente a una secuencia heteréloga, tal como un gen que codifica un polipéptido heterélogo. Por ejemplo, se
proporcionan casetes de expresion génica que comprenden tipicamente un gen de traustoquitrido o
Thraustochytrium unido operativamente con secuencia de acido nucleico heteréloga, que esta unida operativamente
a un terminador génico de traustoquitrido o Thraustochytrium. En un ejemplo no limitante, un casete génico
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comprende un promotor génico de A12 desaturasa de Thraustochytrium, unido operativamente a un polinucleétido
que codifica una A5 desaturasa de Thraustochytrium. Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico heteréloga
comprende al menos parte de una secuencia codificante en un gen, por ejemplo, la secuencia de acido nucleico
heteréloga codifica un producto génico tal como un polipéptido o ARN. Opcionalmente, los casetes de expresion
génica proporcionados incluyen ademas un marcador de seleccion (por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina tal
como Sh ble, o cualquier otro marcador de seleccidon analizado en el presente documento). Opcionalmente, los
casetes de expresion génica proporcionados incluyen ademas un gen indicador (por ejemplo, proteinas
fluorescentes (GFP, YFP, RFP), luciferasa, mCherry, GUS (B-glucuronidasa y -galactosidasa).

Las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente documento pueden unirse operativamente a secuencias
promotoras distintas de traustoquitridos. 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 viricos 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, estan activos en diversas especies. Por lo tanto, los promotores
génicos desvelados en el presente documento pueden usarse para conducir la expresion de genes de biosintesis de
acidos grasos de o en cualquiera de las células hospedadoras descritas en el presente documento. Igualmente,
pueden usarse promotores especificos y constitutivamente activos aislados de células hospedadoras descritos en el
presente documento para conducir la expresion de cualquiera de los genes de traustoquitridos o Thraustochytrium
desvelados en el presente documento.

Tal como se describe en el presente documento, los promotores génicos de traustoquitridos o Thraustochytrium
pueden unirse operativamente a secuencias de acido nucleico heterdlogas para conducir la expresion de las
secuencias. Opcionalmente, los promotores génicos son operativos acoplados o unidos a secuencias de acido
nucleico dentro de un casete de expresion o vector de expresion génica. Opcionalmente, los promotores génicos se
insertan (por ejemplo, por recombinaciéon homadloga) en una localizaciéon apropiada dentro del genoma de una célula
hospedadora para conducir la expresion de un gen de biosintesis de AGPI dentro de la célula hospedadora. La
recombinacién homoéloga se ha demostrado previamente en microalgas, por ejemplo, Chlorella vulgaris (Dawson,
Burlingame et al. 1997) y Nannochloropsis sp., demuestran ambos recombinacion homologa eficaz (Kilian,
Benemann et al. 2011). Opcionalmente, puede conseguirse acoplamiento operativo mediante recombinacién no
homodloga. La recombinacion no homdloga es habitual entre microalgas y difiere de la recombinacion homodloga
porque esa integracion en el ADN genémico de célula hospedadora es independiente de la similitud de secuencia de
ADN. La recombinacién no homéloga ofrece la ventaja de una serie de propiedades de expresion génica dentro de
una poblacion transformada de células, que permiten la expresion génica adaptada y optimizada. La recombinacion
no homologa en microalgas se ha descrito previamente en, por ejemplo, Chlamydomonas reinhardiii (Kindle 1990),
Volvox carteri (Hallmann y Sumper 1994; Schiedimeier, 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 acido nucleico se aislan de traustoquitrido o
Thraustochytrium. Opcionalmente, las secuencias de acido nucleico codifican péptidos de biosintesis de AGPI.
Opcionalmente, los promotores génicos de traustoquitridos o Thraustochytrium y secuencias de acido nucleico con
las que se acoplan operativamente se transforman en una célula hospedadora de traustoquitrido o Thraustochytrium.
El promotor génico y/o las secuencias de acido nucleico con las que se acopla o une operativamente pueden ser
exogenos de una célula hospedadora. La expresion de un gen de desaturasa de traustoquitrido o Thraustochytrium
puede verse afectada por la colocacion del gen bajo el control de un promotor heterélogo. Los promotores
heterélogos provocan que el gen se exprese diferencialmente con respecto a sus patrones de expresion temporal o
secuencial normales dentro de las rutas de biosintesis de AGPI. Por lo tanto, se puede optimizar o coordinar la
expresion de cualquier polipéptido de biosintesis de AGPI para manipular el flujo de carbono a través de las rutas de
biosintesis y dirigir el carbono a un producto final especifico (por ejemplo, ARA, DHA o EPA).

Los promotores génicos de traustoquitrido o Thraustochytrium pueden unirse operativamente a genes de rutas
biosintéticas de AGPI de traustoquitrido o Thraustochytrium. Los promotores génicos de biosintesis 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 biologia molecular convencionales; proporcionando de este modo cepas de traustoquitrido o
Thraustochytrium modificadas genéticamente optimizadas para produccién de un AGPI particular o produccion de
acidos 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.

Opcionalmente, se usa un promotor de A12 desaturasa para conducir la expresion de una A5 desaturasa.
Opcionalmente, se usa un promotor de A12 desaturasa para conducir la expresion de acido graso sintasa (AGS), A5
elongasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS). Opcionalmente, se usa un promotor de A5 desaturasa
para conducir la expresion de un gen o grupo de genes responsable de la produccién de DHA. Por ejemplo, se usa
un promotor de A5 desaturasa para conducir la expresion de acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A4
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desaturasa, A12 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

Opcionalmente, la modificacion genética reduce la expresion de uno o mas polipéptidos de biosintesis de AGPI. Esta
reduccion en la expresion puede conseguirse por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo reduccion de la
transcripcion, traduccion, activacion o disponibilidad de polipéptidos de AGPI deseados. Por ejemplo, colocar el gen
bajo el control de promotores heterélogos reduce la expresién de un gen de desaturasa de traustoquitrido o
Thraustochytrium. Tal como se analiza en el presente documento, los promotores heterélogos provocan que el gen
se exprese diferencialmente con respecto a sus patrones de expresion temporal o secuencial normales dentro de las
rutas de biosintesis de AGPI. Cuando una modificacion genética reduce la expresion de uno o mas péptidos de
biosintesis de AGPI, la expresion reducida puede detener o ralentizar el flujo de carbono para productos finales
indeseados. Por ejemplo, la expresion de un gen de desaturasa de traustoquitrido o Thraustochytrium se reduce
para evitar o inhibir la sintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Opcionalmente, la expresion de un
gen de A12 desaturasa de traustoquitrido o Thraustochytrium (por ejemplo, SEQ ID NO:70) se reduce para inhibir la
sintesis de acidos grasos con una cadena de carbono mayor de 18 (C18) y un nivel de desaturacion mayor 1 (C18:1)
en la ruta de elongacion/desaturacion convencional. El efecto de esta modificacion es un perfil de produccion de
AGPI en el que se reducen AGPI C18:2 y C:22. Dichas modificaciones pueden ser Utiles para la produccion 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
modificacion genética de efectores secundarios de sintesis de AGPI. Por ejemplo, genes reguladores tales como
genes para inductores, represores, factores de transcripcion, estabilizadores, transportadores o cualquier gen que
regule la expresién de uno o mas genes de la ruta de biosintesis de AGPI pueden introducirse en una célula
hospedadora para afectar a la sintesis de AGPI de una manera predeterminada.

Cualquiera de las modificaciones genéticas descritas en el presente documento puede combinarse con cualquier
otra modificacion conocida ahora o desarrollada posteriormente. Por ejemplo, la sobreexpresion o expresion
reducida de un gen de desaturasa de traustoquitrido o Thraustochytrium (por ejemplo, A12 desaturasa) puede
combinarse con maodificaciones de las ortioesterasas de la ruta de PKS. Los ejemplos no limitantes de
modificaciones genéticas adicionales incluyen: acil-CoA deshidrogenasa(s), acil-ACP (proteina transportadora de
acilo) desaturasa(s), acil-ACP tioesterasa(s), acido graso aciltransferasa(s), acil-CoA:lisofosfolipido aciltransferasas,
acido graso sintasa(s), acido graso hidroxilasa(s), acetil-coenzima A carboxilasa(s), acil-coenzima A oxidasa(s),
acido graso desaturasa(s), acido graso acetilenasa(s), lipoxigenasa(s), triacilglicerol lipasa(s), oxido de aleno
sintasa(s), hidroperoxido liasa(s) o acido graso elongasa(s) o combinaciones de los mismos.

Los procedimientos de biologia molecular y manipulacion de ADN pueden realizarse en general de acuerdo con
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).

Mutagénesis

La presente descripcion desvela agentes y/o métodos para mutar microorganismos, asi como cepas y/o células
producidas por mutagénesis. Por ejemplo, tal como se describe en el presente documento, se ha descubierto que
antibioticos tales como bleomicinas, fleomicinas y/o talisomicinas pueden usarse para mutar microorganismos. La
disponibilidad de dichos mutagenos eficaces para microorganismos tales como traustoquitridos (por ejemplo,
Thraustochytrium) permite el desarrollo de cepas que tienen caracteristicas deseadas. En particular, la presente
divulgacion demuestra que puede usarse zeocina (fleomicina D1) para mutar microorganismos tales como
traustoquitridos (por ejemplo, Thraustochytrium).

El antibiético zeocina es un glicopéptido quelado con cobre, soluble en agua, basico, de caldo de cultivo de un
mutante de Streptomyces verticillus (InvivoGen, San Diego, CA, EE.UU.). La zeocina es un miembro del grupo de
fleomicina de antibidticos, que son glucopéptidos que se han usado ampliamente como agentes antitumorales
potentes contra linfomas, canceres de cabeza y cuello y cancer 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 accién molecular de estos antibioticos esta relacionado
con su capacidad para unirse a ADN por intercalacion 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 antibiéticos se emplea como farmacos para seleccion positiva. La presente divulgacion abarca el descubrimiento
de que la zeocina es un mutageno util para mejora de cepas microbianas industriales. Adicionalmente, se muestra
en el presente documento que a determinadas concentraciones a las que la zeocina destruye la mayoria de células
tratadas, las células supervivientes tienen frecuencia de mutacién aumentada. La capacidad de producir células con
frecuencia de mutacion aumentada permite seleccion y aislamiento mas faciles de cepas mutadas.

También se desvelan sistemas y/o métodos para mutar células de traustoquitridos. Opcionalmente, se desvelan
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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 heterotréfico (por ejemplo, una especie del género
Crypthecodinium). Opcionalmente, se proporcionan sistemas y/o reactivos para mutagénesis de ONC-T18.

Opcionalmente, un microorganismo se muta mediante la aplicacion a un medio sélido adecuado (por ejemplo, medio
de agar) que comprende un antibiotico relevante (por ejemplo, zeocina), en el que el antibidtico esta presente a una
concentracion por debajo de la concentracion a la que muestra inhibicion completa o casi completa del crecimiento
celular. Los microorganismos usados para estos métodos no portan un gen de resistencia a zeocina (por ejemplo,
Sh ble). Opcionalmente, el antibidtico (por ejemplo, zeocina) se usa para mutagénesis a una concentracion por
debajo de la concentracién a la que destruye al menos 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de células de ese tipo.
Opcionalmente, el antibiotico (por ejemplo, zeocina) se usa para mutagénesis a una concentracion por encima de la
concentracion a la que destruye al menos 30 %, 40 %, 50 % o 60 % de células de ese tipo. Opcionalmente, el
antibiodtico (por ejemplo, zeocina) se usa para mutacion. Opcionalmente, el antibidtico se usa a una concentracion y
en condiciones en las que aumenta la frecuencia de mutacién en células expuestas a él por encima de la de
mutacion espontanea observada para las células. Opcionalmente, el antibidtico se usa a una concentracion 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 concentracion de 100 ug/ml (véase Ejemplo 3). Por lo
tanto, la zeocina puede usarse para mutagénesis a una concentracion 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
concentracion de aproximadamente 50 g/ml. Opcionalmente, el medio en el que las células se mutan con zeocina
tiene una concentracion salina de 18 g/l o menos. Las células mutadas pueden mostrar cambios de morfologia en
relacion con células cultivadas a concentraciones menores o en ausencia del mutageno. Como ejemplo, las células
mutadas pueden mostrar velocidad de crecimiento, color y/o cantidad de lipidos especificos alterados.

Opcionalmente, las células (por ejemplo, células de traustoquitrido o Thraustochytrium) se siembran en extension en
un medio sdélido que contiene antibidtico (por ejemplo, zeocina) a una concentracion de 1-1000 pg/ml.
Opcionalmente, las células se siembran en extension en un medio sélido que comprende antibidtico (por ejemplo,
zeocina) a una concentracion de aproximadamente 100 pg/ml, 200 pyg/ml, 300 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml, 1 g/ml, 5
g/ml o mas. Las colonias que surgen en estas condiciones después de al menos 4 dias (por ejemplo, 5, 6,7, 8, 9 0
10 dias) se aislan. Las células aisladas pueden ensayarse con respecto a una caracteristica 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 caracteristica, tal como productividad de biomasa y/o
lipidos.

Se proporcionan microorganismos (por ejemplo, traustoquitrido o Thraustochytrium) aislados por mutagénesis de
antibiotico (por ejemplo, zeocina). Opcionalmente, una cepa microbiana (por ejemplo una cepa de Thraustochytrium)
aislada por mutagénesis de antibiético (por ejemplo, zeocina) produce al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % mas
lipidos totales que una cepa parental o de referencia. Opcionalmente, una cepa de traustoquitrido aislada por
mutagénesis de zeocina produce al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % mas ALA, ARA, DHA, DPA, EPA, GLA y/o
LA, o una combinacién de los mismos, que una cepa parental. Opcionalmente, una cepa de traustoquitrido aislada
por mutagénesis de zeocina produce al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % mas ARA, DHA, EPA, o una
combinacién de los mismos, que una cepa parental.

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

Seleccién

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

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

Opcionalmente, los microorganismos se cultivan en medio de seleccion durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir que el cultivo llegue a consistir predominantemente en células que porten el marcador de seleccion. Es
decir, durante el periodo de crecimiento en medio de seleccion, las células que no portan el marcador de seleccion
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no crecen y son alcanzadas en el cultivo por células que no portan el marcador de seleccion. Opcionalmente, los
microorganismos se cultivan en medio de seleccion durante entre 1 y 15 dias, 1 y 12 dias o 1 y 9 dias.
Opcionalmente, los microorganismos se cultivan en medio de seleccién durante un periodo de tiempo mayor de 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9 010 dias y/o menor de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 14, 13, 12, 11 o0 10 dias. Opcionalmente, los
microorganismos se cultivan en medio de seleccion durante entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5 dias, o
entre aproximadamente 5 y aproximadamente 10 dias. Opcionalmente, los microorganismos se mantienen en medio
de seleccién después de la seleccion. Opcionalmente, los microorganismos se transfieren a un medio sin un agente
de seleccion durante al menos un periodo de tiempo, por ejemplo, durante una fase de recuperacion.

Opcionalmente, el marcador seleccionable se retira después de que las células se hayan cultivado durante un
periodo de tiempo en medio de seleccién. La retirada del marcador seleccionable puede realizarse inmediatamente
después del periodo de tiempo en el que las células se cultivan en medio de seleccion, después de un «periodo de
recuperacion» durante el que las células se cultivan en medio sin un agente de seleccién, 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
ingenieria genética células de modo que los elementos genéticos introducidos (por ejemplo, marcadores
seleccionables) puedan después retirarse. Dichos métodos emplean tipicamente el uso de polipéptidos de
recombinasa, que reconocen tipicamente secuencias de nucledtidos particulares («sitios de reconocimiento» o
«secuencias de reconocimiento»). Por ejemplo, un marcador seleccionable puede introducirse mediante
manipulaciéon genética en una célula de traustoquitrido o Thraustochytrium con sitios de reconocimiento para una
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 reaccion de
recombinacién homologa en los sitios de reconocimiento, dando como resultado la supresiéon o inversion de la
secuencia de acido nucleico entre los sitios de reconocimiento.

Opcionalmente, el agente de seleccién es o comprende un antibidtico y el marcador de seleccién es o comprende un
gen de resistencia para el antibiotico.

Opcionalmente, se usa una combinacién de agentes de seleccién y/o una combinaciéon de marcadores de seleccion.

Opcionalmente, un microorganismo experimenta selecciéon por aplicacion a un medio adecuado que comprende
zeocina, en el que la zeocina esta presente a una concentracion por encima de una concentracién umbral.

La concentracién umbral puede corresponder aproximadamente a una concentraciéon a la que zeocina muestra
inhibicién completa o casi completa del crecimiento de células que no contienen un gen de resistencia a zeocina.
Opcionalmente, la concentracion umbral esta a o por encima de la concentraciéon 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 concentracion umbral puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo (por ejemplo,
concentracion salina, tipo de medio de cultivo, temperatura de cultivo, cultivo liquido o sdlido, etc.). Opcionalmente,
la concentraciéon umbral esta por encima de 50 pg/ml. Opcionalmente, la concentracion umbral esta 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 pg/ml. Opcionalmente, la
concentracion umbral esta a o por encima de 100 ug/ml.

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

La concentracion salina del medio usado durante la seleccién puede diferir de una concentracién salina tipicamente
usada en medio usado para cultivo del microorganismo sin seleccion. Opcionalmente, la concentracion salina en el
medio usado durante la seleccién es aproximadamente la misma que una concentracion salina tipicamente usada en
medio usado para cultivo del microorganismo sin seleccion. Opcionalmente, la concentracion 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 concentracion salina es
aproximadamente 18 g/l. Opcionalmente, la concentracion salina es aproximadamente 35 g/l.

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

El medio adecuado usado durante la selecciéon puede ser un medio sélido. Cuando se usa un medio soélido, los
microorganismos pueden esparcirse (por ejemplo, usando una asa de inoculacién, un esparcidor de células, perlas u
otro mecanismo para esparcir) en una superficie plana del medio sélido de modo que se puedan dejar crecer
colonias de células individuales.
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Las colonias de células individuales pueden seleccionarse y cultivarse para obtener cantidades mayores y/o
suficientes para analisis (por ejemplo, andlisis transgénico, analisis de caracteristicas de crecimiento, analisis de
perfil lipidico, etc.) y/o produccién 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 congelacion apropiado) para su uso posterior.

Transformacion

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

La presente divulgacion proporciona células de traustoquitridos competentes para transformacion genética.
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
mas detalle en el Ejemplo 5. En métodos de preparacion de células competentes tales como el descrito en el
Ejemplo 5, se obtienen células competentes inoculando medio sélido o liquido con inéculo de una cepa deseada de
traustoquitrido o Thraustochytrium y permitiendo que las células crezcan, aportando medio de cultivo nuevo segun
sea necesario. La preparacion de células competentes tipicamente implica una o mas fases de crecimiento en un
medio liquido seguido de centrifugacion de las células y resuspension de las células en liquido estéril hasta una
densidad celular deseada. Pueden prepararse células competentes nuevas segun sea necesario para experimentos
y/o pueden prepararse y después almacenarse (por ejemplo, congeladas) para uso futuro.

Opcionalmente, las células se cultivan en matraces (por ejemplo, de volimenes de 250 ml, 500 ml o 1 1.

Opcionalmente, las células se cultivan en un medio rico en fuente de nitrogeno. 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 nitrogeno).

Opcionalmente, las células se cultivan en altos niveles de oxigeno 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.

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

El acido nucleico heterélogo (por ejemplo, recombinante, sintetizado (bien quimica o bien biolégicamente) y/o
modificado genéticamente por su secuencia de acido nucleico fue seleccionada por la mano del hombre) puede ser
un ADN, un ARN, un hibrido de ARN:ADN, o cualquier derivado adecuado de los mismos. Opcionalmente, el acido
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 divulgacion incluyendo, pero sin limitacién, plasmidos,
césmidos, BAC (cromosomas artificiales bacterianos), YAC (cromosomas artificiales de levadura) y vectores viricos.
El ADN heterdlogo puede ser o puede incluir polinucledtidos sintetizados quimicamente. Opcionalmente, el ADN
heterdélogo puede comprender polinucledtidos sintetizados enzimaticamente. Opcionalmente, el ADN heterdlogo es o
comprende un productor de reaccién en cadena de la polimerasa («PCR»).

Los acidos nucleicos recombinantes o modificados genéticamente comprenden tipicamente un marcador de
seleccidon para su uso en métodos de seleccién como se describen en el presente documento. Normalmente, el
marcador de seleccién comprende un casete de expresion génica que permite la expresion de un producto génico
que, cuando esta presente en una célula, permite el crecimiento de la célula en medio de seleccidon que contiene un
agente de seleccién en o por encima de una concentracion umbral tal como se describe en el presente documento.
Por ejemplo, cuando se usa un antibiético como un agente de seleccion, el marcador de seleccion puede incluir un
casete de expresion génica para expresar un gen de resistencia a antibiéticos correspondiente.

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

Se han descrito en el presente documento elementos que estan contenidos tipicamente en un casete de expresion
génica, por ejemplo, un promotor u otro elemento regulador génico que conduce la expresion del gen, el gen para
expresar y una secuencia terminadora que actua en el microorganismo para transformar. El gen para expresar
puede denominarse «transgén». El transgén puede ser un gen heterélogo, por ejemplo, uno que normalmente no
esta presente en el microorganismo. Uno o ambos del marcador de seleccion y el casete de expresion génica
adicional pueden incluir dicho gen heterdlogo.

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

Opcionalmente, un acido nucleico recombinante se suministra a un microorganismo. Por ejemplo, un
microorganismo puede transformarse con una construccion plasmidica que comprende un acido nucleico
recombinante.

Opcionalmente, mas de un acido nucleico recombinante se suministra a un microorganismo. Por ejemplo, una
combinacién de construcciones plasmidicas (comprendiendo cada construccion plasmidica un acido nucleico
recombinante) puede suministrarse a un microorganismo. Opcionalmente, se usa una combinacién de agentes de
seleccion y marcadores de seleccion para seleccionar con respecto a la presencia de la combinacion de acidos
nucleicos recombinantes deseados.

Cualquiera de una diversidad de métodos para introducir material genético (por ejemplo, material genético que
comprende un acido nucleico recombinante) en una célula puede ser adecuado para su uso de acuerdo con
métodos de transformacién de la presente divulgacion. Los métodos de introduccion incluyen, pero sin limitacion,
precipitacion de fosfato calcico; tratamiento con Ca*"; fusion de células receptoras con protoplastos bacterianos que
contienen el acido nucleico recombinante; tratamiento de las células receptoras con liposomas que contienen el
acido nucleico recombinante; DEAE dextrano; fusién usando polietilenglicol (PEG); electroporacion;
magnetoporacion; suministro biolistico; infeccion retrovirica; lipofeccion; y microinyeccion de ADN directamente en
células.

Puede usarse un método de suministro biolistico (también conocido como método de «cafidn génico», «bombardeo
de particulas» y «microproyectiles»). Un dispositivo biolistico acelera particulas recubiertas con el acido nucleico
recombinante hasta velocidades suficientes para penetrar membranas celulares (y/o paredes celulares, si estan
presentes). Opcionalmente, las particulas comprenden o consisten en particulas de oro. Se conocen en la técnica
métodos para suministro biolistico de material genético y estan disponibles en el mercado equipamiento y reactivos
para realizar dichos suministros biolisticos. 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
10:268 (1992).

Opcionalmente, se suministran acidos nucleicos usando un método tal como transformacién mediada por
Agrobacterium, transformacion de protoplastos, etc, como conocerian y entenderian los expertos habituales en la
materia.

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

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

Cepas modificadas genéticamente

La presente divulgacion proporciona, entre otros, genes, secuencias reguladoras, construcciones de acido nucleico,
métodos de transformacion, métodos de mutagénesis y métodos de seleccion genética que permiten la manipulacion
de determinados microorganismos tales como traustoquitridos. Las composiciones y los métodos proporcionados en
el presente documento pueden usarse para modificar genéticamente microorganismos (por ejemplo,
traustoquitridos) para cualquiera de varias aplicaciones. Tal como se indica en el presente documento, genes,
secuencias reguladoras, construcciones de acido nucleico y marcadores seleccionables proporcionados en el
presente documento pueden usarse para expresar cualquier polipéptido de interés en un organismo en el que las
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secuencias y/o marcadores seleccionables son operativos (por ejemplo, en traustoquitridos). 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 produccion aumentada de un compuesto de
interés. Opcionalmente, los microorganismos se modifican genéticamente para tener produccion aumentada de un
acido graso, un antioxidante, resolvinas y/o protectinas. Como alternativa o adicionalmente, las células se modifican
genéticamente para producir niveles elevados de uno o mas biocombustibles, farmacos, vacunas, anticuerpos,
lipidos, resolvinas, neuroprotectinas, compuestos farmacéuticos, polipéptidos, etc.

La presente divulgacion proporciona microorganismos traustoquitridos (por ejemplo, Thraustochytrium) que se
modifican genétiicamente para tener perfiles de produccion de AGPI adaptados. Es decir, se proporcionan células de
traustoquitridos modificadas genéticamente que incluyen al menos una modificacion de aumento de AGPI y/o al
menos una modificacion de reduccion de AGPI, combinaciones de las mismas y composiciones de AGPI con
intervalos especificos de acidos grasos particulares. Opcionalmente, dichos microorganismos se modifican
genéticamente para tener expresion alterada (por ejemplo, aumentada o reducida) de al menos un polipéptido de
biosintesis de AGPI.

Como se representa en la Fig. 1, la biosintesis de AGPI en ONC-T18 implica la generacion de acidos grasos tales
como acido miristico (C14:0) y acido estearico (C18:0) por el complejo enzimatico de acido graso sintasa (AGS),
seguido de una serie de reacciones enzimaticas sobre dichos acidos grasos. Cada una de estas reacciones se
cataliza tipicamente por una desaturasa (que retira atomos de hidrogeno para crear un doble enlace carbono-
carbono) o una elongasa (que alarga los acidos grasos afiadiendo dos atomos de carbono al extremo de acido
carboxilico del acido graso). El complejo de poliquétido AGPI sintasa (PKS) también genera DHA en ONC-T18. La
biosintesis de AGPI en ONC-T18 parece tener al menos dos rutas biosintéticas que interseccionan: las rutas
biosintéticas de AGPIl omega-6 y omega-3. La conversion de acidos grasos omega-6 a acidos 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 acidos 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.

La expresion de uno o mas genes que codifican polipéptidos enzimaticos en la ruta puede regularse para aumentar
la produccion de AGPI particulares y/u otros acidos grasos segun se desee. Por ejemplo, la expresion del gen de
AGS puede regularse negativamente para aumentar la produccion de AGPI. La regulacion negativa de la expresion
de la A5 elongasa, A4 desaturasa, A12 desaturasa y/o cualquiera de los genes de PKS puede aumentar la
produccion de EPA y/o la produccion de AGPI. La regulacion negativa de la expresion de uno cualquiera de los
genes de PKS puede aumentar la produccion de ARA. La regulacién positiva de la expresion de cualquiera de los
genes de PKS puede aumentar la produccion de DHA. La regulacion positiva de la expresion del gen de la A5
desaturasa puede aumentar la produccion de ARA y EPA. La regulacion positiva del gen de la A12 desaturasa
puede reducir acidos grasos C12-C18 saturados o monoinsaturados, (por ejemplo, acido palmitico, acido estearico y
acido oleico), aumentando de este modo la grasa total. En consecuencia, la reduccién o eliminacion de la expresion
aumentaria la concentracion de acidos grasos C12-C18 saturados y monoinsaturados, reduciendo al mismo tiempo
de forma drastica los niveles de acidos grasos C18-C22 multisaturados (por ejemplo, acido linoleico, acido
araquiddnico y acido eicosapentaenoico) y AGPI n-3 y n-6 corriente abajo.

Opcionalmente, la expresion de uno o mas genes que codifican polipéptidos enzimaticos en la ruta se regula para
producir biocombustibles. Por ejemplo, la regulacién negativa de la expresion de cualquiera de los genes de PKS, A9
desaturasa, A12 desaturasa, elongasa) y omega-3 desaturasa, y/o regulacién positiva de la expresion de genes de
AGS pueden aumentar la produccién de lipidos de cadena corta para su uso como reservas de biocombustible. Si se
desea un perfil de produccién de AGPI optimizado para biocombustible, entonces un experto en la materia podria
usar los polinucleodtidos, métodos y células hospedadoras desvelados en el presente documento para unir
operativamente un promotor heterdlogo de un gen de A12 desaturasa para conducir la expresion de una A5
desaturasa enddégena o exdgena, adaptando de este modo la produccion de AGPIl a ARA y EPA. Opcionalmente, un
perfil de produccién de AGPI (que comprende todas las rutas de biosintesis de acidos grasos y los productos
resultantes) puede adaptarse para producir composiciones predeterminadas que comprenden al menos dos
productos de acidos grasos dentro de un intervalo o intervalos especificos optimizados para una utilidad particular
(por ejemplo produccion de biocombustible). Por ejemplo, es deseable en general minimizar los niveles de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga («<AGPICL»; por ejemplo, DHA) en biocombustibles. Mediante manipulacién
de los polipéptidos de biosintesis de AGPI y sus secuencias de acido nucleico correspondientes desveladas en el
presente documento, opcionalmente junto con condiciones de cultivo particularizadas, es posible producir una
composicion oleosa de acidos grasos en la que los niveles de AGPICL son menores de aproximadamente 25 % del
contenido de acidos grasos total. Opcionalmente, se producen composiciones oleosas de acidos grasos con niveles
de AGPICL menores de aproximadamente 20 %, 15 %, 10 %, 5 % y 1 % del contenido de acidos 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
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30 atomos de carbono. Opcionalmente, los AGPICL son acido docosatetraenoico, acido docosapentaenoico y/o
acido docosahexaenoico.

La alteracion (por ejemplo, regulacion negativa o regulacion positiva) de la expresion génica de un componente de la
ruta puede realizarse generando una inactivacion génica mediante, por ejemplo, recombinaciéon homodloga o no
homologa. Normalmente, una construccion de ADN linealizada se introduce en células usando cualquiera de una
diversidad de técnicas incluyendo, pero sin limitacion, suministro de ADN por proyectil biolistico. Opcionalmente, la
frecuencia de recombinacion homdéloga en ONC-T18 es mayor de aproximadamente 30 %, 40 %, 50 % o mas.

Opcionalmente, la alteraciéon (por ejemplo, regulacion negativa o regulacién positiva) de la expresion génica de un
componente de la ruta se realiza mediante mutagénesis de una o mas dianas génicas. Puede realizarse
mutagénesis mediante tratamiento quimico (por ejemplo, tratamiento con neomicina), irradiacion de microondas o
UV, mutagénesis dirigida, PCR propensa a errores, reemplazo génico (por ejemplo, mediante recombinacion
homologa) u otros medios conocidos por los expertos en la materia.

Los microorganismos modificados genéticamente proporcionados en el presente documento pueden producir una
fraccion lipidica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 a mas de aproximadamente 4,0 g/l de medio.
Opcionalmente, los microorganismos proporcionados en el presente documento pueden producir una composicion
lipidica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 a mas de aproximadamente 20,0 g/l de medio. Opcionalmente, los
microorganismos pueden producir una composicion lipidica que comprende DHA n-3, EPA y DPA n-6 a mas de
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/lI) 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 composicion lipidica que comprende DHA n-3, EPA,
DPA n-6 o ARA a un rendimiento de hasta aproximadamente 120 g/l, que corresponde a mas de aproximadamente
75 % de lipidos totales. Opcionalmente, los microorganismos modificados genéticamente proporcionados en el
presente documento pueden producir una composicion lipidica que comprende acidos grasos de cadena corta
(tipicamente acidos grasos C12-C18) a un rendimiento de hasta aproximadamente 128 g/l, que corresponde a mas
de aproximadamente 80 % de lipidos totales. Ademas, el microorganismo puede producir una fraccion lipidica que
comprende acidos miristico, miristoleico, pentadecanoico, palmitico, palmitoleico, estearico oleico, linoleico, alfa-
linolénico, gamma-linolénico, eicosadienoico, araquidonico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico vy
docosapentaenoico mayor de 300 mg/g o incluso 800 mg/g de biomasa celular. Opcionalmente, el microorganismo
también puede producir una fraccion que comprende entre 44,3 y 57 mg/g de acido miristico (igual a 1134,5 a
1458,1 mg/l), 0,5 a 0,65 mg/g de acido miristoleico (igual a 13,3 a 16,63 mg/l), 33,5 a 34,6 mg/g, acido
pentadecanoico (igual a 856,9 a 885,1 mg/l), 121,9 y 165,1 mg/g de acido palmitico (igual a 3118,2 a 4923,3 mg/l),
7,9 a 28,5 mg/g de acido palmitoleico (igual a 202,1 a 729 mg/l), 4,38 a 5,9 mg/g de acido estearico (igual a 112 a
151 mg/l), 6,94 a 9,9 mg/g de acido oleico (igual a 177,5 a 253,2 mg/l), 0,4 a 1,3 mg/g de acido linoleico (igual a
11,26 a 33,3 mg/l), 0,5 a 1,0 mg/g de acido eicosadienoico (igual a 12,8 a 25,6 mg/l), 0,4 a 0,5 mg/g de acido
araquidonico (igual a 10,2 a 13 mg/l), 75 a 100 mg/g de acido docosahexanoico (igual a 1918 a 2560 mg/l), 1,9 a 6
mg/g de acido eicosapentaenoico (igual a 48,6 a 153,5 mg/l) y 17,1 a 33,7 mg/g de acido docosapentaenoico (igual a
437,4 a 862,1 mg/l), que tienen un contenido de acidos grasos total dentro de la biomasa celular de entre 301 y 800
mg/g (igual a 7700 a 20.209 mgl/l).

Fermentacién y produccién

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

Los microorganismos proporcionados en el presente documento pueden cultivarse en condiciones que aumentan la
biomasa y/o produccion de un compuesto de interés. Los traustoquitridos se cultivan tipicamente en el mismo medio.
Por ejemplo, los traustoquitridos pueden cultivarse en medio que tiene una concentracion salina de entre
aproximadamente 2,0-50,0 g/l. Opcionalmente, los traustoquitridos se cultivan en medios que tienen una
concentracion salina de entre aproximadamente 2-35 g/l. Opcionalmente, los traustoquitridos se cultivan en un
medio que tiene una concentracion salina de entre aproximadamente 18-35 g/l. Se ha descubierto en determinadas
circunstancias que los traustoquitridos crecen bien en condiciones de baja salinidad. Opcionalmente, los
traustoquitridos se cultivan en un medio que tiene una concentracidon salina de entre aproximadamente 5-20 g/l.
Opcionalmente, los traustoquitridos se cultivan en un medio que tiene una concentracién 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
adicion de NaCl. Opcionalmente, un medio contiene sal marina artificial, por ejemplo, INSTANT OCEAN™, Aquaria,
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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 corrosion del fermentador u otro equipamiento de procesamiento corriente
abajo. Opcionalmente, la concentracion de cloruro en medios de cultivo se reduce. Opcionalmente, los medios de
cultivo incluyen sales de sodio que no contienen cloruro (por ejemplo, sulfato sédico) 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
sédico.

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 divulgacion
incluyen, pero sin limitacién, soda ash (una mezcla de carbonato soédico y 6xido soédico), carbonato sdédico,
bicarbonato sédico, sulfato sédico y mezclas de los mismos. Véanse, por ejemplo, patentes de EE.UU. N.° 5.340.742
y 6.607.900.

Los medios para cultivo de traustoquitridos pueden incluir cualquiera de una diversidad de fuentes de carbono. Los
ejemplos de fuentes de carbono incluyen acidos grasos; lipidos; gliceroles; trigliceroles; carbohidratos tales como
glucosa, almidén, celulosas, hemicelulosas, fructosa, dextrosa, xilosa, lactulosa, galactosa, maltotriosa, maltosa,
lactosa, glucégeno, gelatina, almidén (de maiz o trigo), acetato, m-inositol (derivado de agua de macerado de maiz),
acido galacturénico (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 almidén); sacarosa (de
melaza); polioles tales como maltitol, eritritol, adonitol y acidos oleicos tales como glicerol y tween 80; azucares 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 concentracion de aproximadamente 5 g/l a
aproximadamente 200 g/l. Opcionalmente, los medios tienen una relaciéon C:N (relacion de carbono con respecto a
nitrégeno) entre aproximadamente 1:1 y aproximadamente 40:1. Si se usan cultivos de dos fases, los medios
pueden tener una relacion 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 nitrégeno) en la segunda fase.

Los medios para cultivo de traustoquitridos pueden incluir cualquiera de una diversidad de fuentes de nitrégeno. Las
fuentes de nitrégeno ejemplares incluyen soluciones de amonio (por ejemplo, NH4 en H2O), sales de amonio o amina
(por ejemplo, (NH4)2S04, (NH4)3PO4, NHsNO3, NHsOOCH2CH3 (NH4Ac), peptona, triptona, extracto de levadura,
extracto de malta, harina de pescado, glutamato sddico, extracto de soja, casaminoacidos y residuos de destileria.
Las concentraciones de fuentes de nitrégeno en medios adecuados varian tipicamente entre aproximadamente 1 g/l
y aproximadamente 25 g/I.

Opcionalmente, los medios incluyen un fosfato, tal como fosfato potasico o fosfato sédico. Las sales inorganicas y
oligonutrientes en medios pueden incluir sulfato de amonio, bicarbonato sédico, ortovanadato sédico, cromato
potasico, molibdato sddico, acido selenoso, sulfato de niquel, sulfato de cobre, sulfato de cinc, cloruro de cobalto,
cloruro de hierro, cloruro de manganeso, cloruro de calcio y EDTA. Pueden incluirse vitaminas tales como clorhidrato
de piridoxina, clorhidrato de tiamina, pantotenato calcico, acido p-aminobenzoico, riboflavina, acido nicotinico,
biotina, acido félico y vitamina B12.

Por ejemplo, un medio adecuado podria estar comprendido por entre aproximadamente 11 y aproximadamente 13
g/l (por ejemplo, aproximadamente 12 g/l) de sulfato sédico, entre aproximadamente 0,45 y aproximadamente 0,55
g/l (por ejemplo, aproximadamente 0,5 g/l) de KCI, entre aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 g/l (por
ejemplo, aproximadamente 2 g/l) de MgS04.7H;0, 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 vy
aproximadamente 0,70 g/l (por ejemplo, aproximadamente 0,65 g/l) de K;SO., entre aproximadamente 0,9 y
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),SO4, entre aproximadamente 0,15 y
aproximadamente 0,19 (por ejemplo, aproximadamente 0,17 g/l) de CaCl,'H;O, entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 10 g/l (por ejemplo, aproximadamente 4,5 g/l) de jarabe de maiz 95 DE (base de sdlidos), entre
aproximadamente 2,7 y aproximadamente 3,3 g/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de MnCl,-4H,0, entre
aproximadamente 2,7 y aproximadamente 3,3 g/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de ZnS0O4.7H;0, entre
aproximadamente 0,035 y aproximadamente 0,045 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de CoCl,.6H20,
entre aproximadamente 0 y aproximadamente 0,045 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de
Naz;Mo0O4.2H,0), entre aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de
CuSO045H,0, entre aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de
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NiSO4-6H20, entre aproximadamente 9 y aproximadamente 11 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 10 mg/l) de
FeSO4-7H20, 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 Bs2, entre aproximadamente 1,3 y aproximadamente 5,1 (por ejemplo, aproximadamente 3,2 mg/l) de
pantotenato calcico y solucién de NHsOH aproximadamente 28 %.

El pH del medio se ajusta a entre 3,0 y 10,0 usando acido o base cuando sea apropiado y/o usando la fuente de
nitrégeno. 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 liquido. Opcionalmente, un medio
usado para cultivo de un microorganismo es un medio sélido. Ademas de fuentes de carbono y nitrégeno tal como se
analiza en el presente documento, un medio sélido puede contener uno o mas componentes (por ejemplo, agar o
agarosa) que proporcionan soporte estructural y/o permiten que el medio esté en forma sélida.

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

Opcionalmente, los cultivos se airean por agitacion. Opcionalmente, la agitacion varia 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 agitacion) durante fases de produccion de biomasa que durante fases de
produccion de lipidos. Por ejemplo, los cultivos se airean por agitacion 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 produccion de lipidos. Como alternativa o adicionalmente, las
velocidades de agitacion pueden variar dependiendo del tipo de vaso de cultivo (por ejemplo, la forma o el tamafo
del matraz).

Opcionalmente, el nivel de oxigeno disuelto (OD) es mayor durante la fase de produccion de biomasa que durante la
fase de produccion de lipidos, por ejemplo, los niveles de OD se reducen durante la fase de produccion de lipidos.
Opcionalmente, el nivel de oxigeno disuelto se reduce por debajo de la saturacion; por ejemplo, el nivel de oxigeno
disuelto se reduce hasta un nivel muy bajo, o incluso indetectable.

Se ha descubierto que la produccién de lipidos deseables puede potenciarse cultivando células de acuerdo con
métodos que implican un desplazamiento de una o mas 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 mas condiciones de cultivo a condiciones que favorecen la productividad de
lipidos. Las condiciones que se desplazan pueden incluir concentracion de oxigeno, relacién C:N, temperatura y
combinaciones de las mismas. Opcionalmente, se realiza un cultivo de dos estadios en el que un primer estadio
favorece la produccién de biomasa (por ejemplo, usando condiciones de alto oxigeno (por ejemplo, en general o en
relacion con el segundo estadio), baja relacion C:N y temperatura ambiente), seguido de un segundo estadio que
favorece la produccion de lipidos (por ejemplo, en el que el oxigeno se reduce, la relacion C:N aumenta y la
temperatura se reduce). Es decir, los métodos proporcionados pueden implicar cultivar células en un primer conjunto
de condiciones que incluye una o mas condiciones seleccionadas del grupo que consiste en una primera
concentracion de oxigeno, una primera relacion C:N, una primera temperatura y combinaciones de las mismas. El
cultivo en este primer conjunto de condiciones continda durante un primer periodo de tiempo, cuya duracion puede
variar. Al final del primer periodo de tiempo (que no es necesariamente un punto definido en el tiempo), se alteran
una o mas condiciones de modo que las células se cultiven en un segundo conjunto de condiciones que incluye una
o0 mas condiciones seleccionadas del grupo que consiste en una segunda concentraciéon de oxigeno, una segunda
relacion 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 mas condiciones pueden cambiarse de nuevo y/o una o mas condiciones pueden
cambiarse durante un primer tiempo. Opcionalmente, la primera relacion C:N esta dentro del intervalo de
aproximadamente 2:1 a aproximadamente 1:1; y la primera temperatura esta dentro del intervalo de
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 °C. Opcionalmente, la segunda relacion C:N es aproximadamente 1:~0;
y la segunda temperatura esta dentro del intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 °C.

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

Opcionalmente, la concentracion de oxigeno se desplaza (por ejemplo, se reduce) durante el cultivo de varias
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maneras posibles incluyendo, por ejemplo, desplazando la intensidad de aireacion.

Opcionalmente, la temperatura se desplaza (por ejemplo, se reduce) durante cultivo en al menos 2 °C.
Opcionalmente, la temperatura se desplaza en 3 °C, 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.

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

Productos

Pueden utilizarse AGPI y otros compuestos producidos en cualquiera de una diversidad de aplicaciones, por ejemplo
aprovechando sus propiedades biolégicas 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 divulgacion como intermedios
en la produccién de otros compuestos.

