ES 2678997 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 678 997
Eint. a1

C12N 15/82 (2006.01)
C12N 1/12 (2006.01)
C12N 15/01 (2006.01)
C12N 15/79 (2006.01)
C12P 7/64 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 07.03.2012  PCT/IB2012/000528
Fecha y numero de publicacion internacional: 13.09.2012 WO012120375

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  07.03.2012  E 12755051 (5)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 25.04.2018  EP 2683824

Tl’tulo: Microorganismos traustoquitridios modificados genéticamente

Prioridad: @ Titular/es:

07.03.2011 US 201161449848 P DSM NUTRITIONAL PRODUCTS AG (100.0%)
Wurmisweg 576

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la 4303 Kaiseraugst, CH
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

21.08.2018 ZHANG, SHUOCHENG y
ARMENTA, ROBERTO

Agente/Representante:
CONTRERAS PEREZ, Yahel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678997 T3

DESCRIPCION
Microorganismos traustoquitridios modificados genéticamente
LISTADO DE SECUENCIAS

La presente memoria descriptiva hace referencia a un Listado de Secuencias (titulado "Sequence_Listing.txt," creado
el 7 de marzo de 2012 y de 108 kilobytes) como se desvela en la solicitud internacional presentada. Todo el
contenido del Listado de Secuencias se incorpora en el presente documento por referencia.

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere a Traustoquitridios alterados genéticamente que pueden proporcionar fuentes utiles
de compuestos y agentes.

ESTADO DE LA TECNICA

Se ha reconocido que los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) tienen efectos beneficiosos sobre la salud. La fuente
principal de los suplementos nutricionales es el aceite de las especies de peces que tienen altas concentraciones de
AGPI, tales como la anchoa, la sardina, el salmén, la lacha, el arenque y el atin. Sin embargo, la falta de fiabilidad
de las fuentes y la variabilidad en la calidad y/o cantidad del AGPI aislado de peces significa que sigue habiendo una
necesidad de fuentes de AGPI alternativas.

Los traustoquitridios son microorganismos acuaticos eucariotas con la capacidad de producir productos Utiles,
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 traustoquitridios son capaces de utilizar
una amplia gama de fuentes de carbono y nitrégeno para su crecimiento, lo que indica un potencial para el cultivo
industrial con nutrientes de bajo coste.

Sigue habiendo una necesidad de fuentes mejoradas de AGPI y otros compuestos Utiles.
EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion abarca la apreciacion de ciertos problemas con las fuentes disponibles de AGPI y otros
compuestos y agentes Utiles. La presente invencién abarca el reconocimiento de que los Traustoquitridios
genéticamente alterados, ya sea por mutagénesis clasica o de otro modo, pueden proporcionar fuentes utiles de
AGPI y otros compuestos y agentes.

La presente invencion proporciona, en diversas realizaciones, sistemas para modificar por ingenieria genética los
Traustoquitridios, asi como Traustoquitridios modificados por ingenieria genética que encuentran diversos usos (por
ejemplo, la produccion de AGPI y/o la produccion de biocombustibles).

En ciertas realizaciones, la invencidén proporciona moléculas de acido nucleico aisladas como se definen en las
reivindicaciones que comprende el promotor y el terminador de un gen de Thraustochytrium. El promotor en las
moléculas de acido nucleico aisladas proporcionadas es un promotor de tubulina que comprende secuencias de
acidos nucleicos que tienen al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 92 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 10). Los terminadores de ejemplo en las moléculas de
acido nucleico aisladas proporcionadas incluyen, pero no se limitan a, un terminador de tubulina (por ejemplo,
secuencias de acidos nucleicos que tienen al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 92 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, el
99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14 o la SEQ ID NO: 18).

En algunas realizaciones, se proporcionan moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden una secuencia
heterdéloga unida operativamente al promotor de un gen de Traustoquitridio o Thraustochytrium como se define en
las reivindicaciones y el terminador de un gen de Traustoquitridio o Thraustochytrium. En algunas realizaciones, la
secuencia heterdloga codifica un polipéptido. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico aisladas
proporcionadas comprenden ademas un gen de resistencia a la zeocina.

En ciertas realizaciones, se proporcionan células hospedadoras que comprenden uno o mas acidos nucleicos
aislados proporcionados como se definen en las reivindicaciones.

Se desvelan meétodos de mutagénesis de células de un microorganismo (por ejemplo, Traustoquitridio o
Thraustochytrium) que comprenden las etapas de: cultivar células del microorganismo en un medio, comprendiendo
el medio zeocina a una concentracion a la que la zeocina destruye el 60-80 % de las células y aislar una
subpoblacion de células que sobreviven al cultivo, mutando de ese modo células de un microorganismo.
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En ciertas realizaciones, se proporcionan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium que contienen una o mas
modificaciones en uno o mas genes que codifican un polipéptido enzimatico o parte de un complejo polipeptidico
enzimatico implicado en la via biosintética de AGPI del Traustoquitridio o Thraustochytrium. En algunas
realizaciones, la modificacién o modificaciones aumentan la producciéon de uno o mas AGPI por la célula modificada
en comparacion con una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium de referencia cuando las células modificadas
y de referencia se cultivan en condiciones comparables. En algunas realizaciones, el polipéptido enzimatico o los
complejos de polipéptido enzimatico se seleccionan entre el grupo que consiste en la acido graso sintasa (FAS), A5
elongasa, A12 elongasa, A4 desaturasa y policétido AGPI sintasa (PKS). En algunas realizaciones, el uno o mas
AGPI se seleccionan entre el grupo que consiste en acido alfa-linolénico ("ALA"), acido araquidénico ("ARA"), acido
docosahexaenoico ("DHA"), acido docosapentaenoico ("DPA"), acido eicosapentaenoico ("EPA"), acido gamma-
linolénico ("GLA") y acido linoleico ("LA"). En algunas realizaciones, la enzima o complejos enzimaticos se
seleccionan entre el grupo que consiste en policétido AGPI sintasa (PKS), A9 desaturasa, elongasa y omega-3
desaturasa.

Se desvelan métodos para la transformacion de una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que comprende
las etapas de: (a) proporcionar una célula de Thraustochytrium o Thraustochytrium competente; (b) entregar un
acido nucleico recombinante en la célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium competente, en la que el acido
nucleico recombinante comprende un marcador seleccionable; y (c) cultivar la célula de Traustoquitridio o
Thraustochytrium competente en un medio de cultivo que contiene un agente de seleccion que reduce el crecimiento
de las células sin el marcador seleccionable. EI marcador seleccionable puede ser un gen de resistencia a
antibiotico. El agente de seleccion puede ser un antibidtico. Por ejemplo, el antibiético puede ser zeocina. La zeocina
puede estar presente a una concentracion superior a 50 pyg/ml (por ejemplo, aproximadamente 100 ug/ml).

En algunos métodos desvelados para la transformacion de una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium, el
acido nucleico recombinante comprende adicionalmente un casete de expresion génica distinto del marcador
seleccionable.

Los métodos desvelados para transformar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium puede comprender
adicionalmente una etapa de aislar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium competente que contiene el
marcador seleccionable.

La etapa de entrega puede comprender la entrega biolistica de particulas recubiertas con el acido nucleico
recombinante. Por ejemplo, pueden usarse particulas que comprenden oro en la entrega biolistica.

El medio de cultivo puede contener un nivel de sal entre una concentracion de sal inferior y una concentracion de sal
superior. La concentraciéon inferior puede ser de 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/I. La concentracion de sal superior puede ser
de 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.
La concentracion de sal puede ser de 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). La sal puede ser o puede comprender una sal
seleccionada entre el grupo que consiste en sales de sodio (por ejemplo, sal de mar, cloruro de sodio, sal de mesa,
sulfato de sodio, etc.), sales de potasio y combinaciones de los mismos. La sal puede ser o puede comprender una
sal no de cloruro. La sal puede ser o puede comprender una sal de sodio no de cloruro.

Se desvelan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium competentes para la transformacion genética.
Se desvelan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium transformadas con un acido nucleico recombinante.

Se desvelan métodos de cultivo de células de Traustoquitridio o Thraustochytrium, comprendiendo el método: hacer
crecer un cultivo que comprende células de Traustoquitridio o Thraustochyfrium en un primer conjunto de
condiciones en las que la biomasa aumenta (y opcionalmente otras caracteristicas aumentan o disminuyen también);
cambiar el primer conjunto de condiciones de cultivo a un segundo conjunto de condiciones en el que la
productividad de lipidos aumenta, en el que el cambio comprende uno o mas de: (a) reducir las concentraciones de
oxigeno desde una primera concentracion de oxigeno a una segunda concentracion de oxigeno; (b) aumentar la
relacion C:N desde una primera relacion C:N a una segunda relacion C:N; (c) reducir la temperatura desde una
primera temperatura a una segunda temperatura; y combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones, se proporcionan métodos como se definen en las reivindicaciones de proporcionar un
AGPI, comprendiendo el método: proporcionar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que esta
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modificada en comparaciéon con una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium de referencia en que la célula
modificada contiene una o mas maodificaciones genéticas que aumentan la produccion de uno o mas AGPI por la
célula modificada en comparacion con la célula de referencia cuando las células modificadas y de referencia se
cultivan en condiciones comparables; y cultivar la célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificada en las
condiciones y durante un tiempo suficiente para conseguir la produccién del uno o mas AGPI.

La etapa de proporcionar comprende proporcionar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que contiene al
menos un promotor de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificado por ingenieria genética.

La etapa de proporcionar comprende proporcionar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que contiene al
menos un terminador de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificado por ingenieria genética.

La etapa de proporcionar comprende proporcionar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que esta
modificada con respecto a una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium de referencia en que la célula de
Traustoquitridio o Thraustochytrium modificada contiene al menos un polipéptido heterélogo expresado. En algunas
realizaciones, la al menos una proteina heteréloga se expresa a partir de un gen que esta unido operativamente a un
promotor de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificado por ingenieria genética, un terminador de
Traustoquitridio o Thraustochytrium modificado por ingenieria genética o ambos. En algunas realizaciones, el al
menos un polipéptido heterélogo comprende al menos un polipéptido de biosintesis de AGPI heterdlogo.

En algunas realizaciones, la modificacion genética comprende al menos una mutacion de nucleétidos que aumenta
la expresion o actividad de polipéptido de biosintesis de AGPI. En algunas realizaciones, el polipéptido de biosintesis
de AGPI cuya expresion o actividad aumenta es un polipéptido de produccion de AGPI enddgeno. En algunas
realizaciones, el polipéptido de produccion de AGPI cuya expresion o actividad aumenta es un polipéptido de
biosintesis de AGPI heterdélogo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificadas por ingenieria
genética que expresan un polipéptido de produccion de AGPI heterdlogo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificadas por ingenieria
genética que producen al menos un AGPI a un nivel al menos un 36 % superior al de una célula de Traustoquitridio
o Thraustochytrium no modificada por ingenieria genética cuando las células modificadas por ingenieria genética y
no modificadas por ingenieria genética se cultivan en condiciones comparables.

Se desvelan composiciones que comprenden: al menos un AGPI; y uno o mas componentes de una célula de
Traustoquitridio o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibidtico o es progenie de una célula de
Traustoquitridio o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibiético. EI gen de resistencia a
antibiotico puede ser un gen de resistencia a zeocina.

Se desvelan composiciones que comprenden: al menos un AGPI; y uno o mas componentes de (a) una célula de
Traustoquitridio o Thraustochytrium que se ha cultivado en o sobre un medio que comprende zeocina a una
concentracién a la que la zeocina destruye el 60-80 % de las células o (b) una progenie de una célula de
Traustoquitridio o Thraustochytrium que se ha cultivado en o sobre un medio que comprende zeocina a una
concentracién a la que zeocina destruye el 60-80 % de las células.

Se exponen detalles de una o mas realizaciones de la invencion en los dibujos adjuntos y la descripcion a
continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y los
dibujos y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra una representacion de las posibles vias biosintéticas de AGPI en Thraustochytrium sp. ONC-
T18 ("ONC-T18", n° de acceso ATCC: PTA-6245; Solicitud de Patente Internacional N.° PCT/IB2006/003977).
FAS, acido graso sintasa; EL, elongasa; A8, A8 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), y-linolénico; C18:4n-3 (STA), acido estearidonico; 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, policétido AGPI sintasa. n-6 denota la via
biosintética de AGPI omega-6 y n-3 denota la via biosintética de AGPI omega-3.

La Fig. 2 es una representacion esquematica de la generacion del vector de expresion génica pd4DPZ1.