Se apreciara 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, formula
infantil, producto farmacéutico, etc.) en el contexto de la célula hospedadora. Por ejemplo, las células hospedadoras
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 o0 no) puede procesarse adicionalmente antes de la incorporacion en el producto (por ejemplo, mediante lisis,
ultrasonidos, molienda por perlas, tratamiento por presion, congelacién-descongelacion, electroforesis en campo
pulsado (PFE) para separar componentes y/o tratamiento por enzimas, o combinaciones de los mismos;
opcionalmente, se utilizan al menos dos o mas 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 tamario, solubilidad),
separada del total. Por ejemplo, los lipidos pueden aislarse de las células hospedadoras y se incorporan en o se
usan como el producto final. Pueden extraerse lipidos que contienen AGPI usando extraccion de fluido supercritico o
extraccion con uno o mas disolventes (por ejemplo, acetona, cloroformo, isopropanol, hexano, cloruro de metileno o
metanol). Opcionalmente, los lipidos se concentran por cualquiera de una diversidad de métodos, tales como
formacién de complejo con urea, cromatografia en columna y/o fraccionamiento de fluido supercritico. Las técnicas
para concentracion de lipidos extraidos en disolvente incluyen hidrdlisis (por ejemplo, usando hidrdlisis basica, acida
0 enzimatica), extraccion adicional, acidificacion, cristalizacion, filtracion y combinaciones de los mismos (véase, por
ejemplo, publicacion de patente de EE.UU. 2009/0117194).

Opcionalmente, uno o mas 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 divulgacion no estan particularmente limitados e incluyen
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 lacteos; productos alimentarios
procesados tales como arroz blando (o gachas); féormulas infantiles; cereales de desayuno; o similares.
Opcionalmente, se incorporan uno o mas compuestos producidos en un complemento dietético, tal como por
ejemplo una multivitamina. Opcionalmente, un compuesto de AGPI producido de acuerdo con los métodos
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
perros y similares, piensos para peces de acuario, peces o crustaceos criados, etc., pienso para animales criados en
granja (incluyendo ganado y peces o crustaceos criados en piscifactoria). 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 fisica conocida actualmente para un material alimentario (por ejemplo, sdlido,
liquido, blando).

Opcionalmente, uno o mas compuestos producidos (por ejemplo, AGPI) se incorporan en un producto farmacéutico.
Los ejemplos de dichos productos farmacéuticos incluyen, por ejemplo, diversos tipos de comprimidos, capsulas,
agentes bebibles, etc. Opcionalmente, el producto farmacéutico es adecuado para aplicacion topica. Las formas
farmacéuticas no estan particularmente limitadas e incluyen capsulas, aceites, granulos, granulos pequefios, polvos,
comprimidos, pildoras, trociscos o similares. Los aceites y capsulas rellenas de aceite pueden proporcionar ventajas
adicionales tanto debido a su falta de descomposicion de ingredientes durante la fabricacion como debido a que
pueden incorporarse facilmente gotas lipidicas que contienen AGPI en formulaciones basadas en aceite.
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Los productos farmacéuticos de acuerdo con la presente divulgacion pueden prepararse de acuerdo con técnicas
establecidas en este campo, incluyendo, por ejemplo, el procedimiento comun como se describe en la Farmacopea
de Estados Unidos, por ejemplo.

Los compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgacion (bien aislados o bien en el contexto de células)
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 mas aglutinantes o
cargas. Opcionalmente, los productos incluiran uno o mas agentes quelantes, pigmentos, sales, tensioactivos,
humectantes, modificadores de la viscosidad, espesantes, emolientes, fragancias, conservantes, etc. y
combinaciones de los mismos.

Anticuerpos

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

Para generar anticuerpos policlonales, pueden conjugarse polipéptidos aislados con un vehiculo convencional para
aumentar su inmunogenicidad e inducirse un antisuero para el conjugado de polipéptido-vehiculo aislado. Puede
realizarse acoplamiento de un péptido con una proteina vehiculo e inmunizaciones como se describe en Dymecki et
al., 1992, J. Biol. Chem., 267:4815. El suero puede titularse frente a antigenos polipeptidicos 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 util reaccionara fuertemente con el polipéptido
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 tipicamente de cultivos de tejido de hibridoma o de
liquido ascitico obtenido de animales en los que se introdujo el tejido de hibridoma. Los hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales (o sueros policlonales) pueden explorarse con respecto a uniéon de anticuerpos con
péptidos aislados segun métodos conocidos en la técnica.

La divulgacion se entendera mas completamente por referencia a los siguientes ejemplos.

Ejemplos

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

Este ejemplo describe la identificacion y el aislamiento de determinadas secuencias de acido nucleico promotoras y
terminadoras de la expresion génica ejemplares de ONC-T18.

El solicitante ha secuenciado en gran medida el genoma de ONC-T18 usando técnicas tanto de secuenciacion
aleatoria como de pirosecuenciacion (GS-20; 454). Entre otras cosas, la presente divulgacion proporciona analisis de
dicha informacion de secuencia, por ejemplo utilizando informacion de recogida de EST (marcador de secuencia
expresado) publicamente disponible (Huang et al., 2008), la anotacion funcional de y/o software de bioinformatica
(por ejemplo, paquete Kodon disponible de Applied Maths y/o uno o mas algoritmos tales como BLAST). Para
proporcionar herramientas para la expresion de genes homologos y heterélogos (por ejemplo, genes implicados en
la biosintesis de lipidos y acidos grasos dentro de microbios de traustoquitridos), se clonaron promotores y
terminadores génicos de tubulina y genes y promotores de elongasa constitutivos a partir de ADN gendémico de
Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La cepa ONC-T18 se cultivd en medio de agua marina complementado. Se extrajo ADN usando un protocolo
FastPrep (MP Biomedicals) y se envid al The Centre for Applied Genomic (TCAG, The Hospital for Sick Children,
Toronto) para una placa de secuenciacion de 454 y un carril de secuenciacion de pares apareados de 2,5 kb lllumina
(lecturas de 76 bases). Se extrajo ARN de células muestreadas durante la fase de crecimiento rapido del cultivo
celular y durante la produccién de lipidos alta mediante el procedimiento RNeasy (Qiagen). Se envié ARN total a
TCAG para analisis de RNA-Seq de un carril de lllumina (lecturas de 76 bases) para cada condicion.

Se llevaron a cabo analisis bioinformaticos en los servidores de IMB Research Informatics usando software de
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codigo abierto. El ensamblaje genémico se realizé6 con Mira (Chevreux et al., 1999) y se generaron armazones
potenciales con Bambus (Pop et al., 2004). Se llevd a cabo anotacion genémica 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 analisis 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
que codificaban proteinas 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 analisis de datos de RNA-Seq us6 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
expresion diferencial. Se usaron scripts de Perl adaptados para reformatear, ensamblar y analizar los datos.

El borrador del genoma de ONC-T18 se ensamblé a partir de una placa de 454 lecturas (1.131.145 lecturas, 302 Mb
en total), un carril de secuencias de pares apareados de lllumina (21.570.704 lecturas, 1,47 Gb en total) y
secuencias de Sanger (34.261 lecturas, 30 Mb en total) que se habian generado previamente de bibliotecas de
plasmidos y cosmidos. Mira fue el Unico ensamblador capaz de manejar esta mezcla de tipos de lecturas. La
informacion sobre el ensamblaje se presenta en la Tabla 1.

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

Numero de contigs 2471
Consenso total 34.463,560 pb
Cobertura promedio 40,63x (8x 454, 32x lllumina, 0,63x Sanger)

Tamariio de contig medio (13.974,62 pb

Mediana del tamafio de

contig 7555 pb
Mayor contig 164.938 pb
Menor contig 490 pb

Aunque el numero de contigs en el ensamblaje fue bastante alto, esto es tipico para borradores de genomas. El
tamafio 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. EI N95 fue de 4931 lo que indica que 95 % del genoma estaba en contigs mayores de
aproximadamente 5 kb.

Durante la fase de anotacion, se observé que 12 contigs contenian 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 facilmente en un
genoma circular. Esta situacion se ha observado previamente para genomas mitocondriales de traustoquitridos
(Referencia de GenBank AF288091).

El hallazgo de genes en la secuencia de ONC-T18 no fue del todo sencillo. Aunque la mayoria de genes estaban
codificados en un Unico exén, hubo un numero sustancial de genes multiexénicos, que requerian el uso de software
de modelizacién de genes para clasificar genes de un uUnico exones frente a multiexénicos y, para estos ultimos,
identificar los limites de intrén/exén apropiados. MAKER coordina el analisis del genoma por varios métodos: aportes
del software de modelizacion de genes (Snap y Augustus), alineamientos con lecturas de ARN y alineamientos con
proteinas. 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 pequefio (ARNnop/ARNnNp)) mediante
busquedas de Infernal de la base de datos Rfam. Los datos de anotacién se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Datos de anotacion de ONC-T18b

Genes codificantes de proteinas 13.022
Exén individual 10.272
Dos exones 2.136
Tres exones 425
Mas de tres exones 161
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Sin coincidencias en Genbank 3258
Proteinas hipotéticas/conservadas 841
genes de ARNr 79
genes de ARNt 131
otros genes de ARN 8

El procesamiento de las proteinas predichas a través de AutoFACT analiz6 los genes codificantes de proteinas. Este
software coordina busquedas de blast frente a las bases de datos uniref90, no redundante, Kegg, COG y pfam y
produce un consenso de la funcién de proteina esperada. Ademas, se identificaron las funciones de COG y rutas de
KEGG v, si fue posible, los numeros de EC. También se identifican las clasificaciones de ontologia génica cuando
sea posible. Estos datos son esenciales para identificar las rutas bioquimicas presentes en ONC-T18b.

Se identificaron genes para todas las enzimas en la ruta de elongacion/desaturacion clasica de acidos 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
naturaleza repetitiva de las proteinas. Ademas, se identificaron varios genes para enzimas poco definidas, descritas
en general como «proteina de elongacién de acidos 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 estan implicados en la sintesis
de acidos grasos con longitudes de cadena mayores que C22.

1. Aislamiento e identificacion de un promotor del gen de tubulina n.° 701. (para referencia) Los cebadores
oligonucleotidicos n.° 52 (SEQ ID NO: 1) y n.° 53 (SEQ ID NO: 2) se disefiaron basandose en los datos de
secuencia genomica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica Kodon
(Applied Maths). Los cebadores oligonucleotidicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen (California, EE.UU.).

Se extrajo ADN gendmico de ONC-T18 de células cultivadas en el medio de cultivo (ONC-T18-GMO0) a 25 °C durante
36 horas en un incubador agitador con agitacion constante a 150 rpm. Se recogieron células de cultivos de 50 ml por
centrifugacion durante 5 min a temperatura ambiente a 4300 rpm en una centrifuga Sorvall Super T21 con el rotor
ST-H750 con el adaptador Sorvall n.° 00436. EI ADN genémico se aislo de las células usando el kit de aislamiento
de ADN microbiano Ultraclean (MO BIO Laboratories, Inc, Solana Beach, California) siguiendo el protocolo del
fabricante.

Los componentes del medio de cultivo ONC-T18-GMO son: extracto de levadura 5 g/l (RM668, HiMedia labs),
peptona de soja 5 g/l (RM007, HiMedia labs), D(+)-glucosa 10 g/l (CERELOSE™ Dextrosa 020010, Com Products
International), sal marina artificial 35 g/l (INSTANT OCEAN™, Aquaria, Inc.), oligoelementos 1,25 mgl/l
(NaH2PO4'H20 5 g/l, FeCl3.6H.0 3,15 g/l, Na;EDTA-2H,O 4,36 g/l, CuSO45H,0 0,6125 mg/l, NazMoO4.2H,0
0,0597g/l, ZnSO4-7H20 0,022 g/l, CoCl2-6H20 0,01 g/l, MnCl>-4H20 0,18 g/l, H2SeO3 13 pg/l, NiSO4-6H20 2,7 mgl/l,
NazVO4 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 HCI 0,20
a/l).

El promotor del gen de tubulina n.° 701 que incluye la secuencia de fase abierta de lectura parcial se amplificé a
partir de ADN gendémico 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 repitié durante 30 ciclos, y 72 °C durante 10 minutos. Se llevo a
cabo PCR en una mezcla de reaccién de 50 ul que contenia 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa LA Tag™
(TAKARA BIO INC., Shiga, Japén), Tampon LA PCR 11 1 X, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 225 ng del ADN
gendémico molde, cebador n.° 52 0,20 uM y cebador n.° 53 0,20 M.

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

Los fragmentos de ADN purificado se clonaron en vector pT7Blue-3 usando kits de clonacion Perfectly Blunt®
(Novagen, San Diego, California) segun 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 reaccion de PCR de 20 pl que contenia los siguientes componentes: ADN polimerasa
Taq (Sigma), Tampén de PCR 1 X, MgCl» 2,5 mM, mezcla de dNTP (0,20 mM cada uno), cebador n.° 62 0,25 yM
(SEQ ID NO: 3) y cebador n.° 63 0,25 uM (SEQ ID NO:4) en un tubo de PCR de 200 pl, respectivamente. Al mismo
tiempo también se sembraron en estrias colonias en una placa de referencia para el aislamiento de ADN
plasmidicos.

La PCR se llevé 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 repitid 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 amplificé un
producto de PCR del tamario esperado se consideraron colonias positivas.

El ADN plasmidico del clon positivo JZ2-17-10 se aislé de las células de E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo
usando kit de miniprep de plasmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp., Orange, California). Su inserto se secuencio
usando el cebador directo n.° 62 (SEQ ID NO:3) y el cebador inverso n.° 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias
resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y
algoritmos BLAST. La secuencia de nucledétidos del inserto del clon JZ2-17-10 es de 724 pares de bases de longitud
(SEQ ID NO: 5). Se determind que los 498 nucledtidos cadena arriba del cddigo de inicio de traduccion potencial
ATG de una fase abierta de lectura (ORF) del gen de tubulina potencial eran un promotor de expresidon génica
potencial (secuencia n.° 701; SEQ ID NO: 6) basandose en andlisis usando diversos softwares de bioinformatica. Se
identificaron elementos promotores génicos tipicos dentro de esta secuencia. Se realizé una busqueda de
secuencias homologas de esta secuencia promotora potencial n.° 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 busqueda de
alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se descubrid ninguna secuencia homologa de esta
secuencia promotora unica n.° 701. La secuencia parcial del extremo 5’ de la ORF tiene la mayor homologia con el
gen de beta tubulina 2 (TUB2) de Chlamydomonas reinhardtii (n.° de referencia de GenBank: XM_001693945) en
una busqueda de BLAST.

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

[00256] 2. Aislamiento e identificacion de un promotor del gen de tubulina n.° 341. (para referencia) Los
cebadores oligonucleotidicos n.° 54 (SEQ ID NO: 7) y n.° 55 (SEQ ID NO: 8) se disefiaron basandose en datos
de secuencia genémica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica
Kodon (Applied Maths). Los cebadores oligonucleotidicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen (California,
EE.UU.).

El promotor del gen de tubulina n.° 341, incluyendo la secuencia abierta de lectura parcial cadena abajo, se amplificd
a partir del ADN gendémico de ONC-T18 mediante PCR usando las mismas condiciones que se han descrito para el
aislamiento del promotor del gen de tubulina n.° 701. El fragmento de ADN purificado amplificado se clond en vector
pT7Blue-3 usando kits de clonacion Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego, California) segun el protocolo del
fabricante. EI ADN plasmidico del clon positivo JZ2-17-14 se aisl6 de células de E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo
usando kit de miniprep de plasmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp., Orange, California).

El inserto del ADN plasmidico recombinante se secuencié usando el cebador directo n.° 62 (SEQ ID NO: 3) y el
cebador inverso n.° 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete
de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. La secuencia de nucledtidos de inserto
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 codén de inicio
de la traduccion potencial ATG de la ORF se considera el promotor potencial n.° 341 (SEQ ID NO: 10).

Se realizd una busqueda de secuencias homologas del promotor del gen de tubulina n.° 341 (SEQ ID NO: 10) en
diversas bases de datos de Genbank incluyendo la base de datos de secuencias de patentes usando la herramienta
de busqueda de alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontrdé ninguna secuencia
homologa de este promotor del gen de tubulina Unico n.° 341. La secuencia del extremo 5 de la ORF parcial
potencial tiene la mayor homologia con el gen de alfa tubulina 2 (TUA2) de Chlamydomonas reinhardtii (n.° de
referencia de GenBank: 5728641) en una busqueda de BLAST.

Esta secuencia promotora de 1004 nucleétidos de longitud contiene una caja -10 (CGCTAAAAT) en la posicion 542
y caja -35 (TTCACG) en la posicion 518, el sitio de inicio de la transcripcion potencial en la posicion 557 y el sitio de
union a factor de transcripcion potencial GCTAAAAT en la posiciéon 543 asi como una caja -10 (TAGTAGATT) en la
posicion 143 y caja -35 (TTGCTC) en la posicion 125, el sitio de inicio de la transcripcion potencial en la posicion 158
y los sitios de union a factor de transcripcion potencial ATTTTGTA en la posicion 149 y TTTTGTAA en la posicion
150.

3. Aislamiento e identificacion de un terminador de gen de tubulina n.° 347 (para referencia) Los cebadores
oligonucleotidicos n.° 58 (SEQ ID NO: 11) y n.° 59 (SEQ ID NO: 12) se disefiaron basandose en datos de
secuencia genémica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths). Los
cebadores oligonucleotidicos se sintetizaron y obtuvieron de la compafiia Invitrogen (California, EE.UU.).

El terminador de gen de tubulina n.° 347 se amplifico a partir del ADN genémico de ONC-T18 con PCR usando las
mismas condiciones que se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de tubulina n.° 341. El fragmento
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de ADN purificado se cloné en vector pT7Blue-3 usando kits de clonacion Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego,
California) segun el protocolo del fabricante. EI ADN plasmidico del clon positivo JZ2-17-22 se aisl6 de las células de
E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo usando el kit de miniprep de plasmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp.,
Orange, California).

El inserto del ADN plasmidico recombinante se secuencié usando el cebador directo n.° 62 (SEQ ID NO: 3) y el
cebador inverso n.° 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete
de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucledtidos
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 codon de terminacién de la traduccion génica
potencial TAA. La secuencia cadena abajo del codon de terminacion TAA se considera el terminador de gen de
tubulina potencial n.° 347 (SEQ ID NO: 14).

Se realizé una busqueda de secuencias homologas de la secuencia de terminador de gen de tubulina n.° 347 (SEQ
ID NO: 14) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes
usando la herramienta de busqueda de alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontro
ninguna secuencia homologa de este terminador de gen de tubulina unico n.° 347. La secuencia parcial de la ORF
parcial potencial tiene la mayor homologia con el gen de alfa tubulina de Ceratopteris richardii (n.° de referencia de
GenBank: XM_001691824) en una busqueda de BLAST.

La secuencia terminadora de 590 nucledtidos de longitud contiene una secuencia sefial de poliadenilacién potencial
AAAACAAAAA gue actla para la terminacioén de la transcripcion por ARN polimerasa.

4. Aislamiento e identificacion de un terminador de gen de tubulina n.° 713 (para referencia) Los cebadores
oligonucleotidicos n.° 60 (SEQ ID NO: 15) y n.° 61 (SEQ ID NO: 16) se disefiaron basandose en datos de
secuencia gendomica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths). Los
cebadores oligonucleotidicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen (California, EE.UU.).

El terminador de gen de tubulina n.° 713 se amplifico a partir del ADN genémico de ONC-T18 con PCR usando las
mismas condiciones que se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de tubulina n.° 341. El fragmento
de ADN purificado se cloné en vector pT7Blue-3 usando kits de clonacion Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego,
California) segun el protocolo del fabricante. EI ADN plasmidico del clon positivo JZ2-22-9 se aisl6 de las células de
E. coli bacterianas de 3 ml de cultivo usando el kit de miniprep de plasmidos ZYPPY™ (Zymo Research Corp.,
Orange, California).

El inserto del ADN plasmidico recombinante se secuencié usando el cebador directo n.° 62 (SEQ ID NO: 3) y el
cebador inverso n.° 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete
de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucledtidos
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 codén de terminacién de la traduccién génica
potencial TAA. La secuencia cadena abajo del codon de terminacion TAA se considera el terminador de gen de
tubulina potencial n.° 347 (SEQ ID NO: 18).

Se realizé una busqueda de secuencias homoélogas de la secuencia de terminador de gen de tubulina n.° 713 (SEQ
ID NO: 18) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes
usando la herramienta de busqueda de alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontro
ninguna secuencia homologa de este terminador de gen de tubulina unico n.° 713. La secuencia parcial de la ORF
parcial potencial tiene la mayor homologia con el gen de beta tubulina 1 (tubBl) de Cyonophora paradoxa (n.° de
referencia de GenBank: AF092952) en una busqueda de BLAST.

La secuencia terminadora de 640 nucledtidos de longitud (SEQ ID NO: 14) contiene una secuencia sefal de
poliadenilaciéon potencial CATAAA
que actua para la terminacion de la transcripcion por ARN mensajero polimerasas.

5. Aislamiento e identificacion de un gen de A5 elongasa (PCT/IB2007/004553; \WO/2009/010825)
secuencia promotora (SEQ ID NO: 19). Basandose en los datos de secuencia genémica de ONC-T18 usando
el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths), se disefiaron el cebador oligonucleotidico n.° 3
(SEQ ID NO: 20) en el que se afiadio un sitio de enzima de restriccion Xbal en su extremo 5’ por la conveniencia
de clonacion molecular cadena abajo, y el cebador n.° 4 (SEQ ID NO: 21) en el que se afiadié un sitio de enzima
de restriccion Ncol en su extremo 5. Los cebadores oligonucleotidicos se sintetizaron y obtuvieron de Invitrogen
(California, EE.UU.). El promotor del gen de A5 elongasa se amplificé a partir del ADN gendémico de ONC-T18
con PCR, se precipitd, se digirié con las enzimas de restriccion Xhol y Ncol, se purificéd en gel de agarosa y se
clond en los sitios de restriccion correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California). El
inserto del clon positivo JZ1-57-7 se secuenci6 usando el cebador n.° 14 (SEQ ID NO: 22) y el cebador n.° 15
(SEQ ID NO:23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de
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bioinformatica Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleétidos 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 A5 elongasa (SEQ ID NO: 19) de ONC-T18.

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

Se realiz6 una busqueda de secuencias homdlogas de la secuencia promotora de gen de A5 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 busqueda de alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontré ninguna
secuencia homologa de la secuencia promotora de gen de A5 elongasa (SEQ ID NO: 19).

6. Aislamiento e identificacion de un gen de A4 desaturasa (PCT/IB 2007/004553; \WWO/2009/010825)
secuencia promotora (SEQ ID NO: 24). El cebador oligonucleotidico n.° 1 (SEQ ID NO: 25) en el que se aiadié
un sitio de enzima de restriccion Xhol en su extremo 5’ por la conveniencia de clonacién molecular cadena abajo
y el cebador n.° 2 (SEQ ID NO: 26) en el que se afiadié un sitio de enzima de restriccion Ncol en su extremo 5',
se emplearon para el aislamiento de la secuencia promotora de gen de A4 desaturasa (SEQ ID NO: 24). El
fragmento de ADN de promotor del gen de A4 desaturasa se amplificé usando PCR, se precipitd, se digirié con
las enzimas de restriccion Xhol y Ncol, se purificé en gel de agarosa y se cloné en los sitios de restriccion
correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California) digerido con las mismas enzimas de
restriccion y purificado en gel. El inserto de un clon positivo JZ1-57-1 se secuencié usando el cebador n.° 14
(SEQ ID NO: 22) y cebador n.° 15 (SEQ ID NO: 23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron
usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la
secuencia de nucledtidos 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 A4 desaturasa (SEQ ID NO: 24) de ONC-T18.

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

Se realizd una busqueda de secuencias homologas de la secuencia promotora de gen de A4 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 busqueda de alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontrd ninguna
secuencia homologa del promotor del gen de A4 desaturasa (SEQ ID NO: 15).

7. ldentificacion y aislamiento de gen de A12 desaturasa (SEQ ID NO: 70). El analisis de RNA-Seq de ARN de
células de rapido crecimiento y células que producen altas cantidades de lipido proporcion6é varias informaciones
sobre la biologia de ONC-T21. Se mapearon lecturas de ARN de ambas condiciones en 11.407 genes (87,6 %). Los
1613 genes sin expresion aparente no eran genes reales, se expresaban solo a niveles muy bajos o se expresaban
solo en condiciones muy especificas (por ejemplo, esporulacién). Las comparaciones entre las dos condiciones de
crecimiento identificaron 1519 genes que se expresaban solo en la condicion de rapido crecimiento mientras que 442
genes se expresaban solo en la condicién de alta produccién de lipidos (Tabla 3). El analisis permite la identificacion
de genes que estan altamente expresados en una de las condiciones asi como los que muestran el mayor cambio.
Los datos de expresion identificaron claramente varios genes con promotores regulados y/o fuertes. Estas regiones
promotoras pueden usarse para conducir la expresion de genes introducidos en UNC-T18.

Tabla 3. Genes mas expresados en la condicion de alta produccion de lipidos, comparacion del crecimiento
exponencial (A expr) y biosintesis de acidos grasos (B expr).
Descripcion A expr. B expr. relacion B/A

Delta 12 acido graso desaturasa 1540,39 66133,1 42,9327
proteina ribosémica 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
Proteina por‘[gdora de energia flagelar del 15761 17993 1 1,141622
espermatozoide
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Descripcion A expr. B expr. relacion B/A
Factor de elongacion 1-alfa 319114 16981,2 0,531803
gapl)ic():?raldehldo-fs-fosfato deshidrogenasa, 479426 15752.3 3,285658
ATPasa 4, tipo membrana plasmatica 5823,11 13852,5 2,378883
Sin aciertos 10563,6 12461,5 1,179664
Piruvato quinasa 22487 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 expresion en A12 desaturasa, una enzima clave
temprano en la ruta de sintesis de acidos grasos poliinsaturados (desaturacion de 18:1 a 18:2). El analisis
bioinformatico convencional confirmé el gen mas regulado positivamente como una A12 desaturasa potencial. En
resumen, el analisis de BLASTn reveld bajo nivel de homologia con regiones del cromosoma 5 de Micromonas sp.
PCC299 como un acierto superior. Los resultados de BLASTn también mostraron que una parte de la secuencia
diana era 96,9 % similar a la A12 desaturasa de Verticillium albo-atrum VaMS.102. BLASTXx identificd la secuencia
diana como una proteina con una parte sustancial (46 %) que era 92 % similar a la A12 Desaturasa de
Pheodactylum tricomutum. Un analisis BLASTp para identificar dominios conservados identificd dos motivos de A12
acido graso desaturasa conservados. Una exploracion de motivos de SIB:myhits (disponible en http://myhits.isb-
sib.ch/cgi-bin/motif_scan) para analizar la secuencia proteica con respecto a la presencia de motivos revelé dos
motivos de acido graso desaturasa dentro de la secuencia, lo que sugiere ademas la funcidon como una acido graso
desaturasa. El anadlisis de confirmacion con EMBL-EBI InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfal/iprscan/)
también revelo que la presencia de motivo es caracteristica de proteinas de acido graso desaturasa.

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que la expresion de A12 desaturasa de Thraustochytrium sp. ONC-T18
esta regulada positivamente en mas de 40 veces durante la produccion de acidos grasos. Este aumento inesperado
y drastico de la expresion identifica la A12 desaturasa como un regulador maestro de la biosintesis de AGPI en
traustoquitridos o Thraustochytrium, particularmente en ONC-T18. Los niveles de manipulacion de este regulador
maestro mediante la sobreexpresion, regulacion negativa o inhibicién pueden adaptar la biosintesis de AGPI a lo
largo de rutas particulares como se muestra en la Figura 1. Los elementos reguladores proximos y distantes (por
ejemplo, promotor o promotores, UTR 5’, intrones, terminadores y UTR 3’ de la A12 desaturasa pueden unirse
operativamente a uno o mas genes de biosintesis de AGPI para aumentar los niveles de expresion de esos genes
hasta ordenes de magnitud similares durante la produccién de acidos grasos. En esencia, los elementos reguladores
de A12 desaturasa son interruptores para conducir rutas de biosintesis de AGPI en una o mas direcciones
predeterminadas.

Para aislar este gen, el gen mas regulado positivamente descrito anteriormente, se llevé a cabo amplificacion por
PCR en un volumen de 50 pl que contenia: 200 ng de ADN gendémico de Thraustochytrium sp. ONC-T18, 10 pl de
betaina, Tris-HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, gelatina 0,001 %, 200 uyM de cada
desoxirribonucleodtido trifosfato, 1 yM de cada cebador y 0,2 unidades de polimerasa de alta fidelidad. Se llevd a
cabo termociclacion a una temperatura de hibridacion de 55,7 °C, la reaccién de PCR se resolvié en un gel de
agarosa de bajo punto de fusién 0,8 % y la banda de aproximadamente 600 pb se purificé en gel. El producto de
PCR se eluyd de agarosa con agua y después se purificd con kit de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen, Valencia,
Calif.). Estos fragmentos de ADN se clonaron en el kit de clonacion Perfectly Blunt pT7Blue-3 (Novagen, San Diego,
Calif.) segun las especificaciones del fabricante. Los plasmidos recombinantes se transformaron en células
competentes NovaBlue (Novagen, San Diego, Calif.), y los clones se secuenciaron. Un clon se aislo y secuencio asi.

El inserto de gen de A12 Desaturasa de longitud completa es de 1239 pb (SEQ ID NO:70) de longitud vy,
comenzando con el primer ATG, contiene una fase abierta de lectura de 1238 pb que codifica 412 aminoacidos.
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Tabla 4: A12 Desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO:70)

ATGTGCAAGOTGOAGUCCACGCGGCACGAGCAGACGGUTGUGGUCAAGCCGLAAGAGCAG
CAGCAGCAGCGTCAGAGTCCCATCATCCATGGCAAGCACAACCCGGACCTGCCGACGCTC
GGCGAGATTCGCGCCGTGOTGCCGAAGCACTGCTTTGAGCGCTCGUTCGTGACGAGCTCG
CTTTACCTGGGCCOCGACCTTICTCATGGCAGCCACCCTCTTCTICCTCGCCAGACAATTC
CTTCCCGTTTACGACATGGGCCTCTCGGGCGCGCTCGCCTGGACTGTCTACGTCTGTGTG
CAGGCGTACCGTCGGTGOCGGCCTTTGOGOTGCTTGGGCATGAATGCGGTCACCAGGCCTTT
TCCAACTACAGGATCGTCAACGACGGCGTCGGCTTTCTGGTCCACACGAGCCTGTTGGTG
CCTTATTICAGCTOGOCOGTACACGCACGGUTTGCACCATGCCCGUGTCAACCACATGCTC
GACGGCGAGTCGCACACGCCOAACCTCAAGAAGAAGOTGOUCGUCAACTTTCAAAAGTTC
TGCGACATCGATGCGGCCATGAGGCGTTTGOCGTTCTTCACGTCTTCHTCTACCTTCTCCTG
GCCTQGGCCGCTTTACATCATCAACGGOAGUGGUGUGTCCAAGUGCAACCACGAGGGAAAG
COCTOGTCOGAAGOATTTCTGGAAGCGCCCCAACCACTTTTTGCCCACCTCGGAGCTUTTT
CCGGACAAGATGUGCCTCAAGGCUGCCOTUTCCALGATCGGUGTCCTTACCGTCATTGCC
GOCCTCTGUTACTOGOGHCTCTATCCAGGOLGHGCLGCACCGTGUTCCTCCAGTACTTTCTG
CCCTACCTQGTOOGTCAATGOCTATCTCATTOGOTITACCTOGATGCAACACACTCACTCG
GACGTCCCGUACCTCLGCGAGGACCGAGTGOTCCTGLGTCLGCGOGUACTGTRCTCACCGTC
GATCOGCCCCTACCCOUCTTTTATCOACOTTICTGACCCACCGUATCGUGGTCTACGUACGTG
GCGCATCACCTCTTCTCCAACGATGCCOTGGTACCACGUGCGUCAGGUTACGACCCACATC
CGGACCCTCCTCGAGCUCAAGGGUCGTITACAACTATGACCCGATGCCCTTTTACAAGGEC
TTGTTTCACACTGCTAAGTACTGCCACTACATGGAGGGCGTCGACGUTATTCAGTTCTITC
AAACATGCCGUTGCCCAGUUCAAGGUCAAGGAGUTCTAA

8. Aislamiento y amplificacion de A5 Desaturasa (SEQ ID NO: 72). La secuencia de una A5 Desaturasa de
5 Thraustochytrium sp. ONC-T18 se aisl6 e identificé de una manera similar a la de la A12 Desaturasa. La secuencia
completa es:

Tabla 5: A5 Desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 72)

ATGGGCAAGGGAAGUGAGOGCCGCAGCGUGOAGUGCOAGATCTCGGUCGAGGUGAGCGEL
GACAAGCGGAAAACAATTTTGATCGAGGGCGTCCTGTATGACGTGACGAACTTTAAGCAC
CCGGOCOOTTCGATCATCAACTTITITGACCGAGGGUGAGOGUCGHCGTGCACGCOACACAG
GCGTACCGCGAGTTCCATCAGCGOTCCGGUAAGGUTGACAAGTACCTCAAGTCGCTGCCG
AAACTGOATGUGTCCAAGGTGRAGTCGCGGTTCTCGGUUAAGGAGCAGGUGUGGUGCGAC
GCCATGACGCGCGACTATGOGGCCTTTICGCGAGGAGUTCATCGCCGAGGGGTACTITGAC
COGTCGATCCCACACATOGATTTICCGUGTCGTCGAGATTGTGGLUGCTCTITGOGCTCTCG
TTCTGGCTCATCGAGCAAGGCCTCGUCCAGCTCGUTCGTGOTGGGCGTGGTGATGAACGGL
ATTGCGCAGGGCCGOTOCGOCTGGOTCATGCACGAGATGGGCCACGOGTCGTTCACGGGC
GICATTTGGCTCGACGACCGGCTGTGCGAGTTCTITTACGGAGCCGGUTGCGGCATGAGC
GGGCACTACTGGAACGAACCAGCACAGCAAGCACCACGUCGCGCCCAACCGCCTCGAGCALC
GATGTCGATCTCAACACGTTGCCCCTGOTCOGCCTTITAACGAGCGUGTTGTGCGCAAGGTC
AAGCCGGOGTCTCTOCTTIGCGCTCTGGCTGCGTGTGCAGGCGTACCTCTTTGCGCCCGTT
TCOTGCCTGCTCATTGGCCTCGGCTGCACGCTGTACCTGCACCCGCGCTACATGCTGCGC
ACCAAGCGGCACATGGAGTTTGTCTGGATCTTITGCGCGCTATCTTGGTTGOTICTCGCTIC
ATGGGCGCTCTCGOTTACACGCCGGGCCGCTCGATCGGGATGTACCTGTGCTCGTTTGG
CTCGGCTGCATTTACATTTTCCTGCAGTTCGCCOTCAGCCACACGCACCTGCCGUTGACT
AACCCAGAGGACCAGCTGCACTGLUTCGAGTACGCGGUGGACCACACGGTOAACATTAGC
ACCAAGTCCTGOTTCGTCACATOGTGGATOTCGAACCTCAACTTTCAGATCGAGCACCAC
CTTTTCCCCACGGUGCCGCAGTTITCOCTTCATGGAAATCAGCCCTCGCGTCGAGGUCCTC
TTCAAGCGCCACAACCTCCCATACTACGACCTGUCCTACACGAGCGCGGTCTCGACCACT
TITGCCAACCTTTATTCCOTCGGCCACTCGOTUGLGUGACTCGOTCGECGUCGACALCGALC
GCCAAGAAGCAAGACTAG

10
La secuencia de aminoacidos predicha es:
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Tabla 6: Secuencia de aminoacidos predicha de A5 desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 73)

MGKGSEGRSAEREMSAFASGDKRKTILIEGVLYDVINFKHPGGSIINFLTEGEAGVDRATQ
AYREFHORSGK ADKYLESLPKLDASKVESRFSAKEQARRDAMTRIYVAAFRECELIAEGYFD
PSIPHMIFRVVEIVALFALSFWELMSKEASPSSLVLGVVMNGIAQGRCOWVMHEMGHGSFTG
YIWLDDRLCEFFY GAGCGMSGHYWENCGHSKHHAAPNRLEHDVDLNTLPLYVAFNERVVRKY
KPGSLLALWLRVOQAYLFAPYSCLLIGLGWTLY LHPRYMLRTERHMEFVWIFARYLGWESL
MOGALGYTPGRSIGM YLCSPFGLGCIYIFLGFAVSHTHLPVINPEDQLHWLEY AADHTVNIS
TKSWEVTWWMSNLNFOIEHHLPPTAPQFRFMEISPRVEALFKRHNLPYYDLPYTSAVSTT
FANLYSVGHSVGDIVGADTDAKKQD*

9. Aislamiento e identificacion de una secuencia promotora de gen de A12 desaturasa (SEQ ID NO: 69).
5 Basandose en los datos de secuencia gendmica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica
Kodon (Applied Maths), se disefiaron cebadores oligonucleotidicos para flanquear la region reguladora cadena arriba
del gen de A12 desaturasa. Los cebadores se disefiaron para incluir sitios de enzimas de restriccion por la
conveniencia de la clonacion molecular cadena abajo. Los cebadores oligonucleotidicos se sintetizaron y obtuvieron
de Invitrogen (California, EE.UU.). El promotor del gen de A12 desaturasa se amplificé a partir del ADN genémico de
10 ONC-T18 con PCR, se precipito, se digirié con las enzimas de restriccion apropiadas, se purificé en gel de agarosa y
se clond en los sitios de restriccion correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California).
Después de la transformacion en una célula hospedadora bacteriana adecuada y seleccion, se seleccionaron varias
bacterias transformadas, se cultivaron en columnas de 3,5 ml y se extrajo ADN plasmidico usando el kit de
extraccion de ADN plasmidico Zyppy. EI ADN plasmidico purificado se digirié con enzimas de restriccion apropiadas
15 para confirmar la presencia del fragmento de ADN deseado. El inserto de un clon positivo se secuencié usando
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 bioinformatica
Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleétidos del clon fue de 3247 pares de
bases de longitud (SEQ ID NO: 69) y se ha identificado como el promotor del gen de A12 desaturasa (SEQ ID NO:

20 69) de ONC-T18.
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Tabla 7: Promotor proximo de A12 Desaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 69)

CGGACGGCOTGCTTAGTAACTCGAATGAATAATTATACCAGCTGGGGATTCTGUGAATGCGAA
CGACGUTTCCAGAGCCTCACCTTITTGCAGCGACAGCGTGCCGCGUGCGATACTTIGCTTICTATY
CTAGCAAAGCCCAACGCAAGGCTTGCCTACTCCTTGTCGAGCTIGTACATGTCCTTGGAGGT
GTACCCATTCGCGATGAGGCTCTCGTACGCGGCTTCGACCTGCTCCTTGTAGGAGCGGTACT
CGCCGAGGCCGAGGCCGCCCTCGCTGOTCOGTTTGAGGGACTITICGACGTTGTAGCGAGTG
CGOTGTGGCGGCGGCGCCCCCGAGCCGGGTGCGGGAAGCTTICGGGTCCACCTCGGTAGGAA
GCTCTTITTTCCGGTCCTCAGAAACCTTGTTAGACTCGCGCAAAACCTGGACAATTTCTTCGL
GCATGGOOGCACCGCCAATAAGAAGCAAGCGCTCGUCCCAGCCCTICCAGTCAAAGTCCAT
CTGTGCGOCOTTCACOGTGOGCGCGCGCCACATCOCGUACGTCCGTCGATGCAGGCGTTOOCCT
GTTGAACCTTGOAGGCGCCAAAGTATGUTAGCACGCGAGACCGAGUTGGTGTTGAGCTCGGG
GAGGCCGOUAAGCATOUGOCCOTAGATGAAGUTCGOUTTGAGCGCAGCAAGUTTGAAAGAG
CTCTCCTTOGCGATCTCCCAGGUUGTTTTCTCGGCGAGHGAGCTTGGAAAGGCCATAGTAGTY
CYITTTTCTCCTCGAGGACCTTGTCGTCGGTUCAGTCCTCTTCGUTGTAGACGTACTCGGGGGE
CTTCGCGCCGTACGTGATGTAGATGTTGOCGATCGAGGUGOTAAGCACGACCTTTTCCACAC
COAGUTTCTCGCAGGACTCAAGCACGTTCCOCGTGUCCTTCAC GGUCGHCTCGACGAGTTTC
TOGCGCGUCGACTCGTCOTITATGUGGATAAAGOGUCGACGCCGAGTGGATCACCGYTGGGHC
ATCCOTTOATOGGCCTCATCGAAGCTGUCCTGUTCCAGCAGATCGCAGCCAGTGAAAAGCTTG
AGCCGCTCCTGGOGLGLCATCGAGUTTTTGCAGAAAGTCCACCTTTTTGCCGCGACCGCOGTOGTY
CCGTGCACCTCGAAGCCGGCCTCCAGUGCGTACTTGACTACCCALGAGCCCAGGAAACCGGT
ACACCCCOTCACGCACACGUGTTTCGOUTCCGGCACCGACATGCTGUTTIGTTIGTCCACCICC
TCGGCTCTTGUTCOGCTOGCGTATAGGCCAGGUGOGUTGGCTAGCTGCTUGGGCTCGGGACCA
AAACGTTTCTGCAAGTTTCGAGACTGCGGCTTCAGCTGGGATTTTGTGGCGTTTGCCTCGGCT
TCACCGTCATCGCCTCATCCCGTGCGCGCAGATGACGACGATGCCGCCGACTTCGCACGACC
TCAAGCOGGTTCAGGAGTCGTTCGCTGCGCCAAGAAATGGGCAGCGCAACGCACGCCGCTCG
AGGTGGGCTGTGAGCGCCTCGGGCACGCGACTAATAAGCCCCAGGGCGCTCGGGATGCCCT
CCTTCCGCCOCACGCOTTGCATTICTTGCTIGCTTGCTTCGCTTGCTTGCTTIGCTTGCTTGCTITGE
CTGCGCGGAGAAGTGTTGGTTTITCCGATCGACGGCAAAGATAACGCGCGTGTACTAGCGTC
GATCGCGAGTCCCTTGACCTGCCTGCCTCCGTCAGCATGCTGCCAAGGGTTGATGCGAGTAG
CGCGGLGCCGCOTTGCTGCCGAGATGCGCGUGCGGAGTGGTCCGCGTCCTTGCTGCCTGCGAT
CGACACGACGCTOATGAGGGTCOAGUTTCCTTCTTICCCTTCOGGUGCCHTTGAACCUGCCCA
CCCATOTTGGUGAGGTGAATCTGGAGCUCGTOUCGHLGELCGGCHGCACCGTOGGCCACCC
GCACGCGGOCTACCAAGCACGUTTTOCGECGGCOGGLCACCGCCCGCUAAACGUGTTGLGC
AGACACCCATTTCCAGCATTICGAGGTACTGAGGUTAACCGACGACGUGACGCAGCGACGG
CGCCCCCGGCATGACGCGGCTCOGGAGCGTTTGTTITCGCOGTCCGTIGCTCGCGCGGCGGALC
GFTCACGAAACCUGTGTCOGOCCGOGATCCOGUGUTOGTCUGGUCGUTCGACATCGATITCCT
TFCGAGCOCGUTGCCOUGTCGAAGOCOGUTCCGHUGTCOCGUTAGOTUTTCTGGUCTAGGAAAL
GAAAGAAAACGGOAAGGAGUATCAAAGTCATACTATGCOGTACACGCLGCATTUGGAAACCC
TAGUTGOTTCAACCAGTTCCCTCTTCTGATTCCCTCGCTGHOGTTCTGUGGOCCACGUTCAAGC
CGTCCGGGACGTCATGGACGTCGUGCTGCCCTGUGTCGTTCTTCTACGCGTACGCACAAGAA
GGCGTCACCGLCGUGCCCGCGUCGAAGACCTCCCTCCCGATCGAAGGTCCTGGTTCTCGGGA
GOGCGCTGTGCOTGOTATOGTCGACGLGCTCGGCTCTGCGUTGGAGAGCGCAAGGOGGLTTTTT
GACCAGGTTGCCTGCCTCCTACCACGTGCCCGTAGGGAGGGGGAATGTACCGCAGTOCGGTG
GTCCGUCAAGCAAGAAACCCUGCAGAGAAGGCGTAAAGTGGAAGAAAAACAGCGTCGTAT
GCCGCCOTCOTCGCAGGTGCTCOTUGTCGOCTCCTCGATGGGACCCATCATGUGUTCGAGAGT
CTGCTGCAAAAGAGGTAGGGACTCGGCGAAGGACCTGGTTCGCGCTGGCTGGGGAATCAGTA
ATCGCATTTCGGACATGGATGCGCGAGACGCTCCCCGATGACGATGCTCCAGGAATCGCGLGE
CACGTTTTACGGCGGCGAGAGAGAAAGTCTCAGCTTCTTTTICCGAGGGTATACTCCGTGGCGE
GITATCATCATGTGAGAGATGTATCGACGCGATGGAGAAGCATCGGGTCTICGTCGAACATC
CGOGETCGLCGOTTCGTCACGAAGCCAGCTCATGCCTCCACATGTICTCACAAGACCACTUGAA
AAACTGTCOAACTICGATTICTTTAGGTCTCTCGGACGUAAATAAAAAGUCATCGGCOCGUTCGC
GITCACCAGCAAGCAGACAAAACCAATATCAGCCTATTGGCCGACCAAAACCAAGCAGCAG
TTCCTCAACTCOGCTCTGCTCAACTCAGCAAACTGCCAACGCGTACTAGCAGACAAGGATTC
ACCCCAGCTTCGGTTGAAACTACAAGATC

5 El analisis de la secuencia de A12 desaturasa reveld la presencia de veinticuatro fases abiertas de lectura (ORF)
potenciales, mayores de 100 pb de longitud, dentro de la region de 3247 pb. El analisis de BLASTP de estas
identifico varias con relevancia potencial para mecanismos de control y esta solicitud. Los ejemplos incluyen los que
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tienen homologia con cinamil alcohol deshidrogenasas dependientes de NADPH (E= 2e -55), con dominios de NADB
rossmann y Epimerasa conservados, proteinas bifuncionales de tipo proteasa/dUTPasa (E=2,2), monooxigenasa
que contiene flavina (E=0,48), precursor de lipoproteina de biosintesis de tiamina (E= 0,17), nucleotidil transferasa
(E= 0,99) y proteina de unién a maltosa periplasmica potencial (0,5). Se sabe en el campo que las ORF cadena
arriba (UORF) pueden influir en una funcién reguladora en la expresion de proteinas (Child, Miller et al. 1999), como
también pueden mecanismos de corte y empalme alternativo y riboswitch (Epshtein, Mironov et al. 2003; Croft,
Moulin et al. 2007). El analisis bioinformatico de sitio promotor/de inicio de la transcripcion en linea con mosca de la
fruta (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) identificé los siguientes sitios promotores/de inicio de la
transcripcion potenciales:

Predicciones de promotor cadena directa

Co;:)ien Final Pur:’)t:aci Secuencia promotora SEQ ID NO:
Predicciones de promotor cadena inversa

Co;:)ien Final Pur:’)t:aci Secuencia promotora SEQ ID NO:

2606 | 2816 | 098 | irgaageatcarcatcaaga | T

0 | s | o0 |CAMMIICGMAIGTCCTOMACGA|

Se realizé una busqueda de secuencias homdlogas de la secuencia promotora de gen de A12 desaturasa (SEQ ID
NO: 69) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando
la herramienta de busqueda de alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontrd ninguna
secuencia significativa homologa de la secuencia promotora de gen de A12 desaturasa (SEQ ID NO: 69).

10. Aislamiento e identificacion de una secuencia promotora de gen de A5 desaturasa (SEQ ID NO:71). Se
disefiaron cebadores oligonucleotidicos para flanquear la region reguladora cadena arriba del gen de A5
desaturasa. Los cebadores se disefiaron para incluir sitios de enzimas de restriccién por la conveniencia de la
clonacion molecular cadena abajo. El fragmento de ADN de promotor del gen de A5 desaturasa se amplifico
usando PCR, se precipito, se digirid con las enzimas de restriccion Xhol y Ncol, se purifico en gel de agarosa y
se clond en los sitios de restriccion correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California)
digerido con las mismas enzimas de restriccion y purificado en gel. El inserto de un clon positivo se secuencio
usando cebadores apropiados. Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de
software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de nucleétidos
del clon es de 1066 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 71) y se ha identificado como el promotor de gen
A5 desaturasa (SEQ ID NO:71) de ONC-T18.
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Tabla 8: Promotor proximo de ASDesaturasa de ONC-T18 (SEQ ID NO: 71)

GATATGTATTTACGTGATCAACAACCAATCAGCCACGACGTTATCGTCGTTGTCGGCCTT
GTCGTCOTTGTCGAAGCAGAGGTTGGAGAACGACAGLCAACAACGCGACGGGGAGAATGTT
GATTACGCCCCOETCAATCTCGGAAGGGCCGACCTAGCCCAGAAGTCCTCGGCAGCCTTTG
GTTAACTTCGGAGCCCGCAACGTTCTGGGACTGTCTTTGETCTAATGTAATGCGATGCCG
COOCTTGCOACCAAGGTTCTQCCCCOTCGGCOTTIGAAGTCTTCGCTCGAGGGCTTCTGGA
TQTTGGAGAACTCGATTGCACCCAATGCGATCGCCAATCGATCGATGUGUGCTCCGGGUGA
CCTTCTTCTCOCCGTGCCRCTTTTGCCTCCTTTIGCAGCCAGGTACGTAGCUTCGCACCTG
GGOUTCTCCTCGACCATQUTCTCOTOGUCCATCTCGAAGUAA ACGAAAAGUAGCGCACCA
CCTTCOTTTTICGGUCCTTTTCGCOGCATTCCCCCOGCATUGTGAAACTTGUGCGULCGHCC
CCGGUTAAAGTGCGUGTGACACATTGATCGCCCAGGACCAGGUTGCACATTGOGGHTAGA
AAACTTAGTGTCGGUGCGGCCCTGCGTGCATCAGUAGUATACGTAAGUCAGCATCCTCGC
COTAAGTGTGUACTGAAAACGCACACTUCTTOGTUATGTGTGGGGACACCCGACGHGRAC
TCAGCGAGGACCGGTGTUCCCACCTCCOGUGTACCGLCAACGTAGAGGGCAAGGCAAAATCG
TTGGATCCTCACGACAACAGGCCACGCCCAGGTCACCCTCCATTCCATTGTACCGTCCGT
TTCGACTGGUGGLTAACGAAAAGCCTATAGCCGTTCTCGTTTGCCATTTATTIGACGACTC
TGCCCGGATGAATCCCAAACACGATTCATATGUGCGGTCTGUTCCGTCTTATGGATGACG
CTGGATGGATGGGAAAAGGTAAAATAGGCGTTCTTTACTGTCAGGGTCTTGCAGTCGTCT
TGTGTTGCTTGGCCGAGTAATCGTCACGCGCAAACGATCGGUGCCT

La herramienta de prediccion de ORF en linea, ORF finder (http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/gorf/) identifico 12
OREF potenciales de mas de 100 bases, dentro del promotor de 1066 pb. De estas, se descubrié homologia con la
base de datos no redundante en el NCBI (como se identificd por analisis de BLASTP) para varias ORF; sin embargo
la homologia fue baja y por lo tanto no se consideré relevante para este trabajo. Independientemente, tal como se ha
analizado previamente, uORF y riboswitch pueden influir en la funcion del promotor de maneras previamente
indeterminadas. El analisis bioinformatico de sitio promotor/de inicio de la transcripcién en linea con mosca de la
fruta (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) identificé los siguientes sitios promotores/de inicio de la
transcripcion potenciales.

Predicciones de promotor cadena directa

Comienzo| Final [Puntuacion Secuencia promotora SEQ ID NO:

GCCGGUCCCGLGCTAAAGTGCGCGTGACACATTIGATCG

534 | 584 083 | CCCAGGACCAGGE

84

GAAAAGGTAAAATAGGCGTTCTTTACTGTCAGGGTCT
93 | 1023 | 085 | 1 AGTCGTOTTG 85

Predicciones de promotor cadena inversa

902 852 0,86 CAGAGTCGTCAATAAATGGCAAACGAGAALGGCTAT 86

AGGCTTITTCGTTAG

Se realizd una busqueda de secuencias homoélogas de la secuencia promotora de gen de A5 desaturasa (SEQ ID
NO: 71) en diversas bases de datos del Genbank incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando
la herramienta de busqueda de alineamiento local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990). No se encontrd ninguna
secuencia homadloga del promotor del gen de A5 desaturasa (SEQ ID NO:71).

Ejemplo 2: Identificacion de un antibiético que puede usarse para manipulaciéon genética de
Thraustochytrium sp. ONC-T18 (para referencia)

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

Se cultivd Thraustochytrium sp. ONC-T18 en placas de agar (20 g de agar por litro de ONC-T18-GMO). Se inoculd un
asa de indculo de ONC-T18 en 50 ml de ONC-T18-GMO liquido, y el cultivo se incubé en un incubador agitador a 25
°C a 250 rpm durante 36 horas. Se transfiri6 medio mililitro del cultivo a un tubo de 1,5 ml y se agité vorticialmente a
maxima velocidad durante 30 segundos para romper los grupos de células, después se diluyd en 50 ml de agua
esterilizada. Se sembraron en extension cien microlitros de la solucién resultante en cada placa de medio ONC-T18-
GMO. Cada placa contenia uno de diversos antibiéticos a una de diversas concentraciones. Las placas se incubaron
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a 25 °C y se observaron diariamente la aparicion y el desarrollo de colonias. Como puede verse en la Tabla 9, el
crecimiento de ONC-T18 fue insensible a la mayoria de los antibiéticos ensayados. Sin embargo, la zeocina inhibié
significativamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar de ONC-T18-GMO.

Por lo tanto, el presente ejemplo identifica la zeocina como un antibiético que puede usarse para seleccion en
experimentos de manipulacion genética.

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

Concentracion (ug/ml de medio)
Antibiéticos 0 1 10 50 100
Nourseotricina ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Bialofos ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Concentracion (ug/ml de medio)
0 100 200 500
Kanamicina ++++ ++++ ++++ T+
Concentracion (ug/ml de medio)
0 10 30 50 100
Zeocina st +HE ++ + --

Ejemplo 3: Agente mutagénico (para referencia)

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

La zeocina rompe el ADN cromosémico en células. Se ha planteado la hipétesis de que el antibiético zeocina seria
un agente mutagénico util para cepas de traustoquitridos para mejora de cepas. A determinadas concentraciones, la
zeocina puede destruir la mayoria de células tratadas, pero algunas células ain sobrevivieron. El tratamiento de
células a alta concentracion aumenta la frecuencia de mutacion, lo que puede facilitar la seleccion y el aislamiento
de cepas mutadas.

La cepa de tipo silvestre de protista marino de ONC-T18 se eligi6 como un sistema modelo para ensayar si la
zeocina seria eficaz para inducir mutagénesis en esta cepa. Un asa llena de los in6culos de ONC-T18, que crecian
en las placas de agar que contenian medio ONC-T18-GMO [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-H20 5 g/l, FeCls-6H20 3,15 g/l, Na,EDTA-2H,0
4,36 g/l, CuSO45H,0 0,6125 mg/l, NazMoO4-2H,O 0,0597g/l, ZnSO47HO 0,022 g/l, CoCl-6H.O 0,01 g/l,
MnCl»-4H,0 0,18 g/l, H.SeO3 13 ug/l, NiSO4-6H20 2,7 mg/l, NazVO4 1,84 mg/l y K.CrO4 1,94 mg/l), vitaminas 1,25
mg/l (vitamina B12 1 mg/I, biotina 1 mg/l, tiamina HCI 0,20 g/I) y 20 g de agar por litro], se inoculé en 50 ml de medio
ONC-T18-GMO liquido, y se incubd en un incubador agitador a 25 °C a 250 rpm durante 36 horas. Se transfirid
medio mililitro del cultivo a un tubo de 1,5 mly se agit6é vorticialmente a maxima velocidad durante 30 segundos y
después se diluy6 en 50 ml de agua esterilizada. Se sembraron en extension respectivamente cien microlitros de los
inoculos diluidos en las placas de agar que contenian zeocina a diversas concentraciones (0, 10, 30, 50 y 100
pg/ml). Las placas se incubaron en un incubador a 25 °C. La aparicion y el desarrollo de las colonias se observaron
diariamente. Seis dias después de la inoculacion, los tamafios de las colonias que crecian a zeocina 10 pg/ml fueron
similares a los de zeocina 0 pg/ml y gradualmente se redujeron a zeocina de 30 a 50 pyg/ml. Los numeros de
colonias por placa también se redujeron gradualmente a zeocina 10, 30 y 50 uyg/ml. A zeocina 50 pg/ml solamente se
vieron varias colonias. Notablemente, se observaron sectores de colonias con diversos cambios de la morfologia de
las colonias visibles en algunas de las colonias que crecian a zeocina 50 pg/ml, pero no se observaron en las
colonias que crecian a menor concentracion o sin zeocina, lo que indica que la zeocina es de hecho un agente
mutageno eficaz para cepas de traustoquitridos. En estas condiciones, la zeocina fue eficaz dentro del intervalo de al
menos 10-200 pg/ml; también pueden ser eficaces concentraciones mayores. Por ejemplo, podrian funcionar
concentraciones en el intervalo de 200-500 ug/ml. En algunos casos, se usan mayores concentraciones de zeocina
cuando las concentraciones salinas también aumentan para contrarrestar la posible degradacién de zeocina de sal.
En las condiciones particulares utilizadas en el presente ejemplo, la zeocina funcioné mejor a 50 pg/mi.

Ejemplo 4: Construcciones de acido nucleico

Este ejemplo describe la construccion de los vectores de expresion génica especificos de traustoquitridos. La
presente divulgacién 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 heterélogo (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 mas origenes de replicaciéon, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables. La presente
divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de Thraustochytrium
unido operativamente a un gen heterdlogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por ejemplo, un
terminador, uno o mas origenes de replicacion, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables.

1. Generacion de los vectores plasmidicos 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 A4 desaturasa y A5 elongasa
de ONC-T18 con PCR usando el ADN gendémico de ONC-T18 como el molde y ADN polimerasa TaKaRa LA
Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japén). El cebador n.° 1 (SEQ ID NO: 25) que porta el sitio de enzimas de
restriccion Xhol en su extremo 5, y el cebador n.° 2 (SEQ ID NO: 26) que abarca el sitio de enzimas de
restriccion Ncol en su extremo 5’ se utilizaron para la amplificacion del promotor génico de A4 desaturasa (SEQ
ID NO:24). El cebador n.° 3 (SEQ ID NO: 20) que porta el sitio de enzimas de restriccion Xhol en su extremo 5’ y
el cebador n.° 4 (SEQ ID NO: 21) que contiene el sitio de enzimas de restriccion Ncol en su extremo &5 se
emplearon para la amplificacion del promotor de A5 elongasa (SEQ ID NO:19). Se llevaron a cabo reacciones de
PCR en un volumen de mezcla de reacciéon de 50 ul que contenia 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa LA
Tag™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japon), Tampon LA PCR Il 1 X, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 225 ng del
molde de ADN gendémico, cebadores 0,20 uM [pares de cebadores, n.° 1 (SEQ ID NO: 25) y n.° 2 (SEQ ID NO:
26) para amplificacién del promotor de A4 desaturasa y n.° 3 (SEQ ID NO: 20) y n.° 4 (SEQ ID NO: 21) para
amplificacion del promotor de A5 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 afiadié ddH;O sin nucleasa a un volumen
total de 200 pl, después se afiadieron 20 pl de NaAc 3 M (pH 5,2) y 440 pl de etanol 100 % y se mezclaron por
agitacion vorticial breve, se incubaron en hielo durante 1 hora, se centrifugaron a maxima velocidad con una
centrifuga de sobremesa durante 10 minutos, se descarto6 el sobrenadante, se afiadieron 500 ul de etanol al 75 % y
se centrifugaron durante 2 minutos a maxima velocidad, se descarté el sobrenadante y se secaron al vacio los
sedimentos de ADN durante aproximadamente 10 minutos. Los productos de PCR del promotor del gen de A4
desaturasa se digirieron con enzimas de restriccion Ncol (10 unidades) y Xhol (10 unidades) en un volumen de
mezcla de reaccion de 25 ul 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 A5 elongasa se digirieron con enzimas de
restriccion Ncol (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
kit de extraccién en gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California) segun el protocolo del fabricante. El fragmento de
ADN de promotor del gen de A4 desaturasa resultante con los extremos adhesivos especificos de enzima se ligé en
los sitios de restriccion correspondientes Ncol y Xhol del vector pSV40/Zeo2 digerido con las mismas enzimas de
restriccion y se purifico en gel de agarosa, para producir el vector pD4DPZ1 (SEQ ID NO:30; Fig. 2). El fragmento de
ADN del promotor del gen de A5 elongasa resultante con los extremos adhesivos especificos de enzima, se ligoé en
los sitios de restriccion del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California) digerido con enzimas de
restriccion Ncol y Nhel y se purificd 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 reaccion de 10 yl que contenia tampon de
ligamiento 1X, los ADN de inserto y vector (relacién 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
competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen Corporation, California). Los ADN plasmidicos de tres colonias de los
transformantes se aislaron de cultivos bacterianos de 3 ml usando kit de miniprep de plasmidos Zyppy™ (Zymo
Research Corp., Orange, California). La integridad de los clones se ensayo preliminarmente con digestiones con
enzimas de restriccion usando enzimas Xhol y Notl para construccion del promotor del gen de A5 elongasa y
enzimas Ncol y Xhol para construccion del promotor de A4 desaturasa. Los insertos de los clones positivos
identificados preliminarmente JZ1-57-1 de vector del promotor del gen de A4 desaturasa, y JZ1-57-7 de vector del
promotor del gen de A5 elongasa se secuenciaron exhaustivamente usando el cebador n.° 14 (SEQ ID NO:22) y
cebador n.° 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 A4 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
del gen de A5 elongasa de ONC-T18 y el terminador de SV40.

La presente divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterélogo. Dichos vectores incluyen, por ejemplo, un terminador,
uno o mas origenes de replicacion, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables.

2. Generacion del vector de expresion génica de marcador de proteina verde fluorescente (GFP) (SEQ ID
NO:32; Fig. 4). Para preparar el ADN plasmidico molde del gen de GFP, la reserva bacteriana de E. coli que
contenia el plasmido pCD3-327 [N.° de referencia de GenBank U70496; (Davis y Vierstra, 1998)] se obtuvo del
centro de depdsito de Arabidopsis (Ohio, EE.UU.). Las bacterias se sembraron en estrias en la placa de agar LB

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 895 T3

que contenia ampicilina 100 pg/ml. Se inoculd una Unica colonia en 3 ml de medio LB que contenia ampicilina
100 pg/ml y se cultivd durante una noche. EI ADN plasmidico de las bacterias cultivadas se aislé usando kit de
aislamiento de ADN de miniprep bacteriano Ultraclean (MO BIO Laboratories, Inc, Solana Beach, California)
segun el protocolo del fabricante.

El fragmento de ADN del gen de GFP se amplificé con PCR usando ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™
(Takara Bio Inc., Shiga, Japon), el ADN del plasmido molde pCD3-327 y los pares de cebadores n.° 5 (SEQ ID
NO:33) que porta el sitio de enzima de restricciéon Xhol en su extremo 5 y n.° 6 (SEQ ID NO:34). Después los
productos de PCR se precipitaron con etanol y se digirieron con enzima de restriccion Xhol y se purificaron en gel. El
ADN purificado en gel se ligé en los sititos de enzimas de restriccion Xhol y BsaAl de la cadena principal del ADN
plasmidico del vector pE5PZ1 (SEQ ID NO:31; Fig. 3) digerido con enzimas Xhol y BsaAl y se purific en gel, para
reemplazar el gen ble con el gen marcador de proteina verde fluorescente (GFP) y producir el vector de expresion
pE5PRsGFP1 (SEQ ID NO:32; Fig. 4) en el que el gen GFP esta flanqueado por el promotor del gen de A5 elongasa
de ONC-T18 y el terminador de SV40. Como se muestra en la Fig. 4, un gen de resistencia a AMP proporcion6
seleccion positiva de clones transformados.

La presente divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterélogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por
ejemplo, un terminador, uno o mas origenes de replicacion, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables. A
la luz de la descripcion proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos vectores e informacion
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 divulgacion, serian 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
con técnicas conocidas.

3. Generacion de los vectores plasmidicos 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.° 341 de ONC-T18 y terminador de SV40, el fragmento de ADN
del promotor del gen de tubulina n.° 341 se amplific6 con PCR usando los pares de cebadores n.° 66 (SEQ ID
NO:36) y n.° 67 (SEQ ID NO:37), y el ADN plasmidico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el Ejemplo 1. La
secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 66 (SEQ ID NO:36) es complementaria de una regiéon pequefa 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.° 341 de ONC-T18. La
secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 67 (SEQ ID NO:37) es complementaria de la cadena mas de la
secuencia del extremo 5 de la fase abierta de lectura del gen ble y su extremo 3’ es complementario de la
cadena mas del extremo 3’ del promotor del gen de tubulina n.° 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
se amplificd con PCR usando los pares de cebadores n.° 68 (SEQ ID NO:38) y n.° 71 (SEQ ID NO:39), y el ADN
molde plasmidico del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, California). La secuencia del extremo 5 del cebador n.° 68
(SEQ ID NO:38) es complementaria de la cadena mas de la secuencia del extremo 3’ del promotor del gen de
tubulina n.° 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.° 71 (SEQ ID NO:39) es complementaria de una
region pequefia de un vector intermedio derivado del vector pT7Blue-3 y su secuencia del extremo 3’ es
complementaria de la cadena mas de la secuencia del extremo 3’ del terminador de SV40.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de mezcla de reaccién de 50 ul que contenia 2,5 unidades
de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japén), Tampon de PCR PrimeStar 1 X,
mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 1 ng del ADN plasmidico molde, 0,20 uM 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 °C
durante 2 minutos, durante 30 ciclos. Los productos de PCR del promotor del gen de tubulina n.° 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 tamarios correctos se recortaron con una cuchilla y sus ADN se extrajeron y se purificaron con kit de extraccion
en gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California) segun 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 extension para fusionar el promotor del gen de tubulina n.° 341, la ORF del gen ble incluyendo terminador
de SV40 entre si (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988; Zhang, Wege y Jeske, 2001). La PCR de extension se llevo a
cabo en un volumen de mezcla de reaccion de 50 pl usando ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ ((Takara Bio
Inc., Shiga, Japon), -100 ng del ADN molde de los productos de PCR mixtos y los pares de cebadores n.° 66 (SEQ
ID NO:36) y n.° 71 (SEQ ID NO:39) (0,20 uM 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 expresion del gen ble especifico de ONC-T18 se purificd en gel con el kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen,
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Valencia, California) segun el protocolo del fabricante y se cloné en un vector intermedio derivado del vector
pT7Blue-3 (Novagen, Gibbstown, NJ, EE.UU.) usando PCR de extensién (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988; Zhang,
Wege y Jeske, 2001). La PCR de extension se llevé a cabo en un volumen de mezcla de reaccion de PCR de 50 pl
que contenia 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japon), Tampdn
de PCR PrimeStar 1 X, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 200 ng de ADN del producto de PCR purificado en gel
que contiene el casete de expresion del gen ble especifico de ONC-T18 y 600 ng de ADN plasmidico de un vector
intermedio linealizado con la enzima de restriccién 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 continuacion el ADN
plasmidico molde fue destruido por la digestién con enzima de restriccion de Dpnl que digeria especificamente el
ADN plasmidico metilado de algunas cepas bacterianas. Esta digestion se llevo a cabo en un volumen de reaccion
de 150 pl que contenia 50 pl de productos de PCR de extension, 30 unidades de Dpnl y tampdn de reaccion 4 de
enzima de restriccion 1X (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a 37 °C durante 2 horas. Después de
digestion, la enzima Dpnl se inactivd por incubacion a 80 °C durante 20 minutos. Después se afiadio agua
esterilizada en la mezcla de digestion hasta 350 pl y se desald y concentré adicionalmente el ADN hasta ~100 ng/pl
usando la columna Microcon (YM-100, Millipore Corporate, Billerica, MA). Se us6 un ul del ADN desalado para
transformar las células competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU) usando el electoporador
(Eppendorf 5210) ajustado a 1890 tensiones asi como las cubetas de electroporaciéon 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.° 64 (SEQ ID NO:40) y n.° 65 (SEQ ID NO:41). El inserto del clon
positivo JZ2-53-10 se secuencié completamente usando cebadores directos e inversos asi como cebadores internos
n.° 15 (SEQ ID NO:23), n.° 16 (SEQ ID NO: 42), n.° 54 (SEQ ID NO: 7), n.° 64 (SEQ ID NO: 40), n.° 65 (SEQ ID
NO:41) y n.° 85 (SEQ ID NO:43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de
software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y se confirmé la integridad del inserto clonado. El vector de
expresion del gen ble resultante se denominé p341PZST (SEQ ID NO:35; Fig. 5), en el que el gen ble esta
flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.° 341 de ONC-T18 y terminador de SV40.

4. Generacion de los vectores plasmidicos 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.° 341 y un terminador del gen de tubulina n.° 347 de ONC-T18,
el fragmento de ADN del promotor del gen de tubulina n.° 341 se amplific6 con PCR usando los pares de
cebadores n.° 66 (SEQ ID NO:36) y n.° 67 (SEQ ID NO:37), y el ADN plasmidico molde del clon JZ2-17-14
descrito en el Ejemplo 1.

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

El fragmento de ADN del terminador del gen de tubulina n.° 347 se amplificé con PCR usando los pares de
cebadores n.° 73 (SEQ ID NO:46) y n.° 74 (SEQ ID NO:47), y el ADN plasmidico molde del clon JZ2-17-22, descrito
en el ejemplo 1. La secuencia del extremo del cebador n.° 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.° 347 de ONC-T18. La secuencia del extremo 5
del cebador n.° 74 (SEQ ID NO:47) es complementaria de una region pequefia de un vector intermedio derivado del
vector pT7Blue-3 y su extremo 3’ es complementario de la cadena mas del extremo 3’ del terminador del gen de
tubulina n.° 347 de Thraustochytrium.

Las PCR se llevaron a cabo exactamente tal como se describe en el ejemplo 2, seccién 3. Los productos de PCR se
purificaron en gel con el kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California) segun el protocolo del
fabricante. Los productos de PCR purificados en gel del promotor del gen de tubulina n.° 341, ORF del gen ble y
terminador del gen de tubulina n.° 347, se mezclaron en relaciones molares similares, que se usaron como moldes
de ADN para la PCR de extension para fusionar el promotor del gen de tubulina n.° 341, ORF del gen ble y
terminador del gen de tubulina n.° 347 entre si. La PCR de extension se llevd a cabo usando los pares de cebadores
n.° 66 (SEQ ID NO: 36) y n.° 74 (SEQ ID NO: 47), 0,20 uM cada uno, tal como se describe en el ejemplo 2, seccién
3. El producto de PCR de fusion se purificd en gel con el kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen, Valencia,
California) segun el protocolo del fabricante y se clond en un vector intermedio derivado del vector pT7blue-3 usando
PCR de extension como se describe en el ejemplo 2, seccion 3. Los productos de PCR de extension se
transformaron en células competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporacion. Las
colonias positivas se exploraron inicialmente con método de PCR de colonias usando los pares de cebadores n.° 64
(SEQ ID NO: 40) y n.° 65 (SEQ ID NO:41) pares de cebadores n.° 16 (SEQ ID NO:42) y n.° 59 (SEQ ID NO:12), y
pares de cebadores n.° 54 (SEQ ID NO:7) y n.° 15 (SEQ ID NO:23). El inserto del clon positivo JZ2-69-2a se
secuencié completamente usando cebadores directos e inversos asi como cebadores internos n.° 15 (SEQ ID
NO:23), n.° 16 (SEQ ID NO: 42), n.° 54 (SEQ ID NO: 7), n.° 59 (SEQ ID NO: 12), n.° 63 (SEQ ID NO: 4), n.° 64 (SEQ
ID NO: 40), n.° 65 (SEQ ID NO:41) y n.° 85 (SEQ ID NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y
analizaron usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y se confirmé la integridad del
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inserto clonado. El vector de expresion del gen ble resultante se denominé p341PZ347T (SEQ ID NO:44; Fig. 6) en
el que el gen ble esta flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.° 341 de ONC-T18 y terminador n.° 347.

La presente divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden promotores y
terminadores de Thraustochytrium unidos operativamente a un gen heterélogo (por ejemplo, de modo que el
promotor esté cadena arriba del gen y el terminador esté cadena abajo). En algunas realizaciones, dichos vectores
incluyen, por ejemplo, uno o mas origenes de replicacion, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables. La
presente divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterélogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por
ejemplo, un terminador, uno o mas origenes de replicacion, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables.

5. Generacion del vector plasmidico 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.° 341 y terminadores del gen de tubulina n.° 713 de ONC-T18, el fragmento de ADN del
promotor del gen de tubulina n.° 341 se amplificd con PCR usando el par de cebadores n.° 66 (SEQ ID NO:36) y
n.° 67 (SEQ ID NO:37), y el ADN plasmidico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el Ejemplo 1.

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

El fragmento de ADN del terminador del gen de tubulina n.° 713 se amplific6 con PCR, usando el par de cebadores
n.° 76 (SEQ ID NO:50) y n.° 77 (SEQ ID NO:51), y el ADN plasmidico molde del clon JZ2-22-9 descrito en el Ejemplo
1. La secuencia del extremo 5° del cebador n.° 76 (SEQ ID NO:50) es complementaria de la cadena menos de la
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.° 713 de ONC-T18. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 77 (SEQ ID
NO:51) es complementaria de una regidon pequefia de un vector intermedio derivado del vector pT7blue-3 y su
extremo 3’ complementario de la cadena mas del extremo 3’ del terminador del gen de tubulina n.° 713 de ONC-T18.

Los productos de PCR del promotor del gen de tubulina n.° 341, ORF del gen ble y terminador del gen de tubulina
n.° 713, se purificaron en gel, se mezclaron en relaciones molares similares y se usaron como el molde de ADN para
PCR de extension usando los pares de cebadores n.° 66 (SEQ ID NO:36) y n.° 77 ((SEQ ID NO:51) para fusionar el
promotor del gen de tubulina n.° 341, el ORF del gen ble y terminador del gen de tubulina n.° 713 entre si. El
producto de PCR fusionado se purifico en gel con el kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California),
y se clond en un vector intermedio linealizado por Hindlll derivado del vector pT7blue-3 usando una segunda PCR de
extension. Se usaron ADN de productos de PCR de extension de un microlitro (~100 ng) para transformar células
competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporacion. Las colonias positivas se
exploraron inicialmente con la PCR de colonias usando el par de cebadores n.° 64 (SEQ ID NO:40) y n.° 65 (SEQ ID
NO:41), par de cebadores n.° 16 (SEQ ID NO:42) y n.° 77 (SEQ ID NO:51), y par de cebadores n.° 54 (SEQ ID
NO:7) y n.° 15 (SEQ ID NO:23). El inserto del clon positivo JZ2-69-2b se secuencié completamente usando
cebadores directos e inversos asi como cebadores internos n.° 15 (SEQ ID NO:23), n.° 16 (SEQ ID NO: 42), n.° 54
(SEQ ID NO: 7), n.° 63 (SEQ ID NO: 4), n.° 64 (SEQ ID NO: 40), n.° 65 (SEQ ID NO:41) y n.° 85 (SEQ ID NO:43).
Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de bioinformatica Kodon
(Applied Maths) y se confirmé la integridad del inserto clonado. El vector de expresion del gen ble resultante se
denomind p341PZ713T (SEQ ID NO: 48; Fig. 7), en el que el gen ble esta flanqueado por el promotor del gen de
tubulina n.° 341 y el terminador n.° 713 de ONC-T18.

La presente divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden promotores y
terminadores de Thraustochytrium unidos operativamente a un gen heterélogo (por ejemplo, de modo que el
promotor esté cadena arriba del gen y el terminador esté cadena abajo). En algunas realizaciones, dichos vectores
incluyen, por ejemplo, uno o mas origenes de replicacion, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables. La
presente divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterdlogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por
ejemplo, un terminador, uno o mas origenes de replicacion, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables. A
la luz de la descripcién proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos vectores e informacién
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 divulgacion, serian 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
con técnicas conocidas.

6. Generacion de los vectores plasmidicos 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
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el promotor del gen de tubulina n.° 701 de ONC-T18 y terminador de SV40, el fragmento de ADN del promotor
del gen de tubulina n.° 701 se amplificé con PCR usando el par de cebadores n.° 87 (SEQ ID NO:53) y n.° 88
(SEQ ID NO:54), y el ADN plasmidico molde del clon JZ2-17-10 descrito en el Ejemplo 1. La secuencia del
extremo 5’ del cebador n.° 87 (SEQ ID NO: 48) es complementaria de una region pequefia del vector p341PZ40T
y sus complementos del extremo 3’de la cadena menos de la secuencia del extremo 5’ del promotor del gen de
tubulina n.° 701. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 88 (SEQ ID NO: 54), es complementaria de la
cadena mas de la secuencia del extremo 5’ de la ORF del gen ble y su extremo 3’ coincide con la cadena mas
del extremo 3’ del terminador del gen de tubulina n.° 701. El producto de PCR se purificd en gel y se clond en el
vector de p341PZ40T para reemplazar el promotor del gen de tubulina n.° 341 usando PCR de extension
(Higuchi et al., 1988; Zhang et al., 2001). ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™, 200 ng de ADN de los
productos de PCR purificados en gel y 600 ng de ADN plasmidico linealizado por Bgll del vector p341PZ40T, se
usaron en la PCR de extension. Se usaron ADN de productos de PCR de extensidon de un microlitro (~100 ng)
para transformar células competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporacion. Las
colonias positivas se exploraron inicialmente con método de PCR de colonias usando el par de cebadores n.° 52
(SEQ ID NO: 51) y n.° 53 (SEQ ID NO: 52). El inserto del clon positivo se secuencié completamente usando
cebadores directos e inversos asi como cebadores internos n.° 52 (SEQ ID NO: 1) y n.° 53 (SEQ ID NO: 2), n.°
15 (SEQ ID NO: 23), n.° 16 (SEQ ID NO: 42), n.° 63 (SEQ ID NO: 4), n.° 64 (SEQ ID NO: 40), n.° 65 (SEQ ID NO:
41) y n.° 85 (SEQ ID NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de
software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y se confirmé la integridad del inserto clonado. El vector de
expresion del gen ble resultante se denominé p701PZ40T (SEQ ID NO: 52; Figura 7), en el que el gen ble esta
flanqueado por el promotor del gen de tubulina n.° 701 de ONC-T18 y terminador de SV40.

7. Generacion del vector plasmidico 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.° 341 de ONC-T18 y terminador de SV40, el fragmento de ADN del promotor
del gen de tubulina n.° 341 se amplificé con PCR usando el par de cebadores n.° 66 (SEQ ID NO: 36) y n.° 78
(SEQ ID NO: 56), y el ADN plasmidico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el ejemplo 1. La secuencia del
extremo 5’ del cebador n.° 78 (SEQ ID NO: 56) es complementaria de la cadena mas de la secuencia del
extremo 5’ de la ORF del gen GFP y su extremo 3’ coincide con la cadena mas del extremo 3’ del promotor del
gen de tubulina n.° 341 de ONC-T18.

El fragmento de ADN de la ORF del gen GFP también se amplific6 con PCR usando el par de cebadores n.° 79
(SEQ ID NO: 57) y n.° 80 (SEQ ID NO: 58), y el ADN plasmidico molde del vector pCD3-327. La secuencia del
extremo 5’ del cebador n.° 79 (SEQ ID NO: 57) es complementaria de la cadena mas de la secuencia del extremo 3’
del promotor del gen de tubulina n.° 341 de ONC-T18 y su extremo 3’ coincide con la cadena menos del extremo 5’
de la ORF del gen GFP. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 80 (SEQ ID NO: 58) es complementaria de la
cadena mas 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 amplific6 con PCR usando el par de cebadores n.° 81
(SEQ ID NO: 59) y n.° 71 (SEQ ID NO: 39), y el ADN plasmidico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen,
California). La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 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.

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 extension usando los pares de cebadores n.° 66 (SEQ ID NO:36) y n.°
71 (SEQ ID NO:39) para fusionar el promotor del gen de tubulina n.° 341, la ORF del gen GFP y terminador de SV40
entre si (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988). El producto de PCR de extensidon que contenia el casete de expresion
génica de GFP especifico de ONC-T18 se purificd en gel, se clono en el vector p341PZ40T linealizado con la enzima
de restriccion Hindlll en un segundo ciclo de PCR de extension. Los productos de segundo ciclo de PCR se
limpiaron, se desalaron y se transformaron en células competentes E. coli Top 10 con electroporacion. Las colonias
positivas se exploraron usando PCR de colonias y el par de cebadores n.° 54 (SEQ ID NO:7) y n.° 86 (SEQ ID
NO:60). El inserto del clon positivo JZ2-53-20 se secuencié completamente usando cebadores directos e inversos
asi como cebadores internos n.° 15 (SEQ ID NO:23), n.° 16 (SEQ ID NO: 42), n.° 54 (SEQ ID NO: 7), n.° 63 (SEQ ID
NO: 4), n.° 64 (SEQ ID NO: 40), n.° 65 (SEQ ID NO: 41), n.° 85 (SEQ ID NO:43) y n.° 86 (SEQ ID NO:60). Las
secuencias resultantes se ensamblaron y analizaron usando el paquete de software de bioinformatica Kodon
(Applied Maths) y se confirmd la integridad del inserto clonado. El vector de expresion del gen GFP resultante se
denomind p341PRsGFP40T (SEQ ID NO:55; Fig. 8) en el que el gen GFP esta flanqueado por el promotor del gen
de tubulina n.° 341 de ONC-T18 y terminador de SV40.

[8. Generacion del vector plasmidico recombinante pD4DPZ118S (SEQ ID NO:61; Fig. 10). Para construir el
vector pD4DPZ18S (SEQ ID NO:61; Fig. 10), el ADN plasmidico del vector pD4DPZ1 se digirié con enzimas de
restriccion Sall y Sphl para linealizar el vector y después se purificé en gel con kit de extraccion en gel QlAquick
(Qiagen, Valencia, California) segun el protocolo del fabricante. El fragmento de ADNr de 18S (SEQ ID NO: 29)
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que se amplifico del ADN gendmico de ONC-T18 con PCR usando el par de cebadores 18SrRNAf (SEQ ID NO:
27) y 18SrRNAr (SEQ ID NO: 28) y se clond en el vector pT7Blue-3, se liber6 del ADN plasmidico del clon JZ2-3-
1 por digestion de restriccion con enzimas Xhol y Sphl, después se purificd en gel y se ligé en los sitios de
restriccion 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 188S.

9. Generacion del vector plasmidico recombinante p341PZ5pEx (SEQ ID NO:62; Fig. 11). Para construir el
vector p341PZ5pEXx para la sobreexpresion de genes homoélogos y heterogéneos (por ejemplo, A12 desaturasa),
el vector de expresion génica de resistencia a zeocina pd5EPPZ1 se modificé 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
multiples sitios de clonacion incluyendo sitios de restriccion de endonucleasa (Ncol, spel, Kpnl, Miul, Ndel, Sphl,
Nrul, BstBl y BamH]I). Después de PCR, el ADN plasmidico molde se destruyé usando la enzima de restriccion
endonucleasa Dpnl. El producto de PCR se precipité y digirié con la enzima de restriccion endonucleasa Mlul, se
purificod en gel, se volvié a ligar con ADN ligasa T4 (Invitrogen, California) y después se transformé en células E.
coli Top 10. La exploracion preliminar de los clones positivos se llevd a cabo usando digestiones de restriccion.
La integridad de clones positivos se confirmé con secuenciacion de ADN y se denominé el plasmido pSeEP40T
(SEQ ID NO: 65). El ADN plasmidico del clon positivo se digirié6 con las enzimas de restriccion endonucleasas
Hindlll y EcoRI'y el ADN plasmidico de cadena principal se purificd en gel. El casete de expresion génica de
resistencia a zeocina en el que la ORF del gen de zeocina esta flanqueada por el promotor del gen de tubulina
n.° 341P y el terminador de SV40, también se aisl6 y se purificd en gel a partir del vector p18S341PZ40t digerido
con las mismas enzimas de restriccion endonucleasas Hindlll y EcoRI. El casete de expresion génica de
resistencia a zeocina se ligd después en los sitios de restriccion de endonucleasa correspondientes Hindlll y
EcoRI del plasmido p5eEP40T, dando como resultado el vector de expresion génica p341PZ5pEx.

10. Generacion de los vectores plasmidicos recombinantes pD12DPZ1 y pD5DPZ1. Se amplifican
fragmentos de ADN promotores (aproximadamente 2 kilobases 5’ de las ORF de los genes) de los genes de A12
y A5 desaturasas de ONC-T18 con PCR usando el ADN gendémico de ONC-T18 como el molde y ADN
polimerasa TaKaRa LA Tag™ (TAKARA BIO INC., Shiga, Japon). Se utilizan un cebador de PCR directo
disefiado de forma apropiada que porta el sitio de enzima de restriccion Xhol en su extremo 5’ y un cebador
inverso que abarca el sitio de enzima de restriccidon Ncol en su extremo 5’ para la amplificaciéon del promotor del
gen de A12 desaturasa. Igualmente, se utilizan un cebador de PCR directo disefiado de forma apropiada que
porta el sitio de enzima de restriccion Xhol en su extremo 5’ y un cebador inverso que comprende el sitio de
enzima de restriccion Ncol en su extremo 5’ para la amplificacién del promotor del gen de A5 desaturasa. Se
llevan a cabo reacciones de PCR en un volumen de mezcla de reaccién de 50 pl que contiene 2,5 unidades de
ADN polimerasa TaKaRa LA Tag™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japén), Tampoén LA PCR Il 1 X, mezcla de dNTP
(0,40 mM cada uno), 225 ng del molde de ADN gendmico, cebadores 0,20 uM, 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: afiadir ddH»O sin nucleasa a un volumen total
de 200 pl, después se afiaden 20 pl de NaAc 3 M (pH 5,2) y 440 ul de etanol 100 % y se mezclan por agitacion
vorticial breve, se incuban en hielo durante 1 hora, se centrifugan a maxima velocidad con una centrifuga de
sobremesa durante 10 minutos, se descarta el sobrenadante, se afiaden 500 pl de etanol al 75 % y se centrifugan
durante 2 minutos a maxima velocidad, se descarta el sobrenadante y se secan al vacio los sedimentos de ADN
durante aproximadamente 10 minutos. Los productos de PCR del promotor del gen de A12 desaturasa se digieren
con enzimas de restriccion Ncol (10 unidades) y Xhol (10 unidades), y los productos de PCR del promotor del gen de
A5 desaturasa se digieren con enzimas de restriccion Ncol (10 unidades) y Xhol (10 unidades), en un volumen de
mezcla de reaccion de 25 pl 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
de agarosa y los ADN se extraen y se purifican con kit de extraccion en gel QlIAquick (Qiagen, Valencia, California)
segun el protocolo del fabricante. El fragmento de ADN de promotor del gen de A12 desaturasa resultante con los
extremos adhesivos especificos de enzima se liga en los sitios de restriccion correspondientes Ncol y Xhol del vector
pSV40/Zeo2 digerido con las mismas enzimas de restriccion y se purifica en gel de agarosa, para producir el vector
pD12DPZ1. Igualmente, el fragmento de ADN de promotor del gen de A5 desaturasa resultante con los extremos
adhesivos especificos de enzima se liga en los sitios de restriccion correspondientes Ncol y Xhol del vector
pSV40/Zeo2 digerido con las mismas enzimas de restriccion 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 reaccion de 10 pl que
contenia tampdn de ligamiento 1X, los ADN de inserto y vector (relacion 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
células competentes de E. coli Top10 (Invitrogen Corporation, California). Los ADN plasmidicos de 1 -10 colonias de
los transformantes se aislan de cultivos bacterianos de 3 ml usando kit de miniprep de plasmidos Zyppy™ (Zymo
Research Corp., Orange, California). La integridad de los clones se ensaya preliminarmente con digestiones de
enzimas de restriccion usando enzimas apropiadamente correspondientes. Los vectores resultantes, pD12DPZ1 y
pD5DPZ1, contienen el gen ble de Streptoalloteichus hidustanus, flanqueado por el promotor del gen de A12 o A5
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desaturasa, respectivamente, de ONC-T18 y el terminador de SV40.