La Fig. 3 es una representacion esquematica de la generacion del vector de expresion génica pdSEPZ1.
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La Fig. 4 es una representacion esquematica de la generacion del vector de expresion génica pd5EPrsGFP1, asi
como las construcciones del plasmido intermedio producido mediante 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 mediante los procesos.

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

La Fig. 12 ilustra los efectos del antibidtico zeocina en las cifras de crecimiento y de colonias de ONC-T18 a
diversas salinidades en las placas de medio de crecimiento ONC-T18-GMO. Los resultados indican que ONC-T18
crecio mas rapidamente y produjo mas colonias a una mayor salinidad (por ejemplo, sal marina artificial 35 g/l) en
el medio ONC-T18-GMO que a una salinidad inferior (por ejemplo, sal marina artificial 8,5 g/l). En la mediana de
la salinidad (por ejemplo, sal marina artificial 18 g/l), zeocina, a la concentracion de 30 pg/ml, podria inhibir
completamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar 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 la zeocina se amplificaron a partir del ADN
gendmico de cada cepa transformante con la técnica de PCR usando cebadores especificos del gen resistente a
la zeocina.

La Fig. 14A y 14B ilustran las tasas de crecimiento de cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y diversas cepas de
ONC-T18 transformadas en las placas de agar del medio de crecimiento (ONC-T18-GMO0) que contiene sal
marina a la concentracion de 18 g/l o 35 g/l. Se observo un pl de las suspensiones celulares en las placas de
agar ONC-T18-GMO y los diametros de las colonias se midieron a diario.

La Fig. 15 ilustra la resistencia a zeocina de cepas ONC-T18 transformadas con los ADN plasmidicos en los que
el gen de resistencia a zeocina es accionado por diversos promotores y terminadores del gen de ONC-T18, en
las placas de agar de medio de crecimiento (ONC-T18-GMO). Los resultados muestran que todas las cepas
transformantes de ONC-T18 son resistentes al antibiético zeocina, pero no las cepas de ONC-T18 de tipo
silvestre. Algunas cepas transformantes son altamente resistentes a zeocina (por ejemplo, 5,000 mg/ml).

La Fig. 16 ilustra la productividad de biomasa de la de tipo silvestre y diversas cepas ONC-T18 transformadas en
medio de crecimiento liquido (ONC-T18-GMO) que contiene sal marina artificial a la concentracién de 18 g/l o
35 g/l. Los resultados muestran que, a la salinidad inferior, todas las cepas sometidas a ensayo produjeron mas
biomasa que a una salinidad mas alta.

La Fig. 17 ilustra las productividades de DHA de las cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y diversas cepas de
ONC-T18 transformadas en el medio de crecimiento liquido (ONC-T18-GMO0) que contiene sal marina artificial a
la concentracion de 18 g/l o 35 g/l. Los resultados muestran que las productividades de DHA de las cepas
transformadas se diferenciaron en una amplia gama; la mayoria de las cepas produjo un alto rendimiento de
DHA a menor salinidad que a mayor salinidad y las cepas de produccion de alto rendimiento de DHA pueden
aislarse a partir de la seleccién de cultivos de colonias individuales.

La Fig. 18 ilustra los perfiles de acidos grasos y las productividades de lipido total de las cepas transformadas
que crecieron en medios ONC-T18-GMO liquidos con diferentes salinidades. Esta figura ilustra la estabilidad del
transgén ble en cepas ONC-T18 transformadas.

La Fig. 19 ilustra una comparacion de la biomasa, los lipidos y las productividades de DHA de una cepa de ONC-
T18 mutada y una cepa parental.

DEFINICIONES

Competente: El término "competente"”, 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 puede inducirse artificialmente (por ejemplo, en un laboratorio) para que sea competente. En algunas
realizaciones, 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 transformacion. 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. Las células
competentes pueden obtenerse a partir de cualquiera de una diversidad de fuentes. Por ejemplo, pueden aislarse de
la naturaleza, prepararse en el laboratorio, y/o comprarse en el mercado. En algunas realizaciones, la competencia
de una célula es transitoria. En algunas realizaciones, la competencia de una célula es 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 no limitada a, 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 normalmente
contenidos en una célula pueden diferir dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, algunos organulos estan
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presentes solo en las células eucariotas. Algunos organulos solo estan presentes en las células vegetales y algunos
solo estan presentes en las células animales. Son ejemplos no limitantes de tipos de organulos el nicleo celular, la
mitocondria, los cloroplastos, los peroxisomas, los lisosomas, las vacuolas, el aparato de Golgi, el reticulo
endoplasmico, los ribosomas y los centrosomas. Los ejemplos no limitantes de biomoléculas contenidas en una
célula incluyen, pero no se limitan a, acidos nucleicos (por ejemplo, ADN y/o ARN), polipéptidos (por ejemplo,
proteinas), complejos de nucleo-proteinas, lipidos y fosfolipidos. Algunas células pueden contener material genético
exogeno (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 (pili). Estos componentes extracelulares también se incluyen en esta definicion.

Modificado por ingenieria genética: En general, la expresion "modificado por ingenieria genética" se refiere al
aspecto de haber sido manipulado por la mano del hombre. Por ejemplo, se considera que un polinucleétido se
"modifica por ingenieria genética " cuando dos o mas secuencias, que no estan unidas entre si en ese orden en la
naturaleza, son manipuladas por la mano del hombre para que se unan directamente entre si en el polinucleétido
modificado por ingenieria genética. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente invencion, un polinucleétido
modificado por ingenieria genética comprende una secuencia reguladora que se encuentra en la naturaleza en
asociacion operativa con una primera secuencia de codificacion, pero no en asociacion operativa con una segunda
secuencia de codificacion, se une por la mano del hombre de manera que se asocie operativamente con la segunda
secuencia de codificacion. Para proporcionar solo un ejemplo especifico que se describe en el presente documento,
en algunas realizaciones de la presente invencion, un promotor de A4 desaturasa de Thraustochytrium se une a un
acido nucleico que codifica un polipéptido distinto de un polipéptido de A4 desaturasa de Thraustochytrium.
Comparativamente, se considera que una célula u organismo esta "modificado por ingenieria genética" si se ha
manipulado de manera que su informacion genética esté alterada (por ejemplo, se ha introducido nuevo material
genético no presente anteriormente, por ejemplo, mediante transformacion, emparejamiento u otro mecanismo, o el
material genético previamente presente se altera o se elimina, por ejemplo, por sustitucion o delecién de mutacion).
Como es practica comun y se entiende por los expertos en la materia, la progenie de un polinucleétido o célula
modificada por ingenieria genética normalmente todavia se denominan "modificada por ingenieria genética" aunque
la manipulacién real se realizara en una entidad anterior.

Modificacion genética: La expresion "modificacion genética”, como se usa en el presente documento, se refiere a
una manipulacion por la mano del hombre a través del uso de la ingenieria genética. La expresion "modificaciones
genéticas" abarca cualquier tipo de cambio en el material genético de una célula, incluyendo cambios en la
secuencia de nucleotidos (por ejemplo, ADN o ARN) del material genético de las células y modificaciones quimicas
del material genético de la célula (por ejemplo, modificaciones tales como la metilacién que pueden afectar a la
expresion de un locus genético). Las células u organismos que son manipulados de una manera de este tipo se dice
que estan "genéticamente modificados" o "transgénicos". Por ejemplo, la expresion "célula transgénica", como se
usa en el presente documento, se refiere a una célula cuyo ADN contiene un acido nucleico exdégeno no
originalmente presente en la célula no transgénica. Una célula transgénica puede derivarse o regenerarse a partir de
una célula transformada o derivada de una célula transgénica. Las células transgénicas de ejemplo en el contexto de
la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, células de Traustoquitridio o Thraustochytrium transgénicas. Las
células transgénicas normalmente expresan secuencias de ADN que confieren a las células caracteristicas
diferentes de la de las células no transgénicas, nativas, de la misma cepa. La progenie de células transgénicas
normalmente se considera transgénica también.

Heterdlogo: El término "heterdlogo”, como se usa en el presente documento para referirse a acidos nucleicos (por
ejemplo, acidos nucleicos que incluyen secuencias reguladoras y/o genes) o polipéptidos, se refiere a un acido
nucleico o polipéptido que se introduce artificialmente en una célula y/o que no se origina naturalmente en la célula
en la que esta presente. En algunas realizaciones, un acido nucleico heterélogo tiene una secuencia de nucledtidos
que es idéntica a la de un acido nucleico presente de forma natural en la célula. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, una célula hospedadora de Thraustochytrium se modifica por ingenieria genética para incluir un acido
nucleico que tiene una secuencia reguladora de Traustoquitridio o Thraustochytrium. Aunque la secuencia
reguladora de Traustoquitridio o Thraustochytrium se puede producir de forma natural en la célula hospedadora, el
acido nucleico introducido es heterélogo de acuerdo con la presente divulgacion. En muchas realizaciones, un acido
nucleico heterdlogo tiene una secuencia de nucleétidos que es diferente de la de cualquier acido nucleico que esta
naturalmente presente en la célula. En algunas realizaciones, un acido nucleico que es heterélogo para una célula
en 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 de origen que es diferente de la célula en la que se introduce el acido nucleico
heterdélogo.

Célula hospedadora: Como se usa en el presente documento, la "célula hospedadora" es una célula que se
manipula de acuerdo con la presente divulgacion. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una célula hospedadora se
manipula de manera que aumente su produccion de uno o mas AGPI (por ejemplo, a través modificacion de
aumento de AGPI). Una "célula hospedadora modificada", como se usa en el presente documento, es cualquier
célula hospedadora que haya sido modificada, modificada por ingenieria genética o manipulada de acuerdo con la
presente divulgacion en comparacion con una célula parental por lo demas idéntica y/o en comparacién con una
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célula de referencia particular (por ejemplo, una célula de tipo silvestre). En algunas realizaciones, la célula
hospedadora modificada tiene al menos una modificacién (y opcionalmente mas de una) que da como resultado una
mayor produccion de AGPI o de otros materiales celulares (por ejemplo, al menos una modificaciéon de aumento de
AGPI) por la célula hospedadora modificada en comparacioén con la célula parental o de referencia.

Introducir: El término "introducir", como se usa en el presente documento con referencia a la introducciéon de un
acido nucleico en una célula u organismo tiene por objeto tener su significado mas amplio y abarcar la introduccién,
por ejemplo, mediante métodos de transformacion (por ejemplo, transformacion mediada por cloruro de calcio,
electroporacion, bombardeo de particulas) y también la introduccion por otros métodos, incluyendo la transduccion,
la conjugacion y el emparejamiento. En algunas realizaciones, un vector se utiliza para introducir un acido nucleico
en una célula u organismo.

Aislado: El término "aislado", como se usa en el presente documento, significa que la entidad aislado se ha separado
de al menos un componente con el que se habia asociado anteriormente. Cuando se ha retirado la mayoria de otros
componentes, la entidad aislada se "purifica" o se "concentra". El aislamiento y/o la purificacion y/o la concentracion
pueden realizarse usando cualquier técnica conocida en la técnica incluyendo, por ejemplo, el fraccionamiento, la
extraccion, la precipitacion u otra separacion.