La presente divulgacion proporciona por lo tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden los promotores de
A12 y/o A5 desaturasa unidos operativamente con un gen heterdlogo (por ejemplo, acido graso sintasa (AGS) de
tipo 1). En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, por ejemplo, un terminador, uno o mas origenes de
replicacién, y uno o mas marcadores seleccionables o detectables.

11. Generacion de vector plasmidico recombinante con A12 desaturasa, promotor génico para conducir
la expresion génica de A5 desaturasa. Las primeras 2 kilobases del gen de A5 desaturasa de ONC-T18 mas la
region promotora (aproximadamente 2 kilobases 5 de la ORF del gen) se amplifican mediante PCR usando
cebadores apropiadamente seleccionados y disefiados tanto para amplificar la secuencia como para insertar
sitios de digestion de restriccion en el extremo de las secuencia amplificada. El producto de PCR resultante se
aisla, y se purifica, después se realiza un segundo ciclo de PCR con cebadores apropiadamente disefiados para
insertar un sitio de restriccion entre el inicio de la ORF y el promotor. La construccion resultante se cierra en un
vector de expresion bacteriana usando técnicas convencionales.

La secuencia aislada del promotor del gen de A12 desaturasa (SEQ ID NO: 69) se clona después 5’ de la ORF del
gen de A5 desaturasa usando los sitios de restriccion modificados genéticamente y técnicas de biologia molecular
convencionales. Después los ADN ligados se transforman en las células competentes de E. coli Top10 (Invitrogen
Corporation, California). Los ADN plasmidicos de 1-10 colonias de los transformantes se aislan de cultivos
bacterianos de 3 ml usando kit de miniprep de plasmidos Zyppy™ (Zymo Research Corp, Orange, California). La
integridad de los clones se ensaya preliminarmente con digestiones de enzimas de restriccion usando enzimas
especificas de los sitios de restriccion modificados genéticamente.

12. Generacion de vector de expresion de levadura de A12 desaturasa recombinante. Se purific6 ADN
plasmidico del Ejemplo 1.7 usando kit de miniprep de plasmidos de 6 minutos UltraClean (MO, BIO Laboratories,
Inc, Solana Beach, Calif). El plasmido obtenido de este modo se digiere con BamHI/Notl y se clona en el vector
de expresion de levadura pYES2 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) para generar el clon pYA12Desat que se uso
después para estudios de expresion en levadura.

13. Generacion de un vector de desactivacion de A12 desaturasa pT7-AA12desat. Para demostrar la funciéon
del gen de A12 desaturasa dentro del organismo hospedador, se prepara el vector pT7-AA12desat. Se amplifican
1000 pb de la secuencia 5" que flanquean inmediatamente la ORF de A12 desaturasa junto con la ORF de A12
desaturasa y parte de la secuencia de UTR 3’ mediante PCR. Esto proporciona una secuencia tanto 5° como 3’
para recombinacion homologa. Son cebadores usados A12RegF1 - GGATCAAAGTCATACTATGCGTACACG
(SEQ ID NO: 87) y A12RegR1 - GGTACCGTGAATACAGTCGAGGTAGC (SEQ ID NO: 88), produciendo un
fragmento de ADN de 2368 pb. Este fragmento de ADN se clona en el plasmido pT7-Blue3 (Novagen) mediante
métodos de clonacion de TA convencionales, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los clones
positivos se identifican mediante analisis de digestion de ADN plasmidico extraido y se secuencian para
confirmar la fidelidad de construccion, produciendo el plasmido pT7-A12desat. El fragmento de ADN de Ble-SV40
se aisla y se amplifica mediante PCR de un ADN molde adecuado. Los cebadores A12delMW-F -
GACAAGGATTCACCCCAGCTTCGGTTGAAACTACAAGATCATGGCCAAGTTG ACCAGTGC (SEQ ID no: 89)
y A12de1MW_R-CGAATCTCGCCGAGCGTCGGCAGGTCCGGGTTGTGCTTGCCATGCAGACAT
GATAAGATACATTG (SEQ ID no: 90) se emplean para esto. Se disefian cebadores para incluir extensiones 5’
que introdujeron homologia en el fragmento de ADN de A12 desaturasa (en negrita y subrayado en cebadores
D12delMW F y D12delMW R). Se realiza PCR con ADN polimerasa Phusion usando condiciones de reaccion
convencionales. Para aumentar la eficacia de insercion, el plasmido pT7-D12desat se digiere con una enzima de
restriccion que escinde en un sitio Unico entre la base 1 y la base 95 de la ORF de A12 desaturasa, tal como
Ncol. ElI ADN plasmidico 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 reaccion de
PCR que se disei6 para insertar el fragmento de ADN de Ble-SV40 en pT7-D12desat de una manera especifica
de sitio, generando el plasmido pT7-A12desat. 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 amplificacion la reaccion de PCR se digiere con Dpnl mediante la adicion de
5 pl de tampdn NEB 4 10 x y 2 yl de endonucleasa de restriccion Dpnl. Las reacciones se digieren a 37 °C
durante 16 horas. Después de la digestion las muestras de ADN se precipitan mediante reactivo SureClean
(Bioline), segun las instrucciones del fabricante, se resuspenden en 10 pl de agua sin nucleasa y se usaron 3 pl
para transformar células de E. coli electrocompetentes. Se consigue transformacion de acuerdo con protocolos
convencionales y las células se resuspenden inmediatamente en 750 ul de medio SOC y se incuben a 37 °C
durante 1 hora. La seleccion se consigue posteriormente sembrando en extension células en placas de agar LB
que contenian ampicilina e incubando a 37 °C durante >16 horas. Se seleccionan varias colonias resultantes, se
cultivan en 3,5 ml de caldo de cultivo LB, complementado con ampicilina y se extrae ADN plasmidico mediante el
kit de extraccion de ADN plasmidico de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La digestién se completa
para confirmar la presencia del fragmento de ADN de Ble-SV40 dentro de pT7-D12desaturasa, y se secuencian
los plasmidos positivos para confirmar la fidelidad y precision de la insercion. De este modo se crea el plasmido
pT7-AA12desat.

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 895 T3

Ejemplo 5: Un nuevo procedimiento de fermentacion

Este ejemplo describe un método de fermentacion de dos estadios para obtener alta produccion de biomasa, lipidos
totales y AGPI en cepas de traustoquitridos.

El ciclo vital de la cepa ONC-T18 se estudié en detalle mediante observaciones microscépicas de las células de
cultivos que crecen en diversas condiciones tales como relaciones de fuentes X:N, nivel de oxigeno disuelto y
temperaturas. Se ha descubierto que a baja concentracion de oxigeno con una alta relaciéon de carbono con respecto
a nitrégeno (C:N) (por ejemplo, dentro del intervalo de 40:1 a 1:~0 y especificamente de 1:1 a 1:~0 y a temperatura
ambiente, la cepa ONC-T18 creci6 vigorosamente y se propago principalmente mediante produccion de zoosporas,
dando como resultado grandes numeros de células vegetativas pequefias que contienen menos cuerpos oleosos
subcelulares y relativamente pequefios. Por el contrario, a alta relacion C:N, bajo nivel de oxigeno y temperatura
relativamente baja (por ejemplo, dentro del intervalo de 10-30 °C, y especificamente a 20-25 °C), la cepa ONC-T18
se propag6 principalmente mediante division directa de células vegetativas, dando como resultado una gran
poblacién de células gigantes que contienen cuerpos oleosos subcelulares notablemente voluminosos. Por lo tanto,
se desarrollé6 un método de fermentacion de dos estadios para maximizar la productividad de biomasa, lipido total y
AGPI. Este es un método Optimo para cultivar y explorar cepas de traustoquitridos de alto lipido y AGPI. Se
realizaron los siguientes tres ensayos:

Ensayo I: La cepa de tipo ONC-T18 de tipo silvestre se inoculé en 10 ml de medio ONC-T18-GMO liquido. Los
cultivos se dejaron crecer a 25 °C en un incubador agitador ajustado a 2,50 rpm durante 2 dias. Después los
indculos (DOggo = 12) se inocularon en 100 ml de medio ONC-T18-GMO 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 °C
durante 2 dias, después se cambiaron a 150 rpm y 20 °C y se dejaron crecer durante otros 4 dias. Las biomasas
de los cultivos se recogieron transfiriendo los cultivos celulares en un tubo falcon de 50 ml y centrifugando a 4000
rpm usando una centrifuga SORVALL LEGEND RT+ (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EE.UU.). La biomasa
floté en la superficie del medio liquido como una capa compactada. El medio liquido se liberé perforando un
agujero muy pequefio en el fondo del tubo falcon usando una aguja de jeringa 18G 1 1/2. El sedimento de la
biomasa en el tubo se congel6é en un congelador a -80 °C durante una noche y después se liofilizé usando un
liofilizador durante tres dias. Se pes6 la biomasa de cada muestra.

Ensayo IlI: Los indculos se prepararon como se describe en el Ensayo I. A continuacion, los inéculos (DOegso = 6)
se inocularon en 50 ml de medio ONC-T18-GMO 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 °C durante 2 dias,
después se cambiaron a 150 rpm y 20 °C. A los 2 dias después de la inoculacion, se afiadieron 5 ml de glucosa
50 % esterilizada por autoclave a cada matraz de cultivo, después a los 4 dias después de la inoculacion, se
afadieron 6 ml de glucosa. Después de 6 dias después de la inoculacion, las biomasas de los cultivos se
recogieron como se ha descrito en el Ensayo |I.

Ensayo lll: Los indéculos se prepararon como se ha descrito en el Ensayo |. Después los inéculos (ODggo=6) se
inocularon en 50 ml de medio ONC-T18-GMO0 en matraces con tabiques de 250 ml. Los cultivos se dejaron crecer
en un incubador agitador ajustado a 250 rpm a 25 °C. A los 2 y 4 dias después de la inoculaciéon, se afadieron 5
y 6 ml de glucosa 50 % esterilizada por autoclave a cada matraz de cultivo, respectivamente, como se realizé en
el Ensayo Il. El dia 6 después de la inoculacion, las biomasas de los cultivos se recogieron como se ha descrito
en el Ensayo |.

Los contenidos de lipidos totales y DHA de cada muestra se analizaron usando el método de transesterificacion
directo. Se mezclaron aproximadamente 20 mg de biomasa de células liofilizadas y 3 ml de tampon de reaccion de
transesterificacion (metanol:acido clorhidrico:cloroformo) agitando vorticialmente durante 10 segundos y se
incubaron después en un bafio de agua a 90 °C durante dos horas. Después de completarse la transesterificacion,
las muestras se retiraron y se enfriaron hasta temperatura ambiente. Se afiadié un ml de agua y se mezclé mediante
agitacion vorticial durante 10 segundos. Después se extrajeron ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG)
afiadiendo 3 X 2 ml del disolvente de hexano: cloroformo (v/v, 4:1) y agitando vorticialmente durante 10 segundos, y
se dejo reposar hasta que se completaron las separaciones de fases.

Se llevé a cabo analisis cromatografico de gases (GC) de los EMAG usando dos patrones internos (200 pl). Se
afadié un acido hexacosaenoico (C23:0) antes de la transesterificacion y el otro, acido nonadecaenoico (C19:0) se
afnadié directamente antes del analisis. Se realizaron analisis en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, EE.UU.) con una columna capilar de silice fusionado OMEGAWAX 320 de 30 m X 0,32 mm de diametro
interno (0,25 pm de grosor de pelicula) instalada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y un detector de ionizacion
de llama ajustado a 250 °C, relacion de divisién 50:1 para detector DIL a 275 °C. El volumen de inyeccion fue de 1
l. El gas vehiculo fue Hz con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmacion de la identidad de EMAG se
llevé a cabo usando un espectrometro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y comparacion
de los tiempos de retencién para patrones de laboratorio.

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

Tabla 10: Productividades de biomasa, lipidos totales y DHA de Thraustochytrium sp. ONC-T18 en diversas
condiciones de fermentacion

Ensayo Biomasa (g/l) Lipido total (mg/g) | Lipido total (g/l) DHA (g/l) DHA %
| 7,10 211,20 1,499 0,45 30,02
] 41,32 671,09 27,729 5,94 21,42
[} 46,50 661,07 30,740 3,06 9,96

El aumento del oxigeno disuelto por ejemplo usando matraz con tabiques y alta velocidad de agitacion en el Ensayo
Il puede potenciar significativamente la productividad de biomasa, pero la productividad de DHA fue
considerablemente menor que la del Ensayo Il. Por lo tanto, la optimizacion de parametros de fermentacion tales
como relacion C:N, concentracion de glucosa, oxigeno disuelto y temperatura asi como las dinamicas de estos
parametros durante los procesos de fermentacion, iinfluyen en la produccioén rentable de lipidos y AGPI en cepas de
traustoquitridos. Sin desear quedar ligados a ninguna teoria particular, los inventores proponen que los rendimientos
aumentados observados en el Ensayo Il en comparacion con el Ensayo | pueden atribuirse al menos en parte a la
mayor concentracion de glucosa y/o menores niveles de oxigeno disuelto en el Ensayo |I.

Ejemplo 6: Optimizacién de la salinidad en medio ONC-T18-GMO0 para seleccidn eficaz de transformantes de
Thraustochytrium sp. ONC-T18

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). EI presente ejemplo describe la determinacion de
concentraciones de zeocina y salinidades 6ptimas para la seleccion eficaz de transformantes de ONC-T18 usando
un gen de resistencia a zeocina como el marcador seleccionable.

Se sembraron en extension cien yl de suspension celular de ONC-T18 diluida a 1:500 de un cultivo de 2 dias en
placas ONC-T18-GMO que contienen diversas concentraciones de antibidtico zeocina y sal marina. Las placas
inoculadas se incubaron en un incubador a 25 °C durante 10 dias. Se contaron los nimeros de las colonias en cada
placa. Las medias de los numeros de colonias de dos placas duplicadas se presentan en la Tabla 2. Después de 10
dias después de la inoculaciéon, no se observaron colonias en placas de agar ONC-T18-GMO que contenian sal
marina 5 g/l y diversas concentraciones de zeocina. En placas que contenian sal marina 8,5 g/l sin zeocina,
solamente se observé una colonia. En placas que contenian sal marina 18 g/l sin zeocina, los numeros de colonias
fueron similares al de placas que contenian sal marina 35 g/l sin zeocina. Sin embargo, la zeocina a una
concentracion de 30 pg/ml inhibié completamente el crecimiento de ONC-T 18 en placas de agar ONC-T18-GMO0 que
contenian sal marina 18 g/l, mientras que fue necesaria zeocina 100 pg/ml para la inhibicion completa de ONC-T18
en placas de agar ONC-T18-GMO que contenian sal marina 35 g/l. Se midieron los diametros 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 tamaros 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 concentracién por encima de
aproximadamente 8,5 g/l. Concentraciones en el intervalo de 8,5 g/l a mas de 35 g/l (por ejemplo, hasta
aproximadamente 36 g/I, 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 mas, incluso posiblemente hasta 55 g/l, 60 g/l, 65 g/l, 70 g/l, 75 g/l, 80 g/I, 85 g/l, 90 g/l, 95 g/I, 100 g/l o mas
pueden ser adecuadas para el crecimiento. Para seleccion de transformantes usando zeocina, por supuesto, es
deseable conseguir crecimiento robusto con sensibilidad mantenida a zeocina. Por lo tanto, para este trabajo, se usé
sal marina 18 g/l para preparar ONC-T18-GMO para la seleccién de transformantes de ONC-T18 transformados con
construcciones que portaban un casete de expresion génica resistente a zeocina.

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

Concentracion de zeocina (ug/ml)

Concentracion 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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Concentracion de zeocina (ug/ml)

Concentracion 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 (diametro en mm)
de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Concentracion de zeocina (ug/ml)
Concentracion salina (g/l) 0 10 30 50 100
5 0 0 0 0 0
8,5 3 0 0 0 0
18 4,3 41 0 0 0
35 5,2 41 1,9 0,6 0

Las eficacias de transformacion se ensayaron a diversas condiciones de presion. En el presente ejemplo, se
descubrié que una condicién de presion de aproximadamente 1100 psi daba como resultado una mejor eficacia que
otras condiciones de presion ensayadas.

Ejemplo 7: Transformacion de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Este ejemplo describe un método de transformacion biolistica de ONC-T18.
Materiales y métodos.

Generacion de células competentes. ONC-T18 se mantuvo en placas de agar ONC-T18-GMO en un incubador a
25 °C y se transfirié a placas nuevas cada 3-4 semanas. Se inoculd un asa de inéculo de ONC-T18 tomado de
células con crecimiento vigoroso en 50 ml de ONC-T18-GMO0 en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml, y después se
cultivé en un incubador agitador a 25 °C a 150 rpm durante aproximadamente 46 horas. Se transfiri6 medio mililitro
del cultivo a un tubo de centrifuga de 1,5 ml esterilizado en una campana de flujo laminar en condiciones estériles,
después se centrifugé en una centrifuga de sobremesa a 3000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se descarto,
el sedimento celular se resuspendid en 0,5 ml de agua esterilizada y se sembraron en extensién 100 pl de la
suspension celular en el area central (aproximadamente 28 sz) de una placa de agar ONG-T18-GMO. 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 liquida.

Transformacién biolistica. Los plasmidos 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 contenian los plasmidos respectivos usando el kit de maxiprep de plasmidos ZYPPY™
(Zymo Research Corp., Orange, California) segun el protocolo del fabricante. Tal como se analiza en el Ejemplo 2,
cada uno de estos plasmidos contiene un transgén ble, que confiere resistencia a zeocina, fleomicina y bleomicina.
(Véase, por ejemplo, Gatignol ef al. (1988) y Dumas et al. (1994). En el presente ejemplo, se empled 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 plasmido, se mezclaron cinco pl (~1 pg/ul) de ADN plasmidico cono 25 ul de suspension de particulas de
oro (60 mg/ml en glicerol 50 %) agitando vorticialmente durante 3 minutos e incubando en hielo durante 10 minutos.
Se afadieron diez pl de espermidina 0,1 M y 25 pyl de CaCl, 2,5 M en la mezcla y se agitd vorticialmente
inmediatamente durante 4 minutos, después se centrifugaron durante 10 segundos a maxima velocidad en una
centrifuga de sobremesa. El sobrenadante se descartd. Las particulas de oro recubiertas de ADN plasmidico se
lavaron dos veces con etanol 70 % y se resuspendieron en 36 pl de etanol 98 %. Se sembraron en extension seis pl
de la suspension de particulas de oro en cada disco macrovehiculo y los discos se secaron al aire (Zhang et al.
2001).

El sistema de suministro de particulas de PSD-1000/He (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) se us6 para
suministro de ADN plasmidicos que portan casetes de expresidon génica resistentes a zeocina en células
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 particulas, incluyendo portadores de macrovehiculos, macrovehiculo,
pantallas de detencién, se esterilizaron por autoclave. La camara del sistema de suministro de particulas se
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desinfectd frotando con etanol al 70 %. Después de bombardeo, las placas de petri que contenian 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
microcentrifuga esterilizado por autoclave de 1,5 ml y se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos. El
sobrenadante se descarto y el sedimento se resuspendié en 0,5 ml de medio de cultivo esterilizado por autoclave.
Se sembraron en extension ciento cincuenta pl de la suspension celular en placas de agar ONC-T18-GMO que
contenian ~50-500 pg/ml de zeocina. Después de haberse evaporado el liquido en las placas, las placas se sellaron
con PARAFILM® M y se incubaron en incubador a 25 °C durante 6-10 dias. Se seleccionaron colonias resistentes a
zeocina usando puntas de pipeta de 10 ul y se suspendieron en 50 ul de agua esterilizada en un tubo de PCR de
200 pl. Se aplicé puntualmente un pl de la suspension celular en placas de agar ONC-T18-GMO que contenian 150-
200 pg/ml de zeocina. Después de 3-5 dias de incubacion a 25 °C, se seleccionaron colonias de crecimiento
vigoroso para analisis adicional.

Se cultivaron colonias resistentes a zeocina en placas de agar ONC-T18-GMO que contienen 50-500 ug/ml de
zeocina 4-6 dias después de transformacion biolistica. Las cepas resistentes a zeocina se generaron con diversas
construcciones derivadas de combinaciones de diversos promotores y terminadores aislados de ONC-T18. Los
numeros de los transformantes generados por transformacion usando diferentes construcciones fueron variables.
(Véase, por ejemplo, Tabla 13). En algunas realizaciones, el nimero de transformacion es de aproximadamente 10-
500 por cada 5 ug de ADN plasmidico.

Tabla 13: Namero de transformantes por transformacion

c . Numero de transformantes/5 ug de ADN
onstrucciones -
plasmidicos
pd5EPZA1 11
p341PZ40T 9
p341PZ347T 4
p341PZ713T 7
pD4DPZ18S 5

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

Este ejemplo describe la confirmacion de la presencia del transgén en ONC-T18 transformado. Se us6 un ensayo de
PCR para evaluar la presencia del transgén ble, que esta presente en cada una de las construcciones plasmidicas
usadas para transformar ONC-T18.

Se inocul6 un asa de inéculo de cada cepa transformada potencialmente que crecia en placas de agar de zeocina-
ONC-T18-GMO en 10 ml de medio ONC-T18-GMO liquido en un matraz de 50 ml y se cultivé en un incubador
agitador a 25 °C y a 250 rpm durante 2 dias. Se usaron dos ml para aislamiento del ADN gendmico 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 gendmico usando el
espectrofotometro Spectro 2000RSP (Lebomed, Inc., Culver City, CA, EE.UU.). Se us6 medio yl de ADN gendémico
para una reaccion de PCR de 20 pl que contenia los siguientes componentes: ADN polimerasa Taq (Sigma), tampoén
de PCR 1 X, MgCl; 2,5 mM, mezcla de dNTP (0,20 mM cada uno), cebador n.° 64 0,25 yM (SEQ ID NO:66) y
cebador n.° 65 0,25 pM (SEQ ID NO:67) en un tubo de PCR de 200 pl. 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.° 64 hibrida con el extremo 5’ y el cebador n.° 65
hibrida con el extremo 3’ del gen ble de cada plasmido usado para transformar ONC-T18. Se amplificé un fragmento
de ADN de ~350 pares de bases de los ADN genémicos de transformantes positivos y de ADN plasmidico del
control positivo, pero no de ADN gendmico del control negativo aislado de las células del ONC-T18 de tipo silvestre.
Estos resultados confirman que la mayoria de cepas resistentes a zeocina son transformantes verdaderos (Fig. 13).

Ejemplo 9: Tasas de crecimiento de transformantes

Este ejemplo describe la determinacion de tasas de crecimiento de cepas derivadas de células individuales
transformadas. Se seleccionaron indculos de cepas resistentes a zeocina que se habian transferido tres veces en
placas de agar de zeocina ONC-T18-GMO0 de cada colonia usando una punta de pipeta de 10 ul y se resuspendieron
en 50 pl de agua esterilizada en un tubo de PCR de 200 pl. Se aplicé puntualmente un pl de la suspension celular en
placas de agar de ONC-T18-GMO (15 g/l de agar) que contenian 18 g/l o 35 g/l de sal marina. Los diametros de las
colonias aplicadas puntualmente se midieron el dia 1, dia 3, dia 5, dia 7 y dia 9 después de la inoculacion.

La mayoria de cepas ensayadas crecieron mas rapido que la cepa de tipo silvestre ONC-T18 en placas de agar
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ONC-T18-GMO, si se dejaron crecer en placas que contenian sal marina 18 g/l o 35 g/I. Entre las cepas ensayadas,
la mayoria crecié mas rapido en placas que contenian sal marina 18 g/l que en placas que contenian 35 g/I. Algunas
cepas que crecian mas rapido en placas de agar ONC-T18-GMO que contenian sal marina 18 g/l (tal como cepa 5-3)
crecieron mas lento que otras cepas en placas que contenian sal marina 35 g/l. Parece que la mayoria de cepas
transformadas prefieren crecer en medios que contienen menor salinidad, por ejemplo sal marina 18 g/l (Fig. 14).

Ejemplo 10: Sensibilidad a zeocina de cepas transformadas

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

Se selecciond una cantidad muy pequefia de inéculo de cepas resistentes a zeocina que se habia transferido tres
veces mediante pases de colonia en placas de agar de zeocina/ONC-T18-GMO (asi como su cepa parental o la cepa
de tipo silvestre) de colonias usando una punta de pipeta de 10 ul y se resuspendié en 50 pl de agua esterilizada en
un tubo de PCR de 200 pl. Se aplicé puntualmente un pl de la suspension celular en placas de agar ONC-T18-GMO
que contenian sal marina 18 g/l (agar 15 g/l) y zeocina a una concentracion que varia de 0 a 5000 pg/ml (Invitrogen,
CA, EE.UU.). Los diametros de las colonias aplicadas puntualmente se midieron el dia 1, dia 3, dia 5, dia 7 y dia 8.

Todas las cepas ensayadas crecieron bien en placas de agar ONC-T18-GMO en ausencia de zeocina, pero sus
tasas de crecimiento difirieron. La cepa parental (la cepa de tipo silvestre) ONC-T18 solamente crecio en placas de
agar ONC-T18-GMO que tenian zeocina 30 pg/ml o menos. Para las cinco construcciones plasmidicas diferentes,
todas las cepas transformadas que portaban el casete de expresion del gen de resistencia a zeocina (de S.
hidustanus) crecieron bien en placas de agar ONC-T18-GMO que tenian zeocina a concentraciones que variaban de
30 a 1000 pg/ml (Fig. 15). Sin embargo, a una concentracioén de zeocina de 5000 yg/ml, la mayoria de las cepas
crecieron notablemente mas lento que en medio con 1000 pyg/ml o menos de zeocina, y algunas de las cepas no
pudieron crecer en absoluto en 5000 pg/ml de zeocina (Fig. 15). Varias cepas, especialmente las transformadas con
una construccion plasmidica que porta casete de expresion génica de resistencia a zeocina conducido por el
promotor génico de A5 elongasa, sin embargo crecieron muy bien (Fig. 15), lo que sugiere que la expresion del gen
de resistencia a zeocina estaba elevada en estas cepas en comparacion con otras, las razones para esto podrian
incluir, (i) el promotor de A5 elongasa que permite la acumulacién de mas proteina recombinante en la célula, debido
a fuerte expresion, ARNm estable, supresion de silenciamiento génico, por ejemplo, (ii) la insercion de transgén fue
dentro de una region transcrita activamente del genoma, aumentando de nuevo el nivel de proteina recombinante en
la célula, o (iii) la construccion de A5 elongasa podria inducir preferentemente multiples acontecimientos de insercion
de una uUnica transformacion, aumentando el nivel de expresion y el nivel de proteina recombinante en la célula.

Estos resultados son coherentes con que DHA sea el principal acido graso de almacenamiento de energia en el
grupo de microalgas traustoquitridas (Jain et al. 2007) y siendo la etapa de elongacion de A5 elongasa la etapa
limitante de velocidad durante la biosintesis de DHA en microbios productores de acido graso omega-3 DHA
(Leonard et al. 2004). La variabilidad de la tasa de crecimiento entre cepas transformadas con la misma construccion
plasmidica refleja la variabilidad en el nivel de expresion debido a la variabilidad en la localizaciéon de insercion (tal
como se ha analizado previamente) o variacion en el nimero 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 expresidon de transgenes en microorganismos productores de AGPI. Ademas, estos
resultados indican que el transgén ble de S. hidustanus es un gen marcador de seleccién muy eficaz para programas
de mejora de cepas industriales y manipulaciéon 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
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.

ONC-T18, se inocularon cultivos de 10 ml de ONC-T18-GMO (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 contenian 200 ug/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 dias hasta que la DOggo alcanzé aproximadamente 1,979-
2,369 gramos. Después se inocularon cultivos de 50 ml de ONC-T18-GMO que contenian sal marina 18 g/l o 35 g/l
en matraces de 250 ml con 6 DOggo de los indculos de cada cepa, incluyendo la cepa de tipo silvestre (se midié
DOsoo para 1 ml de cultivo y después el volumen de cultivo se aumentd de escala a un valor de DOggo de 6; por
ejemplo, si la medicién de DOgg fue de 2, entonces se uso (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 °C durante 2 dias. Se afiadieron después cinco ml
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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 °C durante otros 2 dias. Después se afadieron 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 °C durante 3 dias mas. Las biomasas de cultivos de cada cepa en los dos tipos de medios
ONC-T18-GMO (con sal marina 18 g/l o 35 g/l) se recogieron transfiriendo cultivos celulares a un tubo falcon de 50
ml y centrifugando a 4000 rpm usando la centrifuga SORVALL LEGEND RT+ (Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
EE.UU.). La biomasa flot6 en la superficie del medio liquido como una capa compactada. El medio liquido se liberd
perforando un agujero muy pequefio en el fondo del tubo falcon usando una aguja de jeringa 18G 1 1/2. El
sedimento de la biomasa en el tubo se congeld en un congelador a -80 °C durante una noche y después se liofilizo
usando un liofilizador durante tres dias. Se peso la biomasa de cada muestra. Se ensayaron nueve cepas incluyendo
el tipo silvestre.

Como se esperaba, la mayoria 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-GMO que contenia sal marina artificial 35
g/l. Sin embargo, una de 8 cepas transformadas produjo aproximadamente 22 % mas biomasa de células secas que
la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 (Fig. 16) cuando se cultivd en las mismas condiciones. De forma analoga, en
el ONC-T18-GMO que contenia sal marina 18 g/l, 7 de 8 cepas transformadas produjeron cantidades similares o mas
biomasa que la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18. Una de 8 cepas ensayadas produjo 19,5 % mas biomasa que
la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 (Fig. 16). Esto demuestra que la transformacion y la expresion de transgenes
no influye negativamente en la produccion de biomasa por ONC-T18. Por lo tanto se supone que la biologia de
ONC-T18 es suficientemente robusta para soportar la tension asociada con transformacion y biosintesis de proteinas
heterdlogas.

Ejemplo 12: Comparaciones de productividad de DHA entre cepas transformadas y la cepa de tipo silvestre
de Thraustochytrium sp. ONC-T18

El presente ejemplo describe la productividad de DHA en las diversas cepas transformadas con vectores de
expresion que comprenden A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4 desaturasa, A5 elongasa, y combinaciones de las
mismas en sistemas de expresion multiplasmidicos o policistronicos. Se observan niveles elevados de DHA cuando
se comparan con la cepa de tipo silvestre y cepas transformadas con controles de vector vacios. El presente ejemplo
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.). Basandose en estos hallazgos, un experto habitual en la materia apreciara que puede
conseguirse mayor elevacion (por ejemplo, hasta niveles dentro del intervalo de 1 %-1000 % mayores 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 %, 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 mas mayor que el tipo
silvestre). El presente ejemplo demuestra ademas la consecucion de relaciones de DHA:biomasa dentro del intervalo
de aproximadamente 1:4 a aproximadamente 1:2, al menos aproximadamente 40 % mayores que las tipicamente
observadas con cepas de tipo silvestre. (Véase, por ejemplo, la Tabla 2 en Raghukumar (2008).) Basandose en
estos hallazgos, los expertos en la materia apreciarian que pueden conseguirse al menos relaciones de
aproximadamente 1:5. Se han conseguido relaciones de DHA con respecto a biomasa (DHA:biomasa) de
aproximadamente 1:8 a 1:4; y se espera conseguir relaciones de aproximadamente 1:3. Los ejemplos en la
bibliografia (tal como la revisidon publicada por Raghukumar, 2008) indican logros que no han reducido esta relacion
por debajo de 1:5.

Se transforman cultivos de 256 cepas (transformadas con cada combinacion de vectores de expresion que
comprenden A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4 desaturasa, A5 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
extraccion de éster metilico de acido graso (EMAG) mediante el método de transesterificacion directa. Se mezclan
aproximadamente 20 mg de biomasa de células liofilizadas y 3 ml de tampon de reaccion de transesterificacion
(metanol:acido clorhidrico:cloroformo) agitando vorticialmente durante 10 segundos y se incuban después en un
bafio de agua a 90 °C durante dos horas. Después de completarse la transesterificacion, las muestras se retiran y se
enfrian hasta temperatura ambiente. Se afiade un ml de agua y se mezcla mediante agitacion vorticial durante 10
segundos. Después se extraen EMAG afadiendo 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.

Se lleva a cabo analisis cromatografico de gases (GC) de los EMAG usando dos patrones internos (200 pl). Se
afade un acido hexacosaenoico (C23:0) antes de la transesterificacion y el otro, acido nonadecaenoico (C19:0) se
afnade directamente antes del analisis. Se realizan analisis en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, EE.UU.) con una columna capilar de silice fusionado OMEGAWAX 320 de 30 m X 0,32 mm de diametro interno
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(0,25 ym de grosor de pelicula) instalada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y un detector de ionizacién de
llama ajustado a 250 °C, relacion de division 50:1 para detector DIL a 275 °C. El volumen de inyeccion es de 1 pl. El
gas vehiculo es H» con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmacioén de la identidad de EMAG se lleva a
cabo usando un espectrometro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y comparacién de los
tiempos de retencion para patrones de laboratorio.

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-GMO0 que
contiene sal marina artificial 35 g/l. Algunas cepas transformadas producen DHA, que varia de 1 a 13 % mas, que la
de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 cuando se cultivan en ONC-T18-GMO que contiene sal marina artificial 18 g/l
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, mas que su cepa parental (5,935 g/l) cultivada en ONC-T18-GMO que contiene sal marina artificial
35 g/l. El uso de ONC-T18-GMO de menor salinidad no solamente reduce directamente los costes de produccion de
DHA, sino que también ralentiza la erosion de los fermentadores provocada por altas concentraciones de sal de
cloruro sédico en medio de cultivo para cultivar microbios traustoquitridos.

La relacion de DHA con respecto a lipidos 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 lipidos totales puede influir en el procesamiento
corriente abajo de DHA extraido de las células de cepas transformadas. Las relaciones de DHA:lipidos totales
conseguidas con cepas y métodos proporcionados en el presente documento pueden variar de acuerdo con las
condiciones de fermentacién. Por ejemplo, para cultivos que se han dejado crecer en matraces, puede conseguirse
tipicamente un porcentaje de DHA de aproximadamente 15 % a aproximadamente 50 % de lipidos totales
(correspondiente a relaciones de DHA:lipidos totales de aproximadamente 0,15:1 a aproximadamente 0,50:1) con
cepas transformadas. Para cultivos que se han dejado crecer en un fermentador, puede conseguirse tipicamente un
porcentaje de DHA de aproximadamente 30 % a aproximadamente 75 % de lipidos totales (correspondiente a
relaciones de DHA:lipidos 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
transformadas varian tipicamente de aproximadamente 7 (basandose 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
varian tipicamente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 6 g/l. (Véase, por ejemplo, Tabla 2 en Raghukumar,
(2008)). La relacion de DHA con respecto a biomasa de cepas transformadas con produccion de alto nivel de DHA
también es mayor que la de su cepa parental. Esta mayor relacion de DHA con respecto a biomasa se beneficia de
la extraccion 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 cultivd ONC-T18 de tipo silvestre
en ausencia de zeocina). El mayor nivel de produccion de DHA por las cepas transformadas indica que esas cepas
tienen una mayor eficacia de conversion de fuentes de carbono en DHA, lo que puede reducir el coste de produccion
de DHA de esas cepas transformadas.

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

Como se ha descrito y demostrado ampliamente en el presente documento, ONC-T18 tiene gran potencial para su
uso como una fabrica biolégica no solamente para AGPI y sus derivados de producciones biomoleculares
farmacéuticas y nutracéuticas, sino también para produccién de biocombustible. Para evaluar y caracterizar la
capacidad de ONC-T18 para poder emplearse para la produccién de biocombustible, las productividades de lipidos
totales y los perfiles de acidos grasos de cepas transformadas de ONC-T18 se analizaron para su uso potencial en
métodos para cambiar los perfiles de acidos grasos para aplicaciones en productos especializados. Por ejemplo,
puede ser deseable aumentar la produccion de acidos grasos de cadena corta (es decir, acidos grasos con menos
de 16 carbonos) o de AGPI particulares, como se menciona en el presente documento en el analisis de la ruta
biosintética de AGPI. Puede, por ejemplo, ser deseable aumentar la produccion de EPA (por ejemplo mutando o
desactivando los genes de PKS y genes de A5 elongasa) o de ARA (por ejemplo, regulando negativamente
cualquiera de los genes de PKS y/o por regulacion positiva del gen de A12 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 recogio y se liofilizd en las mismas condiciones que se han descrito en el ejemplo 9. Se llevaron a cabo
extraccion de EMAG y andlisis de GC como se ha descrito anteriormente.

Los inventores han descubierto que los perfiles de acidos grasos, es decir la composicion del extracto de acidos
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-GMO que contiene sal marina artificial 35 g/l. Cuatro de ocho cepas
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transformadas produjeron mas lipidos totales que su cepa parental, lo que demuestra adicionalmente que el proceso
de transformacion en si mismo y la presencia y/o expresion del transgén no afectaron significativamente a los
perfiles de acidos grasos en estas cepas, ni interrumpieron genes potencialmente implicados en rutas metabdlicas
de lipidos de la mayoria de cepas derivadas. Por lo tanto, parece que las cepas conservan la integridad genética de
las cepas parentales después del proceso de transformacion (Fig. 17A).

La capacidad de transformar cepas de Thraustochytrium proporciona una enorme oportunidad para modificar
genéticamente estos microbios y canalizar rutas metabdlicas. Notablemente, cuando las cepas transformadas se
cultivaron en ONC-T18-GMO que contenia sal marina 18 g/l, dos cepas mostraron un nivel significativamente mayor
de produccion de acidos grasos C16 que el de su cepa parental. Estos resultados son utiles en el desarrollo de esta
cepa ONC-T18 en una plataforma para produccion de biocombustible de acidos grasos de cadena corta. Estos
resultados demuestran que durante el proceso de seleccion 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).

Las relaciones de lipido total con respecto a biomasa fueron mayores en cepas que producen altos niveles de acidos
grasos de cadena corta que en cepas de produccion de bajo nivel (Fig. 17C); dichas relaciones mayores pueden ser
beneficiosas para extraccion de aceite corriente abajo y la reduccion de los costes de procesamiento.

El crecimiento en ONC-T18-GMO0 de sal marina baja (18 g/l) potencié la productividad de lipidos totales general para
la mayoria 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
se describe en el presente documento.

La estabilidad del transgén es importante para determinadas aplicaciones de ingenieria 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
estimacion 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 indculos de cuatro cepas de cada transformacion
asi como sus cepas de tipo silvestre antecesoras en placas de agar ONG-T18-GMO en ausencia de zeocina y se
incubaron a 25 °C durante siete dias. (Cada transformacion se habia realizado usando una de las cinco
construcciones plasmidicas diferentes, cada una de las cuales porta diversos casetes de expresion génica
resistentes a zeocina conducidos por una combinacion de diferentes promotores y terminadores). Después, usando
el mismo método, las cepas se transfirieron a una nueva placa de agar ONC-T18-GMO recién preparada y se
incubaron a 25 °C durante 7 dias; se llevaron a cabo pases de colonias 6 veces. Finalmente, las cepas se
transfirieron de vuelta a placas de agar ONC-T18-GMO sin o con zeocina a una concentracion de 200 ug/ml de
medio.

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

Estos resultados demuestran que no hubo pérdidas observadas del transgén en las cepas examinadas. Ademas, no
se observo resistencia en cepas de tipo silvestre, lo que indica que no hubo ninguna mutacién espontanea para
estos rasgos y no hubo ninguna contaminacion detectable. La presencia del transgén ble en las cepas
transformadas después de pases de colonias seis veces se confirmé adicionalmente usando la PCR como se
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 mostro6 estabilidad en cepas de ONC-T18 transformadas.

Ejemplo 15: Aplicacion de un agente mutagénico

Este ejemplo describe la aplicacion del agente mutagénico, zeocina, para mejora de cepas de traustoquitridos.

Se transfirieron indculos 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 liquido de
ONC-T18-GMO. Los cultivos se dejaron crecer a 25 °C en un incubador agitador ajustado a 250 rpm durante 3 dias
hasta que la DOgso fue mayor de 2. Después los indculos (DOgsp = 6) de cada cepa, incluyendo la cepa de tipo
silvestre, se inocularon respectivamente en 50 ml de medio ONC-T18-GMO en matraces de 250 ml. Las siguientes
condiciones experimentales y procedimientos usados fueron iguales que en el Ejemplo 14, ensayo Il
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Tabla 14: Productividades de biomasa, lipidos totales y DHA de cuatro cepas seleccionadas y su cepa
parental de tipo silvestre Thraustochytrium sp. ONC-T18

Cepas Biomasa (g/l) Lipido 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, lipidos totales y DHA en comparacion con los de su cepa parental de tipo silvestre (Tabla 6). Sin
embargo, la cepa 3a produjo mas biomasa, mas lipidos 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 relacién
de DHA con respecto a biomasa. Este resultado indicé 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 mas
baratas tales como corriente de residuos, glicerol, almidon, celulosa y hemicelulosa), la calidad y cantidad de
productos tales como ARA, DHA y/o EPA, productividad de AGPI y perfiles de acidos grasos y/o lipidos favorables
para aplicaciones de biocombustible.

Los materiales producidos pueden separarse de cepas de produccion y/o componentes de medios por cualquiera de
una diversidad de medios. La extraccion de materiales producidos se facilita, por ejemplo, tomando una o mas
etapas que alteran la secrecion de acidos 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
productividad de lipidos y DHA.