Unido operativamente: La expresion "unido operativamente”, como se usa en el presente documento, se refiere a
una relacién entre dos secuencias de acido nucleico en la que la expresion de una de las secuencias de acido
nucleico se controla, se regula o se modula por la otra secuencia de acido nucleico. En algunas realizaciones, una
secuencia de acido nucleico que esta unido operativamente a una segunda secuencia de acido nucleico esta unido
covalentemente, ya sea directa o indirectamente, a dicha segunda secuencia, aunque es aceptable cualquier
asociacién tridimensional eficaz. Una secuencia de acido nucleico individual 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”, como se usa en el presente documento, por lo general tiene su significado
reconocido en la técnica de un polimero de al menos tres aminoacidos. Sin embargo, el término también se utiliza
para referirse a clases funcionales especificas de polipéptidos, tales como, por ejemplo, desaturasas, elongasas,
etc. Para cada una de dichas clases, la presente memoria descriptiva proporciona varios ejemplos de secuencias
conocidas de dichos polipéptidos. Los expertos habituales en la materia apreciaran, sin embargo, se pretende que el
término "polipéptido" sea suficientemente general como para abarcar no solo 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), pero también para abarcar polipéptidos que representan fragmentos funcionales (es
decir, fragmentos que conservan al menos una actividad) de dichos polipéptidos completos. Ademas, los expertos
habituales en la materia entienden que las secuencias proteicas generalmente toleran cierta sustitucion sin destruir
la actividad. Por tanto, cualquier polipéptido que conserve la actividad y comparta al menos aproximadamente un 30-
40 % de identidad de secuencia global, con frecuencia superior a aproximadamente el 50 %, el 60 %, el 70 % o el
80 % e incluyendo por lo general adicionalmente al menos una region de identidad mucho mas alta, con frecuencia
superior al 90 % o incluso al 95 %, al 96 %, al 97 %, al 98 % o al 99 % en una o mas regiones altamente
conservadas, que por lo general abarca al menos 3-4 y, con frecuencia, hasta 20 o mas aminoacidos, con otro
polipéptido de la misma clase, se abarca dentro del término pertinente "polipéptido" como se usa en el presente
documento. Pueden determinarse otras regiones de similitud y/o identidad por los expertos habituales en la materia
mediante el analisis de las secuencias de diversos polipéptidos descritos en el presente documento. Como es sabido
por los expertos habituales en la materia, se conoce una diversidad de estrategias y hay herramientas disponibles,
para realizar comparaciones de secuencias de aminoacidos o nucledtidos con el fin de evaluar los grados de
identidad y/o similitud. Estas estrategias incluyen, por ejemplo, la alineacion manual, la alineacién de secuencias
asistida por ordenador y combinaciones de las mismas. Una serie de algoritmos (que generalmente se implementan
por ordenador) para realizar la alineacién de secuencias estan ampliamente disponibles o pueden producirse por un
experto en la materia. Los algoritmos representativos incluyen, por ejemplo, el algoritmo de homologia local de Smith
y Waterman; (Adv Appl Math, 1981, 2: 482); el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch (J.
Mol. Biol., 1970, 48: 443); la busqueda del método de similitud de Pearson y Lipman; (Proc. Natl. Acad. Sci.
(EE.UU.), 1988, 85: 2444); y/o mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (por ejemplo, GAP,
BESTFIT, FASTA y TFASTA en la version de paquete de software 7.0 Wisconsin Genetics, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.). Los programas informaticos facilmente disponibles que incorporan dichos
algoritmos incluyen, por ejemplo, BLASTN, BLASTP, Gapped BLAST, PILEUP, CLUSTALW, etc. Cuando se usan
los programas BLAST y Gapped BLAST, puede usarse los parametros por defecto de los programas respectivos.
Como alternativa, el médico puede usar parametros no predeterminados en funcién de sus requisitos experimentales
y/u otros (véase, por ejemplo, el sitio web que tiene la URL www.ncbi.nim.nih.gov).

Via biosintética de AGPI: Una "via biosintética de AGPI" es una via biosintética que produce AGPI y/o precursores
de AGPI.
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Polipéptido de biosintesis de AGPI: La expresion "polipéptido de biosintesis de AGPI" como se usa en el presente
documento, se refiere a polipéptidos implicados en la produccién de un AGPI tal como, pero no limitado a, acido alfa
linolénico ("ALA"), acido araquidénico ("ARA"), acido docosahexaenoico ("DHA"), acido docosapentaenoico ("DPA"),
acido eicosapentaenoico ("EPA"), acido gamma-linolénico ("GLA"), acido linoleico ("LA") y/o acido linolénico. En
algunas realizaciones, los polipéptidos de biosintesis de AGPI son enzimas que catalizan etapas particulares en una
via de sintesis que en ultima instancia produce un AGPI. En algunas realizaciones, un polipéptido de biosintesis de
AGPI es una acido graso sintasa. En algunas realizaciones, los polipéptidos de biosintesis de AGPI catalizan la
elongacion de un acido graso. En algunas realizaciones, los polipéptidos de biosintesis de AGPI catalizan la
desaturacion de un acido graso. En algunas realizaciones, la expresion "polipéptido de biosintesis de AGPI" también
puede abarcar polipéptidos que no catalizan por si mismos reacciones de sintesis, pero que regulan la expresion y/o
actividad de otros polipéptidos que si lo hacen. Los polipéptidos de la 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.

Modificacién de aumento de AGPI: Una "modificacion de aumento de AGPI", como se usa en el presente
documento, se refiere a una modificacion de una célula hospedadora que aumenta su produccién de al menos un
AGPI. En algunas realizaciones, dicha producciéon aumentada da como resultado un nivel de AGPI que es al menos
un 1 %-1000 % superior al de tipo silvestre, por ejemplo, aproximadamente un 1 %, un 5 %, un 10 %, un 15 %, un
20 %, un 25 %, un 30 %, un 35 %, un 40 %, un 45 %, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un
80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 100 %, un 110 %, un 120 %, un 130 %, un 140 %, un 150 %, un 160 %, un
170 %, un 180 %, un 190 %, un 200 %, un 210 %, un 220 %, un 230 %, un 240 %, un 250 %, un 260 %, un 270 %,
un 280 %, un 290 %, un 300 %, un 310 %, un 320 %, un 330 %, un 340 %, un 350 %, un 360 %, un 370 %, un
380 %, un 390 %, un 400 %, un 410 %, un 420 %, un 430 %, un 440 %, un 450 %, un 460 % , un 470 %, un 480 %,
un 490 %, un 500 %, un 550 %, un 600 %, un 650 %, un 700 %, un 750 %, un 800 %, un 850 %, un 900 %, un 950,
un 1000 % superior al de la célula parental en la que se introdujo la modificacion y/o al de una célula de referencia
particular (por ejemplo, una célula de tipo silvestre). En algunas realizaciones, una modificacion de aumento de
AGPI aumenta la expresion o actividad de uno o mas polipéptidos de biosintesis de AGPI. En algunas realizaciones,
una modificacién de aumento de AGPI disminuye la expresion o actividad de uno o mas polipéptidos que interfiere
con la expresion o actividad de un polipéptido de biosintesis de AGPI, incluyendo, por ejemplo, mediante
competencia con el polipéptido de biosintesis de AGPI para el acceso a un sustrato. En algunas realizaciones, una
modificacion de aumento de AGPI comprende la introduccion de un acido nucleico heterélogo en una célula
hospedadora. En algunas realizaciones, una modificaciéon de aumento de AGPI aumenta los niveles totales de
acidos grasos en una célula. En algunas realizaciones, una maodificacion de aumento de AGPI aumenta el nivel
global de uno o mas AGPI particular en una célula, con o sin aumento de los niveles totales de acidos grasos en la
célula. En algunas realizaciones, una modificacion de aumento de AGPI aumenta los niveles de AGPI incluyendo,
pero no limitado a, ALA, ARA, DHA, DPA, EPA, GLA y/o LA.

Progenie: El término "progenie”, cuando se usa en el presente documento en referencia a una célula, significa una
célula que surge de ofra célula (la "célula parental") (por ejemplo, mediante divisién celular o gemacién) de manera
que la "célula de progenie" contiene al menos algo del material genético de la célula parental. En algunas
realizaciones, la célula de progenie contiene todo el material genético de la célula parental. En algunas
realizaciones, la célula de progenie no contiene todo el material genético de la célula parental. En algunas
realizaciones, la célula de progenie contiene algo de material genético ademas del material genético de la célula
parental. En algunas de dichas realizaciones, el material genético adicional es heterélogo a la cepa o especie de la
célula. El término "progenie" tiene por objeto abarcar la progenie no solo directa de una célula parental (por ejemplo,
células que son resultado de una division o gemacion a partir de una célula parental) sino toda la progenie indirecta
de una célula parental (por ejemplo, células que dan como resultado mas de un ciclo de division o de gemacion de
una célula parental). Por tanto, una célula parental dada puede tener mucha progenie celular, a pesar de que la
célula puede generar solo un numero limitado de células (por ejemplo, dos) en cada ciclo de division o gemacion. El
término "progenie" también tiene por objeto abarcar células que han experimentado una o mas manipulaciones por
la mano del hombre (por ejemplo, manipuladas genéticamente o modificadas por ingenieria genética). Por tanto, por
ejemplo, cuando una estirpe celular parental se manipula genéticamente o se modifica por ingenieria genética, todas
las células que surgen de las mismas se consideran progenie de la estirpe celular. Toda la progenie de esa progenie
también se considera descendiente de la estirpe celular parental y asi sucesivamente.

Promotor o elemento promotor: Como se usan en el presente documento, las expresiones "promotor" y "elemento
promotor" se refieren a un polinucledtido que regula la expresién de una secuencia polinucleotidica seleccionada
operativamente unida al promotor y que afecta a la expresion de la secuencia polinucleotidica seleccionada en las
células. La expresion "promotor de Thraustochytrium”, como se usa en el presente documento, se refiere a un
promotor que funciona en una. célula de Thraustochytrium. La expresion "promotor de Thraustochytrium", como se
usa en el presente documento, se refiere a un promotor que funciona en una célula de Thraustochytrium.

Celda de referencia: La frase "célula de referencia”, como se usa en el presente documento, se refiere a una célula
que es normal con respecto a al menos una caracteristica con fines comparativos. Por ejemplo, una célula de
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referencia para la comparacion frente a una célula modificada por ingenieria genética puede ser una célula que no
esté modificada por ingenieria genética. En algunas realizaciones, una célula de referencia no contiene
modificaciones genéticas. En algunas realizaciones, una célula de referencia es una célula de una cepa de tipo
silvestre. En algunas realizaciones, 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, una célula de referencia de este tipo seria
util para evaluar el efecto de la una o mas modificaciones genéticas que no contiene. Por tanto, por ejemplo, la
expresion "célula de Thraustochytrium de referencia" (o "célula de Traustoquitridio de referencia") significa una de
célula de Thraustochytrium (o célula de Traustoquitridio) de la misma o similar cepa que la célula con la que se
compara, excepto porque la célula de Thraustochytrium de referencia (o célula de Traustoquitridio de referencia)
carece de una o mas caracteristicas (por ejemplo, una o mas modificaciones genéticas) de una célula de
Thraustochytrium (o célula de Traustoquitridio) con la que se compara la célula de Thraustochytrium de referencia (o
célula de Traustoquitridio de referencia).

Marcador seleccionable: La frase "marcador seleccionable”, como se usa en el presente documento, se refiere ya
sea a una secuencia de nucledtidos, por ejemplo, un gen, que codifica un producto (proteina) que permite la
seleccion, o al producto génico (por ejemplo, proteina) en si. La expresion "marcador seleccionable" se usa en el
presente documento como se entiende generalmente en la técnica y se refiere a un marcador cuya presencia dentro
de una célula u organismo confiere un crecimiento significativo o ventaja o desventaja de 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 de una condicién ambiental particular, tal como el
aumento de la temperatura, el aumento de la radiacion, la presencia de un compuesto que es téxico en ausencia del
marcador, etc. La presencia o ausencia de dicho compuesto o compuestos o condiciéon o condiciones del medio
ambiente se denomina una "condicion selectiva" o "condiciones selectivas." Por "ventaja de crecimiento” se entiende
ya sea la viabilidad potenciada (por ejemplo, células u organismos con la ventaja de crecimiento tienen una mayor
esperanza de vida, en promedio, con respecto a las células por lo demas idénticas), el aumento de la tasa de
proliferacion (también denominado en el presente documento como "tasa de crecimiento") con respecto a células u
organismos por lo demas idénticas o ambos. En general, una poblacion de células que tienen una ventaja de
crecimiento presentara menos células muertas o no viables y/o una mayor tasa de proliferacion celular que una
poblaciéon de células por lo demas idénticas que carecen de la ventaja de crecimiento. Aunque normalmente un
marcador seleccionable confiere una ventaja de crecimiento en una célula, ciertos marcadores seleccionables
confieren una desventaja de crecimiento en una célula, por ejemplo, hacen que la célula sea mas susceptible a los
efectos nocivos de ciertos compuestos o condiciones ambientales que las células por lo demas idénticas que no
expresan el marcador. Los marcadores de resistencia a antibioticos son un ejemplo no limitante de una clase de
marcador seleccionable que puede usarse para seleccionar las células que expresan el marcador. En presencia de
una concentracion apropiada de antibidticos (condiciones selectivas), dicho marcador confiere una ventaja de
crecimiento en una célula que expresa el marcador. De este modo, las células que expresan el marcador de
resistencia a antibiético son capaces de sobrevivir y/o proliferar en presencia del antibiético mientras que las células
que no expresan el marcador de resistencia a antibiético no son capaces de sobrevivir y/o no son capaces de
proliferar en presencia del antibiotico. 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 antibiético
kanamicina. Los marcadores seleccionables adicionales incluyen proteinas que confieren resistencia contra
carbenicilina (por ejemplo, B-lactamasas), proteinas que confieren resistencia contra la gentamicina, higromicina,
etc.). Una segunda clase no limitante de marcadores seleccionables son marcadores nutricionales. Dichos
marcadores son generalmente enzimas que funcionan en una via biosintética para producir un compuesto que se
necesita para el crecimiento o la supervivencia celulares. En general, en condiciones no selectivas el compuesto
requerido esta presente en el medio ambiente o se produce por una via alternativa en la célula. En condiciones
selectivas, el funcionamiento de la via biosintética, en la que esta involucrado el marcador, se necesita para producir
el compuesto.

Agente de seleccion: La frase "agente de seleccion”, como se usa en el presente documento, se refiere a un agente
que introduce una presion selectiva sobre una célula o poblacion de células ya sea a favor o en contra de la célula o
poblacion de células que lleva un marcador seleccionable. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el agente de
seleccion es un antibidtico y el marcador seleccionable es un gen de resistencia a antibidtico. En ciertas
realizaciones de ejemplo, se usa zeocina como agente de seleccion.

Organismo original: Un "organismo original", como se usa en el presente documento, es un organismo que contiene
naturalmente o produce un polinucleétido, polipéptido, u otro compuesto (por ejemplo, un acido nucleico heterélogo)
que se ha de introducir de acuerdo con la presente invenciéon en una célula receptora u hospedadora. En algunas
realizaciones, el organismo original particular que se ha de seleccionar no es esencial para la practica de la presente
divulgacion. Las consideraciones pertinentes pueden incluir, por ejemplo, qué tan estrechamente estan relacionados
los organismos originales y hospedadores potenciales en la evolucién o qué tan relacionado esta el organismo
original con otros organismos originales entre los que se han seleccionado secuencias de otros acidos nucleicos y/o
polipéptidos pertinentes. Cuando se ha de introducir y/o expresar una pluralidad de diferentes acidos nucleicos
heterdlogos por una célula hospedadora, diferentes secuencias pueden ser de diferentes organismos originales o del
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mismo organismo original. Para proporcionar un solo ejemplo, en algunos casos, los polipéptidos individuales
pueden representar subunidades individuales de una actividad proteica compleja y/o pueden requerirse para trabajar
en concierto con otros polipéptidos con el fin de conseguir los objetivos de la presente divulgacion. En algunas
realizaciones, con frecuencia sera deseable que dichos polipéptidos sean del mismo organismo original y/o que
estén suficientemente relacionados para funcionar adecuadamente cuando se expresen conjuntamente en una
célula hospedadora. En algunas realizaciones, dichos polipéptidos pueden ser de diferentes organismos originales,
incluso no relacionados. Se entendera adicionalmente que, cuando un polipéptido heterélogo se ha de expresar en
una célula hospedadora, con frecuencia sera deseable usar secuencias de acido nucleico que codifiquen el
polipéptido que se han ajustado para adaptarse a las preferencias de codones de la célula hospedadora y/o para
unir las secuencias de codificacion con elementos reguladores activos en la célula hospedadora. Por ejemplo,
cuando la célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium, con frecuencia sera deseable alterar la secuencia
del gen que codifica un polipéptido dado de manera que se ajuste mas estrechamente a las preferencias de codones
de una célula de este tipo. En ciertas realizaciones, una secuencia génica que codifica un polipéptido dado se
optimiza incluso cuando una secuencia génica de este tipo deriva de la propia célula hospedadora (y, por tanto, no
es heterdloga). Por ejemplo, una secuencia génica que codifica un polipéptido de interés puede no estar optimizada
por codones para la expresion en una célula hospedadora dada a pesar de que una secuencia génica de este tipo
se aisle de la cepa de célula hospedadora. En dichas realizaciones, la secuencia génica puede optimizarse
adicionalmente para que tenga en cuenta las preferencias de codones de la célula hospedadora. Los expertos
habituales en la materia seran conscientes de las preferencias de codones de la célula hospedadora y seran
capaces de emplear los métodos y composiciones desvelados en el presente documento para optimizar la expresion
de un polipéptido dado en la célula hospedadora.

Sustrato: Un "sustrato", como se usa en el presente documento para describir sustratos de una enzima, se refiere a
cualquier entidad que pueda ser modificada por la actividad de la enzima.

Terminador: Como se usa en el presente documento, el término "terminador” se refiere a un polinucleétido que anula
la expresion de una secuencia polinucleotidica seleccionada unida operativamente al terminador en las células. En
algunas realizaciones, una secuencia terminadora esta corriente abajo de un codén de parada en un gen. La
expresion "terminador de Thraustochytrium ", como se usa en el presente documento, se refiere a un terminador que
funciona en una célula de Thraustochytrium. La expresion "terminador de Traustoquitridio”, como se usa en el
presente documento, se refiere a un terminador que funciona en una célula de Traustoquitridio.

Transformacién: El término "transformacion”, como se usa en el presente documento se refiere a un proceso por el
que una molécula de acido nucleico exégeno (por ejemplo, un vector o molécula de acido nucleico recombinante) se
introduce en una célula o un microorganismo receptores. La molécula de acido nucleico exégeno puede o puede no
estar integrada (es decir, unida covalentemente) en ADN cromosémico constituyendo el genoma de la célula o el
microorganismo hospedadores. Por ejemplo, el polinucleétido exégeno puede mantenerse en un elemento
episdmico, tal como un plasmido. Como alternativa o adicionalmente, el polinucleétido exdégeno puede integrarse en
un cromosoma de manera que sea heredado por las células hijas a través de la replicacion cromosémica. Los
métodos de transformacion incluyen, pero no se limitan a, precipitacion con fosfato de calcio; tratamiento con Ca2+;
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; dextrano DEAE; fusion
usando polietilenglicol (PEG); electroporacion; magnetoporacion; entrega biolistica; infeccion retrovirica; lipofeccion;
y microinyeccion de ADN directamente en las células. En algunas circunstancias, un acido nucleico exégeno se
introduce en una célula por apareamiento con otra célula. Por ejemplo, en S. cerevisiae, las células se aparean entre
si.

Transformado: El término "transformado”, como se usa en referencia a las células, se refiere a células que han
experimentado "transformaciéon" como se describe en el presente documento de manera que las células llevan
material exdgeno genético (por ejemplo, un acido nucleico recombinante). El término "transformado" también, o
como alternativa, puede usarse para referirse a microorganismos, cepas de microorganismos, tejidos, organismos,
etc.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se describe en el presente documento, la presente descripcion desvela una diversidad de reactivos y métodos
relacionados con la produccion de AGPI y/o a la modificacion de Traustoquitridios. En general, la invencion se refiere
a la modificacion de células hospedadoras de Traustoquitridios y, en particular, a Traustoquitridios modificados por
ingenieria genética, en particular para aumentar su produccion de compuestos de interés (por ejemplo, AGPI). La
presente invencion abarca la identificacion de ciertos elementos reguladores genéticos de Thraustochystrium sp., asi
como el desarrollo de metodologias para la mutagénesis de Traustoquitridio o Thraustochytrium. En ciertas
realizaciones, la invencion proporciona adicionalmente cepas de Thraustochytrium sp. modificadas por ingenieria
genética y productos producidos a partir de y con ellas. Ciertos detalles de realizaciones particulares de estos y otros
aspectos de la presente invencion se analizan con mas detalle a continuacion.
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Células hospedadoras

Como se ha sefialado, la presente descripcion desvela reactivos y metodologias para la manipulacion de células
hospedadoras.

En general, pueden usarse reactivos identificados (por ejemplo, elementos reguladores, vectores, marcadores
seleccionables, agentes mutagénicos, etc.) y metodologias (incluyendo, por ejemplo, métodos de mutagénesis) junto
con cualquier célula hospedadora apropiada. Los expertos habituales en la materia, después de leer la presente
divulgacioén y, por tanto, teniendo dichos reactivos en mano, seran facilmente capaces de identificar las células
hospedadoras adecuadas en las que dichos elementos estan activos.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras para su uso de acuerdo con la presente invencion son células
de Traustoquitridio. En algunas realizaciones, las células hospedadoras son miembros de la orden
Thraustochytriales. En algunas realizaciones, las células hospedadoras son miembros de la subclase
Thraustochytriaceae. En algunas realizaciones, las células hospedadoras son miembros de un género seleccionado
entre el grupo que consiste en Thraustochytrium, Ulkenia, Schizochytrium, Aurantiochytrium, Aplanochytrium,
Botryochytrium, Japonochytrium, Oblongichytrium, Parietichytrium y Sicyoidochytrium. En algunas realizaciones, las
células hospedadoras no son del género Schizochytrium.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras utilizadas de acuerdo con la presente invencién son miembros
del género Thraustochytrium. En algunas realizaciones, 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. BL5, Thraustochytrium sp. BL6, Thraustochytrium sp. BL7,
Thraustochytrium sp. BL8, Thraustochytrium sp. BL9, Thraustochytrium sp. BP3.2.2, Thraustochytrium sp. BP3.3.3,
Thraustochytrium sp. caudivorum, Thraustochytrium sp. CHN-1, Thraustochytrium sp. FIN-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.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras utilizadas de acuerdo con la presente invencién son miembros
del género Schizochytrium. En algunas realizaciones, 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. 345 SEK, Schizochytrium sp. SEK
346, Schizochytrium sp. SR21 o Schizochytrium sp. TIO01.

En ciertas realizaciones, una célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium. sp ONC-T18. ONC-T18 es un
Thraustochitrium marino originalmente aislado de las hojas de las hierbas del pantano salado en Advocate Harbour,
bahia de Fundy, Nueva Escocia, Canada. ONC-T18 se describe en la Publicacion de Patente de los EE.UU.
2009/0117194. En algunas realizaciones, una célula de Thraustochytrium tiene una secuencia de ARNr 18S que es
al menos un 97 %, un 98 %, un 99 %, un 99,1 %, un 99,2 %, un 99,3 %, un 99,4 %, un 99,5 %, un 99,6 %, un
99,7 %, un 99,8 %, un 99,9 % o mas (por ejemplo, incluyendo un 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 68. En algunas
realizaciones, una célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium. sp. ONC-T18 de células depositadas con
numero de acceso de cepa de ATCC PTA-6245.

Microorganismos modificados por ingenieria genética

La presente divulgacion proporciona, entre otras cosas, elementos reguladores, marcadores de seleccién, métodos
para la mutagénesis y métodos de transformacion para la manipulacion de microorganismos tales como
Traustoquitridios. Como se apreciara por los expertos habituales en la materia después de la consideraciéon de la
presente divulgacion, las herramientas proporcionadas en el presente documento pueden usarse solas y en diversas
combinaciones para implementar cualquier modificacion genética deseada. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, 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 promotor, terminador o secuencias marcadoras
seleccionables proporcionados en el presente documento o una combinacién de los mismos. En ciertas
realizaciones, se usan métodos de mutagénesis proporcionados para generar cepas (por ejemplo, cepas de
Traustoquitridios) que tienen propiedades deseadas. Dichas cepas también pueden transformarse (por ejemplo, con
acidos nucleicos que incluyen uno o mas elementos reguladores proporcionados en el presente documento).
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Expresion génica

La presente divulgacion abarca composiciones y métodos para microorganismos modificados por ingenieria
genética. En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona composiciones y métodos para
Traustoquitridios modificados por ingenieria genética (por ejemplo, Thraustochytrium). Las células "modificadas por
ingenieria genética" incluyen células que han sido modificadas (por ejemplo, mediante la introduccién de un acido
nucleico exdgeno) y progenie de las mismas que conservan la modificacion.

La presente divulgacion proporciona acidos nucleicos que incluyen secuencias reguladoras de Traustoquitridio o
Thraustochytrium. La expresidon génica en eucariotas con frecuencia requiere secuencias reguladoras que son
especificas de especie o que funcionan en organismos que estan estrechamente relacionados. La disponibilidad de
secuencias reguladoras de Traustoquitridio o Thraustochytrium permite que los genes de interés se expresen en
Traustoquitridios. Las secuencias reguladoras incluyen secuencias promotoras y secuencias terminadoras.

La presente divulgacion proporciona un acido nucleico aislado que incluye un promotor de Traustoquitridio o
Thraustochytrium. El acido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un promotor de un gen de la
tubulina de Traustoquitridio o Thraustochytrium. Se muestran secuencias de promotores del gen de la tubulina de
Thraustochytrium de ejemplo en las SEQ ID NO: 6 y 10.