Se sembraron en extension células individuales de ONC-T18 en las placas de agar que contenian medio ONC-T18-
GMO y zeocina 50 pg/ml. De diez a 15 dias después de la inoculacion, las colonias se exploraron visualmente. Se
aislaron aleatoriamente colonias grandes sin cambios de morfologia visibles y se desarrollaron en nuevas cepas. Se
comparo la productividad de biomasa, lipidos totales y AGPI de nuevas cepas. Se descubri6 inicialmente que una
cepa ONC-T18/35/Z50 era capaz de producir significativamente mas biomasa, lipidos totales y DHA, lo que se ha
confirmado repetidas veces con condiciones de fermentacion, métodos y procedimientos optimizados descritos en el
Ejemplo 5, Ensayo Il. En los ensayos de fermentacion de dos estadios usando medio ONC-T18-GMO que contenia
sal marina 35 g/l, la nueva cepa ONC-T18/35/Z250 produjo 5 % mas biomasa, 7 % mas lipidos totales y 14 % mas
DHA que los de su cepa parental ONC-T18. Usando el mismo medio, pero que contenia sal marina 18 g/l, la nueva
cepa ONC-T18/35/Z250 produjo aproximadamente 10 % mas biomasa, 20 % mas lipidos totales y 36 % mas DHA
que los de su cepa parental ONC-T18. Ademas, las relaciones de DHA Yy lipido total con respecto a biomasa, en la
nueva cepa ONC-T18/35/250 que produce alto nivel de DHA, son mayores que la de su cepa parental, lo que
demuestra que la nueva cepa tiene una capacidad mas robusta para convertir fuentes de carbono tales como
glucosa en lipidos y DHA. Esta nueva cepa es util no solamente en la mejora de los rendimientos, sino también en la
reduccion de la fermentacion y los costes de procesamiento corriente abajo para produccion bioldgica de lipidos y
AGPI tal como DHA de microalgas.

Ejemplo 17: Expresion de A12 desaturasa de Thraustochytrium ONC-T18 en levadura

El clon pYA12desat, que consiste en la A12 desaturasa de longitud completa en pYES2 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.),
tal como se describe en el ejemplo 4. pYA12desat, se transforma en Saccharomyces cerevisiae INVSc1 competente.
La transformacion de levadura se lleva a cabo usando el kit de transformacion S. c. EasyComp (Invitrogen, Carlsbad,
Calif.) de acuerdo con condiciones especificadas por el fabricante. Los transformantes se seleccionan para
auxotrofia de uracilo en medio que carece de uracilo (SC-Ura). Para detectar la actividad desaturasa especifica de
estos clones, los transformantes se cultivan en condiciones que conducen a biosintesis de acidos grasos. La cepa
de control negativo es INVSc1 que contiene el vector pYES2 inalterado, que se cultiva simultaneamente. 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 tampén fosfato 100 mM, pH 7,0, los sedimentos celulares se liofilizaron. Después los lipidos se extraen y se
derivatizan a ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG) para analisis de cromatografia de gases (GC). Se realizan
transesterificacion y extraccion usando 100 mg de células liofilizadas, con C19:0 como patrén interno, afiadiendo
mezcla de reaccion de transesterificacion (metanol: acido clorhidrico: cloroformo, 10:1:1), mezclando y calentando a
90 °C durante 2 horas, enfriando después a temperatura ambiente. Se extraen EMAG afiadiendo 1 ml de agua y 2
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ml de hexano: cloroformo (4:1) y se permite que las fases organicas y acuosas se separen. La capa organica se
extrae y se trata con 0,5 g de sulfato sodico anhidrido para retirar particulas y agua residual. Los disolventes
organicos se evaporan en una corriente de argon. Los EMAG se resuspenden en isooctano y se analizan por GC-
FID. La comparacion de perfiles de EMAG para mutantes que sobreexpresan D12 desaturasa y la cepa de control
demostré una acumulacion potenciada de acido linoleico y contenido de acido oleico reducido.

Para investigar la especificidad de sustrato de la A12 desaturasa, las células de levadura transformadas para
expresar el gen de A12 desaturasa, mediante el plasmido pYA12desat, se comparan con un control de levadura de
tipo silvestre transformado con un vector vacio, y por lo tanto no contienen la A12 desaturasa experimental. Las
composiciones de acidos grasos de estos transformantes se analizan por GC usando sus EMAG correspondientes.
El pico correspondiente al patrén de éster metilico C18: 2°'2 se encuentra en los espectros de GC de transformantes
de A12 desaturasa, pero no en los de transformantes simulados. El analisis de GC-MS del pico de nueva generamon
de los transformantes de A12 desaturasa confirma posteriormente que el pico correspondiente a C18: 2 912 es de
hecho acido linoleico, basandose en espectros de fragmentacion idnica, lo que demuestra que el acido oleico
enddgeno se convierte en acido linoleico por la cepa de levadura transformada para A12 desaturasa. Se convirtié
entre 1y 50 % de &cido oleico a acido linoleico. Este resultado demuestra que la A12 desaturasa derivada de ONC-
T18 es una desaturasa de 12 acidos grasos. El anaI|S|s posterior demuestra que Ia A12 desaturasa no es capaz de
introducir dobles enlaces en acido miristoleico (14 1 2 acido palmitoleico (16:1°%), acido hePtadecan0|co (17:1"9,
acido elaidico (18:1° trans), acido linolénico (C18:3%%'%), acido dihomo-y-linolénico (C20:3% , acido araquidonico
(C20:4>%""" o acido docosatetraenoico (C22:4” 1% 16) cuando se afiadieron acidos grasos aI medlo de cultivo de
forma externa. Tomados juntos, estos datos demuestran ademas que la A12 desaturasa identificada codifica una
desaturasa de 12 acidos grasos.

Ejemplo 18: Expresion heteréloga de A12 desaturasa de Thraustochytrium ONC-T18 en ONC-T18

La A12 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 sobreexpresion constitutiva, dando como resultado vector p341PZ5pD12Ex. El vector de
sobreexpresion heterdlogo se transforma en ONC-T18 como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 7. El perfil
de produccion de AGPI de transformantes puede después evaluarse como anteriormente y compararse con
controles negativos (transformantes de vectores vacios). Los cambios en el niumero de copias y el nivel de expresion
de genes de biosintesis 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 comparacion con el tipo silvestre. El presente ejemplo demuestra, entre otras cosas, que la
sobreexpresion de A12 desaturasa de ONC-T18 aumenta el contenido de acido graso total, pero reduce los niveles
de acidos grasos C12 y C16 saturados y monoinsaturados. Pueden conseguirse niveles de acidos 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.). Basandose en estos hallazgos, un experto en la materia apreciara que puede conseguirse mayor
elevacion (por ejemplo, hasta niveles dentro del intervalo de 1 %-1000 % mayores que los tipos silvestres, 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 mas mayor que el tipo
silvestre), particularmente cuando la manipulacién de los niveles de A12 desaturasa se combina con condiciones de
cultivo ideales y/o comanipulacion de otros genes de biosintesis de AGPI. Los acidos grasos C12 y C16 saturados y
monoinsaturados pueden reducirse en niveles de aproximadamente 1 % a 50 % en comparacion con el tipo silvestre
(por ejemplo, aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, etc).

El presente ejemplo demuestra ademas consecucion de perfiles de produccion de AGPI de contenido de acidos
grasos especificado. La sobreexpresion de A12 desaturasa aumenta los niveles de ARA, EPA y/o DHA en relacion
con los controles. El presente ejemplo demuestra ademas la consecucion de relaciones de DHA:biomasa dentro del
intervalo de aproximadamente 1:8 a aproximadamente 1:2, al menos aproximadamente 40 % mayores que las
tipicamente observadas con cepas de tipo silvestre.

Ejemplo 19: Supresion de la A12 desaturasa dentro de ONC-T18

Para demostrar adicionalmente la funcién de la proteina de A12 desaturasa de ONC-T18 y la influencia de su
supresion, esta region codificante se trunca y reemplaza mediante el uso del plasmido pT7-AA12desat. Este
plasmido contiene 1000 bases de 5 inmediatamente cadena arriba de la ORF de A12 desaturasa y 1000 pb de
homologia de secuencia 3’ que corresponde a parte de la ORF de A12 desaturasa y continia a la UTR 3'. Esto
proporciona homologia sustancial con el genoma de ONC-T18 en los loci de A12 desaturasa, permitiendo la
insercion del casete de Ble-SV40 mediante recombinaciéon homologa. La insercion mediante recombinacion
homadloga coloca el gen de resistencia a zeocina y terminador de SV40 en la ORF de A12 desaturasa y en fase con
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el codon de inicio de A12 desaturasa (ATG). Como resultado la expresion de Ble esta bajo el control del promotor de
A12 desaturasa y el terminador de SV40 evita la transcripcion del gen de la A12 desaturasa. Ademas, la insercién de
la construccion de Ble-SV40 produce un truncamiento 5’ de 87 pb de la ORF de A12 desaturasa y también introduce
una mutacién de desplazamiento de fase en la ORF. Por lo tanto, la insercidon de la construccién de pT7-AA12
desaturasa mediante recombinacion homologa en los loci de A12 desaturasa elimina la expresion de la A12
desaturasa nativa. Se preparan y realizan células ONC-T18 competentes y transformacién como se describe en la
seccion de materiales y métodos del Ejemplo 7. Se realiza seleccion en placas de agar-GMO con sal 18 y 35 g/l, por
separado. Debido a la influencia desconocida del promotor de A12 desaturasa en expresion de Ble y posterior
resistencia a zeocina, se realiza seleccion con complementacion de zeocina de las placas de agar a 20-2000 ug/l.
Después de incubacion a 25 °C durante 7 dias, se seleccionan colonias, se replican en placas de agar que
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 dias, se recogen mediante centrifugacion y se extrae ADN gendmico usando el kit de extraccion de
ADN MoBio segun las instrucciones del fabricante. Para confirmar la presencia de la construccion de Ble-SV40
dentro de los loci gendmicos de A12 desaturasa se emplea PCR con cebadores que flanquean el sitio de insercion.
Los cebadores de PCR 5FlankRegionF - CCTCCACATGTCTCACAAGACCACCG (SEQ ID NO: 91) y
3’FlankRegionR - GCAAGCAATGCTCGATTTCCTACC (SEQ ID NO: 92) se disefiaron y emplearon para este fin. En
la cepa de tipo silvestre, la amplificacién produjo un fragmento de ADN de 1587 pb; mientras que en la cepa
mutante, en la que la ORF de D12 desaturasa se suprimio, se produjo un producto de PCR de 2185 pb. Las cepas
positivas se marcaron con ONC-T18-AA12desaturasa.

Las composiciones de los acidos grasos en las cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y AA12 desaturasa se analizan
mediante GC-MS usando sus EMAG. A diferencia del tipo silvestre, los mutantes de ONC-T18-AA12 desaturasa no
tienen acido linoleico (C18:2"%"?), el producto principal de la A12 desaturasa; en su lugar acumulan una cantidad
significativa de OA (C18:1A9), el sustrato principal para la A12 desaturasa. Resulta importante que los derivados
corriente abajo de acido linoleico en la ruta de elongacion/desaturacion convencional también reducen drasticamente
en mutantes de ONC-T18-AA12 desaturasa, excepto para DHA. DHA aumenta de hecho en mutantes de ONC-T18-
AA12 desaturasa en aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % o mas en relacién con cepas de
tipo silvestre. Esto aumenta DHA dentro del contenido de acidos grasos total de la célula de aproximadamente 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces 0 mas en relacion con el tipo silvestre.

Ademas, los contenidos de C17:1%° y C19:1%° también aumentan en los mutantes de ONC-T18-AA12 desaturasa, lo
que sugiere que estos acidos grasos de cadenas impares pueden ser sustratos para la A12 desaturasa. La
acumulacion de OA y la reducciéon de LA y sus AGPI corriente abajo en la ruta convencional se observan no
solamente en la fraccién de acidos grasos total sino también en cada clase de lipido (es decir, lipidos neutros,
fosfolipidos y glucolipidos) de los mutantes de ONC-T18-AA12 desaturasa. A pesar de los cambios significativos en
los perfiles de acidos grasos en las fracciones de acidos grasos totales y lipidos complejos, no se observa ninguna
diferencia en el crecimiento celular entre la cepa de tipo silvestre y mutantes de alteracion de ONC-T18-AA12
desaturasa, ni en acidos grasos totales, en condiciones experimentales empleadas.

Ejemplo 20: La aplicacion del promotor génico de A12 desaturasa de ONC-T18 para conducir la_expresion
génica de A5 desaturasa

El promotor de A12 desaturasa heterdlogo y gen de A5 desaturasa, descrito anteriormente, se combinan para
expresion heterdloga del gen de A5 desaturasa después de la transformacion de ONC-T18 como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 7. En resumen, el plasmido pP A12-A 5Desat-A 12UTR-Zeo se crea mediante
aislamiento y amplificacion, y extension 3’ de la secuencia flanqueante 5’ de A12 desaturasa, que abarca la region
promotora potencial, usando los cebadores de PCR 5 A12FlankF: GGATCAAAGTCATACTATGCGTACACG (SEQ
ID NO: 93) y 5° A 12FlankR:

ATCTATGTTAACCGAATGCAATTGCGTCCGAGAGACCTAAAGAATCAAGTTCG (SEQ ID NO: 94). El cebador &
A12FlankR extiende la secuencia promotora e introduce un sitio de enzima de restriccion Mfel tinico en el fragmento
de PCR producido. La PCR produce un fragmento de ADN de 845 pb. La secuencia de UTR 3’ de A12 desaturasa
se aisla, amplifica y extiende en el extremo 5’ mediante PCR de una manera similar, que se consigue mediante PCR
con los cebadores 3’ A12FlankF: TATCATCAATTGATGTAGGTTAACGCCATTTCTAGCTCGAGCTGC (SEQ ID NO:
95) y 3’ A12FlankR:

ATGTGCCAATTTGGT2CCGTGAATACAGTCG (SEQ ID NO: 96). La amplificacion por PCR del fragmento de ADN
de A12 desaturasa 3’ produce un producto de 165 pb. El cebador 3' A12FlankF introduce un sitio de enzima de
restriccién de Mfel Unico en el extremo 5’ del producto de PCR de A12 desaturasa 3. Los productos de PCR se
purifican mediante precipitacion, se digieren con enzima de restriccion Mfel y se purifican en gel. Después se
emplean fragmentos de ADN digeridos en una reaccion de ligamiento durante una noche. Se realiza ligamiento con
200 ng de cada fragmento de ADN, 10 U de ADN ligasa T4 y 4 pl de tampdn de ADN ligasa T4 5x, en un volumen de
reaccion de 20 pl. El ligamiento se realiza a 16 °C. El ligamiento de los fragmentos de ADN de A12 desaturasa 5’y 3’
se confirma mediante electroforesis en gel de agarosa, basandose en la distancia de migracién en comparacion con
un patrén de tamafio, y el producto deseado se extrae del gel de agarosa usando el kit de extraccion en gel Qiagen
Minielute, segun las instrucciones del fabricante. Los productos de ADN se adenilan en 3’ posteriormente mediante
la adicién de 2 U de ADN polimerasa Taq, 2 pl de tampén de PCR 10X, 0,5 ul de dATP 10 mM, 0,4 ul de cloruro de
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magnesio 50 mM y agua sin nucleasa hasta 20 pl. La adenilaciéon 3’ se completa a 68 °C durante 10 minutos. Los
productos de ADN de esta reaccion se clonan después en el plasmido pT7-Blue3 mediante protocolos
convencionales, produciendo el plasmido pT7-5-3 A12desat.

La A5 desaturasa se amplifica mediante PCR usando los cebadores A5 desatF: ATGGGCAAGGGAAGCGAGGG
(SEQ ID NO: 97) y A5 desat R: CTAGTCTTGCTTC TTGGCGTC (SEQ ID NO: 98). La PCR produce un producto del
tamafo y la secuencia de SEQ ID: 72. El plasmido pT7-5-3 A 12deat se digiere con enzima de restriccion Hpal y se
desfosforila. El plasmido pT7-5-3 A 12desat desfosforilado y lineal se emplea posteriormente en una reaccion de
ligamiento durante una noche junto con las condiciones de reaccion de producto de PCR de A5 desaturasa que son
idénticas a las descritas previamente, con la excepcidn de que se emplea un vector para insertar una relacion molar
de 6:1. La digestion con enzima de restriccion Hpal y ligamiento del producto de PCR de A5 desaturasa descrito
conserva la separacion exacta en el nivel de nucleétidos para el promotor de A12 desaturasa. Por lo tanto, no se
incorporan nucleétidos adicionales o secuencia de reserva en la construccion final entre el promotor de A12
desaturasa y el gen de A5 desaturasa. Los productos de ligamiento se transforman en E. coli. La biblioteca
producida se explora con respecto a la construccion deseada mediante métodos de digestion y PCR convencional.
Los plasmidos con la ORF de A5 desaturasa ligada en el plasmido pT7-5-3 A 12desat se secuencian para confirmar
la fidelidad y pP A 12-A 5Desat-A 12UTR marcado. El casete de expresion del plasmido pP A 12-A 5Desat-A 12UTR
se retira de este vector y se liga en el plasmido pD4DPZ 1 usando sitios de restriccion respectivos, que permite la
transformacion y seleccion de resistencia a zeocina, tal como se ha descrito previamente. El plasmido producido fue
pP A 12-A 5Desat-A 12UTR-Zeo marcado.

Después de la transformacion del plasmido pPA12-A5Desat-A12UTR-Zeo en ONC-T18 la presencia del transgén se
confirma usando PCR, con combinaciones apropiadas de los cebadores previamente descritos. El perfil de
produccion de AGPI de transformantes puede después evaluarse como anteriormente y compararse con controles
negativos (transformantes de vectores vacios). Los cambios en la expresion de genes de biosintesis de AGPI se
confirman por PCR en tiempo real cuantitativa.

A5 desaturasa cataliza la etapa final en la sintesis de ARA y EPA. La aplicacién del promotor de A12 desaturasa
para conducir la expresion del gen de A5 desaturasa aumenta significativamente la produccion de proteina de A5
desaturasa; aproximadamente 20 veces durante el crecimiento exponencial y aproximadamente 40-100 veces en
biosintesis de acidos grasos. Siempre que estén disponibles precursores de acidos grasos, la proteina de A5
desaturasa sobreexpresada influye drasticamente en la biosintesis de ARA y/o EPA mediante la ruta de
elongacién/desaturacion.

Ejemplo 21: Aplicacion del promotor génico de A5 desaturasa de ONC-T18 para conducir el grupo de genes
de PKSA

El grupo de genes de PKSA es responsable de la produccién de DHA en ONC-T18. La secuencia de PKSA y parte
de su regidon promotora se muestran posteriormente en la Tabla 15:
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Tabla 15: Secuencia de PKSA (SEQ ID NO: 99)

GCCETGECEGCACGACGETCLGTGAGTCETGGGAGACAATCCGTGCTGELCATCGAL
TGCCTGTCGGACCTCCCCEAGGACCECETCGACGTGACGECITACT TTGACCCEG
TCAAGACGACCALGGATCAAGATCTACTGCAAGCECEGEUGGECTTCATCCCUGACTA
CGACTTTGACGCTCGGGAGTTCGECUTTAACATETTCCAGATGGAGGATTIGGEAC
FCAAACCAGACCATTICGCTCOTCAAGG TCAAGGAGGCCCTCCAGGATGCLGECA
TCGACGCCOTCTCCALAGGAGAAGALAGAACATCGEEITGCETCOTCGGECATTEGCEG
CEGLCAGAAGTCEGAGCCACGAGTTCTATTCGELGUCTTAAT TATEITGTCETCEAG
CGGUCAGAAGTCEAGCCACGAGTTCTATTCGUGLCTTAAT TATGETTGCTCETCGAG
ALGETCOTCCGCAPMAATEEECATGCUCGAGAAGGACGTEGAAGGETGGLCETCGAAN
AGTACAAGGCCAACTTTCCCGAGTGCLGUUTCGACTCOTTCCCCGRCTTLCTCGE
CAATGTTACCGCCGGACGUTGCACCAACACCTTTAACCTCEACGLECATGALCTEC
TCETCGAC GCCT GCCTCETCACTCATCECCGET VNGGTCECCATC e
GTCETCGACGCCECUTGECELIOTCETCACTCATCGCLETCAAGGTCECCATCGACE
AGCTCCTACACGEUGACTGCGACATGATGETECACTGGCELCACCTCCACGGACAA
CATCGGCATGTACATGECCTTCTCCAAGACGCCGETETTCTCCACCGALCCCC
STCCGCGCCTACGACGAGAACACAAAGGETATGCTTATCGGECCAGGGLTCEE

[

S Y B,y G
i G2
)
G2

CATGCTCGTCCTCAAGCGCTACGCCCACGCCGETACGCGACGLGCGACGAGATCCA
GCCGTCATCCETGECTECECCTCCTCGAGCCATGETAAGECCGCCGECATCTAC
ACGCCCACCATCTCGGEEEIAGGAGGAGGCCCTCCGECCGCECOTACAACT

La unién operativa del control de este grupo de genes al promotor de A5 desaturasa reduce la expresion del
complejo proteico PKS de 1189 unidades a 71 unidades durante el crecimiento exponencial, y de 5102 unidades a
62 durante la produccioén de acidos grasos. Para conseguir esto, la secuencia flanqueante 5’ de PKSA se aisla y se
amplifica mediante PCR, usando los cebadores Xhol-PPKSA F:
ATACTCGAGCCGTGCGGCACGACGGTCCGTGAGT (SEQ ID NO: 100) y PPKSA-Ncol:
TATCCATGGCCGTCGAGGTTAAAGGTGTTGGTGCAG (SEQ ID NO: 101). Los motivos de enzimas de restriccion
estan en cursiva y subrayados. El producto de PCR producido se digiere con enzimas de restriccion Xhol y Ncol. El
plasmido pD4DPZ1 se digiere de forma similar con enzimas de restriccion Xhol y Ncol. Ambos fragmentos de ADN
se extraen en gel y se combinan en un ligamiento de una noche, tal como se ha descrito previamente. La digestion
del plasmido pD4DPZ1 da como resultado la retirada de la secuencia promotora de A4 desaturasa, mientras que el
ligamiento da como resultado la inserciéon de la secuencia flanqueante 5 de PKSA en lugar de la A4 desaturasa.
Esto proporciona 541 pb de homologia con la secuencia 5 del gen de PKSA dentro de ONC-T18, plasmido
productor pPKSA-PZ1. La secuencia promotora de A5 desaturasa (SEQ ID: 71) se amplifica mediante PCR usando
los cebadores EcoRI-A5desatF: ATAGAATTCGATATGTATTTACGTGATCAAC (SEQ ID NO: 102) y A5desat-PKSA
R: GGCGGCGTCGACGACGCAGTTCATAGGCGCCGATCGTTTGCGCGT (SEQ ID NO: 103). El sitio EcoRI esta
subrayado y en cursiva en el cebador directo, mientras que la homologia para PCR de fusion posterior esta
destacada en negrita en el cebador inverso. La PCR da como resultado la introducciéon de homologia hacia los
primeros 24 pb del gen de PKSA. Los primeros 388 pb del gen de PKSA se aislan 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
Pstil esta destacado en cursiva y subrayado en el cebador inverso, mientras que la homologia para PCR de fusién
posterior esta destacada en negrita en el cebador inverso. Los productos de ADN se precipitan después mediante
protocolos convencionales y se emplean en una PCR de fusién posterior usando protocolos convencionales. EI ADN
molde para esta PCR de fusién es de 100 ng de cada uno del producto de PCR del promotor de A5 desaturasay el
producto de PCR de los primeros 388 pb de PKSA. Los cebadores usados son EcoRI-A5desatF y PKSA-Pstl R.
Después de la amplificacion, se separa ADN mediante electroforesis en gel de agarosa y el producto de ADN
correspondiente a la fusion del promotor de A5 desaturasa y el fragmento de ADN de PKSA, basandose en el
tamanio, se purifica usando el kit de extraccion en gel QIAGEN minielute. El fragmento de ADN resultante se digiere
con EcoRl y Pstl durante una noche y se liga en el plasmido pPPKS-PZ1, previamente digerido, con EcoRl y Pstl
durante una noche y se purifica en gel, para producir pPPKS-PZ1-PA5desatPKSA. El plasmido pPPKS-PZ1-
PA5desatPKSA contiene por lo tanto un marcador seleccionable de zeocina, que después de la integracion correcta
se expresa a partir del promotor de PKSA y un promotor de A5, que después de la integracion correcta conducira la
expresion del PKSA, dentro del genoma de ONC-T18. Solamente la integracion correcta puede conseguir seleccion
basandose en la seleccion de zeocina. La integracion correcta se confirma mediante extraccion de ADN gendémico y
analisis de PCR usando cebadores descritos previamente.
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El cambio en la expresion del complejo proteico PKS reduce la composicion de DHA del aceite producido en
aproximadamente 1 % a 50 % o mas en comparacion 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 traustoquitrido o Thraustochytrium pueden unirse operativamente a genes de rutas biosintéticas de AGPI de
traustoquitrido o Thraustochytrium. Los promotores génicos de biosintesis de AGPI se activan 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 biologia molecular
convencionales; proporcionando de este modo cepas de traustoquitrido o Thraustochytrium modificadas
genéticamente optimizadas para produccion de un AGPI particular o produccidon de acidos grasos totales con
intervalos de componentes optimizados. La presente divulgacion proporciona por lo tanto 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.

Referencias

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. y Lipman, D. J. (1990). Basic local alignment search tool. J Mol
Biol 215(3), 403-10.

Apt, K., A. Grossman, et al. (1996). "Stable nuclear transformation of the diatom&lt;i&gt;Phaeodactylum
tricornutumd&lt;/i&gt." Molecular and General Genetics MGG 252(5): 572-579.

Berthold, P., R. Schmitt, et al. (2002). "An Engineered Streptomyces hygroscopicus aph 7" Gene Mediates
Dominant Resistance against Hygromycin B in Chlamydomonas reinhardtii." Protist 153(4): 401-412.

Boynton, J., N. Gillham, et al. (1988). "Chloroplast transformation in Chlamydomonas with high velocity
microprojectiles." Science 240(4858): 1534-1538.

Cheng, Q., A. Day, et al. (2005). "The Klebsiella pneumoniae nitrogenase Fe protein gene (nifH) functionally
substitutes for the chlL gene in Chlamydomonas reinhardtii." Biochemical and Biophysical Research
Communications 329(3): 966-975.

Child, S. J., M. K. Miller, et al. (1999). "Translational Control by an Upstream Open Reading Frame in the HER-
2/neu Transcript." Journal of Biological Chemistry 274(34): 24335-24341.

Croft, M. T., M. Moulin, et al. (2007). "Thiamine biosynthesis in algae is regulated by riboswitches." Proceedings
of the National Academy of Sciences 104(52): 20770-20775.

Davis, S. J. y Vierstra, R. D. (1998). Soluble, highly fluorescent variants of green fluorescent protein (GFP) for use
in higher plants. Plant Mol Biol 36(4), 521-8.

Dawson, H. N., R Burlingame, et al. (1997). "Stable Transformation of &lt;i&gt;Chlorella&lt;/i&gt; : Rescue of
Nitrate Reductase-Deficient Mutants with the Nitrate Reductase Gene." Current Microbiology 35(6): 356-362.
Debuchy, R., S. Purton, et al. (1989). "The argininosuccinate lyase gene of Chlamydomonas reinhardtii: an
important tool for nuclear transformation and for correlating the genetic and molecular maps of the ARG7 locus."
EMBO J 8(10): 2803-2809.

Dumas et al. (1994) The three-dimensional structure of a bleomycin resistance protein. EMBO J. 242(5), 595-601.
Epshtein, V., A. S. Mironov, et al. (2003). "The riboswitch-mediated control of sulfur metabolism in bacteria."
Proceedings of the National Academy of Sciences 100(9): 5052-5056.

Fernandez, E., R Schnell, et al. (1989). "Isolation and characterization of the nitrate reductase structural gene of
Chlamydomonas reinhardtii." Proceedings of the National Academy of Sciences 86(17): 6449-6453.

Ferris, P. J. (1995). "Localization of the nic-7, ac-29 and thi-10 Genes Within the Mating-Type Locus of
Chlamydomonas reinhardtii." Genetics 141(2): 543-549.

Fischer, N. F. y J. D. R. Rochaix (2001). "The flanking regions of PsaD drive efficient gene expression in the
nucleus of the green alga Chlamydomonas reinhardtii." Molecular Genetics and Genomics 265(5): 888-894.
Gatignol et al. (1988) Bleomycin resistance conferred by a drug-binding protein. FEBS Letters, 230:171-175.
Goldschmidt-Clermont, M. (1991). "Transgenic expression of aminoglycoside adenine transferase in the
chloroplast: a selectable marker for site-directed transformation of Chlamydomonas." Nucleic Acids Research
19(15): 4083-4089.

Hallmann, A. y M. Sumper (1994). "Reporter genes and highly regulated promoters as tools for transformation
experiments in Volvox carteri." Proceedings of the National Academy of Sciences 91(24): 11562-11566.

Hasnain, S. E., E. K. Manavathu, et al. (1985). "DNA-mediated transformation of Chlamydomonas reinhardtii
cells: use of aminoglycoside 3’-phosphotransferase as a selectable marker." Molecular and Cellular Biology 5(12):
3647-3650.

Higuchi, R., Krummel, B. y Saiki, R. K. (1988). A general method of in vitro preparation and specific mutagenesis
of DNA fragments: study of protein and DNA interactions. Nucleic Acids Res 16(15), 7351-67.

Hollingshead, S. y D. Vapnek (1985). "Nucleotide sequence analysis of a gene encoding a
streptomycin/spectinomycin adenyltransferase." Plasmid 13(1): 17-30.

Hou, C. T. y J.-F. Shaw (2010). Biocatalysis and Biomolecular Engineering. Hoboken, Nueva Jersey, John Wiley
& Sons, Inc.

Huang, J., Jiang, X., Zhang, X., Chen, W., Tian, B., Shu, Z. y Hu, S. (2008). Expressed sequence tag analysis of
marine fungus Schizochytrium producing docosahexaenoic acid. J Biotechnol 138(1-2), 9-16.

Jain, R., Raghukumar, S., Sambaiah, K., Kumon, Y. y Nakahara, T. (2007). Docosahexaenoic acid accumulation
in thraustochytrids: search for the rationale. Mar Biol 151, 1657-1664.

69



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 895 T3

Jepson et al. (1998) Pesticide Science, 54(4), 360-367.

Kilian, O., C. S. E. Benemann, et al. (2011). "High-efficiency homologous recombination in the oil-producing alga
Nannochloropsis sp." Proceedings of the National Academy of Sciences.

Kindle, K. L. (1990). "High-frequency nuclear transformation of Chlamydomonas reinhardtii." Proceedings of the
National Academy of Sciences 87(3): 1228-1232.

Kindle, K. L., K. L. Richards, et al. (1991). "Engineering the chloroplast genome: techniques and capabilities for
chloroplast transformation in Chlamydomonas reinhardtii." Proceedings of the National Academy of Sciences
88(5): 1721-1725.

Leonard, A., Pereira, S., Sprecher, H. y Huang, Y.-S. (2004). Elongation of long-chain fatty acids. Progress in
Lipid Research 43, 36-54.

Li et al. (2005) Plant Sciences, 169(3), 463-469.

Manuell, A. L., M. V. Beligni, et al. (2007). "Robust expression of a bioactive mammalian protein in
Chlamydomonas chloroplast." Plant Biotechnology Journal 5(3): 402-412.

Meslet-Cladiére, L. y O. Vallon (2011). "Novel Shuttle Markers for Nuclear Transformation of the Green Alga
Chlamydomonas reinhardtii." Eukaryotic Cell 10(12): 1670-1678.

Miyazaki, K. (2011). MEGAWHOP cloning: a method of creating random mutagenesis libraries via megaprimer
PCR of whole plasmids. Methods in Enzymology. 498: 399-406.

Nelson, J. a., P. B. Savereide, et al. (1994). "The CRY1 gene in Chlamydomonas reinhardtii: structure and use as
a dominant selectable marker for nuclear transformation." Molecular and Cellular Biology 14(6): 4011-4019.
Newman, S. M., j. E. Boynton, et al. (1990). "Transformation of chloroplast ribosomal RNA genes in
Chlamydomonas: molecular and genetic characterization of integration events." Genetics 126(4): 875-888.

Park y Morschhauser (2005) Eukaryotic cell 4(8), 1328-1342.

Poulsen, N., P. M. Chesley, et al. (2006). "MOLECULAR GENETIC MANIPULATION OF THE DIATOM
THALASSIOSIRA PSEUDONANA (BACILLARIOPHYCEAE)L." Journal of Phycology 42(5): 1059-1065.
Raghukumar S. (2008) Thraustochytrid Marine Protists: Production of PUFAs and Other Emerging Technologies.
Mar. Biotech. 10:631-640.

Redding, K., F. MacMillan, et al. (1998). "A systematic survey of conserved histidines in the core subunits of
Photosystem | by site-directed mutagenesis reveals the likely axial ligands of P700." EMBO J 17(1): 50-60.
Roffey, R. A., J. H. Golbeck, et al. (1991). "Photosynthetic electron transport in genetically altered photosystem Il
reaction centers of chloroplasts." Proceedings of the National Academy of Sciences 88(20): 9122-9126.
Sakaguchi, K., T. Matsuda, et al. (2012). "Versatile Transformation System That is Applicable to both Multiple
Transgene Expression and Gene Targeting for Thraustochytrids." Applied and Environmental Microbiology 78(9):
3193-3202.

Schiedimeier, B., R. Schmitt, et al. (1994). "Nuclear transformation of Volvox carteri." Proceedings of the National
Academy of Sciences 91(11): 5080-5084.

Schroda, M., D. Blocker, et al. (2000). "The HSP70A promoter as a tool for the improved expression of
transgenes in Chlamydomonas." The Plant Journal 21(2): 121-131.

Sizova, |., M. Fuhrmann, et al. (2001). "A Streptomyces rimosus AphVIll gene coding for a new type
phosphotransferase provides stable antibiotic resistance to Chlamydomonas reinhardtii." Gene 277(1-2): 221-229.
Sizova, I. A., T. V. Lapina, et al. (1996). "Stable nuclear transformation of Chlamydomonas reinhardtii with a
Streptomyces rimosus gene as the selective marker." Gene 181(1-2): 13-18.

Stevens, D., S. Purton, et al. (1996). "The bacterial phleomycin resistance gene ble as a dominant selectable
marker in Chlamydomonas." Molecular and General Genetics 251(1): 23-30.

Surzycki, R., K. Greenham, et al. (2009). "Factors effecting expression of vaccines in microalgae." Biologicals
37(3): 133-138.

Zaslavskaia, L. A., J. C. Lippmeier, et al. (2000). "Transformation of the diatom Phaeodactylum tricornutum
(Bacillariophyceae) with a variety of selectable marker and reporter genes." Journal of Phycology 36(2): 379-386.
Zhang, S. C., Wege, C. y Jeske, H. (2001). Movement proteins (BC1 and BV1) of Abutilon mosaic geminivirus are
cotransported in and between cells of sink but not of source leaves as detected by green fluorescent protein
tagging. Virology 290(2), 249-60.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ocean Nutrition Canada Limited <120> Modificacion genética de microorganismos <130> 2009613-0003
<160> 105

<160> 105

<170> Patentin versiéon 3.5
<210>1

<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

70



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 666 895 T3

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 1

cgcggcttcc cgtctccaag ¢ 21

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 2
ccgagtccat ggtgcccgge 20

<210> 3

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 3
gaccatgatt acgccaagct ct 22

<210> 4

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 4
gttttcccag tcacgacgt 19

<210>5
<211>724

<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 5

71



10

15

20

cgcggcettcee
ccgeegtecg
gacgaaagcg
cgccaacgcec
cgaggatgcce
ggcaacggcg
aaaggaaaac
ggactgacga
aagaagaaat
caggtcggeg
tcgtaccatg

accggceggte

tcgg

<210>6
<211> 490
<212> ADN

cgtctccaag
gcaagtgtag
gcccgcaagt
accaagccag
ccgtacgege
ggagccgagce
cgccgagatg
tgatcacgtg
caagcaagat
ccaagttctg
gcgactcgga

gctacgtgcece

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 6

cgeggettece
ccgecgteceg
gacgaaagcg
cgccaacgcc
cgaggatgcc
ggcaacggcg
aaaggaaaac
ggactgacga
aagaagaaat
<210>7

<211> 22
<212> ADN

cgtctccaag
gcaagtgtag
gcccgcaagt
accaagccag
ccgtacgege
ggagccgagce
cgccgagatg

tgatcacgtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 7

ggcctgtcte ccttggecat cc 22

<210> 8
<211>19

ES 2 666 895 T3

cttcgteteg
aacggcagaa
gcggcagccc
acaccaggta
tgacgccttt
gaacgggcga
gacaacggct
cgcaggaaga
gcgcgagate
ggaggtcatc
cctccagete

ccgegecate

cttegtcteg
aacggcagaa
gcggcagccce
acaccaggta
tgacgccttt
gaacgggcga
gacaacggct

cgcaggaaga

gtagagattc
agcccacttg
ggctggtttt
tgtgcegcecac
ctecegececeeg
ggattgatcg
ggatggacga
cttgaaaaga
gttcacatte
tccgatgage
gagcgcatca

ctcatggacc

gtagagattc
agcccacttg
ggctggtttt
tgtgccgcecac
ctcecgecceg
ggattgatcg
ggatggacga

cttgaaaaga

72

tatcttegee
cacggaacgc
tcctegegge
gcgeccgecge
cccgcgagaa
agtagctgca
gaagacgcac
agcaaggaag
agggcggceca
acggtgtgga
acgtctactt

tcgagecggyg

tatcttegece
cacggaacgc
tcctegegge
gcgccgecge
cccgcgagaa
agtagctgca
gaagacgcac

agcaaggaag

cggcagcccg
ccgacaagtt
gaggccaaac
acgcgagccc
gacgcgctcece
ggttgagaaa
gaggacgcga
gtagaaaaaa
gtgcggcaac
tcccaccgge
caacgaggcc

caccatggac

cggcagcccg
ccgacaagtt
gaggccaaac
acgcgagccc
gacgcgctcce
ggttgagaaa
gaggacgcga

gtagaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

724

60

120

180

240

300

360

420

480

490



10

15

20

25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 8

gggcatctgg ccgtcegge 19

<210>9
<211> 1115
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 9

ggcctgtcete
ccagatcgct
ggctttgcectce
cccagcccge
gtccacggga
gccaaccgtce
gatcatctgt
gcecgegegg
ctcggecccect
gcgctaaaat
cgaccgtcca
cttttegeceg
ccccatttee
acggcacact
gtttggcgeg
agacggtcgt
ccgagcccaa
ccatccacat
tcgagcatgg
<210>10

<211> 1004
<212> ADN

ccttggecat
tggtttcceca
acaaccaact
acgcattgecg
aaaaataact
cgtececgeat
gcctcececteg
cgcttegtgg
ttggttcgeg
cggattggcc
cttttacceg
tcttcccaac
actggcgacg
ggggccagaa
gggatcaaag
gcctaacaac
gtcttecegee
cggccaggcce

catccageceg

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 10

ES 2 666 895 T3

ccattgcgcet
acatgagacg
cgtagtagat
cttggcagcecce
tttgtcegeg
tcttttecca
cgtgececcectte
agtcggcegtce
gctgcgcaac
gttgcacgce
cacagagtgg
ccaaagttta
tggggacctg
gagggcacta
caaaacccgg
acgccgttcet
cgctcectaac

ggtgtccagg

gacggccaga

gcggaagcat
cgctetgteg
tttgtaaaga
tcggtcccaa
agcggeccgtt
atgttggatt
cttagcgtgce
catgtcatgce
gagccgtttce
gattttgcag
actttcaccc
tgctageccecet
ggcgcaataa
ggagcggcaa
ctcatccaga
accccgecett
gccaaccaag
tcggtaacge

tgcece

73

tggattgcga
gcaagaccat
acactgcacg
accgtcacgg
caaggcgcag
cattcattct
gcagatctct
gcgegeggeg
acgccattgce
cacctctggg
cctcactcca
catgccgecaa
ggcgcgagaa
cccactggeg
gcaaacccga
ccttgegtee
caagatgcgt

ctgctgggag

actgcgtcegg
ttcegececee
tctgactget
tcgetgeceg
ccgcecgagegt
tgccaggecca
tcttcccaga
tcttgaccce
gaccaaccgc
ctgtgaggga
ctgaagccaa
cggacgtcac
ggaaattacg
cggcacagcg
atcagccttce
ctegectece
gaggtcatct

ctctactgcece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1115



10

15

20

25

30

ggcctgtetce
ccagatcgct
ggctttgetce
cccagcccge
gtccacggga
gccaaccgtce
gatcatctgt
gcecgegegg
ctcggeccect
gcgctaaaat
cgaccgtcca
cttttegeceg
ccccatttee
acggcacact
gtttggcgceg
agacggtcegt
ccgagcccaa
<210> 11

<211> 23
<212> ADN

ccttggcecat
tggtttccca
acaaccaact
acgcattgceg
aaaaataact
cgtcecegeat
gcctcecteg
cgcttegtgg
ttggttcgeg
cggattggcc
cttttacccg
tcttcccaac
actggcgacg
ggggccagaa
gggatcaaag
gcctaacaac

gtcttecgee

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11

ggtacgtcgg tgagggtatg gag 23

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 12

gccgctaaac cgcagactgg 20

<210> 13
<211>727
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 13

ES 2 666 895 T3

ccattgcgcet
acatgagacg
cgtagtagat
cttggcagcecce
tttgtcegeg
tcttttecca
cgtgceccette
agtcggegtc
gctgcgcaac
gttgcacgcc
cacagagtgg
ccaaagttta
tggggacctg
gagggcacta
caaaacccgg
acgccgttcet

cgctcectaac

gcggaagcat
cgctctgtceg
tttgtaaaga
tcggtcccaa
agcggecgtt
atgttggatt
cttagcgtge
catgtcatgce
gagccgttte
gattttgcag
actttcaccc
tgctageect
ggcgcaataa
ggagcggcaa
ctcatccaga
accccgecett

gccaaccaag

74

tggattgcga
gcaagaccat
acactgcacg
accgtcacgg
caaggcgcag
cattcattct
gcagatctct
gcgcegeggeg
acgccattgce
cacctctggg
cctcactcca
catgccgeaa
ggcgcgagaa
cccactggeg
gcaaacccga
ccttgegtece

caag

actgecgtegg
ttecegeccecee
tctgactgcet
tcgetgeeceg
ccgcgagegt
tgccaggceca
tcttcccaga
tcttgacccce
gaccaaccgc
ctgtgaggga
ctgaagccaa
cggacgtcac
ggaaattacg
cggcacagcg
atcagccttce

ctegectece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1004



10

15

20

ggtacgtcgg
ccctcgagaa
agggcgagga
ttetttecett
cgtgeggegt
ccgctatcaa
acttacttac
cttgcggege
aaaaaaaact
gttcecgeecg
gtgcctecga
tgcgettegg
tagcgge

<210> 14

<211> 590
<212> ADN

tgagggtatg
ggattacgag
gttctaaatg
gctcactcga
atgagcgcgce
tactcacgca
acctgceccge
gcgcacgcat
tatcttcget
ccatgcgatc
tagccagcetg

tggcccecttaa

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 14

atgcattcgce
cgatccatag
cgcttgcecacc
gcattcatct
cgecttgtte
catcccttac
gctcgegget
atcgagagtc
ctgggcttcect
taaaaggctg
<210> 15