En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado que incluye un promotor de Traustoquitridio o Thraustochytrium
proporcionado en el presente documento es un casete, por ejemplo, un casete de expresion. En algunas
realizaciones, un acido nucleico aislado que incluye un promotor de Traustoquitridio o Thraustochytrium
proporcionado en el presente documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresion.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una célula modificada por ingenieria genética para
incluir un promotor génico de Traustoquitridio o Thraustochytrium. En algunas realizaciones, una célula de
Traustoquitridio o Thraustochytrium se modifica por ingenieria genética para incluir un promotor del gen de la
tubulina de Thraustochytrium.

La presente divulgacion proporciona un acido nucleico aislado que incluye un terminador génico de Traustoquitridio
o Thraustochytrium. En algunas realizaciones, un acido nucleico proporcionado en el presente documento incluye un
terminador del gen de la tubulina de Traustoquitridio o Thraustochytrium. Se muestran secuencias de terminadores
del gen de la tubulina de Thraustochytrium de ejemplo en las SEQ ID NO: 14 y 18.

En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado que incluye un terminador génico de Traustoquitridio o
Thraustochytrium proporcionado en el presente documento es un casete, por ejemplo, un casete de expresion. En
algunas realizaciones, un &acido nucleico aislado que incluye un terminador génico de Traustoquitridio o
Thraustochytrium proporcionado en el presente documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresion.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos aislados proporcionados incluyen uno o mas elementos reguladores
de genes. En algunas de dichas realizaciones, los elementos reguladores de genes incluidos facilitan la regulacion
génica inducible. Los ejemplos no limitantes de sistemas inducibles que pueden emplearse en combinacién 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 et al. (1998).

Los acidos nucleicos que tienen secuencias reguladoras proporcionadas en el presente documento pueden estar
unidos operativamente a una secuencia heterdloga, tal como un gen que codifica un polipéptido heterélogo. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, se proporcionan casetes de expresion génica que comprenden normalmente un
promotor génico de Traustoquitridio o Thraustochytrium unido operativamente a una secuencia de acido nucleico
heterdéloga, que esta unida operativamente a un terminador génico de Traustoquitridio o Thraustochytrium. En
algunas realizaciones, 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. En algunas realizaciones, los casetes de expresion génica proporcionados comprenden
adicionalmente un marcador de seleccion (por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina tal como Sh ble o cualquier
otro marcador de seleccién analizado en el presente documento).

Generalmente pueden realizarse procedimientos de biologia molecular y de manipulacion de ADN de acuerdo con
Sambrook et al. o Ausubel et al. (Sambrook J, Fritsch E F, Maniatis T (editores) 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 (editores) 1998. Current Protocols in Molecular Biology. Wiley: Nueva York).
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Mutagénesis

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona agentes y/o métodos para microorganismos mutagenizantes,
asi como cepas y/o células producidas por mutagénesis. Por ejemplo, como se describe en el presente documento,
se ha descubierto que pueden usarse antibidticos tales como bleomicinas, fleomicinas y/o tallisomicinas para
mutagenizar microorganismos. La disponibilidad de dichos mutagenos eficaces para microorganismos tales como
Traustoquitridios (por ejemplo, Thraustochytrium) permite el desarrollo de cepas que tienen caracteristicas
deseadas. En particular, la presente divulgacion demuestra que la zeocina (fleomicina D1) puede usarse para
mutagenizar microorganismos tales como Traustoquitridios (por ejemplo, Thraustochytrium).

El antibiético zeocina es un glicopéptido basico hidrosoluble quelado con cobre de caldo de cultivo de un mutante de
Streptomyces verticillus (InvivoGen, San Diego, CA, EE.UU.). La zeocina es un miembro del grupo de antibiéticos de
la fleomicina, que son glicopéptidos que se han utilizado 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)). En general se cree que el modo de accion molecular de estos antibidticos esta relacionado con su
capacidad de unirse al ADN por intercalacion de su resto que contiene bitiazol planar y escinde ADN dando como
resultado una rotura de la hebra simple o una rotura de la cadena doble que provoca la muerte celular (Povirk et al.,
Nucleic Acids Research, (1977) 4: 3573-3580). Debido a su toxicidad hacia un amplio espectro de tipos celulares,
este grupo de antibiéticos se emplea como farmacos para la seleccién positiva. La presente divulgacion abarca el
descubrimiento de que la zeocina es un mutageno Util para la mejora de la cepa microbiana industrial.
Adicionalmente, se demuestra en el presente documento que en ciertas concentraciones a las que la zeocina
destruye las células mas tratadas, las células supervivientes tienen una frecuencia de mutacion aumentado. La
capacidad de producir células con una mayor frecuencia de mutacion permite la seleccion y el aislamiento faciles de
cepas mutagenizadas.

La presente divulgacion proporciona sistemas y/o métodos para la mutagénesis de células de Traustoquitridio. La
presente divulgacion proporciona sistemas y métodos para la mutagénesis de células seleccionadas entre el grupo
que consiste en células de Thraustochytrium, células de Ulkenia, células de Schizochytrium, células de
Aurantiochytrium, células de Aplanochytrium, células de Botryochytriumcells, células de Japanochytrium, células de
Oblongichytriumcells, células de Parietichytrium, células de Sicyoidochytrium, hongos de Mortierella, algas cultivadas
heterotréficamente (por ejemplo, una especie del género Crypthecodinium). La presente divulgacion proporciona
sistemas y/o reactivos para la mutagénesis de ONC-T18.

Un microorganismo puede mutagenizarse mediante la aplicacién a un medio solido adecuado (por ejemplo, medio
de agar) que comprende un antibiético pertinente (por ejemplo, zeocina), en el que el antibiético esta presente en
una concentracion por debajo de la concentracién a la que presenta la inhibicion completa o casi completa del
crecimiento celular. Los microorganismos utilizados para estos métodos no llevan un gen resistencia a zeocina (por
ejemplo, Sh ble). El antibidtico (por ejemplo, zeocina) puede usarse para la mutagénesis a una concentracion por
debajo de la concentracion a la que destruye al menos el 85 %, el 90 %, el 95 % o el 100 % de las células de ese
tipo. Puede usarse antibidtico (por ejemplo, zeocina) para la mutagénesis a una concentracion por encima de la
concentracion a la que se destruye el 30 %, el 40 %, el 50 % o el 60 % de las células de ese tipo. Puede usarse
antibiotico (por ejemplo, zeocina) para la mutacion. Puede usarse antibiético a una concentracion y en condiciones
en las que aumenta la frecuencia de mutacién en células expuestas al mismo por encima de la de mutacién
espontanea observada para las células. Puede usarse antibiético a una concentracion y en condiciones en las que
se inhibe el crecimiento o se destruye el 60-80 % de las células de ese tipo.

Las células ONC-T18 son muy sensibles a la zeocina a una concentracion de 100 g/ml (véase el Ejemplo 3). Por
tanto, la zeocina puede usarse para la 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). La zeocina puede usarse para la mutagénesis en una
concentracion de aproximadamente 50 g/ml. El medio en el que las células se mutagenizan con zeocina puede tener
una concentracion de sal de 18 g/l o menos. Las células mutagenizadas pueden mostrar cambios en la morfologia
en relacién con las células cultivadas en concentraciones mas bajas o en ausencia del mutageno. Para proporcionar
solo unos pocos ejemplos, las células mutagenizadas pueden mostrar una alteracién en la velocidad de crecimiento,
el color y/o la cantidad total o especifica de lipidos.

En ciertos métodos de ejemplo de mutagénesis, las células (por ejemplo, células de Traustoquitridio o
Thraustochytrium) se extienden sobre un medio sélido que contiene antibiético (por ejemplo, zeocina) a una
concentracion de 40-60 g/ml. Se aislan colonias que emergen en estas condiciones después de al menos 4 dias (por
ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 dias). Pueden someterse a ensayo células aisladas para una caracteristica deseada
resultante de la mutagénesis. Por ejemplo, pueden compararse células de colonias mutagenizadas con células de
referencia (por ejemplo, células parentales) para detectar un cambio en una caracteristica, tal como la biomasa y/o la
productividad de lipidos.
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La presente divulgacion proporciona microorganismos (por ejemplo, Traustoquitridio o Thraustochytrium aislado
mediante mutagénesis por antibiético (por ejemplo, zeocina). Una cepa microbiana (por ejemplo, una cepa de
Thraustochytrium) aislada mediante mutagénesis por antibidtico (por ejemplo, zeocina) puede producir al menos un
10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 % mas de lipido total que una cepa parental o de referencia. Una cepa de
Traustoquitridio aislada mediante mutagénesis por zeocina puede producir al menos un 10 %, un 20 %, un 30 %, un
40 %, un 50 % mas de ALA, ARA, DHA, DPA, EPA, GLA y/o LA o una combinacién de los mismos, que una cepa
parental. Una cepa de Traustoquitridio aislada mediante mutagénesis por zeocina puede producir al menos un 10 %,
un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 % mas de ARA, DHA, EPA o una combinacién de los mismos, que una cepa
parental.

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

Seleccién

La presente divulgacion proporciona métodos para seleccionar microorganismos tales como Traustoquitridios (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 con el fin de manipular genéticamente los
microorganismos.

Generalmente, en métodos de seleccion proporcionados, un agente de seleccion se usa para favorecer el
crecimiento de microorganismos que llevan un marcador seleccionable adecuado para el agente de seleccion sobre
microorganismos que no llevan el marcador seleccionable. Normalmente, el agente de seleccion inhibe, reduce y/o
retrasa el crecimiento de microorganismos que no llevan el marcador de seleccidon. Durante la seleccion, los
microorganismos se cultivan normalmente en medio de crecimiento como se describe en el presente documento,
excepto porque el medio de crecimiento se complementa con el agente de seleccion ("medio de seleccion”).

En ciertos métodos de seleccion de la presente divulgacion, los microorganismos se cultivan en medio de seleccion
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que el cultivo esté compuesto principalmente de células que
llevan el marcador de seleccioén. Es decir, durante el periodo de crecimiento en medio de seleccidén, las células que
no llevan el marcador de seleccion no crecen y son superadas en el cultivo por las células que si llevan el marcador
de seleccion. Los microorganismos pueden cultivarse en medio de seleccion durante entre 1 a 15 dias, de 1 a 12
dias o de 1 a 9 dias. Los microorganismos pueden cultivarse e en medio de seleccion durante un periodo de tiempo
mas largo que 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 dias y/o mas corto que 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 14, 13,

11 o 10 dias. Los microorganismos pueden cultivarse en medio de seleccion durante entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 5 dias o entre aproximadamente 5 y aproximadamente 10 dias, etc. Los microorganismos pueden
mantenerse en medio de seleccidon después de la seleccion. Los microorganismos pueden transferirse a un medio
sin un agente de seleccion durante al menos un periodo de tiempo, por ejemplo, durante una fase de recuperacion.

El marcador seleccionable puede retirarse después de que las células se hayan cultivado durante un periodo de
tiempo en medio de seleccion. La retirada del marcador seleccionable puede realizarse inmediatamente después del
periodo de tiempo durante el cual las células se cultivan en medio de seleccién, después de un "periodo de
recuperacion” durante el cual se cultivan las células en medio sin un agente de seleccion o mas tarde (por ejemplo,
después de que las células se han almacenado durante un periodo de tiempo, después de que las células se han
congelado y después descongelado). Se conocen bien en la técnica métodos de células modificadas por ingenieria
genética de manera que los elementos genéticos introducidos (por ejemplo, marcadores de seleccion) puedan
retirarse mas tarde. Dichos métodos emplean normalmente el uso de polipéptidos de recombinasa, que
normalmente reconocen secuencias de nucleétidos particulares ("sitios de reconocimiento” o "secuencias de
reconocimiento”). Por ejemplo, un marcador seleccionable puede modificarse por ingenieria genética en una célula
de Traustoquitridio o Thraustochyrium con sitios de reconocimiento para una recombinasa particular, flanqueando el
marcador seleccionable. Cuando se desea la retirada del marcador seleccionable, las células pueden exponerse a
una recombinasa apropiada (es decir, una recombinasa que reconozca los sitios de reconocimiento que flanquean el
marcador seleccionable), que realiza una reaccion de recombinacion homologa en los sitios de reconocimiento, lo
que da como resultado la delecién o inversidon de la secuencia de acido nucleico entre los sitios de reconocimiento.

El agente de seleccion puede ser o puede comprender un antibiético y el marcador de seleccion es o comprende un
gen de resistencia para el antibiotico.

Puede usarse una combinacion de agentes de seleccion y/o puede usarse una combinacion de marcadores de
seleccion.

Un microorganismo puede experimentar seleccion mediante la aplicacion a un medio adecuado que comprende
zeocina, en el que la zeocina esta presente a una concentracion por encima de una concentracién umbral.
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La concentracién umbral puede corresponder aproximadamente a una concentracion a la que la zeocina presente la
inhibicién completa o casi completa del crecimiento de células que no contienen un gen de resistencia a la zeocina.
La concentracion umbral puede ser o estar por encima de la concentracion a la que la zeocina destruye al menos el
85 %, el 90 % o el 100 % de las células de ese tipo que no contienen un gen de resistencia a la zeocina. La
concentracion umbral puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo (por ejemplo, concentracion de sal,
tipo de medio de cultivo, temperatura de cultivo, cultivo liquido o sdlido, etc.). La concentracion umbral puede estar
por encima de 50 pg/ml. La concentracion umbral puede ser igual o superior a 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200 pg/ml. La concentracion umbral puede ser exactamente o
aproximadamente 100 pg/ml.

El gen de resistencia a los antibidticos puede ser o puede comprender un gen de resistencia a fleomicina, bleomicina
y/o talisomicina. El gen de resistencia a antibidtico puede ser o puede comprender un gen (por ejemplo, el gen ble)
de S. hidustanus.

La concentracion de sal del medio utilizado durante la seleccién puede diferir de una concentracion de sal utilizada
normalmente en medio utilizado para el cultivo del microorganismo sin seleccion. La concentracion de sal en el
medio utilizado durante la selecciéon puede ser aproximadamente la misma que una concentracion de sal utilizada
normalmente en el medio utilizado para el cultivo del microorganismo sin seleccion. La concentracion de sal puede
ser de entre aproximadamente 10 g/l y aproximadamente 40 g/, entre aproximadamente 15 g/l y aproximadamente
35 g/l y/o entre aproximadamente 18 g/l y aproximadamente 35 g/l. La concentracion de sal puede ser de
aproximadamente 18 g/l. La concentracion de sal puede ser de aproximadamente 35 g/l.

Puede usarse una concentracion de zeocina igual o superior a 30 yg/ml cuando el medio de cultivo tiene una
concentracion de sal de aproximadamente 18 g/l. Puede usarse una concentracion de zeocina igual o superior a
100 pg/ml cuando el medio de cultivo tiene una concentracion de sal de aproximadamente 35 g/l.

El medio adecuado utilizado durante la seleccién puede ser un medio sélido. Cuando se usa un medio sélido, los
microorganismos pueden extenderse (por ejemplo, usando un asa de siembra, un extendedor de células, perlas u
otros mecanismos de extension) en una superficie plana del medio sélido de manera que puedan permitirse crecer
colonias de una sola célula.

Las colonias de una sola célula pueden recogerse y cultivarse para obtener cantidades mas grandes y/o suficientes
para el analisis (por ejemplo, el analisis del transgén, el analisis de las caracteristicas de crecimiento, el analisis de
perfil de lipidos, etc.) y/o la produccion de compuestos como se describen en el presente documento. Como
alternativa o adicionalmente, pueden almacenarse colonias de una sola célula y/o cultivos obtenidos de las mismas
(por ejemplo, por congelacion en un medio de congelacién apropiado) para su uso posterior.

Transformacion

La presente divulgacion proporciona métodos para la transformacion de células de Traustoquitridio (por ejemplo,
Thraustochytrium). Dichos métodos comprenden generalmente etapas de proporcionar una célula de
Traustoquitridio competente; entregar un acido nucleico heterélogo (por ejemplo, recombinante o modificado por
ingenieria genética) en 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 las células sin el marcador seleccionable.

Se proporcionan células de Traustoquitridio competentes para la transformacién genética por la presente
divulgacién. Las células competentes pueden ser de la cepa ONC-T18. Dichas células competentes pueden
proporcionarse por cualquiera de una diversidad de métodos, un ejemplo no limitante de las cuales se describe en
mayor detalle en el Ejemplo 5. En los métodos de preparacion de células competentes, tales como el descrito en el
Ejemplo 5, las células competentes se obtienen por la inoculacion de un medio sélido o liquido con inéculo de una
cepa deseada de Traustoquitridio o Thraustochytrium y permitiendo que las células crezcan, entregando medios de
cultivo fresco segun sea necesario. La preparacion de células competentes normalmente 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 a una densidad celular deseada. Las células competentes pueden prepararse nuevas como sea necesario
para los experimentos y/o pueden prepararse y después almacenarse (por ejemplo, congelarse) para su uso futuro.

Las células pueden cultivarse en matraces (por ejemplo, de volumenes de 250 ml, 500 ml o 11).
Las células pueden cultivarse en un medio rico fuente de nitrégeno. Para proporcionar un solo ejemplo, las células

pueden cultivarse en un medio con altos niveles de peptona. Las células pueden cultivarse en un medio que
comprende al menos 5-25 g/l de peptona (u otra fuente de nitrégeno).
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Las células pueden cultivarse en altos niveles de oxigeno disuelto. Las células pueden agitarse 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.

Las células pueden mutagenizarse durante la propagacion vegetativa. Las células pueden mutagenizarse durante la
propagacion vegetativa vigorosa. Las células pueden no mutagenizarse durante las etapas de zoosporas.

El acido nucleico heterélogo (por ejemplo, recombinante, sintetizado (ya sea quimica o biolégicamente) y/o
modificado por ingenieria genética en que su secuencia de acido nucleico se seleccioné por la mano del hombre)
puede ser un ADN, un ARN, un hibrido de ARN:ADN o cualquier derivado adecuado de los mismo. El acido nucleico
recombinante puede entregarse 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 no limitados a, plasmidos,
césmidos, BAC (cromosomas artificiales bacterianos, por sus siglas en inglés), YAC (cromosomas artificiales de
levadura, por sus siglas en inglés) y vectores viricos. El ADN heterélogo puede ser o comprender polinucleétidos
sintetizados quimicamente. EI ADN heterélogo puede comprender polinucleétidos sintetizados enzimaticamente. El
ADN heterdélogo puede ser o comprender un producto de la reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR").

Los acidos nucleicos recombinantes o modificados por ingenieria genética comprenden normalmente un marcador
de seleccidon para su uso en métodos de seleccidn tales como se describen en el presente documento.
Normalmente, el marcador de seleccion 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 seleccion
que contiene un agente de seleccion en o por encima de una concentracion umbral como se describe en el presente
documento. Por ejemplo, cuando se usa un antibidtico como un agente de seleccion, el marcador de seleccion
puede comprender un casete de expresion génica para expresar un gen de resistencia a antibidtico correspondiente.

Los acidos nucleicos recombinantes o modificados por ingenieria genética pueden comprender adicionalmente uno
0 mas casetes de expresion génica adicionales para la expresion de uno o mas productos génicos deseables. Los
uno o mas productos génicos representativos deseables 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 la via
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 ciertas caracteristicas deseables para el microorganismo (por ejemplo, la idoneidad para el
crecimiento en un conjunto particular de condiciones; la idoneidad para el crecimiento en los métodos de produccion
a gran escala, etc.). Como alternativa o adicionalmente, un producto génico deseable puede ser uno que permite el
marcaje de las células que se han transformado. Como alternativa o adicionalmente, las células pueden modificarse
por ingenieria genética para producir niveles elevados de uno o mas biocombustibles, farmacos, vacunas,
anticuerpos, lipidos, resolvinas, neuroprotectinas, compuestos farmacéuticos, polipéptidos, etc.

Se han descrito elementos que normalmente estan contenidos en un casete de expresion génica en el presente
documento, por ejemplo, un promotor u otro elemento regulador génico que dirige la expresion génico, el gen que se
ha de expresar y una secuencia terminadora que trabaja en el microorganismo que se ha de transformar. El gen que
se ha de expresar puede denominarse un "transgén". El transgén puede ser en algunas realizaciones un gen
heterdlogo, por ejemplo, uno que normalmente no esta presente en el microorganismo. Cualquiera o los dos de
entre el marcador de seleccion y el casete de expresion génica adicional pueden incluir un gen heterélogo de este
tipo.

En consecuencia, los vectores adecuados para su uso de acuerdo con métodos de la divulgacion incluyen vectores
de expresion génica.

Puede entregarse un acido nucleico recombinante en un microorganismo. Por ejemplo, un microorganismo puede
transformarse con una construccion de plasmido que comprende un acido nucleico recombinante.

Puede entregarse mas de un acido nucleico recombinante en un microorganismo. Por ejemplo, puede entregarse
una combinacién de construcciones de plasmidos (cada construccion de plasmido que comprende un acido nucleico
recombinante) en un microorganismo. Puede usarse una combinacion de agentes de seleccion y marcadores de
selecciodn para seleccionar la presencia de la combinacién 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 transformacion de la presente divulgacion. Los métodos de introduccion incluyen, pero no se limitan a,
precipitacion con fosfato de calcio; 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; dextrano DEAE; fusién usando polietilenglicol (PEG); electroporacion;
magnetoporacion; entrega biolistica; infeccion retrovirica; lipofeccion; y microinyeccion de ADN directamente en las
células.
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Puede usarse un método de entrega biolistica (también conocido como método de "cafion de genes", "bombardeo
de particulas" y "microproyectil"). Un dispositivo biolistico acelera particulas recubiertas con el acido nucleico
recombinante a velocidades suficientes para penetrar las membranas celulares (y/o paredes celulares, si estan
presentes). Las particulas pueden comprender o pueden consistir en particulas de oro. Se conocen en la técnica
métodos para la entrega biolistica de material genético y hay disponibles en el mercado equipo y reactivos para la
realizacion de dichas entregas biolisticas. Véase, 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).

Pueden entregarse acidos nucleicos usando un método tal como transformacién mediada por Agrobacterium,
transformacion por protoplastos, etc., como es sabido y entendido por los expertos habituales en la materia.

Después de la entrega de un acido nucleico heterdlogo (por ejemplo, recombinante o modificado por ingenieria
genética), las células se cultivan en un medio que contiene un agente de seleccién que reduce el crecimiento de
células sin el marcador seleccionable, como se describe en el presente documento en la seccién "Seleccion".
Pueden almacenarse, analizarse y/o cultivarse células que se seleccionan (por ejemplo, presentan la presencia del
marcador seleccionable y, por tanto, del acido nucleico recombinante) en cantidades mas grandes segun se desee.

Las células transformadas pueden someterse 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 por ingenieria genética

La presente divulgacion proporciona, entre otras cosas, secuencias reguladoras, métodos de transformacion,
métodos de mutagénesis y métodos de seleccion genética que permiten la manipulacion de ciertos microorganismos
tales como Traustoquitridios. Las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento pueden
usarse para modificar microorganismos por ingenieria genética (por ejemplo, Traustoquitridios) para cualquiera de
una serie de aplicaciones. Como se ha sefialado anteriormente, pueden usarse secuencias reguladoras y
marcadores seleccionables proporcionados en el presente documento para expresar cualquier polipéptido de interés
en un organismo en el que las secuencias y/o marcadores seleccionables son operables (por ejemplo, en
Traustoquitridios). En algunas realizaciones se expresa un polipéptido de un organismo diferente. En algunas
realizaciones, se expresa un polipéptido de la célula hospedadora (por ejemplo, se sobreexpresa).

En algunas realizaciones, los microorganismos se modifican por ingenieria genética para tener una mayor
produccién de un compuesto de interés.

En algunas realizaciones, los microorganismos se modifican por ingenieria genética para tener una mayor
produccion de un acido graso, un antioxidante, resolvinas y/o protectinas. Como alternativa o adicionalmente, en
algunas realizaciones, las células se disefian para producir niveles elevados de uno o mas biocombustibles,
farmacos, vacunas, anticuerpos, lipidos, resolvinas, neuroprotectinas, compuestos farmacéuticos, polipéptidos, etc.

La presente divulgacion proporciona microorganismos Traustoquitridios (por ejemplo, Thraustochytrium) que se
disefian por ingenieria genética para tener una mayor produccion de AGPI. Es decir, la presente divulgacion
proporciona células de Traustoquitridio modificadas por ingenieria genética incluyendo una modificacion de aumento
de AGPI. En algunas realizaciones, dichos microorganismos se modifican por ingenieria genética para tener una
expresion alterada (por ejemplo, aumentada o disminuida) de 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 el acido miristico (C14:0) y el acido estearico (C18:0) por el complejo enzimatico acido graso sintasa (FAS),
seguido de una serie de reacciones enzimaticas en dichos acidos grasos. Cada una de estas reacciones
normalmente se cataliza mediante cualquiera de entre una desaturasa (que elimina atomos de hidrégeno para crear
un doble enlace carbono-carbono) o una elongasa (que alarga acidos grasos mediante la adicion de dos atomos de
carbono al extremo acido carboxilico del acido graso). El complejo policétido AGPI sintasa (PKS) también genera
DHA en ONC-T18. La biosintesis de AGPI en ONC-T18 parece tener al menos dos vias biosintéticas cruzadas: las
vias biosintéticas de AGPI omega-6 y omega-3. La conversion de acidos grasos omega-6 en acidos grasos omega-3
puede catalizarse por omega-3 desaturasa. Por tanto, como se representa en la Fig. 1, se produce una diversidad de
acidos grasos en diversos puntos de la via.