<211> 20
<212> ADN

atggctccege
ccacttacct
cgcaaccttc
tccecettttt
attcattctt
tcecgeegege
ccgatgtege
tctctegtag
agaccggcetg

atcgtggaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15

cggcaacacc accgccgtcc 20

ES 2 666 895 T3

gagagggtga
gaggtcggceg
cattcgcatg
tccatagcceca
ttgcacccge
ttcatcttce
cttgttcatt
cccttactcece
cgcggctecg
gagagtctct
ggcttctaga

aaggctgatc

accaccacac
gcecccttece
tctctagttg
ttctacttta
ctcgatgaca
accgacaagc
ggcggcgtac
gagcgggacce
ggggaccgcce

aggtcgetcet

gttctcecgag
ccgagaccgce
gctcecgeace
cttacctgee
aaccttctct
ccttttttte
cattcttcte
gccgegcace
atgtcgegge
ctcgtaggag
ccggcetgggg

gtggaaaagg

accaccgccc
tctaccactg
ttcacaatta
cgtaccggtg
acggcaggct
ctgcgcaaaa
gagaccgcgce
gcgagcgacc
cgcggcegtac

ccagtctgeg

75

gcceccgtgag
cgagggcgag
accacacacc
ccttecectet
ctagttgttc
tactttacgt
gatgacaacg
gacaagcctg
ggcgtacgag
cgggaccgceg
gaccgcccge

tcgctcecteca

ctcttettte
ccacgtgegg
cacccgcectat
ctcacttact
ctgecttgegg
aacaaaaaaa
cgagttcege
tcggtgectce
ctctgegett

gtttagcgge

gatctcgecg
gacgaggagg
accgcecccte
accactgcca
acaattacac
accggtgcecte
gcaggctctg
cgcaaaaaac
accgcgccga
agcgacctcg
ggcgtacctce

gtctgecggtt

cttgctcact
cgtatgagceg
caatactcac
tacacctgcce
cgcgcgcacg
acttatctte
ccgcecatgeg
cgatagccag

cggtggccect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

727

60

120

180

240

300

360

420

480

540

590



10

15

20

25

<210> 16
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 16

cggagaccaa gccgcccatc acc 23

<210> 17
<211> 869
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 17

cggcaacacc
gttcegecge
caccgaggcc
caccgccgag
caggctgatc
cttcttegeg
aagagccttt
gtgtttagag
tgcagcecttct
tgtaaagcta
aatgttagcc
gtcgatctcce
agtcgaagcc
ggctcttgat
tgtattggtg
<210> 18

<211> 640
<212> ADN

accgecegtece
aaggccttcce
gagtcgaaca
gaggaaggcg
cctactgtgg
gcccgecgag
ccatccegea
cggcccegtg
tcttgatcag
ccggtgcecacce
gctagcttgg
cttgggtcect
agcgcgcgeg
gaggccgcca

atgggcgget

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 18

ES 2 666 895 T3

aggagatgtt
ttcactggta
tgaacgacct
agttcgacga
gggctctgac
gggggcggca
taaagtgatg
cgggtaggcg
tgtggtaatc
cgtgcaagtt
tgcecetttte
cgttecgtgac
cgtcggggece
gagagcgaag

tggtctecg

caagcgcecgtce
caccggcgag
tgtctcegag
ggacgaggag
ggacggccgg
acgagccggg
caccattttg
aagtgcgctt
ttcaacggcc
gggcaccacg
gacaggaagg
gctaggccag
gagcatagag

aaggatgaac

76

tcggagcagt
ggcatggacg
taccagcagt
gagtactaag
tctttgtacg
tggcgtggceca
accttgttga
ctgagcaagg
acgctcgett
tagttgtact
gcttggtgaa
agaatagctg
ttagcaattc

ttaccagatc

tcaccagcat
agatggagtt
accaggacgc
cgccttecagg
taaacaggcg
cggacaaggc
tcgtttttgt
aagagagagg
attcgatacc
ggtgaatcca
aagccatgct
tgtgcecgege
agttgtttcg

cgcgeteegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

869



10

gcgecttecag
gtaaacaggc
acggacaagg
atcgtttttg
gaagagagag
tattcgatac
tggtgaatcc
aaagccatgce
gtgtgcecgeg
cagttgtttc
ccgegeteeg
<210>19

<211> 950
<212> ADN

gcaggctgat
gcttettege
caagagcctt
tgtgtttaga
gtgcagcecttce
ctgtaaagct
aaatgttagc
tgtcgatctce
cagtcgaagc
gggctcttga

gtgtattggt

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 19

caacgccatc
ataaatatta
taaggagtcc
cgcccaccaa
cttgecgagac
cgttegtttg
gcagttcacg
tceggtgagg
cgtcececcag
gcggccattt
gctteecgect
ggtggctget
tagcggcecac
tccecccaaaa
ggtgacggcc
gtgctagcega

<210> 20
<211> 33

ctcgaccaca
taccgcececect
ttgctcctcet
caggttaaag
tcttcattag
tacgcgagceg
tttctttgea
acagcagagc
ctegtetecg
ccctaaatag
tactacctga
cttgcttacg
agaatcgtag
gtggacaagc
agccggcaaa

gcagctcgag

ES 2 666 895 T3

ccctactgtg
ggcccgecga
tccatcecge
gcggcccecgt
ttcttgatca
accggtgcac
cgctagettg
ccttgggtcece
cagcgcgegce
tgaggccgcec

gatgggcggce

gcaaggacac
tcegetcetee
gcgcaaggcet
cgaaccaggg
atcggcggaa
gtgcgagcgg
gctttatcta
tgcagttctg
tcteceeectgg
gttgcgcagce
acgcgcagta
ccaggcgegt
gcgctgecaat
accgtcaaag
accggaatct

cgaaagaagc

ggggctctga
ggggggcggce
ataaagtgat
gcgggtagge
gtgtggtaat
ccgtgcaagt
gtgcecctttt
tcgttegtga
gcgtcgggge
agagagcgaa

ttggtcteceg

gcaccgcettce
ttttcettttt
gctcacccag
ccgeececgtt
tgctgecegea
cttecgttgtt
tccgcaaatt
atcgtctcca
agtggacggt
cgagtttcct
gctcggegeg
acgtcagcag
cgggaactge
taacctggcet
atcacgagga

gcgccagcag

77

cggacggcceg
aacgagccgg
gcaccatttt
gaagtgcgct
cttcaacggce
tgggcaccac
cgacaggaag
cgctaggeca
cgagcataga

gaaggatgaa

ggctacggta
tgctegtcetg
agtctectgcecce
gcecgetgega
ggactgaccg
ggcagatagg
cgcctcecageg
tcttttggag
ctctttcaca
taaacgtgcce
tgcecgettta
cgccggcgec
caagatggca
gatgatggcc
ctgggcagat

cgcaggcacg

gtctttgtac
gtggcgtgge
gaccttgttg
tctgagcaag
cacgctcget
gtagttgtac
ggcttggtga
gagaatagct
gttagcaatt

cttaccagat

tccagatcgg
gatgccagac
tgtggttgag
tgtcgetget
cctettegtt
cagaacgcga
tctgcaactt
cgcatgtcga
gtgcctgggt
tggtccgegt
aggcgggcgg
atgctgccca
atcgagacga
gggaccgcct

caagggccta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

640

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

950



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 666 895 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20
tatatatcta gacaacgcca tcctcgacca cag 33

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21
tatataccat ggcgtgcctg cgetgetgge 30

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22
gatgctcgtc aggggggcegg 20

<210> 23

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 23
cccggaccac accggeg 17

<210> 24

<211> 1216

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 24

gtgaccaaaa gccgtgaacg ggcgtggccg aggctacagce acgcageggt gttctctgeg 60
tattatattt ttcgcaaggt ttcccgacgg ctggtcececgeg tgeccegegee gegegcacge 120
tctcactaga cgttggtcat gagtgttteg agtcaagacce tcggagaaga attggggege 180
acaccttceg tgecgegcace cctgeccactg tatacegtge gtaccccacce agacagaagg 240

tcaccaccceg tgctctette gtcagetata cegtgtgetg tagatcgteg caggattcegg 300

78



10

15

20

25

30

gttgtgcaca
tctataaaac
aatttcgggg
cctecttegge
tecgeggectg
ccteecggece
ccttetttga
gatcacgcgce
gcetteeggg
tcgaggtaga
cggtcgatge
agcttecgetce
acgaacgaaa
ggctggacge
ggaactgacg

gcccgcaggg
<210> 25
<211> 33
<212> ADN

ccgegeteceg
ccagcgaatt
cacagcctgce
cttececcacceg
cctggcacgt
caatgaaagc
tgacatcgtc
ttggcatctt
gtgcaggcca
ccattaggta
cccgceccacgce
gcaagcaaag
cgcatgacgt
gctgggtgeg
ctggagcgeg

gtcagg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 25

ES 2 666 895 T3

tgggctgggg
ttacacacag
acgtttacat
acccggetge
acgtgcccect
aggcgttgge
ctcatcgtcg
gcgaggagaa
gtcgecagac
cgtacgtacg
gatggcgcta
ctgggegett
catccttgge
attgagaacc

cgaccgtagg

tatatactcg aggtgaccaa aagccgtgaa cgg 33

<210> 26
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26

tatataccat ggcctgaccce ctgegggeag 30

<210> 27
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27

caacctggtt gatcctgcca gta 23

gcectggege
agcggttcat
cgacgtaaca
tgceegecett
cccatttcte
catgcggege
tcggcgacct
ccgtetgeac
cagacctgct
cacgtcttca
gcagccagga
gggccgggga
agtaaatctt
gcaagctttg

cgaaggaatt

79

ggcggcettce
ttgcgctggg
gccacagtca
cctggetgge
cceggtecte
ccgacatctg
ggtcttcgtg
tcttttggeg
gcaaagcccg
tgatcgacgce
gcgegtgtgt
tcgggcecact
gccggagege
gagcctttca

tgatcgaagt

taggatatag
tceggtgege
tcgtcgecag
tgatgaacta
cagaaatgcg
ggtcctegeg
atcgecttgtt
cggccgaggt
aacatcgceceg
caacgtcatg
acgggcgcegg
acttggacga
gcaaaaccca
ctgagcaggg

aggcaggact

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1216



10

15

<210> 28
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28

ES 2 666 895 T3

caacctggtt gatcctgcca gtagcecc 27

<210> 29
<211> 1764
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 29

tcactacgga
ctgaccccce
atcggtaggt
gacttgcegtt
cacgatgggce
gatgaccacc
tcacagacct
gcgtacgcaa
acggaattaa
gaatcaagaa
ccgtgttgag
tttaagtttc
tgctgectgeg
tagactacga
acatgcttgg
tagctcctaa
caacaaaata
cctgettgga

atggcagagg

aaccttgtta
tcgcgaacaa
gcgacgggcg
tactaggaat
gttgaaagga
cgttgaaccce
gttattgcct
gtatgtcgcece
ccagacaaat
agagctctca
tcaaattaag
agccttgega
agggtccaat
tggtatctaa
taaatgccectt
atacgaatac
gcacccgagc
acactctgcet

agccgcectcegg

cgacttcacc
acgctcaaaa
gtgtgtacaa
tcctegttgg
tttgccatge
atcagtgtag
cgaacttcct
atacccaccg
cactccacca
atctgtcaat
ccgcaggcetce
ccatactccce
acaaacaccc
tcatcttcega
cgctgtagtt
ccccaactgt
cctatctgat
ttaattacag

caaacagagc

ttcctctaaa
ggtcatccca
agggcaggga
agattaataa
cttceggeaa
cgcgegtgeg
gctcgtatac
ctatttagta
actaagaacg
cctacctatg
cactcectggt
cccggaaccc
cgcaatcgca
tccccagact
cgtctttegg
tcctattcat
catcccataa
tgaacgacgc

gcagtcgegce

80

caataagatt
tggtttcatc
cgtattcaat
ttgcaaaaat
agcacctege
gcccagaaca
cgaacatgtc
ggcegaggte
gccatgcacc
tctggacctg
ggtgcecctte
aaagactttg
agtcggcatc
ttegttettg
aaatccaaga
cattactcag
taaacatcca
cactaaaaaa

aaagaccggg

cacccgagtt
ggaccgttca
gcaagctgat
ctagccccag
tgcgaacaac
tctaagggca
cctctaagaa
tcgttegtta
accacccata
gtaagttttc
cgtcaattcc
atttctcatg
gtttacggtc
attaatgaaa
atttcacctce
atgtgcaaac
ggtcatacga
agaggcgagg

gctececgece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



10

cagaaattca
aattaccgceg
attgctctca
ctcgtggagt
tctctcagge
tagtccaata
aaacaagcga
gtgcggcecect
gtatccatat
tcacagtata
ctactggcag
<210> 30

<211> 4235
<212> ADN

actacgagct
gctgetggcea
ttccaatagce
ccacattggg
tcectcetecg
cactaccgtce
tctgctcaat
cccgaacagt
aaagaaaata
atcgcttata

gatcaaccag

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 30

gacgaaaggg
cttagacgtce
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcecatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga

ccecgtategt

cctecgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgececttect
gttgggtgca
ttttegecece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcecectt
caccacgatg
tactctagcet
acttctgege
gcgtgggtcet

agttatctac

ES 2 666 895 T3

ttttaactgce
ccagacttge
aagacgcgaa
taatttacgce
gagtcgagcecce
gacaactgat
tatcatgact
cgggccectcet
ccgaagaaat

cttacacatg

gttg

cgcctatttt
tttcggggaa
tatcecgcectca
atgagtattc
gtttttgetce
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgcetg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcceggecaac
tcggcectte
cgcggtatca

acgacgggga

aacaacttta
cctccagttg
gcgccccgea
gcectgetgece
ctaactcccce
ggggcagaaa
caccatctta
cagcatgtat
cataactgat

catggcttaa

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact

gtcaggcaac
81

gcatacgett
atcctcecgatg
ttgatatttc
ttccttggat
gtcaccegtt
ctcaaacgat
cttggcttca
taattccaga
ataatgagcc

tctttgagac

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgceccectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget

ggggccagat

tatggatgaa

ctggagctgg
agggttttac
tcgtcactac
gtggtagccg
atagtcaccg
tcatcgcectcee
actctaataa
attactgcag
gttcgcagtce

gagcgtaggg

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgeatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct

cgaaatagac

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1764

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



agatcgctga
catatatact
tecctttttga
cagaccccgt
gctgcttgceca
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecttt
gatatcgcta
cagcggtgtt
ccgegecgeg
gagaagaatt
ccccaccaga
atcgtcgecag
ggcttectag
cgctgggtee
acagtcatcg
ggctggetga
ggtcctccag
acatctgggt
cttegtgate
tttggcgegg
aagcccgaac
tcgacgceccaa

cgtgtgtacg

gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcegaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
gctcgaggtg
ctctgegtat
cgcacgctcet
ggggcgcaca
cagaaggtca
gattcgggtt
gatatagtct
ggtgcgcaat
tcgccagect
tgaactatcg
aaatgcgcect
cctegegect
gcttgttgat
ccgaggtgece
atcgcegteg
cgtcatgegg

ggcgcggage

ES 2 666 895 T3

tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttceccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
tgtgctggge
accaaaagcc
tatatttttc
cactagacgt
cctteegtge
ccacccegtge
gtgcacaccg
ataaaaccca
ttcggggcecac
cttecggecett
cggcctgect
ccggccccaa
tctttgatga
cacgcgcettg
ttccggggtyg
aggtagacca
tcgatgecce

ttcgectegea

agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcce
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagecgteg
acgcggcectt
ccagccggece
gtgaacggge
gcaaggtttc
tggtcatgag
gcgcacccect
tctettegte
cgcteegtgg
gcgaatttta
agcctgcacg
cccaccgace
ggcacgtacg
tgaaagcagg
catcgtectce
gcatcttgeg
caggccagtce
ttaggtacgt
gccacgcegat

agcaaagctg

82

actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttce
tttttttetg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
agatctgagce
gtggccgagg
ccgacggctg
tgtttcgagt
gccactgtat
agctataccg
gctgggggec
cacacagagc
tttacatcga
cggctgetge
tgccectece
cgttggecat
atcgtcgteg
aggagaaccg
gccagaccag
acgtacgcac
ggcgctageca

ggcgettggg

caagtttact
taggtgaaga
cactgagcegt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtcag
ctggeccectttt
tcgeggecge
ctacagcacg
gtcegegtge
caagacctcg
accgtgegta
tgtgctgtag
ctggcgegge
ggttcatttg
cgtaacagcc
ccgecttect
atttctcecece
gcggcgcececeg
gcgacctggt
tctgcactcet
acctgctgca
gtcttcatga
gccaggagceg

ccggggatceg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
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ggccactact
ggagcgcgca
cctttecactg
tcgaagtagg
cggtgcetcac
tctcececggga
tcatcagecge
gcggectgga
ccteegggece
gcgacccggce
gagatttcga
acgccggcetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
tggccgtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
cgcatctgtg
tgccgeatag
ttgtctgetce
tcagaggttt
<210> 31

<211> 3964
<212> ADN

tggacgaacg
aaacccaggc
agcaggggga
caggactgcc
cgcgcgcgac
cttegtggag
ggtccaggac
cgagctgtac
ggccatgacc
cggcaactge
ttccacegee
gatgatcctce
tgcagcttat
tttttcactg
aattccecggg
tttacaacgt
tcccecttte
gttgcgecage
cggtatttca
ttaagccage
ccggcateeg

tcaccgtceat

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 31

gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt

ctgaagatca

cctcgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecettect

gttgggtgca

ES 2 666 895 T3

aacgaaacgc
tggacgeget
actgacgctg
cgcaggggtc
gtcgeeggag
gacgacttcg
caggtggtgce
gccgagtggt
gagatcggcg
gtgcacttcg
gccttetatg
cagcgcgggg
aatggttaca
cattctagtt
gatcctctag
cgtgactggg
gccagctgge
ctgaatggceg
caccgcatat
cccgacaccce
cttacagaca

caccgaaacg

cgectatttt
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattc

gtttttgetce

cgagtgggtt

atgacgtcat
gggtgcgatt
gagcgcgcga
aggccatggc
cggtcgagtt
ccggtgtggt
cggacaacac
cggaggtcgt
agcagccgtg
tggcegagga
aaaggttggg
atctcatgcet
aataaagcaa
gtggtttgte
agtcgacctg
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgcect
atggtgcact
gccaacaccc
agctgtgacce

cgcga

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac

acatcgaact
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ccttggcagt
gagaaccgca
ccgtaggega
caagttgacc
ctggaccgac
ccgggacgac
cctggectgg
gtccacgaac
ggggcgggag
gcaggactga
ctteggaatce
ggagttcttce
tagcatcaca
caaactcatc
caggcatgca
cgttacccaa
agaggcccgce
gatgcggtat
ctcagtacaa
gctgacgege

gtectceggga

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgececett
gctggtgaaa

ggatctcaac

aaatcttgcc
agctttggag
aggaatttga
agtgccgttce
cggctcgggt
gtgaccctgt
gtgtgggtge
ttcegggacg
ttecgecectge
cacgtgctac
gtttteceggg
gcccacccca
aatttcacaa
aatgtatctt
agcttggcac
cttaatcgece
accgatcgcc
tttctectta
tctgctetga
cctgacggge

gctgcatgtg

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg

agcggtaaga

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4235

60

120

180

240

300

360



tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgecttgeca
taccaactct
ttctagtgta
tcgectcetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
gatatcgcta
tatccagatc
tggatgccag
cctgtggttg

gatgtcgctg

ttttegeecece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcecett
caccacgatg
tactctagcet
acttctgcege
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gcecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcege
cctatggaaa
tgctcacatg
gacaacgcca
ggataaatat
actaaggagt
agcgcccacc

ctcttgcgag
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gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcceggeaac
tcggeectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcecgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
tgtgctggge
tcctcegacca
tataccgecce
ccttgetect
aacaggttaa

actcttcatt

ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtceg
acgcggectt
ccagccggcec
cagcaaggac
cttecegetet
ctgcgcaagg
agcgaaccag

agatcggcgg
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gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgcet
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttc
tttttttctg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
agatctgagce
acgcaccgct
ccttttettt
ctgctcacce
ggccgeccceg

aatgctgcecg

aaagttctgce
cgccgcatac
cttacggatg
actgecggcecca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtcag
ctggecctttt
tecgeggecge
tcggctacgg
tttgctegte
agagtctctg
ttgcegetge

caggactgac

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



cgcctetteg
ggcagaacgc
cgtctgcaac
agcgcatgtce
cagtgcctgg
cctggtcege
taaggcggge
ccatgectgcece
caatcgagac
ccgggaccge
atcaagggcce
cgccatggcecce
ggtcgagttc
cggtgtggtce
ggacaacacc
ggaggtcgtg
gcagccgtgg
ggccgaggag
aaggttggge
tctcatgetg
ataaagcaat
tggtttgtcce
gtcgacctge
aaaccctggce
taatagcgaa
atggcgectg
tggtgcactc
ccaacacccg
gctgtgaccg
gcga

<210> 32

ttegttegtt
gagcagttca
tttceggtga
gacgtcccce
gtgcggccat
gtgcttcege
ggggtggctyg
catagcggcce
gatcccccaa
ctggtgacgg
tagtgctagce
aagttgacca
tggaccgacc
cgggacgacg
ctggectggg
tccacgaact
gggcgggagt
caggactgac
ttcggaatcg
gagttcttcg
agcatcacaa
aaactcatca
aggcatgcaa
gttacccaac
gaggcccgca
atgcggtatt
tcagtacaat
ctgacgcgcece

tctcecgggag
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tgtacgcgag
cgtttetttg
ggacagcaga
agctcgtcte
ttcecctaaat
cttactacct
ctcttgcetta
acagaatcgt
aagtggacaa
ccagccggca
gagcagctcg
gtgcegttcee
ggctcgggtt
tgaccctgtt
tgtgggtgceg
tcecgggacge
tcgeectgeg
acgtgctacg
ttttcecggga
cccaccccaa
atttcacaaa
atgtatctta
gcttggcact
ttaatcgect
ccgategece
ttctecttac
ctgctectgat
ctgacgggct

ctgcatgtgt

cggtgcgage
cagctttatc
gctgcagttce
cgtcteccecet
aggttgcgca
gaacgcgcag
cgccaggcgce
aggcgctgca
gcaccgtcaa
aaaccggaat
agcgaaagaa
ggtgctcacc
ctcecegggac
catcagcgceg
cggcctggac
ctcecgggecg
cgacccggcec
agatttcgat
cgcecggetgg
cttgtttatt
taaagcattt
tcatgtctga
ggcegtegtt
tgcagcacat
ttcccaacag
gcatctgtgce
gccgcatagt
tgtctgcetcee

cagaggtttt

85

ggcttegttg
tatccgcaaa
tgatcgtcetce
ggagtggacg
gccgagttte
tagctcggeg
gtacgtcagc
atcgggaact
agtaacctgg
ctatcacgag
gcgcgccagce
gcgcgcgacg
ttcgtggagg
gtccaggacc
gagctgtacg
gccatgaccg
ggcaactgcg
tccaccgecg
atgatcctcce
gcagcttata
ttttcactge
attccecgggg
ttacaacgtc
cccccttteg
ttgcgcagcece
ggtatttcac
taagccagcece
cggcatccge

caccgtcatc

ttggcagata
ttcgectcag
catcttttgg
gtctectttceca
cttaaacgtg
cgtgcegett
agcgccggceg
gccaagatgg
ctgatgatgg
gactgggcag
agcgcaggca
tcgcecggage
acgacttcge
aggtggtgcce
ccgagtggtce
agatcggcga
tgcacttegt
ccttectatga
agcgegggga
atggttacaa
attctagttg
atcctctaga
gtgactggga
ccagctggceg
tgaatggcga
accgcatata
ccgacaccceg
ttacagacaa

accgaaacgc

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

3964
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<211> 4319
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 32

86



gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcecatt
ctgaagatca
tcecttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcectttttga
cagaccccegt
gctgcttgeca
taccaactct
ttctagtgta
tcgetcetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegg

atagtcctgt

cctecgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttegeeccce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcecett
caccacgatg
tactctagcet
acttctgege
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gcecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag

cgggtttege
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cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgectce
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcceggeaac
tcggcecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg

cacctctgac

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggetggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg

ttgagecgtceg
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tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgcececett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttce
tttttttetg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc

atttttgtga

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgcecatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatcet
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagecg
tggtatcttt

tgctcgtcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



gggggcggag
gctggceccettt
gatatcgcta
tatccagatc
tggatgccag
cctgtggttg
gatgtcgetg
cgcctetteg
ggcagaacgc
cgtctgcaac
agcgcatgtc
cagtgcctgg
cctggtceccege
taaggeggge
ccatgcetgcee
caatcgagac
ccgggaccgce
atcaagggcce
cgatgagtaa
gtgatgttaa
gaaaacttac
ttgtcactac
ggcacgactt
tcaaggacga
tcaacaggat
agttggaata
gaatcaaagc
accattatca
acctgtccac
ttcttgagtt

gtacctctac

cctatggaaa
tgctcacatg
gacaacgcca
ggataaatat
actaaggagt
agcgcccacc
ctcttgcgag
ttcgttegtt
gagcagttca
tttcecggtga
gacgtccccce
gtgcggcecat
gtgcttececge
ggggtggetg
catagcggcce
gatcccccaa
ctggtgacgg
tagtgctage
aggagaagaa
tgggcacaaa
ccttaaattt
tttcacttat
cttcaagagce
cgggaactac
cgagcttaag
caactacaac
taacttcaaa
acaaaatact
acaatctgcc
tgtaacagct

gcgtcacgtg
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aacgccagca
tgtgctgggce
tcctcgacca
tataccgccce
ccttgetect
aacaggttaa
actcttcatt
tgtacgcgag
cgtttetttg
ggacagcaga
agctcgtctce
ttccctaaat
cttactacct
ctcttgcetta
acagaatcgt
aagtggacaa
ccagccggca
gagcagctcg
cttttcactg
ttttctgtca
atttgcacta
ggtgttcaat
gccatgecetg
aagacacgtg
ggaatcgatt
tcccacaacg
attagacaca
ccaattggcg
ctttcgaaag
gctgggatta

ctacgagatt

acgcggcectt
ccagccggcece
cagcaaggac
cttecegetet
ctgcgcaagg
agcgaaccag
agatcggcgg
cggtgcgage
cagctttatce
gctgcagttce
cgtctecect
aggttgcgca
gaacgcgcag
cgccaggcgce
aggcgctgca
gcaccgtcaa
aaaccggaat
agcgaaagaa
gagttgtccce
gtggagaggg
ctggaaaact
gcttttcaag
agggatacgt
ctgaagtcaa
tcaaggagga
tatacatcac
acattgaaga
atggccctgt
atcccaacga
cacatggcat
tcgattccac

88

tttacggttc
agatctgagc
acgcaccgct
ccttttettt
ctgctcacce
ggccgccccg
aatgctgceeg
ggcttegttg
tatccgcaaa
tgatcgtctce
ggagtggacg
gccgagttte
tagctcggeg
gtacgtcagc
atcgggaact
agtaacctgg
ctatcacgag
gcgcgecage
aattcttgtt
tgaaggtgat
acctgttcca
atacccagat
gcaggagagg
gtttgaggga
cggaaacatc
ggcagacaaa
tggaagcgtt
ccttttacca
aaagagagac
ggatgaacta

cgccgectte

ctggeccectttt
tcgeggecge
tcggctacgg
tttgctegte
agagtctctg
ttgccgetge
caggactgac
ttggcagata
ttcgectcag
catcttttgg
gtctctttca
cttaaacgtg
cgtgeccgett
agcgccggceg
gccaagatgg
ctgatgatgg
gactgggcag
agcgcaggca
gaattagatg
gcaacatacg
tggccaacac
catatgaagc
accatctctt
gacaccctceg
ctcggceccaca
caaaagaatg
caactagcag
gacaaccatt
cacatggtcc
tacaaataag

tatgaaaggt

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



10

15

20

25

30

tgggcttegg
tgctggagtt
gcaatagcat
tgtccaaact
cctgcaggca
ctggegttac
gcgaagaggce
gcctgatgeg
cactctcagt
acccgetgac
gaccgtctce
<210> 33

<211>78
<212> ADN

aatcgttttce
cttegeccac
cacaaatttc
catcaatgta
tgcaagcttg
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttctce
acaatctgct
gcgccctgac

gggagctgca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33

gagcagctcg agcgaaagaa

cttttcactg gagttgtc

<210> 34
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34
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cgggacgccg
cccaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
gcactggccg
cgcecttgeag
cgcecttece
cttacgcatc
ctgatgececge
gggcttgtct

tgtgtcagag

gcgegecage agcgcaggca cgatgagtaa aggagaagaa

gctggatgat
ttattgcagce
cattttttte
tctgaattcc
tcgttttaca
cacatcccce
aacagttgcg
tgtgcggtat
atagttaagce
gctcccggea

gttttcaccg

gtgacgcgta gaggtaccitt atttgtatag ttcatccatg ccatgtgtaa tccc 54

<210> 35
<211> 7032
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 35

cctccagege
ttataatggt
actgcattct
cggggatcct
acgtcgtgac
tttegececage
cagcctgaat
ttcacaccge
cagccccgac
tccgettaca

tcatcaccga

agctgtttce tgtgtgaaat tgttatcecge tcacaattcc acacaacata

gcataaagtg taaagcctgg ggtgcctaat gagtgagcta actcacatta

gctcactgee cgetttceccag tcgggaaace tgtcgtgeca getgecattaa

aacgcgeggg gagaggeggt ttgegtattg ggegetctte cgettecteg

89

ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
ctagagtcga
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggce
atatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt

aacgcgcga

cgagccggaa
attgegttge
tgaatcggcecce

ctcactgact

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4319

60

78

60

120

180

240



cgctgegetce
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccececegttcea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgecag
ctcagtggaa
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
ccctegtcaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
gcccatttat
gacgtttcce
agttttattg
atgaagtttt
cttaatcagt

actcccecegte

ggtcgttegg

agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttceccect
cctgteegee
tctcagtteg
gcccgaccgce
cttatcgcecceca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtetge
aaataaggtt
aaagtttatg
aatcactcgce
cgcgatceget
ctgccagcege
ctgttttcce
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta

gtgtagataa
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ctgcggegag
gataacgcag
gcecgegttge
cgctcaagtce
ggaagctccce
tttctcecett
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagce
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttcttte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat

ctacgatacg

cggtatcagce
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggeg
tcgtgegete
cgggaagcgt
ttecgetcecaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgeecat
gtcgcacctg
atgttggaat
ccecettgtat
gatcttcacc
tgagtaaact

ctgtctattt

ggagggctta
90

tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctce
aaacccgaca
tcctgttecg
ggcgcetttet
gctgggetgt
tcgtcecttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gaattaattc
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgegg
tactgtttat
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca

ccatctggcecce

gcggtaatac
ggccagcaaa
cgcccecectg
ggactataaa
accctgecege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatccggt
gccattacge
cgcctgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctgge
attatcgcga
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgccetg

ccagtgcetgce

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



aatgataccg
cggaagggcce
ttgttgeegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccecega
ggtggttacg
tttcttecect
gctcecettta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtctat
tgagctgatt
cattcgccat
ttacgccage
ttttcecagt
ccecccacacg
ccatccattg
cccaacatga
aactcgtagt
tgcgettgge

aacttttgtce

cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagcgtga
tecettteteg
gggttccgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
tcaggctgeg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tgtggtctag
cgctgeggaa
gacgcgetcet
agattttgta
agcctecggte

cgcgagcegge
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gctcacegge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgcetce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgcecaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgegcece
ccgctacact
ccacgttcge
ttagtgcecttt
ggccategece
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
caactgttgg
gggatgtgct
taaaacgacg
agctagccta
gcattggatt
gtcggcaaga
aagaacactg
ccaaaccgtce

cgttcaagge

tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
cccecatgttg
gttggcegea
gccatcegta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce
gaaaaataaa
ctgtageggce
tgccagegece
cggcectttece
acggcacctce
ctgatagacg
gttccaaact
tttgcegatt
ttttaacaaa
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgaat
ggctcgagaa
gcgaactgceg
ccattteege
cacgtctgac
acggtcgcectg

gcagccgega
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tcagcaataa
gcctecatcee
agtttgegceca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaagcg
ctagecgececg
cgtcaagcecte
gaccccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
tcggecectatt
atattaacgce
cggtgcggge
taagttgggt
tgtgcggecg
gcttggectg
tcggccagat
cceceggettt
tgctececcage
ccecggtecac

gcgtgecaac

accagccagce
agtctattaa
acgttgttge
tcagctccegg
cggttagcete
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgece
tcatcattgg
ccagttecgat
gegtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcecgegeac
cggcgggtgt
ctcctttege
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ctcttegeta
aacgccaggg
cgagctcggg
tcteceettgg
cgettggttt
gctcacaacc
ccgcacgceat
gggaaaaaat

cgtcegtece

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020



gcattctttt
ctegegtgee
gtggagtcgg
cgeggetgeg
ggccgttgeca
cccgcacaga
caacccaaag
gacgtgggga
agaagagggc
aaagcaaaac
caacacgccg
cgcccgcetee
caccgcgcge
ggacttegtg
cgeggtecag
ggacgagctg
gcecggecatg
ggccggcaac
cgattccacce
ctggatgatc
tattgcagct
atttttttca
ctgagggcecce
gagtcatgat
catcagttgt
gggctcgact
cgcgtaaatt
cttcgegtet
ggcaagtctg
tgcagttaaa
cgctetgttt

actgtaatta

cccaatgttg
cttccttage
cgtccatgtce
caacgagccg
cgccgatttt
gtggacttte
tttatgctag
cctgggegea
actaggagcg
ccggcectceate
ttctacceceg
taacgccaac
gacgtcgeeg
gaggacgact
gaccaggtgg
tacgccgagt
accgagatcg
tgcgtgcecact
gccgecttet
ctccagegeg
tataatggtt
ctgcattcta
gactgttecgg
aattgagcag
cgacggtagt
ccggagaggg
acccaatgtg
tgctattgga
gtgccagcag
aagctcgtag
gccgagcgge

aagcagagtg
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gattcattca
gtgcgcagat
atgcgegege
tttcacgecca
gcagcaccte
accccctcac
ccctecatgee
ataaggcgcg
gcaacccact
cagagcaaac
ccttecttge
caagcaagat
gagcggtcga
tcgeeggtgt
tgccggacaa
ggtcggaggt
gcgagcagcce
tecgtggecga
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt
gagggccgcea
atcgecttgtt
gtattggact
agcctgagag
gactccacga
atgagagcaa
ccgeggtaat
ttgaatttct
tcectetgeca

ttccaagcag

ttcttgeccag
ctcttettece
ggcgtecttga
ttgcgaccaa
tgggctgtga
tccactgaag
gcaacggacg
agaaggaaat
ggcgcggceac
ccgaatcage
gtcecctegee
ggccaagttg
gttctggacc
ggtccgggac
caccctggcece
cgtgtccacg
gtgggggcgg
ggagcaggac
gggcttcgga
gctggagtte
caatagcatc
gtccaaactce
cttattagag
tggagcgatg
acggtgacta
acggctacca
ggtagtgacg
tgtaaaaccc
tccagetccea
ggggcgggag
tcetegecte

gtcgtatgac

92

gccagatcat
cagagcccgc
cceectegge
ccgegegceta
gggacgaccg
ccaacttttc
tcacccccat
tacgacggca
agcggtttgg
cttcagacgg
tceceecgage
accagtgccg
gaccggctceg
gacgtgaccc
tgggtgtggg
aacttccggg
gagttcgcececce
taacacgtgce
atcgttttcce
ttcgececace
acaaatttca
atcaatgtat
ttgaagccaa
aatcgtttga
taacgggtga
catccaagga
agaaatatca
tcatcgagga
gaagcgtatg
cceceggtett
tttttttagt

ctggatgttt

ctgtgectcee
gcggegette
ccetttggtt
aaatcggatt
tccactttta
gcegtettee
ttccactgge
cactggggcce
cgcggggatc
tecgtgectaa
ccaagtctte
ttceggtget
ggttcteceeg
tgttcatcag
tgcgeggect
acgccteegg
tgcgegaccee
tacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatgt
gtaagatggt
gtttctgecece
cggggagtta
aggcagcagg
atgcggggcg
tcaactggag
ctaaagttgt
tgcgegactg
ggcgtegtte

attatgggat

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



10

15

20

25

gatcagatag
aacagttggg
gaactacagc
atcgaagatg
ggggtgtttg
ggggagtatg
ggagcctgeg
gattgacaga
ttggtggagt
gcggtgggta
caggaagttc
gctacactga
ggcatggcaa
tccaacgagg
tttgtacaca
cttttgageg
aggtgaagtc
cgtctgcage
aatcatggtce
<210> 36

<211> 53
<212> ADN

ggctcgggtg

ggtattcgta
gaaggcattt
attagatacc
tattggaccc
gtcgcaagge
gcttaatttg
ttgagagctc
gatttgtctg
tggcgacata
gaggcaataa
tgggttcaac
atcctttcaa
aattcctagt
ccgecegteg
tttgttcgeg
gtaacaaggt
atgcgtggta

at

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36
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ctattttgtt
tttaggagct
accaagcatg
atcgtagtct
tcgcagcage
tgaaacttaa
actcaacacg
tttcttgatt
gttaattccg
cttgecgtacg
caggtctgtg
gggtggtcat
cgcccategt
aaacgcaagt
cacctaccga
aggggggtca
ttccgtagtg

ccgagettte

ggtttgcaca
agaggtgaaa
ttttcattaa
agaccgtaaa
acatgagaaa
aggaattgac
ggaaaactta
ctatgggtgg
ttaacgaacg
cttecttagag
atgcccttag
cgttgttcege
gctggggeta
catcagcttg
ttgaacggtc
gaactcgggt
aatcacgaat

cctatagtga

ggtctagagc tagecctagge tcgagaagct tggcectgtcet cecttggeca tee 53

<210> 37
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 37

ggaacggcac tggtcaactt ggccatcttg cttggttggc gttaggageg g 51

<210> 38
<211> 51
<212> ADN

93

tctgagtaat
ttcttggatt
tcaagaacga
cgatgccgac
tcaaagtctt
ggaagggcac
ccaggtccag
tggtgcatgg
agacctcgge
ggacatgttc
atgttctggg
agcgaggtge
gatttttgca
cattgaatac
cgatgaaacc
gaatcttatt
tctggatcceg

gtcgtattag

gatgaatagg
tccgaaagac
aagtctgggg
ttgcgattge
tgggttcegg
caccaggagt
acataggtag
ccgttettag
ctactaaata
ggtatacgag
ccgcacgegce
tttgececggaa
attattaatc
gtccctgecee
atgggatgac
gtttagagga
atacgtaacg

agcttggegt

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7032



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 38
ccgctectaa cgccaaccaa gcaagatgge caagttgacc agtgecgttc ¢ 51

<210> 39

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 39
ggccctceeg aacagtcggg ccctcagaca tgataagata cattgatgag tttgg 55

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 40
ggccaagttg accagtgecg 20

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 41
cagtcctgct cctcggecac 20

<210> 42

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 42
catgaccgag atcggcgag 19

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 43
ccgtcgacaa ctgatgggge 20

<210> 44
<211> 7360

94



<212> ADN
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<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 44

agctgtttcce
gcataaagtg
gctcactgcece
aacgcgceggg
cgectgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccececgttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
ccctegtcaa
gagaatggca

tcgtcatcaa

tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttcecag
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcccect
cctgteegece
tctcagtteg
gcccgaccge
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtctge
aaataaggtt
aaagtttatg

aatcactcgce

tgttatcecge
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgecgtattg
ctgcggegag
gataacgcag
gcecgegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctcecett
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagce
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttctttc

atcaaccaaa

tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgecca
ggcgcectcette
cggtatcage
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tcgtgegcetce
cgggaagcgt
ttcgectccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt

ccgttattca

95

acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttectceg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgtteeg
ggcgcetttcet
gctgggetgt
tcgtettgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gaattaattc
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca

ttcegtgattg

cgagccggaa
attgegttge
tgaatcggcecce
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccceccectg
ggactataaa
accctgecge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagcet
aagcagcaga
gggtctgacg
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatccggt
gccattacgce

cgcectgageg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
gcccatttat
gacgtttccce
agttttattg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccecegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcceccga
ggtggttacg
tttettececct
gctcecettta

gggtgatggt

cgcgatcget
ctgccagege
ctgttttcece
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagegtga
tcecttteteg
gggttccgat

tcacgtagtg
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gttaaaagga

atcaacaata

ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgecgece
ccgctacact
ccacgttege
ttagtgettt

ggccatecgee

caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgececat
gtcgcacctg
atgttggaat
cceccettgtat
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggccgceca
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
ctgtagcgge
tgccagcegece
cggctttece
acggcacctce

ctgatagacg
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caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgegg
tactgtttat
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcece
tcagcaataa
gccteccatcecce
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaagcg
ctagecgececg
cgtcaagctce
gaccccaaaa

gtttttegee

atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctgge
attatcgcga
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecctg
ccagtgetge
accagccagce
agtctattaa
acgttgttgce
tcagctccgg
cggttagcectce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgecce
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcecgegeac
cggcgggtgt
ctecetttege
taaatcgggg
aacttgatta

ctttgacgtt

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



ggagtccacg
ctcggtctat
tgagctgatt
cattcgcecat
ttacgccage
ttttceccagt
cccccacacg
ccatccattg
cccaacatga
aactcgtagt
tgcgettgge
aacttttgtc
gcattctttt
ctcgegtgece
gtggagtcgg
cgcggetgeg
ggccgttgea
cccgcacaga
caacccaaag
gacgtgggga
agaagagggc
aaagcaaaac
caacacgccg
cgcececgcetece
caccgcgcge
ggacttcgtg
cgcggtcecag
ggacgagctg
gccggecatg
ggccggcaac
cgcaccacca

cctgecceccectt

ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
tcaggectgeg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tgtggtctag
cgctgeggaa
gacgcgctcet
agattttgta
agcctceggte
cgcgagcggce
cccaatgttg
cttecttage
cgtccatgtce
caacgagccg
cgccgatttt
gtggactttc
tttatgctag
cctgggegea
actaggagcg
ccggcetcate
ttctaccccg
taacgccaac
gacgtecgeeg
gaggacgact
gaccaggtgg
tacgccgagt
accgagatcg
tgcgtgcecact
cacaccaccg

ccctetacca
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gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
caactgttgg
gggatgtgcet
taaaacgacg
agctagccta
gcattggatt
gtcggcaaga
aagaacactg
ccaaaccgte
cgttcaaggc
gattcattca
gtgcgcagat
atgcgecgege
tttcacgcceca
gcagcacctce
acccectceac
ccctecatgee
ataaggcgceg
gcaacccact
cagagcaaac
ccttecttge
caagcaagat
gagcggtcga
tecgeeggtgt
tgccggacaa
ggtcggaggt
gcgagcagcc
tecgtggecga
cccctettet

ctgccacgtg

gttccaaact
tttgcecgatt
ttttaacaaa
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgaat
ggctcgagaa
gcgaactgeg
ccatttcege
cacgtctgac
acggtcgetg
gcagccgcga
ttcttgecag
ctcttettce
ggcgtcettga
ttgcgaccaa
tgggctgtga
tccactgaag
gcaacggacg
agaaggaaat
ggcgcggceac
ccgaatcage
gtccctegee
ggccaagttg
gttetggacce
ggtcecgggac
cacccectggece
cgtgtccacg
gtgggggcgg
ggagcaggac
ttccttgete

cggcgtatga
97

ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgce
cggtgcggge
taagttgggt
tgtgcggeeg
gcttggectg
tcggeccagat
cceceggettt
tgctceccage
cceggtcecac
gcgtgccaac
gccagatcat
cagagcccgce
ccecectegge
ccgegegceta
gggacgaccg
ccaacttttc
tcacccccecat
tacgacggca
agcggtttgg
cttcagacgg
tcceccegage
accagtgccg
gaccggcecteg
gacgtgaccc
tgggtgtggg
aacttccggg
gagttcgceccecce
taaatgcatt
actcgatcca

gcgegettge

tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ctcttegeta
aacgccaggg
cgagcteggg
tcteceecttgg
cgettggttt
gctcacaacc
ccgcacgcat
gggaaaaaat
cgtccgtece
ctgtgectcece
gcggegette
ccetttggtt
aaatcggatt
tccactttta
gccegtettee
tteccactgge
cactggggcc
cgcggggatc
tecgtgectaa
ccaagtcttc
ttceggtget
ggttctecceg
tgttcatcag
tgcgeggect
acgccteegg
tgcgegaccece
cgcatggete
tagccactta

acccgcaacc

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



ttctectctag
tttttctact
cttctcgatg
cgcaccgaca
cgcggcggeg
taggagcggg
ctgggggacc
aaaaggtcgce
ttattagagt
ggagcgatga
cggtgactat
cggctaccac
gtagtgacga
gtaaaaccct
ccagctccag
gggcgggage
cctegectcet
tcgtatgacce
gtttgcacat
gaggtgaaat
tttcattaat
gaccgtaaac
catgagaaat
ggaattgacg
gaaaacttac
tatgggtggt
taacgaacga
ttcttagagg
tgcccttaga
gttgttcgca

ctggggctag

ttgttcacaa
ttacgtaccg
acaacggcag
agcctgecgeca
tgcgagaccg
accgcgagceg
gcecgeggeg
tctccagtcet
tgaagccaag
atcgtttgag
aacgggtgac
atccaaggaa
gaaatatcaa
catcgaggat
aagcgtatgce
cccggtettt
ttttttagtg
tggatgttta
ctgagtaatg
tcttggattt
caagaacgaa
gatgccgact
caaagtcttt
gaagggcacc
caggtccaga
ggtgcatgge
gacctcggcece
gacatgttcg
tgttctggge
gcgaggtget

atttttgcaa
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ttacacccge
gtgctcactt
gctctgcettg
aaaaacaaaa
cgccgagtte
acttcggtgce
tacctctgeg
gcggtttage
taagatggtg
tttetgecee
ggggagttag
ggcagcaggc
tgcggggege
caactggagg
taaagttgtt
gcgcgactge
gcgtegttceca
ttatgggatg
atgaatagga
ccgaaagacg
agtctgggga
tgcgattgeg
gggttccggg
accaggagtg
cataggtagg
cgttecttagt
tactaaatag
gtatacgagc
cgcacgcgcg
ttgccggaag

ttattaatct

tatcaatact
acttacacct
cggcgcgcege
aaaacttatc
cgcecegecat
ctcecgatage
cttecggtgge
ggagggcccg
agtcatgata
atcagttgtc
ggctcgactce
gcgtaaatta
ttegegtett
gcaagtctgg
gcagttaaaa
gctctgtttg
ctgtaattaa
atcagatagg
acagttgggg
aactacagcg
tcgaagatga
gggtgtttgt
gggagtatgg
gagcctgegg
attgacagat
tggtggagtg
cggtgggtat
aggaagttcg
ctacactgat
gcatggcaaa

ccaacgagga

98

cacgcattca
gceccgecttg
acgcatccct
ttegetegeg
gcgatcgaga
cagctgggcet
ccttaaaagg
actgttcggg
attgagcaga
gacggtagtg
cggagaggga
cccaatgtgg
gctattggaa
tgccagcagce
agctcgtagt
ccgagceggcet
agcagagtgt
gctcgggtge
gtattcgtat
aaggcattta
ttagatacca
attggaccct
tcgcaaggct
cttaatttga
tgagagctct
atttgtctgg
ggcgacatac
aggcaataac
gggttcaacg
tcctttcaac

attcctagta

tcttceecectt
ttcattcatt
tactccgeceg
gctccgatgt
gtctectcteg
tctagaccgg
ctgatcgtgg
agggccgcac
tcgettgttt
tattggacta
gcctgagaga
actccacgag
tgagagcaat
cgcggtaatt
tgaatttctg
cctectgecat
tccaagcagg
tattttgttg
ttaggagcta
ccaagcatgt
tcgtagtcta
cgcagcagca
gaaacttaaa
ctcaacacgg
ttcttgattce
ttaattcegt
ttgegtacge
aggtctgtga
ggtggtcatc
gcccatcgtg

aacgcaagtc

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080



10

15

20

25

30

35

40

atcagecttge
tgaacggtcc
aactcgggtg
atcacgaatt
ctatagtgag
<210> 45

<211> 48
<212> ADN

attgaatacg
gatgaaacca
aatcttattg
ctggatccga

tcgtattaga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 45
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tcecctgeect
tgggatgacc
tttagaggaa
tacgtaacgce

gcttggcegta

ttgtacacac
ttttgagegt
ggtgaagtcg
gtctgcagceca

atcatggtca

ggtgcggagce catgcgaatg catttagtce tgctcctcgg ccacgaag 48

<210> 46
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 46

cttcgtggec gaggagcagg actaaatgca ttcgcatgge tccgeacc 48

<210> 47
<211> 49
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 47

ggccctceeg aacagtcggg cectecegeta aaccgcagac tggagageg 49

<210> 48
<211> 7199
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 48

agctgtttcce
gcataaagtg
gctcactgcc
aacgcgcggg

cgctgegete

tgtgtgaaat tgttatccge tcacaattcce

taaagcctgg ggtgcctaat gagtgagcta

cgetttecag tcgggaaace tgtcgtgeca

gagaggcggt ttgcgtattg ggcgcectcttce

ggtecgttecgg ctgeggecgag cggtatcage

99

cgcecegtege acctaccgat

ttgttcgega ggggggtcag
taacaaggtt tccgtagtga

tgcgtggtac cgagcetttece

acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgctteetceg

tcactcaaag

cgagccggaa
attgecgttge
tgaatecggcece
ctcactgact

gcggtaatac

7140

7200

7260

7320

7360

60

120

180

240

300



ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggce
ttaccggata
gctgtaggta
ccccegttca
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgecgcag
ctcagtggaa
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
ccetegtceaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
gcccatttat
gacgtttcce
agttttattg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccccegtce

aatgataccg

agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcececcet
cctgtcegece
tctcagtteg
gcccgaccgce
cttatcgecca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtctge
aaataaggtt
aaagtttatg
aatcactcgce
cgcgatceget
ctgccagege
ctgttttece
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa

cgagacccac
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gataacgcag
gcegegttge
cgctcaagtc
ggaagctccce
tttctcectt
gtgtaggtcg
tgcgccttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaage
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttcttte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg

gctcaccggce

gaaagaacat
tggcegttttt
agaggtggcg
tcgtgegete
cgggaagcgt
ttcgctceccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgecat
gtcgcacctg
atgttggaat
ccecttgtat
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt

ggagggctta

tccagattta
100

gtgagcaaaa
ccataggctce
aaacccgaca
tcetgtteeg
ggcgctttct
gctgggetgt
tcgtcttgag
caggattagce
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gaattaattc
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgecgg
tactgtttat
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece

tcagcaataa

ggccagcaaa
cgeecccecetg
ggactataaa
accctgecege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagcet
aagcagcaga
gggtctgacg
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatcecggt
gccattacge
cgcctgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctgge
attatcgcga
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgectge

accagccagce

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



cggaagggcc
ttgttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtcect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccecga
ggtggttacg
tttecttcect
gctcecettta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtcectat
tgagctgatt
cattcgccat
ttacgccagce
ttttceccagt
cccccacacg
ccatccattg
cccaacatga
aactcgtagt
tgcgettgge
aacttttgtc

gcattetttt

gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagecgtga
tcectttetceg
gggttccgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
tcaggcectgceg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tgtggtctag
cgctgcggaa
gacgcgcectct
agattttgta
agccteggte
cgcgagcggce

cccaatgttg
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gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccege
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgcgcece
ccgctacact
ccacgttcge
ttagtgcettt
ggccatcgcece
gtggactcett
tataagggat
ttaacgcgaa
caactgttgg
gggatgtgct
taaaacgacg
agctagccta
gcattggatt
gtcggcaaga
aagaacactg
ccaaaccgtc
cgttcaaggce

gattcattca

aactttatcc
gccagttaat
gtegtttggt
ccccatgttg
gttggccgceca
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce
gaaaaataaa
ctgtagegge
tgccagegece
cggcttteccecce
acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgccgatt
ttttaacaaa
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgaat
ggctcgagaa
gcgaactgcg
ccattteccge
cacgtctgac
acggtcgcetg
gcagccgcga

ttcttgecag

101

gccteccatcece
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgcectttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaagceg
ctagcgcececg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgc
cggtgcggge
taagttgggt
tgtgcggeceg
gcttggecetg
tcggccagat
ccececggettt
tgctcccage
cccggtccac
gcgtgccaac

gccagatcat

agtctattaa
acgttgttgce
tcagctccegg
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctecttgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
cggcegggtgt
ctecetttege
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ctcttegeta
aacgccaggg
cgagctcggg
tctcecettgg
cgcecttggttt
gctcacaacc
ccgcacgcecat
gggaaaaaat
cgtcegtece

ctgtgecectcece

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



ctegegtgece
gtggagtcgg
cgcggetgeg
ggccgttgea
cccgcacaga
caacccaaag
gacgtgggga
agaagagggc
aaagcaaaac
caacacgccg
cgeecgetee
caccgcgegce
ggacttcgtg
cgcggtceccag
ggacgagctg
gceggcecatg
ggccggcaac
gatccctact
cgcggeccge
ctttccatcce
agagcggccc
ttettettga
gctaccggtg
agcecgcetage
tgttcgggag
tgagcagatc
cggtagtgta
gagagggagc
caatgtggac
tattggaatg
ccagcagccg

ctcgtagttg

cttcettage
cgtccatgte
caacgagccg
cgeccgatttt
gtggactttce
tttatgctag
cctgggcegcea
actaggagcg
ccggcteate
ttctaccceg
taacgccaac
gacgtcgeeg
gaggacgact
gaccaggtgg
tacgccgagt
accgagatcg
tgcgtgceact
gtgggggctc
cgaggggggc
cgcataaagt
cgtgcgggta
tcagtgtggt
cacccgtgceca
ttggtgcect
ggcecgcecactt
gcttgtttgg
ttggactacg
ctgagagacg
tccacgaggt
agagcaatgt
cggtaattcce

aatttctggg
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gtgcgcagat
atgecgegege
tttcacgecca
gcagcaccte
accccctcac
ccctecatgee
ataaggcgcg
gcaacccact
cagagcaaac
cctteettge
caagcaagat
gagcggtcega
tcgecggtgt
tgcecggacaa
ggtcggaggt
gcgagcagcc
tcgtggecga
tgacggacgg
ggcaacgagc
gatgcaccat
ggcgaagtge
aatcttcaac
agttgggcac
tttecgacagg
attagagttg
agcgatgaat
gtgactataa
gctaccacat
agtgacgaga
aaaaccctca
agctccagaa

gcgggagccc

ctcttcttee
ggcgtcttga
ttgcgaccaa
tgggctgtga
tccactgaag
gcaacggacg
agaaggaaat
ggcgeggceac
ccgaatcagce
gtcectegece
ggccaagttg
gttectggacce
ggtccgggac
caccctggece
cgtgtccacg
gtgggggcgg
ggagcaggac
ccggtetttg
cgggtggegt
tttgaccttg
gcttctgage
ggccacgctce
cacgtagttg
aagggcttgg
aagccaagta
cgtttgagtt
cgggtgacgg
ccaaggaagg
aatatcaatg
tcgaggatca
gcgtatgcecta

cggtetttge

102

cagagcccge
cceectegge
ccgegegeta
gggacgaccg
ccaacttttc
tcacccccat
tacgacggca
agcggtttgg
cttcagacgg
tceceecgage
accagtgcecg
gaccggceteg
gacgtgacce
tgggtgtggg
aacttcecggg
gagttcgece
taagcgcecett
tacgtaaaca
ggcacggaca
ttgatcgttt
aaggaagaga
gcttattecga
tactggtgaa
tgaaaagccg
agatggtgag
tctgecceceat
ggagttaggg
cagcaggcgce
cggggcgcett
actggagggc
aagttgttge

gcgactgege

gcggegette
ccectttggtt
aaatcggatt
tccactttta
gcegtettee
tteccactgge
cactggggcce
cgcggggatc
tcgtgectaa
ccaagtctte
tteceggtget
ggttctceceg
tgttcatcag
tgecgeggect
acgcctecgg
tgcgegaccee
caggcaggct
ggcgettett
aggcaagagc
ttgtgtgttt
gaggtgcagc
tacctgtaaa
tccaaatgtt
agggcccgac
tcatgataat
cagttgtcga
ctcgactceg
gtaaattacc
cgcegtettge
aagtctggtg
agttaaaaag

tctgtttgee

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



10

15

20

25

gagcggctcce
cagagtgttce
tcgggtgcecta
attcgtattt
ggcatttacc
agataccatc
tggaccctceg
gcaaggctga
taatttgact
agagctcettt
ttgtctggtt
cgacatactt
gcaataacag
gttcaacggg
ctttcaacge
tcctagtaaa
cccgtegeac
gttcgcgagg
acaaggtttc
cgtggtaccg
<210> 49

<211> 48
<212> ADN

tctgeccatcce
caagcaggtc
ttttgttggt
aggagctaga
aagcatgttt
gtagtctaga
cagcagcaca
aacttaaagg
caacacggga
cttgattcta
aattcecgtta
gcgtacgcett
gtctgtgatg
tggtcatecgt
ccatcgtget
cgcaagtcat
ctaccgattg
ggggtcagaa
cgtagtgaat

agctttccect

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49
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tcgecetettt
gtatgacctg
ttgcacatct
ggtgaaattc
tcattaatca
ccgtaaacga
tgagaaatca
aattgacgga
aaacttacca
tgggtggtgg
acgaacgaga
cttagaggga
cccttagatg
tgttcgecage
ggggctagat
cagcttgcat
aacggtccga
ctcgggtgaa
cacgaattct

atagtgagtc

ttttagtggce
gatgtttatt
gagtaatgat
ttggatttce
agaacgaaag
tgcecgacttg
aagtctttgg
agggcaccac
ggtccagaca
tgcatggceccg
ccteggecta
catgttcggt
ttctgggecg
gaggtgcttt
ttttgcaatt
tgaatacgtc
tgaaaccatg
tcttattgtt
ggatccgata

gtattagagc

gggatcagcc tgcctgaagg cgcttagtce tgctecctcgg ccacgaag 48

<210> 50
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 50

cttcgtggec gaggagcagg actaagcgcc ttcaggcagg ctgatcec 48

<210> 51

103

gtcgttcact
atgggatgat
gaataggaac
gaaagacgaa
tctggggatc
cgattgcggg
gttceggggg
caggagtgga
taggtaggat
ttcttagttg
ctaaatagcg
atacgagcag
cacgcgcgcet
gccggaagge
attaatctcc
cctgececttt
ggatgacctt
tagaggaagg
cgtaacgcegt

ttggcgtaat

gtaattaaag
cagatagggc
agttgggggt
ctacagcgaa
gaagatgatt
gtgtttgtat
gagtatggtc
gcctgegget
tgacagattg
gtggagtgat
gtgggtatgg
gaagttcgag
acactgatgg
atggcaaatc
aacgaggaat
gtacacaccg
ttgagcgttt
tgaagtcgta
ctgcagcatg

catggtcat

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7199



10

15

<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 51
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ggccctceeg aacagtcggg cccteggctt ttcaccaagce ccttectg 48

<210> 52
<211> 6526
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 52

agctgtttcee
gcataaagtg
gctcactgece
aacgcgcggyg
cgctgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccececgttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatcecgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcatcgagca
tgaaaaagcc

agatcctggt

tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttccag
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttceccect
cctgteegee
tctcagttceg
gcccgaccgce
cttatcgceca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
tcaaatgaaa
gtttctgtaa

atcggtctge

tgttatcege
ggtgcctaat
tcgggaaacce
ttgcgtattg
ctgcggegag
gataacgcag
gccgegttge
cgctcaagtce
ggaagctccce
tttctcecett
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaage
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa

gattccgact

tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgeca
ggcgctctte
cggtatcage
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tegtgegetce
cgggaagcgt
ttcgetccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
ttcatatcag
aactcaccga

cgtccaacat
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acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctce
aaacccgaca
tcectgtteceg
ggcgcectttet
gctgggetgt
tecgtettgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gaattaattc
gattatcaat
ggcagttcca

caatacaacc

cgagccggaa
attgcgttge
tgaatcggcce
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgececcecectg
ggactataaa
accctgecege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca

tattaatttc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



ccctegtcaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
gcccatttat
gacgtttcecce
agttttattg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccecegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgeccegg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccecega

ggtggttacg

tttectteect

aaataaggtt
aaagtttatg
aatcactcge
cgcgatceget
ctgccagege
ctgttttccce
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcegttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagcgtga

tecettteteg
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atcaagtgag
catttctttce
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagecgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtecctge
taagtagttc
tgtcacgcetce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcttce
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgecgece
ccgctacact

ccacgttege

aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgecat
gtcgcacctg
atgttggaat
ccecttgtat
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
cccecatgttg
gttggcecgcea
gccatcegta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
ctgtagegge
tgccagegece

cggctttece
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gagtgacgac
caacaggcca
ttecgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgegg
tactgtttat
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctcececatcee
agtttgcgeca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgcectttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaagcg
ctagcgecceg

cgtcaagctce

tgaatccggt
gccattacge
cgcctgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctggce
attatcgcga
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgeccectg
ccagtgctge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagetce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctecttgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gegtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
cggegggtgt
ctecetttege

taaatcgggg

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



gctcccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtctat
tgagctgatt
cattcgceccat
ttacgccage
ttttcccagt
cccccacacg
caagcttcgt
gtagaacggc
aagtgcggca
ccagacacca
gcgctgacge
gagcgaacgg
gatggacaac
cgtgcgcagg
agatggccaa
tcgagttcectg
gtgtggtceg
acaacaccct
aggtcgtgtc
agccgtgggg
ccgaggagcea
ggttgggctt
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtccaa
cgcacttatt
tgtttggagce

gactacggtg

gggttccgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
tcaggctgeg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tgtggtctag
ctcggtagag
agaaagccca
gceeggctgg
ggtatgtgcce
ctttctecege
gcgaggattg
ggctggatgg
aagacttgaa
gttgaccagt
gaccgaccgg
ggacgacgtg
ggcctgggtyg
cacgaacttc
gcgggagtte
ggactaacac
cggaatcgtt
gttcttegee
catcacaaat
actcatcaat
agagttgaag
gatgaatcgt

actataacgg
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ttagtgettt
ggccatcgece
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
caactgttgg
gggatgtgcet
taaaacgacg
agctagccta
attctatctt
cttgcacgga
tttttecteg
gcacgcgcecg
ccecgeccgeg
atcgagtagce
acgagaagac
aagaagcaag
gcegtteegg
ctcgggttcet
accctgttca
tgggtgcgeg
cgggacgcect
gceccectgegeg
gtgctacgag
ttecegggacg
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttatc
ccaagtaaga
ttgagtttct

gtgacgggga

acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgcecgatt
ttttaacaaa
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgaat
ggctcgagaa
cgcccggcag
acgcccgaca
cggcgaggcee
ccgcacgcga
agaagacgcg
tgcaggttga
gcacgaggac
gaaggtagaa
tgctcaccege
cccgggactt
tcagcgeggt
gcctggacga
ccgggeegge
acccggecegg
atttcgattce
ccggctggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgagg
tggtgagtca
gcccecatcag

gttagggcte
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gaccccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgce
cggtgcggge
taagttgggt
tgtgcggeceg
gcttegegge
ccecgecgecg
agttgacgaa
aaaccgccaa
gccccgagga
ctccggcaac
gaaaaaagga
gcgaggactg
aaaaaagaag
gcgcgacgte
cgtggaggac
ccaggaccag
gctgtacgcce
catgaccgag
caactgcgtg
caccgccgec
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat
gceccgactgt
tgataattga
ttgtcgacgg

gactceggag

aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ctcttegeta
aacgccaggg
cgagctcggg
ttececegtete
tcecggcaagt
agcggcccge
cgccaccaag
tgccecgtac
ggcgggagcece
aaaccgccga
acgatgatca
aaatcaagca
gccggagegyg
gacttegeceg
gtggtgcegg
gagtggtcgg
atcggcgagce
cacttegtgg
ttctatgaaa
cgcggggatc
ggttacaaat
tctagttgtg
tcgggaggge
gcagatcgct
tagtgtattg

agggagcctg

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



10

15

agagacggct
acgaggtagt
gcaatgtaaa
taattccagce
ttctggggeg
gccatecteg
gcaggtcgta
tgttggtttg
agctagaggt
catgttttca
gtctagaccg
cagcacatga
ttaaaggaat
cacgggaaaa
gattctatgg
tccgttaacg
tacgcttcett
tgtgatgccce
tcatcgttgt
tegtgctggg
aagtcatcag
ccgattgaac
gtcagaactc
agtgaatcac
tttccctata
<210> 53

<211> 47
<212> ADN

accacatcca
gacgagaaat
accctcatcg
tccagaagcg
ggagcccecgg
cctetttttt
tgacctggat
cacatctgag
gaaattcttg
ttaatcaaga
taaacgatgce
gaaatcaaag
tgacggaagg
cttaccaggt
gtggtggtge
aacgagacct
agagggacat
ttagatgttc
tcgcagcgag
gctagatttt
cttgcattga
ggtccgatga
gggtgaatct
gaattctgga

gtgagtcgta

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 53
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aggaaggcag
atcaatgecgg
aggatcaact
tatgctaaag
tctttgegeg
tagtggegtce
gtttattatg
taatgatgaa
gatttccgaa
acgaaagtct
cgacttgecga
tectttgggtt
gcaccaccag
ccagacatag
atggcegttce
cggcctacta
gttcggtata
tgggccgcac
gtgctttgee
tgcaattatt
atacgtccct
aaccatggga
tattgtttag
tccgatacgt

ttagagcttg

caggcgcegta
ggcgcettege
ggagggcaag
ttgttgcagt
actgcgcectcet
gttcactgta
ggatgatcag
taggaacagt
agacgaacta
ggggatcgaa
ttgcggggtg
ccggggggag
gagtggagcc
gtaggattga
ttagttggtg
aatagcggtg
cgagcaggaa
gcgcgctaca
ggaaggcatg
aatctccaac
gcecctttgta
tgaccttttg
aggaaggtga
aacgcgtctg

gcgtaatcat

ggtctagagc tagcctagge tcgagaagct tcgeggcttc cegtete 47

<210> 54
<211> 59
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aattacccaa
gtcttgectat
tctggtgecca
taaaaagctc
gtttgcecgag
attaaagcag
atagggctcg
tgggggtatt
cagcgaaggc
gatgattaga
tttgtattgg
tatggtcgca
tgcggcettaa
cagattgaga
gagtgatttg
ggtatggcga
gttcgaggca
ctgatgggtt
gcaaatcctt
gaggaattcc
cacaccgccc
agcgtttgtt
agtcgtaaca
cagcatgcgt

ggtcat

tgtggactcce
tggaatgaga
gcagccgegg
gtagttgaat
cggctectet
agtgttccaa
ggtgctattt
cgtatttagg
atttaccaag
taccatcgta
accctegeag
aggctgaaac
tttgactcaa
gctectttett
tctggttaat
catacttgcg
ataacaggtc
caacgggtgg
tcaacgccca
tagtaaacgc
gtcgcaccta
cgcgaggggyg
aggtttccgt

ggtaccgagce

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6526



10

15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 54
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ggaacggcac tggtcaactt ggccatcttg cttgatttct tctttttttt ctaccttcc 59

<210> 55
<211> 7374
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 55

agctgtttcce
gcataaagtg
gctcactgece
aacgcgcggg
cgetgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccceegttcea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
ccctegtcaa

gagaatggca

tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttccag
gagaggcggt
ggtcgttcegg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttccececct
cctgtecegece
tctcagttceg
gcccgaccgce
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtctgce
aaataaggtt

aaagtttatg

tgttatccge
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg
ctgcggegag
gataacgcag
gcegegttge
cgctcaagtc
ggaagctcce
tttctcectt
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagce
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag

catttettte

tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgeca
ggcgctctte
cggtatcage
gaaagaacat
tggecgttttt
agaggtggcg
tegtgegetce
cgggaagcgt
ttcgcectccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat

cagacttgtt
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acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgttecg
ggcgctttct
gctgggetgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gaattaattc
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac

caacaggcca

cgagccggaa
attgecgttge
tgaatcggcce
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgcccceccectg
ggactataaa
accctgecge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatccggt

gccattacge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
gcccatttat
gacgtttcce
agttttattg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccceegte
aatgataccg
cggaagggcce
ttgttgcecgg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactce
catgagcgga
atttcececega
ggtggttacg
tttcttecect

gctccecettta

aatcactcegce
cgcgatceget
ctgccagege
ctgttttecece
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcegttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagcgtga
tcecttteteg

gggttccgat
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atcaaccaaa
gttaaaagga

atcaacaata

ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcectge
taagtagttc
tgtcacgetce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgecaca
aactctcaag
actgatcttce
aaaatgccegce
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgegece
ccgctacact
ccacgttege

ttagtgettt

ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgeccat
gtcgcacctg
atgttggaat
ccecttgtat
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggccgea
gccateccegta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
ctgtagegge
tgccagegece
cggctttece

acggcacctc
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ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgegg
tactgtttat
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctcecceatce
agtttgecgceca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaagceg
ctagcgececg
cgtcaagctce

gaccccaaaa

cgectgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacce
caactctggce
attatcgcga
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecctg
ccagtgcetge
accagccagce
agtctattaa
acgttgttge
tcagctecegg
cggttagctce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgeee
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
cggcgggtgt
ctcetttege
taaatcgggg

aacttgatta

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtctat
tgagctgatt
cattcgccat
ttacgececage
ttttceccagt
cccccacacg
ccatccattg
cccaacatga
aactcgtagt
tgcgettgge
aacttttgtc
gcattctttt
ctcgegtgece
gtggagtcgg
cgcggetgeg
ggccgttgcea
cccgcacaga
caacccaaag
gacgtgggga
agaagagggc
aaagcaaaac
caacacgccg
cgececgetece
tgtcccaatt
agagggtgaa
aaaactacct
ttcaagatac
atacgtgcag
agtcaagttt

ggaggacgga

tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
tcaggctgeg
tggcgaaagg
cacgacgttg
tgtggtctag
cgctgeggaa
gacgcgctcet
agattttgta
agccteggte
cgcgagcggce
cccaatgttg
cttccttage
cgtccatgtce
caacgagccg
cgccgatttt
gtggactttc
tttatgctag
cctgggegea
actaggagcg
ccggcetceatce
ttctacceceg
taacgccaac
cttgttgaat
ggtgatgcaa
gttccatggce
ccagatcata
gagaggacca
gagggagaca

aacatcctceg
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ggccatcgcce
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
caactgttgg
gggatgtgcet
taaaacgacg
agctagccta
gcattggatt
gtcggcaaga
aagaacactg
ccaaaccgtce
cgttcaaggce
gattcattca
gtgcgcagat
atgecgcgege
tttcacgcca
gcagcacctce
accccctcac
ccctecatgee
ataaggcgceg
gcaacccact
cagagcaaac
cctteettge
caagcaagat
tagatggtga
catacggaaa
caacacttgt
tgaagcggca
tctctttcaa
ccctegtecaa

gccacaagtt

ctgatagacg
gttccaaact
tttgcecgatt
ttttaacaaa
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgaat
ggctcgagaa
gcgaactgceg
ccatttccege
cacgtctgac
acggtcgcetg
gcagccgcga
ttecttgecag
ctcttettee
ggcgtcecttga
ttgcgaccaa
tgggctgtga
tccactgaag
gcaacggacg
agaaggaaat
ggcgcggeac
ccgaatcage
gtccctegee
gagtaaagga
tgttaatggg
acttaccctt
cactactttce
cgacttcttce
ggacgacggg
caggatcgag

ggaatacaac
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gtttttegee
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgce
cggtgcggge
taagttgggt
tgtgcggeeg
gcttggectg
tcggeccagat
cceeggettt
tgctcecage
cceggtcecac
gcgtgecaac
gccagatcat
cagagcccgce
ccecectegge
ccgegegceta
gggacgaccg
ccaacttttce
tcacccccecat
tacgacggca
agcggtttgg
cttcagacgg
tcecececegage
gaagaacttt
cacaaatttt
aaatttattt
acttatggtg
aagagcgcca
aactacaaga
cttaagggaa

tacaactcce

ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ctecttegeta
aacgccaggg
cgagctcggg
tctcecttgg
cgcttggttt
gctcacaacc
ccgcacgceat
gggaaaaaat
cgtecegtece
ctgtgcectcece
gcggegette
ccetttggtt
aaatcggatt
tccactttta
gcegtettee
ttccactgge
cactggggcc
cgcggggate
tcgtgectaa
ccaagtcttc
tcactggagt
ctgtcagtgg
gcactactgg
ttcaatgcett
tgcctgaggg
cacgtgctga
tcgatttcaa

acaacgtata

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



catcacggca
tgaagatgga
ccectgtecett
caacgaaaag
tggcatggat
ctatgaaagg
cggggatctce
ttacaaataa
tagttgtggt
gggagggccg
agatcgcttg
gtgtattgga
ggagcctgag
tggactccac
gaatgagagc
agccgeggta
agttgaattt
gctcctetge
tgttccaage
tgctattttg
tatttaggag
ttaccaagca
ccatcgtagt
cctecgecagea
gctgaaactt
tgactcaaca
tctttettga
tggttaattce
tacttgcgta
aacaggtctg

acgggtggtce

gacaaacaaa
agcgttcaac
ttaccagaca
agagaccaca
gaactataca
ttgggectteg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
cacttattag
tttggagcga
ctacggtgac
agacggctac
gaggtagtga
aatgtaaaac
attccagcecte
ctggggcggg
catcctegee
aggtcgtatg
ttggtttgca
ctagaggtga
tgttttcatt
ctagaccgta
gcacatgaga
aaaggaattg
cgggaaaact
ttctatgggt
cgttaacgaa
cgcttettag
tgatgcectt

atcgttgtte
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agaatggaat
tagcagacca
accattacct
tggteccttet
aataacacgt
gaatcgtttt
tcttegecceca
tcacaaattt
tcatcaatgt
agttgaagcce
tgaatcgttt
tataacgggt
cacatccaag
cgagaaatat
cctcatcgag
cagaagcgta
agccccggte
tettttttta
acctggatgt
catctgagta
aattcttgga
aatcaagaac
aacgatgccg
aatcaaagtc
acggaagggc
taccaggtcc
ggtggtgcat
cgagaccteg
agggacatgt
agatgttctg

gcagcgaggt

caaagctaac
ttatcaacaa
gtccacacaa
tgagtttgta
gctacgagat
ccgggacgcec
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
aagtaagatg
gagtttctgce
gacggggagt
gaaggcagca
caatgcgggg
gatcaactgg
tgctaaagtt
tttgecgegac
gtggcgtcegt
ttattatggg
atgatgaata
tttccgaaag
gaaagtctgg
acttgcgatt
tttgggttce
accaccagga
agacataggt
ggccgttett
gcctactaaa
tcggtatacg
ggccgcacge

gctttgeecgg

111

ttcaaaatta
aatactccaa
tctgeeettt
acagctgctg
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gcattttttt
gtctgaggge
gtgagtcatg
cccatcagtt
tagggctcga
ggcgcgtaaa
cgcttegegt
agggcaagtc
gttgcagtta
tgcgectetgt
tcactgtaat
atgatcagat
ggaacagttg
acgaactaca
ggatcgaaga
gcggggtgtt
ggggggagta
gtggagecctg
aggattgaca
agttggtgga
tagcggtggg
agcaggaagt
gcgctacact

aaggcatggce

gacacaacat
ttggcgatgg
cgaaagatcc
ggattacaca
ccgecgectt
tcectecageg
cttataatgg
cactgcattc
ccgactgtte
ataattgagc
gtcgacggta
ctceggagag
ttacccaatg
cttgctattg
tggtgccage
aaaagctcgt
ttgcecgageg
taaagcagag
agggctcggg
ggggtattcg
gcgaaggcat
tgattagata
tgtattggac
tggtcgcaag
cggcttaatt
gattgagagc
gtgatttgtc
tatggcgaca
tcgaggcaat
gatgggttca

aaatcctttce

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

6960

7020



10

15

20

25

30

35

40

45

50

aacgcccatc
gtaaacgcaa
cgcacctacc
cgaggggggt
gtttccgtag
taccgagcett
<210> 56

<211> 54
<212> ADN

gtgctgggge
gtcatcagct
gattgaacgg
cagaactcgg
tgaatcacga

tcecctatagt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 56

ES 2 666 895 T3

tagatttttg
tgcattgaat
tccgatgaaa
gtgaatctta
attctggatc

gagtcgtatt

caattattaa
acgtccetge
ccatgggatg
ttgtttagag
cgatacgtaa

agagcttggce

ccagtgaaaa gttcttctcc tttactcatc ttgettggtt ggcgttagga gegg 54

<210> 57
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 57

tctccaacga
cctttgtaca
accttttgag
gaaggtgaag
cgcgtetgcea

gtaatcatgg

ccgctcctaa cgccaaccaa gcaagatgag taaaggagaa gaacttttca ctgg 54

<210> 58
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 58

ggtggaatcg aaatctcgta gcacgtgtta tttgtatagt tcatccatge catg 54

<210> 59
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 59

catggcatgg atgaactata caaataacac gtgctacgag atttcgattc cacc 54

<210> 60
<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

112

ggaattccta
caccgcccgt
cgtttgttceg
tcgtaacaag
gcatgcgtgg

tcat

7080

7140

7200

7260

7320

7374



10

<400> 60

cgtcctectt gaaatcgatt ccc 23

<210> 61
<211> 6011
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 61

gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcttgeca
taccaactct

ttctagtgta

cctcgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgececttect
gttgggtgca
ttttegecece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgceett
caccacgatg
tactctagcet
acttctgege
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag

gccgtagtta
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cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgetca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tceceggeaac
tcggecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct

ggccaccact

tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggcetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc

tcaagaactc

113

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtecgceectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgecttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttc
tttttttctg
ttgtttgecg
gcagatacca

tgtagcaccg

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgcecatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc

cctacatacce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegg
atagtcectgt
gggggcggag
gctggecettt
gatatcgcta
cagcggtgtt
ccgegecgeg
gagaagaatt
ccccaccaga
atcgtcgcecag
ggcttcectag
cgctgggtcce
acagtcatcg
ggctggctga
ggtcctccag
acatctgggt
cttegtgatce
tttggegegg
aagcccgaac
tcgacgccaa
cgtgtgtacg
ggccactact
ggagcgcgceca
cctttcactg
tcgaagtagg
cggtgectcac

tctececggga

aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
gctcgaggtg
ctctgegtat
cgcacgctcet
ggggcgcaca
cagaaggtca
gattcgggtt
gatatagtct
ggtgcgcaat
tcgeccagect
tgaactatcg
aaatgcgcect
cctecgegect
gcttgttgat
ccgaggtgece
atcgeegteg
cgtcatgcgg
ggcgcggage
tggacgaacg
aaacccaggc
agcaggggga
caggactgcece
cgcgcgcegac

cttcgtggag
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ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttccecgaag
cgcacgaggyg
cacctctgac
aacgccagca
tgtgctggge
accaaaagcc
tatatttttce
cactagacgt
cctteegtge
ccaccegtge
gtgcacaccg
ataaaaccca
ttcggggcecac
cttcggectt
cggcectgect
ccggccccaa
tctttgatga
cacgcgcettg
ttcecggggtg
aggtagacca
tcgatgecceccce
ttecgectegea
aacgaaacgc
tggacgcgcet
actgacgctg
cgcaggggtc
gtcgeeggag

gacgacttcg

ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgteg
acgcggectt
ccagccggece
gtgaacgggc
gcaaggtttc
tggtcatgag
gcgcacccecet
tctettegte
cgcteegtgg
gcgaatttta
agcctgecacg
cccaccgacce
ggcacgtacg
tgaaagcagg
catcgtcctce
gcatcttgeg
caggccagtc
ttaggtacgt
gccacgcgat
agcaaagctg
atgacgtcat
gggtgcgatt
gagcgcgega
aggccatgge
cggtcgagtt

ccggtgtggt

114

cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
agatctgage
gtggccgagg
ccgacggcetg
tgtttecgagt
gccactgtat
agctataccg
gctgggggcce
cacacagagc
tttacatcga
cggctgetge
tgccectece
cgttggeccat
atcgtegtcg
aggagaaccg
gccagaccag
acgtacgcac
ggcgctagca
ggcgettggg
ccttggecagt
gagaaccgca
ccgtaggcga
caagttgacc
ctggaccgac

ccgggacgac

tgtcttacceg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcegtcag
ctggccectttt
tcgeggecege
ctacagcacg
gtecegegtge
caagacctcg
accgtgegta
tgtgctgtag
ctggcgcgge
ggttcatttg
cgtaacagcce
ccgecttect
atttctececce
gcggcgecceg
gcgacctggt
tctgcactct
acctgctgeca
gtcttcatga
gccaggagceg
ccggggatcg
aaatcttgcce
agctttggag
aggaatttga
agtgcegtte
cggctcgggt

gtgacccetgt

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



tcatcagecge
gcggcctgga
ccteegggece
gcgacccgge
gagatttcga
acgccggetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
tagtcatacg
tgagactgcg
tacctgcagt
cacttattag
tttggagcga
ctacggtgac
agacggctac
gaggtagtga
aatgtaaaac
attccagctce
ctggggcggg
catcctegee
aggtcgtatg
ttggtttgca
ctagaggtga
tgttttcatt
ctagaccgta
gcacatgaga
aaaggaattg
cgggaaaact
ttctatgggt
cgttaacgaa

cgcttcettag

ggtccaggac
cgagctgtac
ggccatgacce
cggcaactge
ttccaccgece
gatgatcctce
tgcagcttat
tttttcactg
aattccecggg
ctcgtctcaa
aacggctcat
aattctggaa
agttgaagcc
tgaatcgttt
tataacgggt
cacatccaag
cgagaaatat
cctcatcgag
cagaagcgta
agccceggte
tecttttttta
acctggatgt
catctgagta
aattcttgga
aatcaagaac
aacgatgccg
aatcaaagtc
acggaagggc
taccaggtcc
ggtggtgcat
cgagacctcg

agggacatgt
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caggtggtge
gccgagtggt
gagatcggcg
gtgcacttcg
gccttctatg
cagcgcgggg
aatggttaca
cattctagtt
gatcctctag
agattaagcc
tatatcagtt
ttaatacatg
aagtaagatg
gagtttctge
gacggggagt
gaaggcagca
caatgcgggg
gatcaactgg
tgctaaagtt
tttgcgegac
gtggcgtegt
ttattatggg
atgatgaata
tttccgaaag
gaaagtctgg
acttgcgatt
tttgggttce
accaccagga
agacataggt
ggccgttett
gcctactaaa

tcggtatacg

cggacaacac
cggaggtegt
agcagccgtg
tggccgagga
aaaggttggg
atctcatgcet
aataaagcaa
gtggtttgtc
agtcgagaag
atgcatgtgt
atgatttctt
ctgagagggc
gtgagtcatg
cccatcagtt
tagggctcga
ggcgcgtaaa
cgettegegt
agggcaagtc
gttgcagtta
tgcgcetcetgt
tcactgtaat
atgatcagat
ggaacagttg
acgaactaca
ggatcgaaga
gcggggtgtt
ggggggagta
gtggagcctg
aggattgaca
agttggtgga
tageggtggg

agcaggaagt

115

cctggectgg
gtccacgaac
ggggcgggag
gcaggactga
cttcggaatc
ggagttcttce
tagcatcaca
caaactcatc
cttgtcgacg
aagtataagc
cggtatttte
ccgactgtte
ataattgagc
gtcgacggta
ctccggagag
ttacccaatg
cttgctattg
tggtgccage
aaaagctcgt
ttgccgageg
taaagcagag
agggctcggg
ggggtattcg
gcgaaggcat
tgattagata
tgtattggac
tggtcgcaag
cggcttaatt
gattgagagce
gtgatttgtc
tatggcgaca

tcgaggcaat

gtgtgggtgce
ttcecgggacg
ttegeectge
cacgtgctac
gttttceggg
gcccacccca
aatttcacaa
aatgtatctt
aattcagatg
gattatactg
tttatatgga
gggagggcceg
agatcgcettg
gtgtattgga
ggagcctgag
tggactccac
gaatgagagc
agccgcggta
agttgaattt
gctectetge
tgttccaage
tgctattttg
tatttaggag
ttaccaagca
ccatcgtagt
cctcgecagcea
gctgaaactt
tgactcaaca
tectttettga
tggttaattc
tacttgecgta

aacaggtctg

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220
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tgatgccctt
atcgttgttce
gtgctgggge
gtcatcagct
gattgaacgg
cagaactcgg
gatacgtaac
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
gcatatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
<210> 62