En algunas realizaciones, la expresion de uno o mas genes que codifican polipéptidos enzimaticos en la via se
regula para aumentar la produccion de AGPI particular y/u otros acidos grasos segun se desee. Por ejemplo, la
expresion del gen FAS puede regularse negativamente para aumentar la produccion de AGPI. La regulacion
negativa de la expresion de la A5 elongasa, la A4 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 regulacion positiva de la expresion de cualquiera de los de
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los genes de PKS puede aumentar la produccion de DHA. La regulacién positiva de la expresion del gen de la A12
elongasa puede aumentar la produccion de ARA y EPA.

En algunas realizaciones, la expresion de uno o mas genes que codifican polipéptidos enzimaticos en la via se
regula para producir biocombustibles. Por ejemplo, la regulaciéon negativa de la expresion de cualquiera de los genes
de PKS, A9 desaturasa, elongasa y omega-3 desaturasa y/o la regulacion positiva de la expresion del gen FAS
puede aumentar la produccion de lipidos de cadena corta para su uso como materias primas de biocombustibles.

En algunas realizaciones, la alteracién (por ejemplo, la regulacion negativa o la regulacién positiva) de la expresion
génica de un componente de la via se consigue mediante la generacion de una inactivacion de genes mediante, por
ejemplo, recombinacion homadloga. Normalmente, una construccion de ADN linealizada se introduce en las células
usando cualquiera de una diversidad de técnicas incluyendo, pero no limitadas a, la entrega de ADN por proyectil
biolistico. En algunas realizaciones, la frecuencia de recombinacion homdloga en ONC-T18 es superior a
aproximadamente el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 % o el 90 %.

En algunas realizaciones, la alteracién (por ejemplo, la regulaciéon negativa o la regulacién positiva) de la expresion
génica de un componente de la via se consigue por mutagénesis de una o mas dianas génicas.

En algunas realizaciones, los microorganismos modificados por ingenieria genética proporcionados en el presente
documento pueden producir una fracciéon lipidica que comprende n-3 DHA, EPA y n-6 DPA en mas de
aproximadamente 4,0 g/l de medio. En algunas realizaciones, los microorganismos proporcionados en el presente
documento pueden producir una composicion lipidica que comprende n-3 DHA, EPA y n-6 DPA en mas de
aproximadamente 20,0 g/l de medio. En algunas realizaciones, los microorganismos pueden producir una
composicion lipidica que comprende n-3 DHA, EPA y n-6 DPA en mas de aproximadamente 14,0 g/l de medio. En
algunas realizaciones, los microorganismos pueden producir de aproximadamente 1,5 g/l a aproximadamente 5,0 g/l
(por ejemplo, aproximadamente 4,6 g/l) del n-3 DHA, de aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente 1,5 g/l (por
ejemplo, aproximadamente 0,22 g/l) del n-3 EPA y de aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente 1,5 g/l del n-6
DPA. En algunas realizaciones, los microorganismos modificados por ingenieria genética proporcionados en el
presente documento pueden producir una composicién lipidica que comprende n-3 DHA, EPA, n-6 DPA o ARA en
un rendimiento de hasta aproximadamente 120 g/l, que corresponde a mas de aproximadamente el 75 % de lipidos
totales. En algunas realizaciones, los microorganismos modificados por ingenieria genética proporcionados en el
presente documento pueden producir una composicion lipidica que comprende acidos grasos de cadena corta
(normalmente acidos grasos C12-C18) con un rendimiento de hasta aproximadamente 128 g/l, que corresponde a
mas de aproximadamente el 80 % de lipidos totales. Ademas, el microorganismo puede producir una fraccion lipidica
que comprende los acidos miristico, miristoleico, pentadecanoico, palmitico, palmitoleico, oleico estearico, linoleico,
alfa-linolénico, gamma-linolénico, eicosadienoico, araquidonico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico Yy
docosapentaenoico superior a 300 mg/g o incluso 800 mg/g de biomasa celular. En algunas realizaciones, 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), de 0,5 a 0,65 mg/g de acido miristoleico (igual a 13,3 a 16,63 mg/l), de 33,5 a 34,6 mg/q,
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), de 7,9 a 28,5 mg/g de acido palmitoleico (igual a 202,1 a 729 mg/l), de 4,38 a 5,9 mg/g de acido
estearico (igual a 112 a 151 mg/l),de 6,94 a 9,9 mg/g de acido oleico (igual a 177,5 a 253,2 mg/l), de 0,4 a 1,3 mg/g
de acido linoleico (igual a 11,26 a 33,3 mg/l), de 0,5 a 1,0 mg/g de acido eicosadienoico (igual a 12,8 a 25,6 mg/l), de
0,4 a 0,5 mg/g de acido araquiddnico (igual a 10,2 a 13 mg/l), de 75 a 100 mg/g de acido docosahexanoico (igual a
1918 a 2560 mg/l), de 1,9 a 6 mg/g de acido eicosapenatenoico (igual a 48,6 a 153,5mg/l) y de 17,1 a 33,7 mg/g
acido docosapentaenoico (igual a 437,4 a 862,1 mg/l), que tiene un contenido total de acidos grasos dentro de la
biomasa celular de entre 301 y 800 mg/g (igual a 7700 a 20.209 mg/l).

Fermentacion y produccion

Ciertos métodos de la invencion incluyen o pueden usarse en combinacion con etapas de cultivo de un
microorganismo (por ejemplo, un Traustoquitridio, por ejemplo, un Thraustochytrium sp.). Se han descrito métodos
de cultivo para Traustoquitridios, por ejemplo, en la publicacion de patente de los EE.UU. US2009/0117194A1.
Normalmente, los microorganismos se cultivan en un medio de crecimiento (también conocido como "medio de
cultivo"). Cualquiera de una diversidad de medios puede ser adecuado para su uso de acuerdo con los métodos de
seleccion de la presente invencion. Normalmente el medio entrega 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 la produccion de un compuesto de interés. Los Traustoquitridios normalmente se cultivan en medio
salino. Por ejemplo, los Traustoquitridios pueden cultivarse en un medio que tenga una concentracion de sal entre
aproximadamente 2,0 - 50,0 g/I. En algunas realizaciones, los Traustoquitridios se cultivan en medios que tienen una
concentracion de sal entre aproximadamente 2-35 g/l. En algunas realizaciones, los Traustoquitridios se cultivan en
un medio que tiene una concentracion de sal entre aproximadamente 18-35 g/l. Se ha descubierto que en ciertas
circunstancias los Traustoquitridios crecen bien en condiciones de poca sal. En algunas realizaciones, los
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Traustoquitridios se cultivan en un medio que tiene una concentracion de sal entre aproximadamente 5-20 g/l. En
algunas realizaciones, los Traustoquitridios se cultivan en un medio que tiene una concentracion de sal entre
aproximadamente 5-15 g/l. Los medios de cultivo pueden o no pueden incluir NaCl. Los medios de cultivo pueden o
pueden no incluir la adicion de NaCl. En algunas realizaciones, un medio contiene sal marina artificial, por ejemplo,
INSTANT OCEAN™, Aquaria, Inc. El medio de cultivo puede o puede no incluir agua de mar natural o artificial. En
algunas realizaciones, un medio contiene agua de mar natural o artificial, por ejemplo, de aproximadamente el 2 % al
100 % de agua de mar.

Los iones cloruro pueden provocar la corrosion del fermentador u otros equipos de procesamiento corriente abajo.
En algunas realizaciones, la concentracion de cloruro en el medio de cultivo se reduce. En algunas realizaciones, los
medios de cultivo incluyen sales de sodio que no contiene cloruro (por ejemplo, sulfato de sodio) como una fuente de
sodio. Por ejemplo, una parte significativa del sodio total puede ser suministrada por sales no de cloruro de manera
que menos de aproximadamente el 100 %, el 75 %, el 50 % o el 25 % del sodio total en medios de cultivo es
suministrado por cloruro de sodio.

En algunas realizaciones, 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. En algunas realizaciones, los medios de cultivo tienen concentraciones de
cloruro de entre aproximadamente 60 mg/l y 120 mg/I.

Los ejemplos de sales de sodio no de cloruro adecuados para su uso de acuerdo con la presente invencion incluyen,
pero no se limitan a, carbonato de sodio (una mezcla de carbonato de sodio y 6xido de sodio), carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, sulfato de sodio y mezclas de los mismos. Véanse, por ejemplo, las patentes de los EE.UU.
N.©5.340.742 y 6.607.900.

Los medios para el cultivo de Traustoquitridio puede incluir cualquiera de una diversidad de fuentes de carbono. Los
ejemplos de fuentes de carbono incluyen acidos grasos; lipidos; glicerinas; trigliceroles; hidratos de carbono tales
como glucosa, almidon, celulosas, hemicelulosas, fructosa, dextrosa, xilosa, lactulosa, galactosa, maltotriosa,
maltosa, lactosa, glucdgeno, gelatina, almidén (de maiz o de trigo), acetato, m-inositol (derivados de licor de maiz
fermentado), 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 (derivado de almidén);
sacarosa (a partir de melaza); polioles tales como maltitol, eritritol, adonitol y acidos oleicos tales como glicerol y
Tween 80; amino azlcares tales como N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-beta-D-
manosamina; y cualquier tipo de biomasa o flujo de residuos.

En algunas realizaciones, los medios incluyen fuentes de carbono en una concentracion de aproximadamente 5 g/l a
aproximadamente 200 g/l. En algunas realizaciones, los medios tienen una relacion de C:N (relacién de carbono a
nitrégeno) de entre aproximadamente 1:1 y aproximadamente 40:1. En algunas realizaciones en las que se usan
cultivos de dos fases, los medios tienen 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, nada o casi nada de
nitrégeno) en la segunda fase.

Los medios para el cultivo de Traustoquitridios puede incluir cualquiera de una diversidad de fuentes de nitrogeno.
Las fuentes de nitrogeno de ejemplo incluyen soluciones de amonio (por ejemplo, NH4 en H>O), sales de amonio o
de amina (por ejemplo, (NH4)2SO4, (NH4)3PO4, NH4sNO3, NHsOOCH,CHs (NH4AC), peptona, triptona, extracto de
levadura, extracto de malta, harina de pescado, glutamato de sodio, extracto de soja, casaminoacidos y granos de
destilador. Las concentraciones de fuentes de nitrégeno en medios adecuados suelen oscilar entre
aproximadamente 1 g/l y aproximadamente 25 g/l.

En algunas realizaciones, los medios incluyen un fosfato, tal como fosfato de potasio o fosfato de sodio. Las sales
inorganicas y nutrientes traza en los medios pueden incluir sulfato de amonio, bicarbonato de sodio, ortovanadato de
sodio, cromato de potasio, molibdato de sodio, acido selenioso, sulfato de niquel, sulfato de cobre, sulfato de cinc,
cloruro de cobalto, cloruro de hierro, cloruro de calcio, cloruro de manganeso y EDTA. Pueden incluirse vitaminas
tales como clorhidrato de piridoxina, clorhidrato de tiamina, pantotenato de calcio, acido p-aminobenzoico,
riboflavina, acido nicotinico, biotina, acido félico y vitamina B12.

Por ejemplo, un medio adecuado puede estar compuesto de entre aproximadamente 11 y aproximadamente 13 g/l
(por ejemplo, aproximadamente 12 g/l) de sulfato de sodio, 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 MgSO4-7H,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 y aproximadamente 0,70 g/l
(por ejemplo, aproximadamente 0,65 g/l) de K»SQO4, entre aproximadamente 0,9 y aproximadamente 1,1 g/l (por
ejemplo, aproximadamente 1 g/l) de KH,PO4,, 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 4,5g/l) de jarabe de maiz 95 DE (basado en sdlidos), entre aproximadamente 2,7 y
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aproximadamente 3,3 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de MnCl,-4H,0, entre aproximadamente 2,7 y
aproximadamente 3,3 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de ZnSO4:7H,0, entre aproximadamente 0,035
y aproximadamente 0,045 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de CoCl,-6H-0, entre aproximadamente 0
y aproximadamente 0,045mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de Na;MoO4-2H,0), entre
aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de CuSO4'5H,0, entre
aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de NiSO4-6H-0, entre
aproximadamente 9 y aproximadamente 11 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 10 mg/l) de FeSO4-7H,0, 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 B>,
entre aproximadamente 1,3 y aproximadamente 5,1 (por ejemplo, aproximadamente 3,2 mg/l) de pantotenato de
calcio y solucion de NH4OH aproximadamente al 28 %.