<211> 6661
<212> ADN

agatgttctg
gcagcgaggt
tagatttttg
tgcattgaat
tccgatgaaa
gtgaatctta
gcgtetgeag
ccctggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg
tgcactctca
acacccgcetg
gtgaccgtct

a

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 62

gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga

gcgaactact

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgcettect
gttgggtgca
ttttegeccee
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcectt
caccacgatg

tactctagcet
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ggccgcacge
gctttgecegg
caattattaa
acgtccetge
ccatgggatg
ttgtttagag
catgcaagct
acccaactta
gcccgcaccg
cggtattttce
gtacaatctg
acgcgccctg

ccgggagetg

cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgcetca
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa

tcceggeaac

gcgctacact
aaggcatggce
tctccaacga
cctttgtaca
accttttgag
gaaggtgaag
tggcactggce
atcgecttge
atcgceecttce
tcecttacgea
ctctgatgece
acgggcettgt

catgtgtcag

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac

aattaataga

116

gatgggttca
aaatccttte
ggaattccta
caccgecccgt
cgtttgtteg
tcatcacgaa
cgtegtttta
agcacatccc
ccaacagttg
tctgtgeggt
gcatagttaa
ctgcteecgg

aggttttcac

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgcectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa

ctggatggag

acgggtggte
aacgcccatc
gtaaacgcaa
cgcacctacc
cgaggggggt
ttctggatce
caacgtcgtg
cctttegeca
cgcagcctga
atttcacacc
gccagcccceg
catcecgetta

cgtcatcacc

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg

gcggataaag

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6011

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccegt
gctgcettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgectectget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcegg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggceccettt
gatatcgcta
tatccagatc
tggatgccag
cctgtggttg
gatgtcgcetg
cgcctetteg
ggcagaacgc
cgtctgcaac
agcgcatgtc
cagtgcctgg
cctggtceege

taaggcgggce

ccatgctgece

acttctgcge
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gccecagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
gacaacgcca
ggataaatat
actaaggagt
agcgcccacce
ctcttgecgag
ttegttegtt
gagcagttca
tttccggtga
gacgtcccce
gtgcggcecat
gtgecttecege
ggggtggctg

catagcggcc
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tcggcectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttceccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
tgtgetggge
tcctegacca
tataccgceccec
ccttgctect
aacaggttaa
actcttcatt
tgtacgcgag
cgtttctttg
ggacagcaga
agctcgtctc
ttcecctaaat
cttactacct
ctcttgetta

acagaatcgt

cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagegteg
acgcggectt
ccagccggec
cagcaaggac
cttcegetet
ctgcgcaagg
agcgaaccag
agatcggcgg
cggtgecgage
cagctttatc
gctgcagttc
cgtctcecect
aggttgecgceca
gaacgcgcag
cgccaggcge

aggcgctgceca
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gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttcetg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
agatctgagce
acgcaccgct
ccttttettt
ctgctcacce
ggccgccccg
aatgctgeccg
ggcttegttg
tatccgcaaa
tgatcgtctc
ggagtggacg
gccgagttte
tagctecggeg
gtacgtcagce

atcgggaact

gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatcet
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaagcg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggectttt
tcgeggecge
tcggctacgg
tttgctegtce
agagtctctg
ttgccgetge
caggactgac
ttggcagata
ttcgcctcag
catcttttgg
gtctetttea
cttaaacgtg
cgtgecgett
agcgceggeg

gccaagatgg

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



caatcgagac
ccgggaccge
atcaagggcc
cgcecatggece
gcgagtttte
ctatgaaagg
cggggatctc
ttacaaataa
tagttgtggt
attaataatt
tcecggcaaag
cgcgtgegge
tcgtataccg
atttagtagg
taagaacggc
tacctatgtce
ctcetggtgg
cggaacccaa
caatcgcaag
cccagacttt
tcttteggaa
ctattcatca
tcccataata
aacgacgcca
agtcgcgcaa
caactttagce
tccagttgat
gccccgceatt
ctgectgecett
aactcccecegt
ggcagaaact

ccatcttact

gatcccccaa
ctggtgacgg
tagtgctage
aagactagtg
gaagggggat
ttgggctteg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
gcaaaaatct
cacctcgetg
ccagaacatc
aacatgtccc
ccgaggtete
catgcaccac
tggacctggt
tgcecettecg
agactttgat
tcggcatcegt
cgttcttgat
atccaagaat
ttactcagat
aacatccagg
ctaaaaaaag
agaccggggce
atacgcttct
cctcgatgag
gatatttctce
ccttggatgt
cacccgttat
caaacgattc

tggcttcaac
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aagtggacaa
ccagccggca
gagcagctceg
gcggtacegg
cctaacacgt
gaatcgtttt
tcttegecceca
tcacaaattt
tcatcaatgt
agccccagca
cgaacaacga
taagggcatc
tctaagaagce
gttcgttaac
cacccataga
aagttttccce
tcaattcctt
ttctcatgtg
ttacggtcta
taatgaaaac
ttcacctcta
gtgcaaacca
tcatacgacc
aggcgaggat
tcececgeccea
ggagctggaa
ggttttacat
gtcactacct
ggtagccgtce
agtcaccgta
atcgctccaa

tctaataagt

gcaccgtcaa
aaaccggaat
agcgaaagaa
tacgcgtgga
gctacgagat
ccgggacgcce
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
cgatgggcgt
tgaccacccg
acagacctgt
gtacgcaagt
ggaattaacc
atcaagaaag
gtgttgagtc
taagtttcag
ctgctgegag
gactacgatg
atgcttggta
gctcctaaat
acaaaatagc
tgcttggaac
ggcagaggag
gaaattcaac
ttaccgegge
tgctcteatt
cgtggagtcc
tctcaggcetce
gtccaataca
acaagcgatc

gcggcecectcee
118

agtaacctgg
ctatcacgag
gcgcgccagce
catatggcag
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gcattttttt
gtctgaattc
tgaaaggatt
ttgaacccat
tattgcctceg
atgtcgcecat
agacaaatca
agctctcaat
aaattaagcc
ccttgegace
ggtccaatac
gtatctaatc
aatgcctteg
acgaataccc
acccgagccc
actctgettt
ccgctecggea
tacgagcettt
tgctggcacc
ccaatagcaa
acattgggta
cctcteegga
ctaccgtcega
tgctcaatta

cgaacagtcg

ctgatgatgg
gactgggcag
agcgcaggca
catgcgcette
ccgecgecett
tcctecageg
cttataatgg
cactgcattce
ctcgttggag
tgccatgcect
cagtgtagceg
aacttcctge
acccaccgcet
ctccaccaac
ctgtcaatcce
gcaggctcca
atactccccce
aaacaccccg
atcttcgatce
ctgtagttecg
ccaactgttc
tatctgatca
aattacagtg
aacagagcgc
ttaactgcaa
agacttgccce
gacgcgaagc
atttacgecge
gtcgagccect
caactgatgg
tcatgactca

ggccctcaga

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



catgataaga
ctttatttgt
acaagttggg
cggcgteeceg
aatctcgtag
ggtcgcgeag
cggaggcgte
ggccgecgceac
tgatgaacag
gggagaaccc
gcaccggaac
aagacttggg
taggcacgac
atcccegege
gcceccagtgt
ccagtggaaa
gaagacggcg
aaaagtggac
atccgatttt
accaaagggg
aagcgccgceg
gaggcacaga
ggacggacgg
ttttttecceceg
tgcgtgeggg
gttgtgagca
aaccaagcga
caagggagac
ccectggegtt
tagcgaagag

gcgectgatg

tacattgatg
gaaatttgtg
gtgggcgaag
gaaaacgatt
cacgtgttag
ggcgaactcce
ccggaagtte
ccacacccag
ggtcacgtcg
gagccggteg
ggcactggtc
ctcgggggag
cgtctgaagg
caaaccgctg
gcegtegtaa
tgggggtgac
aaaagttggce
ggtecgtccecet
agcgcgcggt
ccgagggggt

cgggctetgg

tgatctggcce
ttggcacgct
tggaccggge
ctgggagcag
aagccggggg
tctggecgac
aggccaagct
acccaactta
gcccgcaccg

cggtatttte
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agtttggaca
atgctattgce
aactccagca
ccgaagccca
tcctgetect
cgcccccacg
gtggacacga
gccagggtgt
tcececggacca
gtccagaact
aacttggcca
gcgagggacg
ctgattcggg
tgccgegeca
tttcecttete
gtccgttgeg
ttcagtggag
cacagcccag
tggtcgcaat
caagacgccg
gaagaagaga
tggcaagaat
cgcggctgeg
agcgaccgtg
tcagacgtgce
cggaaatggt
gcagttcgca
tggcactggce
atcgccttge
atcgccecette

tccttacgea

aaccacaact
tttatttgta
tgagatcccce
acctttcata
cggccacgaa
gctgctegee
cctecgacca
tgtcecggeac
caccggcgaa
cgaccgctce
tcttgettgg
caaggaaggc
tttgectctgg
gtgggttgee
gcgecttatt
gcatgaggge
tgagggggtyg
aggtgctgceca
ggcgtgaaac
cgcgecgcecatg
tctgegecacg
gaatgaatcc
ccttgaacgg
acggtttggg
agtgttcttt
cttgcecgaca
atccaatgcet
cgtegtttta
agcacatccc
ccaacagttg

tctgtgeggt

119

agaatgcagt
accattataa
gcgctggagg
gaaggcggcg
gtgcacgcag
gatctecggte
ctecggegtac
cacctggtcce
gtegtectcee
ggcgacgteg
ttggcgttag
ggggtagaac
atgagcecggg
gctcctagtg
gcgcccaggt
tagcataaac
aaagtccact
aaatcggcegt
ggctcgttge
acatggacgce
ctaaggaagg
aacattggga
ccgectegegg
accgaggctg
acaaaatcta
gagcgcgtcet
tcecgecagege
caacgtcgtg
cctttegeca
cgcagcctga

atttcacacc

gaaaaaaatg
gctgcaataa
atcatccagce
gtggaatcga
ttgceggecg
atggcecggece
agctcgtcca
tggaccgege
acgaagtccc
cgcgcggtga
gagcgggcegyg
ggcgtgttgt
ttttgetttg
ccctcettetg
ccccacgteg
tttgggttgg
ctgtgegggt
gcaacggcca
gcagccgcga
cgactccacg
gcacgcgagg
aaagaatgceg
acaaaagtta
ccaagcgcaa
ctacgagttg
catgttggga
aatggatggc
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg

gcatatatgg

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



10

15

20

25

30

ES 2 666 895 T3

tgcactctca gtacaatctg ctctgatgeec gcatagttaa gccageccccg acacccegeca

acacccgetg acgegeectg acgggettgt ctgetccegg catcegetta cagacaaget

gtgaccgtct ccgggagetg catgtgtcag aggttttcac cgtcatcacc gaaacgcgeg

a

<210> 63
<211> 85
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 63

ttatacgegt ggacatatgg cagcatgegce ttcgegagtt ttcgaagggg gatcctaaca

cgtgctacga gatttcgatt ccacc

<210> 64
<211> 59
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 64

atatccacgc gtaccggtac cgccactagt cttggccatg gegtgectge getgetgge 59

<210> 65
<211> 3670
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 65

gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggecge
actattctca
gcatgacagt

acttacttcet

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgcettect
gttgggtgca
ttttegeccee
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta

gacaacgatc

cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgcetceca
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg

ggaggaccga

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat

aggagctaac
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tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgcectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac

cgecttttttg

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgcecatac
cttacggatg
actgcggcca

cacaacatgg

6540

6600

6660

6661

60

85

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcegt
agatcgctga
catatatact
tcectttttga
cagaccccegt
gctgcettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
gatatcgcta
tatccagatc
tggatgccag
cctgtggttg
gatgtcgetg
cgcctetteg
ggcagaacgc
cgtctgecaac
agcgcatgtce
cagtgecectgg

cctggtecge

aactcgecett
caccacgatg
tactctagcet
acttctgcege
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteccgaag
gcecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacyg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
gacaacgcca
ggataaatat
actaaggagt
agcgcccace
ctcttgecgag
ttegttegtt
gagcagttca
tttceggtga
gacgtcccece
gtgcggccat

gtgecttceege
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gatcgttggg
cctgtagcaa
tcceggeaac
tcggecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttececcgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
tgtgctgggce
tcctcgacca
tataccgecce
ccttgetect
aacaggttaa
actcttcatt
tgtacgcgag
cgtttectttg
ggacagcaga
agctcgtete
ttcectaaat

cttactacct

aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggcectt
ccagccggcece
cagcaaggac
cttcegetet
ctgcgcaagg
agcgaaccag
agatcggcgg
cggtgcgage
cagctttatce
gctgcagttc
cgtcteccect
aggttgcgca

gaacgcgcag
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gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
agatctgagce
acgcaccgct
ccttttettt
ctgctecacce
ggccgeceeg
aatgctgccg
ggcttegttg
tatccgcaaa
tgatcgtcte
ggagtggacg
gcecgagttte

tagcteggeg

ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatcect
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcecgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtceag
ctggecetttt
tcgeggecge
tcggcectacgg
tttgctegte
agagtctctg
ttgcegetge
caggactgac
ttggcagata
ttcgectecag
catcttttgg
gtctetttceca
cttaaacgtg

cgtgeegett

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



10

15

20

25

taaggcggge
ccatgctgece
caatcgagac
ccgggaccgce
atcaagggcc
cgeccatggece
gcgagtttte
ctatgaaagg
cggggatctc
ttacaaataa
tagttgtggt
tctagagtcg
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
catatatggt
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga
<210> 66

<211> 20
<212> ADN

ggggtggctg
catagcggcce
gatcccccaa
ctggtgacgg
tagtgctage
aagactagtg
gaagggggat
ttgggcttceg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
acctgcaggce
cctggegtta
agcgaagagg
cgcctgatge
gcactctcag
cacccgcectga

tgaccgtctce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 66

ggccaagttg accagtgecg 20

<210> 67
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 67

cagtcctgct cctcggecac 20

<210> 68
<211> 1724
<212> ADN
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ctcttgetta
acagaatcgt
aagtggacaa
ccagccggca
gagcagctcg
gcggtaccgg
cctaacacgt
gaatcgtttt
tcttegecca
tcacaaattt
tcatcaatgt
atgcaagctt
cccaacttaa
cccgcaccga
ggtattttct
tacaatctgce
cgcgecctga

cgggagctgce

cgccaggcgce
aggcgctgca
gcaccgtcaa
aaaccggaat
agcgaaagaa
tacgcgtgga
gctacgagat
ccgggacgcc
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
ggcactggcce
tcgeettgea
tcgececttee
ccttacgcat
tctgatgecg
cgggcettgte

atgtgtcaga

122

gtacgtcagce
atcgggaact
agtaacctgg
ctatcacgag
gcgcgccage
catatggcag
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gcattttttt
gtctgaattc
gtcgttttac
gcacatcccce
caacagttgce
ctgtgcggta
catagttaag
tgctececegge

ggttttcacc

agcgccggceg
gccaagatgg
ctgatgatgg
gactgggcag
agcgcaggca
catgegcette
ccgecgectt
tcctccageg
cttataatgg
cactgcattc
ccggggatce
aacgtcgtga
ctttegecag
gcagcctgaa
tttcacaccg
ccagccccga
atccgettac

gtcatcaccg

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3670



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 68

dgtagtcata
tgtgagactg
gatacctgca
cgcacttatt
tgtttggagce
gactacggtg
agagacggct
acgaggtagt
gcaatgtaaa
taattccage
ttetggggeg
gccatcctceg
gcaggtcgta
tgttggtttg
agctagaggt
catgttttca
gtctagaccg
cagcacatga
ttaaaggaat
cacgggaaaa
gattctatgg
tcegttaacg
tacgcettett
tgtgatgccce
tcatcgttgt
tegtgctggg

aagtcatcag
ccgattgaac

gtcagaactc

cgctegtcecte
cgaacggctce
gtaattctgg
agagttgaag
gatgaatcgt
actataacgg
accacatcca
gacgagaaat
accctcatceg
tccagaagceg
ggagcccecegg
cctetttttt
tgacctggat
cacatctgag
gaaattcttg
ttaatcaaga
taaacgatgc
gaaatcaaag
tgacggaagg
cttaccaggt
gtggtggtge
aacgagacct
agagggacat
ttagatgttc
tcgcagcgag
gctagatttt

cttgcattga
ggtccgatga

gggtgaatct
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aaagattaag
attatatcag
aattaataca
ccaagtaaga
ttgagtttct
gtgacgggga
aggaaggcag
atcaatgecgg
aggatcaact
tatgctaaag
tctttgegeg
tagtggcgtc
gtttattatg
taatgatgaa
gatttccgaa
acgaaagtct
cgacttgcga
tctttgggtt
gcaccaccag
ccagacatag
atggcegttce
cggcctacta
gttcggtata
tgggccgcac
gtgctttgee
tgcaattatt

atacgtccct
aaccatggga

tattgtttag

ccatgcatgt
ttatgatttc
tgctgagagg
tggtgagtca
gcceccatcag
gttagggctc
caggcgcgta
ggcgcettege
ggagggcaag
ttgttgcagt
actgecgetct
gttcactgta
ggatgatcag
taggaacagt
agacgaacta
ggggatcgaa
ttgcggggtg
ccggggggag
gagtggagcc
gtaggattga
ttagttggtg
aatagcggtg
cgagcaggaa
gcgcgctaca
ggaaggcatg
aatctccaac

gccctttgta
tgaccttttg

aggaaggtga
123

gtaagtataa
ttcggtattt
gcccgactgt
tgataattga
ttgtcgacgg
gactccggag
aattacccaa
gtcttgectat
tctggtgecca
taaaaagctc
gtttgccgag
attaaagcag
atagggctcg
tgggggtatt
cagcgaaggc
gatgattaga
tttgtattgg
tatggtcgca
tgcggcettaa
cagattgaga
gagtgatttg
ggtatggcga
gttcgaggca
ctgatgggtt
gcaaatcctt
gaggaattcc

cacaccgccc
agcgtttgtt

agtc

gcgattatac
tctttatatg
tcgggaggge
gcagatcgct
tagtgtattg
agggagcctg
tgtggactcc
tggaatgaga
gcagccgcgg
gtagttgaat
cggctcetcet
agtgttccaa
ggtgctattt
cgtatttagg
atttaccaag
taccatcgta
accctcgecag
aggctgaaac
tttgactcaa
gctcotttett
tctggttaat
catacttgcg
ataacaggtc
caacgggtgg
tcaacgccca
tagtaaacgc

gtcgcaccta
cgcgaggggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
1680

1724



<210> 69
<211> 3247

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 69

cggacggcgt
aacgacgctt
ctattctage
tggaggtgta
agcggtactc
tgtagcgagt
ccteggtagg
ggacaatttc
tccagtcaaa
tgatgcaggce
agctggtgtt
gcgcagcaag
gcttggaaag
cttecgetgta
aggcggtaag
tgcccetteac
agggcgacgce
gctccaggag
gcagaaagtc
gcgegtactt
tcgecteegg
gtataggcca
cgagactgeg
catccegtge
gagtecgttcg

agcgectegg

gcttagtaac
ccagagcctce
aaagcccaac
cccattegeg
gccgaggcecg
gcggtgtgge
aagctctttt
ttcgegeatg
gtccatctgt
gttggcctgt
gagctcgggg
cttgaaagag
gccatagtag
gacgtactcg
cacgaccttt
ggccggceteg
cgagtggatc
atcgcagcca
cacctttttg
gactacccac
caccgacatg
ggcggctgge
gcttcagcetg
gcgcagatga
ctgcgeccaag

gcacgcgact

ES 2 666 895 T3

tgaatgaata
accttttgceca
gcaaggcttg
atgaggctct
aggccgcecect
ggcggcegecec
ttcecggtect
ggggcaccgce
gcggegttga
tgaaccttgg
aggccgggaa
ctcteettgg
ttctttttet
gggggctteg
tccacaccga
acgagtttct
accgtggggce
gtgaaaagct
ccggaccgceg
gagcccagga
ctgecttgttt
tagctgcteg
ggattttgtg
cgacgatgcc
aaatgggcag

aataagccce

attataccag
gcgacagcegt
cctactcctt
cgtacgcgge
cgctggtegg
ccgageeggyg
cagaaacctt
caataagaag
cgtgggegeg
aggcgccaaa
gcatggggce
cgatctccca
cctcgaggac
cgcecgtacgt
gcttectegea
ggcgcgccga
atcccttgat
tgagccgete
tcgtteegtg
aaccggtaca
gtccacctcce
ggctcgggac
gcgtttgect
gccgacctceg

cgcaacgcac

agggcgctceg

124

ctggggattc
gccgegegeg
gtcgagcettg
ttcgacctge
tttgagggac
tgcgggaagce
gttagactcg
gaagcgctceg
cgccacateg
gtatgctage
gtagatgaag
ggcegtttte
cttgtcgteg
gatgtagatg
ggactcaagc
ctegtegttt
ggcctcatceg
ctgggcgcecca
cacctcgaag
ccecegtecacg
tcggetcettg
caaaacgttt
cggcctcecacce
cacgacctca
gcecgetcegag

ggatgcccte

tgcgaatgceg
atacttgctt
tacatgtcct
tccttgtagg
ttttcgacgt
ttcgggtcca
cgcaaaacct
ccccagecct
cgcacgtcceg
acggagaccg
ctcgggttga
tcggcgagga
gtccagtcct
ttggcgatcg
acgttgcgeg
atgcggataa
aagctgccect
tcgagetttt
ccggecteca
cacacgcgtt
ctecegetege
ctgcaagttt
gtcatcgcect
agcggttcag
gtgggctgtg

ctteegecge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



acgcgttgeca
gagaagtgtt
cgagtcccett
ggcgecegegt
gacacgacgc
acccatgttg
ccgcacgcgg
cgcagacacc
acggcgcccce
gcggacgtte
gatttccttt
cctaggaaag
ttcggaaacc
ggccacgctce
cgcgtacgceca
aggtcctggt
agagcgcaag
gggaatgtac
tggaagaaaa
tgggacccat
gttcgegetg
gatgacgatg
cttcotttteg
atggagaagc
tcatgecctce
tctcggacge
atatcagcct
tcagcaaact
caagatc
<210>70

<211> 1239
<212> ADN

ttcttgcettg
ggtttttecceg
gacctgcecctg
tgctgcgaga
tgatgagggt
gcgaggtgaa
gctaccaagc
catttccagce
cggcatgacg
acgaaacccg
cgagcgcgcet
gaaagaaaac
ctagctggtt
aagccgtccg
caagaaggcg
tctegggagg
gcggcettttt
cgcagtgcgg
acagcgtcgt
catgcgctga
gctggggaat
ctccaggaat
agggtatact
atcgggtctt
acatgtctca
aaataaaaag
attggccgac

gccaacgcgt

<213> Thraustochytrium sp.

ES 2 666 895 T3

cttgettget
atcgacggca
cctecegteag
tgcgegegeg
cgagcttect
tctggagceccecce
acgctttgeg
atttcgaggt
cggctcggga
tgtecgggeeg
gcecgegtega
gggaaggagg
caaccagttc
ggacgtcatg
tcaccgecege
cgctgtgegt
gaccaggttg
tggtccgceca
atgcecgecgt
gagtctgcetg
cagtaatcgce
cgcgcggcac
ccgtggeggyg
cgtcgaacat
caagaccacc
catcggcgeg
caaaaccaag

actagcagac

tgcttgettg
aagataacgc
catgctgcca
gagtggtccg
tcttecectte
gtgeeggegg
gcggcegggge
actgaggcta
gcgtttgttt
ggatccgege
aggggctccg
atcaaagtca
cctcttetga
gacgtcgege
gcccgegecg
ggtatgtcga
cctgectect
agcaagaaac
cgtcgecaggt
caaaagaggt
atttcggaca
gttttacggc
ttatcatcat
ccggggtege
gaaaaactgt
ctcgegttca
cagcagttcc

aaggattcac

125

cttgettget
gcgtgtacta
agggttgatg
cgtececttget
cggcegecegtt
ccggcggcac
accgcccgeg
accgacgacg
tggcgtgegt
tggtecgggce
ggtcgcgcecta
tactatgcegt
tteceeteget
tgcecetgegt
aagacctccce
cgcgcectegge
accacgtgcce
cccgcagaga
gctegtegte
agggactcgg
tggatgcgga
ggcgagagag
gtgagagatg
cggttegtca
cgaacttgat
ccagcaagca
tcaactcgge

cccagcttceg

tgcctgegeg
gcgtcegatceg
cgagtagcgce
gcctgegatce
gaacccgccc
cgtgggccac
aaacgcgttg
cgacgcagcg
tgctcgegeg
gctcgacatc
ggtcttctgg
acacgccgceg
gggttctgeg
cgttcttcta
tccegatcega
tctgegetgg
cgtagggagg
aggcgtaaag
gcctegtega
gaaggacctg
gacgctccce
aaagtctcag
tatcgacgceg
cgaagccagce
tctttaggte
gacaaaacca
tctgcectcaac

gttgaaacta

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3247
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<400> 70

atgtgcaagg
cagcagcagc
ggcgagattc
ctttacctgg
cttcecegttt
cagggtaccg
tccaactaca
ccttatttca
gacggcgagt
tgcgacatga
gcetggecege
cgctggtcega
ccggacaaga
ggcctctget
ccctaccetgg
gacgtccege
gatcgcccect
gcgcatcacce
cggaccctcce
ttgtttcaca
aaacatgccg
<210> 71

<211> 1066
<212> ADN

tggagcccac
gtcagagtcce
gcgecgtggt
gccgegaccet
acgacatggg
tcggtgeegg
ggatcgtcaa
gctgggegta
cgcacacgcc
tgggcgatga
tttacatcat
aggatttctg
tgcgectcaa
actggggctc
tggtcaatgce
acctcggcega
acccgcecttt
tcttctccaa
tcgagcccaa
ctgctaagta

ctgcccagece

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 71

gatatgtatt
gtcgtegttg
gattacgcce
gttaacttcg
cgeccettgega

tgttggagaa

tacgtgatca
tcgaagcaga
cgtcaatctce
gagcccgcaa
ccaaggttct

ctgattgcac
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gcggcacgag
catcatccat
gccgaagcac
tctcatggca
ccteteggge
cctttgggtg
cgacggcegte
cacgcacggc
gaacctgaag
ggcgtttgece
caacgggagc
gaagcgcccce
ggccgecgte
tatcgagggce
ctatctcatt
ggacgagtgg
tatcgacgtt
gatgccgtgg
gggcgtctac
ctgccactac

caaggccaag

acaaccaatc
ggttggagaa
ggaagggccg
cgttctggga
gcceegtegg

ccaatgcgat

cagacggctg
ggcaagcaca
tgctttgage
gccaccctet
gcgcetegect
cttgggcatg
ggctttctgg
ttgcaccatg
aagaaggtgyg
gttcttcacg
ggcgegtceca
aaccactttt
tccacgatcg
gggcgcacceg
gggtttacct
tecectgggteg
ctgacccacc
taccacgege
aactatgacc
atggagggcg

gagctctaa

agccacgacg
cgacagcaac
acctagccca
ctgtctttge
cgttgaagtce

cgccaatcga

126

cggccaagcc
acccggacct
gctcgetegt
tcttectege
ggactgtcta
aatgcggtca
tccacacgag
ccecgegtcaa
ccgccaactt
tcttegtceta
agcgcaacca
tgcccaccte
gcgtcecttac
tgctgctcca
ggatgcaaca
cgggcactgt
gcatcgggtc
gcgaggctac
cgatgccctt

tcgacggtat

ttatcgtegt
aacgcgacgg
gaagtcctcg
tctaatgtaa
ttecgetegag

tcgatgcegeg

gcaagagcag
gccgacgcete
gacgagctcg
cagacaattc
cgtetgtgtg
ccaggccettt
cctgttggtg
ccacatgctc
tcaaaagttc
ccttectectg
cgagggaaag
ggagctcttt
cgtcattgece
gtactttctg
cacccacccg
gctcaccgtc
tacgcacgtg
gacccacatc
ttacaaggcc

tcagttctte

tgtcggectt
ggagaatgtt
gcagcctttg
tgcgatgeceg
ggcttetgga

ctcegggega

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1239

60

120

180

240

300

360
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ccttettete
gggctgtcect
ccttegtttt
ccggctaaag
aaacttagtg
cctaagtgtg
tcagcgagga
ttggatcctce
ttcgactggce
tgceceggatg
ctggatggat
tgtgttgcett
<210>72

<211> 1338
<212> ADN

gccgtgecge
cgaccatggt
cggccectttt
tgcgegtgac
tcggegegge
cactgaaaac
cggtgtecccece
acgacaacag
ggctaacgaa
aatcccaaac

gggaaaaggt

ggccgagtaa

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 72

atgggcaagg
gacaagcgga
ccgggeggtt
gcgtaccgeg
aaactggatg
gccatgacge
ccgtegatce
ttctggctca
attgcgcagg
gtcatttgge
gggcactact
gatgtcgatc
aagccggggt
tegtgectge
accaagcggc

atgggcgcetce

gaagcgaggyg
aaacaatttt
cgatcatcaa
agttccatca
cgtccaaggt
gcgactatge
cacacatgat
tgagcaaggc
gccggtgegg
tcgacgaccg
ggaagaacca
tcaacacgtt
ctectgettge
tcattggect
acatggagtt

tcggttacac
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ttttgcctce
ctcgtggecce
cgccegeatte
acattgatcg
cctgegtgeg
gcacactcct
acctccgegt
gccacgccca
aagcctatag
acgattcata
aaaataggcg

tcgtcacgeg

ccgcagcgeg
gatcgagggc
ctttttgacc
gcggtccgge
ggagtcgcgg
ggcctttege
tttecegegte
ctcgececage
ctgggtcatg
gctgtgcgag
gcacagcaag
gcecectggte
gctctggetg
cggctggacg
tgtctggatc

gccgggccgce

tttgcagcca
atctcgaagce
cceceggeate
cccaggacca
tcagcagcat
tggtcatgtg
accggcaacg
ggtcaccctce
ccgttetegt
tgcgeggtcet
ttctttactg

caaacgatcg

gagcgcgaga
gtcctgtatg
gagggcgagg
aaggctgaca
ttctecggeca
gaggagctca
gtcgagattg
tcgectegtge
cacgagatgg
ttecttttacg
caccacgccg
gcctttaacg
cgtgtgcagg
ctgtacctge
tttgcgeget
tcgatcggga

127

ggtacgtagc
aaacgaaaag
gtgaaacttg
ggctgcacat
acgtaagcca
tggggacacc
tagagggcaa
cattccattg
ttgccattta
gctcegtett
tcagggtctt

gcgect

tgtcggecga
acgtgacgaa
ccggegtgga
agtacctcaa
aggagcaggc
tcgccgaggg
tggcgcetcett
tgggegtggt
gccacgggtce
gagccggcetg
cgcccaaccg
agcgegttgt
cgtacctett
acccgegceta
atcttggttg

tgtacctgtg

ctcgcacctg
cagcgcacca
cgcgccggec
tgggggtaga
gcatcctcege
cgacggggac
ggcaaaatcg
taccgtcegt
ttgacgactc
atggatgacg

gcagtcgtcet

ggcgagcggce
ctttaagcac
cgcgacacag
gtecgetgeeg
gcggcgcgac
gtactttgac
tgcgetcteg
gatgaacggc
gttcacgggce
cggcatgage
cctcgagcac
gcgcaaggtce
tgcgecegte
catgectgege
gttctcegete

ctcgtttgge

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1066

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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ctecggetgea
aacccagagg
accaagtcct
cttttceccca
ttcaagcgcecce
tttgccaacc
gccaagaagc
<210>73

<211> 445
<212> PRT

tttacatttt
accagctgca
ggttcgtcac
cggcgccgca
acaacctccce
tttattcegt

aagactag

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 73

Met Gly Lys

1

Glu

Tyr

Leu

50

Phe

65

Lys

Ala

Leu

Arg

Ala

Asp

Thr

His

Leu

Arg

Ile

Val

Gly

Ser Gly

20

Val Thr

35

Glu Gly

Gln Arg

Asp Ala

Arg Asp

100

Ala
115

Glu

Val Glu

130

Ser
145

Lys

Ala Ser
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cctgcagttce
ctggctcgag
atggtggatg
gtttcgette
atactacgac

cggccactcg

gccgtcagece
tacgcggcgg
tcgaacctga
atggaaatca
ctgcectaca

gtcggegact

acacgcacct
accacacggt
actttcagat
gcecctegegt
cgagcgceggt

cggtcggege

gccggtgact
gaacattagc
cgagcaccac
cgaggcccte
ctcgaccacce

cgacaccgac

Ser

Asp

Asn

Glu

Ser

Ser

85

Ala

Gly

Ile

Pro

Glu

Lys

Phe

Ala

Gly

70

Lys

Met

Tyr

Val

Ser
150

Gly

Arg

Lys

Gly

Lys

Val

Thr

Phe

Ala

135

Ser

Arg

Lys

His

40

Val

Ala

Glu

Arg

Asp

120

Leu

Leu

Ser

Thr

25

Pro

Asp

Asp

Ser

Asp

105

Pro

Phe

Val

128

Ala

10

Ile

Gly

Ala

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ala

Leu

Glu

Leu

Gly

Thr

Tyr

75

Phe

Ala

Ile

Leu

Gly
155

Arg

Ile

Ser

Gln

60

Leu

Ser

Ala

Pro

Ser

140

Val

Glu

Glu

Ile

45

Ala

Lys

Ala

Phe

His

125

Phe

Val

Met

Gly

Ile

Tyr

Ser

Lys

Arg

110

Met

Trp

Met

Ser

15

vVal

Asn

Arg

Leu

Glu

95

Glu

Ile

Leu

Asn

Ala

Leu

Phe

Glu

Pro

80

Gln

Glu

Phe

Met

Gly
160

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1338



Ile

Ser

Tyr

Ser

Asn

225

Lys

Phe

Leu

Trp

Gly

305

Leu

Leu

Ala

Trp

Ala

385

Phe

Ala

Phe

Gly

Lys

210

Thr

Pro

Ala

His

Ile

290

Tyr

Gly

Pro

Asp

Met

370

Pro

Lys

Gln

Thr

Ala

195

His

Leu

Gly

Pro

Pro

275

Phe

Thr

Cys

vVal

His

355

Ser

Gln

Arg

Gly

Gly

180

Gly

His

Pro

Ser

Val

260

Arg

Ala

Pro

Ile

Thr

340

Thr

Asn

Phe

His

Arg

165

Val

Cys

Ala

Leu

Leu

245

Ser

Tyr

Arg

Gly

Tyr

325

Asn

val

Leu

Arg

Asn
405
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Cys

Ile

Gly

Ala

Val

230

Leu

Cys

Met

Tyr

Arg

310

Ile

Pro

Asn

Asn

Phe

390

Leu

Gly

Trp

Met

Pro

215

Ala

Ala

Leu

Leu

Leu

295

Ser

Phe

Glu

Ile

Phe

375

Met

Pro

Trp Val

Leu Asp
185

Ser Gly
200

Asn Arg

Phe Asn

Leu Trp

Leu Ile

265

Arg Thr

280

Gly Trp

Ile Gly

Leu Gln

Asp Gln

345

Ser Thr

360

Gln Ile

Glu Ile

Tyr Tyr

129

Met

170

Asp

His

Leu

Glu

Leu

250

Gly

Lys

Phe

Met

Phe

330

Leu

Lys

Glu

Ser

Asp
410

His

Arg

Tyr

Glu

Arg

235

Arg

Leu

Arg

Ser

Tyr

315

Ala

His

Ser

His

Pro

395

Leu

Glu

Leu

Trp

His

220

Val

Val

Gly

His

Leu

300

Leu

Val

Trp

Trp

His

380

Arg

Pro

Met

Cys

Lys

205

Asp

vVal

Gln

Trp

Met

285

Met

Cys

Ser

Leu

Phe

365

Leu

val

Tyr

Gly

Glu

190

Asn

Val

Arg

Ala

Thr

270

Glu

Gly

Ser

His

Glu

350

vVal

Phe

Glu

Thr

His

175

Phe

Gln

Asp

Lys

Tyr

255

Leu

Phe

Ala

Phe

Thr

335

Tyr

Thr

Pro

Ala

Ser
415

Phe

His

Leu

Val

240

Leu

Tyr

vVal

Leu

Gly

320

His

Ala

Trp

Thr

Leu

400

Ala
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Val Ser Thr Thr Phe Ala Asn Leu Tyr Ser Val Gly His Ser Val Gly
420 425 430

Asp Ser Val Gly Ala Asp Thr Asp Ala Lys Lys Gln Asp

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

435 440

<210> 74

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 74
gcaccgccaa taagaaggaa gcgctcgecc cagcccttce agtcaaagtc 50

<210> 75

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 75
gtttatgcgg ataaagggcg acgccgagtg gatcaccgtg gggcatccct 50

<210> 76

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 76
gggcacgcga ctaataagcc ccagggcegct cgggatgecc tecttcegee 50

<210> 77

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 77
aaagtggaag aaaaacagcg tcgtatgccg ccgtegtege aggtgcetegt 50

<210> 78

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 78
ctctcggacg caaataaaaa gcatcggcegce getcgegttc accagcaage 50

<210> 79

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 79
ctcgecgecg taaaacgtge cgegcegatte ctggagceate gtcatcgggg 50

<210> 80

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 80
gcaacctggt caaaaagccg ccttgegcete tccagecgcag agecgagege 50

<210> 81
<211>50
130

445



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 81
tgcgtacgcg tagaagaacg acgcagggca gcgcgacgtc catgacgtcec 50

<210> 82

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 82
gcgcecctggg gcettattagt cgegtgeccg aggegcetcac ageccaccte 50

<210> 83

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 83
ctacaacgtc gaaaagtccc tcaaaccgac cagcgagggc ggcectcggec 50

<210> 84

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 84
gccggecccg getaaagtge gegtgacaca ttgatcgecc aggaccagge 50

<210> 85

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 85
gaaaaggtaa aataggcgtt ctttactgtc agggtcttgc agtcgtcttg 50

<210> 86

<211> 50

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 86
cagagtcgtc aataaatggc aaacgagaac ggctataggc ttttcgttag 50

<210> 87

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 87
ggatcaaagt catactatgc gtacacg 27

<210> 88

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

131
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<400> 88
ggtaccgtga atacagtcga ggtagc 26

<210> 89

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 89
gacaaggatt caccccagct tcggttgaaa ctacaagatc atggccaagt tgaccagtgce 60

<210> 90

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 90

cgaatctcge cgagegtecgg caggtcecggg ttgtgettge catgcagaca tgataagata

cattg

<210> 91

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 91
cctccacatg tctcacaaga ccaccg 26

<210> 92

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 92
gcaagcaatg ctcgatttce tacc 24

<210> 93

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 93
ggatcaaagt catactatgc gtacacg 27

<210> 94

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 94
atctatgtta accgaatgca attgcgtccg agagacctaa agaatcaagt tcg 53

<210> 95

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 95
tatcatcaat tgatgtaggt taacgccatt tctagctcga getge 45

<210> 96

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 96
atgtgccaat ttggtaccgt gaatacagtc g 31

<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 97
atgggcaagg gaagcgaggg 20

<210> 98

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 98
ctagtcttgc ttcttggegt ¢ 21

<210> 99
<211> 929

<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 99
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gccgtgegge
gtcggacctce
caaggacaag
ggagttcgge
cctcaaggtc
gaacatcggce
gcgcecttaat
cgtgaaggtg
cceeggette
catgaactgc
cgacgagctc
ctccategge
ccgecgectac
cctcaagcege
ctgcgectece
ggaggaggec
<210> 100

<211> 34
<212> ADN

acgacggtcc
cccgaggace
atctactgca
cttaacatgt
aaggaggccc
tgcgtecteg
tatgttgtcg
gccgtcgaaa
ctcggcaatg
gtcgtcgacg
ctacacggcg
atgtacatgg
gacgagaaga
tacgccgacg
tcgagcgatg

ctcegecgeg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 100

ES 2 666 895 T3

gtgagtcgtg
gcgtcgacgt
agcgeggcegyg
tccagatgga
tccaggatge
gcattggegg
tcgagaaggt
agtacaaggce
ttaccgeegg
ccgectgege
actgcgacat
ccttcteccaa
caaagggtat
ccgtacgega
gtaaggccge

cctacaacc

atactcgagc cgtgcggcac gacggtccgt gagt 34

<210> 101
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 101

tatccatggc cgtcgaggtt aaaggtgttg gtgcag 36

<210> 102
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 102

ggagacaatc
gacggcctac
cttcatccce
ggactcggac
cggcatcgac
cggccagaag
ccteccgcaaa
caactttccce
acgctgcacce
ctegtcacte
gatggtgact
gacgccggtyg
gcttatcgge
cggcgacgag

cggcatctac

134

cgtgectggea
tttgaccegg
gactacgact
gcaaaccaga
gceccteteca
tcgagccacg
atgggcatgce
gagtggcgcce
aacaccttta
atcgcegtceca
ggcgccacct
ttctecaceg
gagggctcgg
atccacgccg

acgcccacca

tcgactgect
tcaagacgac
ttgacgctceg
ccatttcget
aggagaagaa
agttctattc
ccgagaagga
tcgactceccett
acctcgacgg
aggtcgccat
gcacggacaa
accccagegt
ccatgctcegt
tcatccgtgg

tctecggggea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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atagaattcg atatgtattt acgtgatcaa c 31

<210> 103

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 103
ggcggcegtcg acgacgcagt tcataggegce cgategtttg cgegt 45

<210> 104

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 104
acgcgcaaac gatcggcegcc tatgaactge gtcgtcgacg cegec 45

<210> 105

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 105
tatctgcagg ttgtaggcgc ggcggagggc ctectect 38
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REIVINDICACIONES

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

(a) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:70, que codifica un polipéptido que tiene actividad A12 desaturasa;

(b) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:69, en la que la molécula de acido nucleico regula la transcripcion de una A12
desaturasa; y

(c) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:71, en la que la molécula de acido nucleico regula la transcripcion de una A5
desaturasa.

2. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacién 1 (a), en la que la molécula de acido nucleico esta unida
operativamente a un promotor, en el que opcionalmente el promotor es heterélogo para la molécula de acido
nucleico aislada.

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

4. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicaciéon 1 (b) o 1 (c), en la que la molécula de acido nucleico
aislada esta unida operativamente a una secuencia de acido nucleico, en la que la molécula de acido nucleico
aislada opcionalmente esta unida operativamente a una secuencia de acido nucleico heterdloga, en la que
preferentemente la secuencia de acido nucleico heterdloga codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo
de polipéptido enzimatico con una actividad seleccionada del grupo que consiste en actividad desaturasa, actividad
elongasa, actividad acido graso sintasa y actividad poliquétido acido graso poliinsaturado sintasa (PKS), en la que
mas preferentemente la actividad es una actividad desaturasa y en la que la actividad desaturasa es actividad A5
desaturasa o actividad A12 desaturasa.

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

6. Un microorganismo modificado genéticamente , en el que el microorganismo expresa una secuencia de acido
nucleico heteréloga que comprende:

(a) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:70, que codifica un polipéptido que tiene actividad A12 desaturasa; o

en la que el microorganismo expresa al menos un polinucleétido de biosintesis de acido graso poliinsaturado
unido operativamente a un promotor heterélogo que comprende

(b) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:69; o

(c) una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:71.

7. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacién 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 reivindicacion 6, en el que la secuencia de acido nucleico
heteréloga esta unida operativamente a un promotor heterélogo; o en el que la secuencia de acido nucleico
heterdloga esta introducida en el microorganismo por un vector de expresion.

9. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacion 8, en el que el vector de expresioén se introduce
en el microorganismo con al menos un polinucledtido heterélogo adicional que codifica un polipéptido enzimatico o
parte de un polipéptido enzimatico implicado en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados, en el que
opcionalmente el al menos un polinucledtido heterdlogo adicional codifica un polipéptido enzimatico o parte de un
complejo de polipéptido enzimatico seleccionado del grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa,
A12 desaturasa, A5 desaturasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).

10. El microorganismo modificado genéticamente de la reivindicacion 6, en el que el al menos un polinucledtido de
biosintesis de acidos grasos poliinsaturados es endégeno para el microorganismo o en el que el al menos
polinucledtido de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados es exégeno para el microorganismo, en el que
opcionalmente el al menos un polinucledtido de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados codifica un polipéptido
enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico seleccionado del grupo que consiste en acido graso
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sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A12 desaturasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa (PKS).
11. Un método para producir acidos grasos poliinsaturados, comprendiendo el método:

proporcionar una célula de Thraustochytrium modificada genéticamente, en el que la célula de Thraustochytrium
modificada genéticamente expresa una molécula de acido nucleico heteréloga que tiene una secuencia que es al
menos 90 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:70 que codifica un polipéptido que tiene
actividad A12 desaturasa;

en el que la expresion heteréloga cambia la produccion de uno o mas acidos grasos poliinsaturados por la célula
modificada genéticamente en comparacion con una célula de referencia cuando las células modificadas
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 produccion del o de los acidos grasos poliinsaturados.

12. El método de la reivindicacion 11, que comprende ademas expresar al menos un polinucleétido heterélogo que
codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico seleccionado del grupo que
consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI sintasa
(PKS).

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

proporcionar una célula de Thraustochytrium modificada genéticamente, en el que la célula de Thraustochytrium
modificada genéticamente expresa al menos un polinucleétido de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados
unido operativamente a un promotor heterélogo que comprende una molécula de acido nucleico que tiene una
secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:69 o que comprende
una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que es al menos 90 % idéntica a la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:71;

en el que la unién operativa del promotor heterélogo con al menos un polinucleétido de biosintesis de acidos
grasos poliinsaturados cambia la producciéon de uno o mas acidos grasos poliinsaturados por la célula modificada
genéticamente en comparacion con una célula de referencia cuando las células modificadas 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 produccién del o los acidos grasos poliinsaturados.

14. El método de la reivindicacién 11 6 13, en el que el o los acidos grasos poliinsaturados se seleccionan del grupo
que consiste en acido alfa linolénico, acido araquidénico, acido docosahexaenoico, acido docosapentaenoico, acido
eicosapentaenoico, acido gamma-linolénico, acido linoleico y/o acido linolénico.

15. El método de la reivindicacion 14, en el que el al menos un polinucledtido de biosintesis de acidos grasos
poliinsaturados codifica un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptido enzimatico seleccionado del
grupo que consiste en acido graso sintasa (AGS), A5 elongasa, A5 desaturasa, A4 desaturasa y poliquétido AGPI
sintasa (PKS).
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Velocidad de crecimiento a diversas concentraciones de sal y zeocina
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t=1sal marina 35 g/l

B8 sal marina 18 g/l

Productividad de biomasa de células secas
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Relacién de lipidos totales con respecto a biomasa
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