El pH del medio se ajusta a entre 3,0 y 10,0 usando acido o base en su caso y/o usando la fuente de nitrdgeno. En
algunas realizaciones, el medio se ajusta para que tenga un pH entre 4,0 y 6,5. El medio puede esterilizarse.

En algunas realizaciones, un medio utilizado para el cultivo de un microorganismo es un medio liquido. En algunas
realizaciones, un medio utilizado para el cultivo de un microorganismo es un medio solido. Ademas de las fuentes de
carbono y nitrégeno como se analizan 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 solida.

Las células pueden cultivarse durante cualquier periodo entre 1-60 dias. En algunas realizaciones, el cultivo se
realiza durante 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 dia 0 menos. En algunas realizaciones, el cultivo se realiza
a temperaturas de entre 4 a 30 °C, por ejemplo, de 18 a 28 °C. En algunas realizaciones, el cultivo incluye cultivo
con aireacion-agitacion, cultivo con agitacion, cultivo estacionario, cultivo discontinuo, cultivo continuo, cultivo
discontinuo de laminacion o cultivo de onda o similares. El cultivo puede realizarse usando una agitador-fermentador
convencional, un fermentador en columna de burbujas (continuos por lotes o cultivos), un fermentador de onda, etc.

En algunas realizaciones, los cultivos se airearon mediante agitacion. En algunas realizaciones, la agitacion varia de
100 a 1000 rpm, por ejemplo, de 350 a 600 rpm, de 1000 a 450 rpm. En algunas realizaciones, los cultivos se airean
de forma diferente (por ejemplo, usando diferentes velocidades de agitacion) durante fases de produccion de
biomasa, como lo son durante las fases productoras de lipidos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los cultivos
se airean mediante agitacion a una velocidad de entre aproximadamente 150 y aproximadamente 350 rpm durante
las fases de biomasa y a una velocidad entre aproximadamente 30 y aproximadamente 120 rpm durante las fases
productoras de lipidos. Como alternativa o adicionalmente, las velocidades de agitacion pueden variar en funcién del
tipo de vaso de cultivo (por ejemplo, la forma o el tamafio del matraz).

En algunas realizaciones, el nivel de oxigeno disuelto (OD) es mas alto durante la fase de produccion de biomasa de
lo que es durante la fase de produccién de lipidos, por ejemplo, los niveles de OD se reducen durante la fase de
produccion de lipidos. En algunas realizaciones, el nivel de oxigeno disuelto se reduce por debajo de la saturacion;
en algunas realizaciones, el nivel de oxigeno disuelto se reduce a un nivel muy bajo o incluso indetectable.

Se ha descubierto que la produccién de los lipidos deseables puede potenciarse mediante el cultivo de células de
acuerdo con los métodos que implican un cambio de una o mas condiciones de cultivo con el fin de obtener mayores
cantidades de compuestos deseables. En algunas realizaciones, las células se cultivan en primer lugar en
condiciones que maximizan la biomasa, seguido de un cambio de una o mas condiciones de cultivo a condiciones
que favorecieran la productividad de lipidos. Las condiciones que cambian puede incluir la concentracién de
oxigeno, la relacion de C:N, la temperatura y combinaciones de las mismas. En ciertas realizaciones, se realiza un
cultivo en dos etapas en el que una primera etapa favorece la producciéon de biomasa (por ejemplo, usando
condiciones de oxigeno altas (por ejemplo, en general o en relacién con la segunda etapa), baja relacion C:N y
temperatura ambiente), seguido de una segunda etapa que favorece la produccion de lipidos (por ejemplo, en la que
el oxigeno disminuye, la relacion de C:N aumenta y la temperatura disminuye). Es decir, en algunas realizaciones, la
presente invencion proporciona métodos que implican el cultivo de células en un primer conjunto de condiciones que
incluye una o mas condiciones seleccionadas entre el grupo que consiste en una primera concentracion de oxigeno,
una primera relacion de C:N, una primera temperatura y combinaciones de las mismas. El cultivo en este primer
conjunto de condiciones continta durante un primer periodo de tiempo, durante el cual pueden variar. Al final del
primer periodo de tiempo (que no es necesariamente un punto discreto en el tiempo), se alteran una o mas
condiciones para que las células se cultiven en un segundo conjunto de condiciones que incluye una o mas
condiciones seleccionadas entre el grupo que consiste en una segunda concentracion de oxigeno, una segunda
relacion de C:N, una segunda temperatura y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, algunas
condiciones se cambian al final del primer periodo de tiempo y algunas se mantienen hasta el final de un segundo
periodo de tiempo, en el que una o mas condiciones pueden cambiar de nuevo y/o una o mas condiciones pueden
cambiarse por primera vez. En algunas realizaciones, la primera relacion de 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. En algunas realizaciones, la segunda relacién de C:N es de
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aproximadamente 1:~0; y la segunda temperatura estda dentro del intervalo de aproximadamente 15 a
aproximadamente 30 °C.

En algunas realizaciones, un cambio de una primera condicién a una segunda condicién se realiza y/o se produce
gradualmente; en algunas realizaciones, el cambio de una primera condicién a una segunda condicion se realiza y/o
se produce bruscamente.

En algunas realizaciones de métodos de cultivo proporcionados en el presente documento, la concentracion de
oxigeno cambia (por ejemplo, disminuye) durante el cultivo en una serie de formas posibles, incluyendo, por
ejemplo, mediante el cambio de la intensidad de aireacion.

En algunas realizaciones de los métodos de cultivo proporcionados en el presente documento, la temperatura
cambia (por ejemplo, disminuye) durante el cultivo por lo menos 2 °C. En algunas realizaciones, la temperatura
cambia en 3 °C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C o 10°C. En algunas realizaciones, la temperatura cambia de
aproximadamente 25 °C a aproximadamente 20 °C.

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

Productos

Pueden usarse AGPI y otros compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgacion en cualquiera de una
diversidad de aplicaciones, por ejemplo, el aprovechamiento de sus propiedades biolégicas o nutricionales. Los
compuestos pueden usarse en productos farmacéuticos, complementos alimenticios, aditivos para piensos,
cosmeéticos, etc. Los compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgacion también pueden usarse como
intermedios en la produccién de otros compuestos.

Se apreciara que pueden incorporarse AGPI y/u otros compuestos producidos por las células manipuladas como se
describe en el presente documento en un producto final (por ejemplo, complemento de alimentos o piensos, férmula
infantil, productos farmacéuticos, etc.) en el contexto de la célula hospedadora. Por ejemplo, las células
hospedadoras pueden liofilizarse, secarse por congelacion, congelarse, pasteurizarse o inactivarse de otra manera
y, después, las células enteras pueden incorporarse en o usarse como producto final. Una célula hospedadora (ya
sea secada o no) puede procesarse adicionalmente antes de la incorporacion en el producto (por ejemplo, a través
de la lisis, tratamiento por ultrasonidos, molienda con perlas, tratamiento por presion, congelacion-descongelacion,
electroforesis en campo pulsado (PFE) para separar los componentes y/o tratamiento enzimatico o combinaciones
de los mismos; en algunos casos, pueden usarse 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. Un
producto final puede incorporar solo una parte de la célula hospedadora (por ejemplo, fraccionada por tamafio,
solubilidad), separada de la totalidad. Por ejemplo, los lipidos pueden aislarse de las células hospedadoras y pueden
incorporarse o usarse como el producto final. Los lipidos que contienen AGPI pueden extraerse usando la extraccion
con fluidos supercriticos o la extraccion con uno o mas disolventes (por ejemplo, acetona, cloroformo, isopropanoal,
hexano, cloruro de metileno o metanol). Los lipidos pueden concentrarse mediante cualquiera de una diversidad de
métodos, tales como la formacion de complejos urea, la cromatografia en columna y/o el fraccionamiento con fluido
supercritico. Las técnicas para la concentracion de lipidos extraidos con disolventes incluyen la hidrdlisis (por
ejemplo, usando una base, acido o hidrdlisis enzimatica), la extraccion adicional, la acidificacion, la cristalizacion, la
filtracion y combinaciones de las mismas (véase, por ejemplo, la publicacion de patente de los EE.UU.
2009/0117194).

Pueden incorporarse uno o mas AGPI y/u otros compuestos producidos en un componente de alimentos o piensos
(por ejemplo, un complemento alimenticio). Los tipos de productos alimenticios en los que los compuestos pueden
incorporarse de acuerdo con la presente divulgacion no estan particularmente limitados e incluyen bebidas tales
como leche, agua, bebidas deportivas, bebidas energéticas, tés y zumos; productos de confiteria tales como
gelatinas y galletas; alimentos y bebidas que contienen grasa tales como productos lacteos; productos alimenticios
procesados tales como arroz blando (o avena); férmulas para lactantes; cereales de desayuno; o similares. Pueden
incorporarse uno o mas compuestos producidos en un complemento dietético, tal como por ejemplo una
multivitamina. Un compuesto de AGPI producido de acuerdo con la presente divulgacion puede incluirse en un
complemento dietético y puede incorporarse directamente en un componente de alimentos o piensos (por ejemplo,
un complemento alimenticio).

Los ejemplos de alimentos en los que los compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgacion pueden
incorporarse incluyen, por ejemplo, alimentos para mascotas, tales como alimentos para gatos, alimentos para
perros y similares, piensos para peces de acuario, peces cultivados o crustaceos, etc., piensos para animales
criados en granja (incluyendo ganado y pescado o crustaceos criados en acuicultura). El alimento o material de
alimentacioén en el que se incorpora el compuesto o compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgacion
es preferentemente palatable para el organismo que es el destinatario deseado. Este alimento o material de

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678997 T3

alimentacion puede tener propiedades fisicas conocidas en la actualidad para un material de alimentacion (por
ejemplo, solido, liquido, blando).

Pueden incorporarse uno o mas compuestos producidos (por ejemplo, AGPI) en un producto farmacéutico. Los
ejemplos de dichos productos farmacéuticos incluyen, por ejemplo, diversos tipos de comprimidos, capsulas,
agentes bebibles, etc. El farmacéutico puede ser adecuado para la aplicacion topica. Las formas de dosificacion no
estan particularmente limitadas, e incluyen capsulas, aceites, granulos, microgranulos, 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 y debido a que pueden incorporarse
facilmente gotitas de lipidos que contienen AGPI en formulaciones a base de aceite.

Los productos farmacéuticos de acuerdo con la presente divulgacion pueden prepararse de acuerdo con técnicas
establecidas en la técnica incluyendo, por ejemplo, el procedimiento comun como se describe en la Farmacopea de
los Estados Unidos, por ejemplo.

Pueden incorporarse compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgacion (ya sea aislados o en el
contexto de células) en productos como se describen 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. Los productos de la invencién pueden incluir uno o mas agentes quelantes, pigmentos, sales, agentes
tensioactivos, humectantes, modificadores de viscosidad, espesantes, emolientes, fragancias, conservantes, etc. y
combinaciones de los mismos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Aislamiento e identificacion de las secuencias promotoras y terminadoras

Este ejemplo describe la identificacion y el aislamiento de ciertas secuencias de acidos nucleicos promotoras y
terminadoras de la expresion génica de ejemplo de ONC-T18.

Ocean Nutrition Canada Limited ha secuenciado en gran medida el genoma de ONC-T18 usando tanto técnicas de
secuenciacion por disparo y pirosecuenciacion (GS-20; 454). Entre otras cosas, la presente divulgacion proporciona
el analisis de dicha informacidon de la secuencia, por ejemplo, utilizando la informaciéon de la coleccion EST
(marcador de secuencia expresado, por sus siglas en inglés) a disposicion del publico (Huang et al., 2008), la
anotacion funcional y/o software bioinformatico (por ejemplo, el paquete Kodon disponible de Applied Maths y/o uno
0 mas algoritmos tales como BLAST). Para proporcionar herramientas para la expresion de genes homologos y
heterdélogos (por ejemplo, genes implicados en la biosintesis de lipidos y acidos grasos dentro de microbios
Traustoquitridios), se clonaron promotores y terminadores del gen constitutivo de la tubulina y promotores de
desaturasa y elongasa a partir de ADN gendmico de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

1. Aislamiento e identificacion de un promotor del gen de la tubulina n.° 701.

Se disefiaron cebadores de oligonucledtidos n.° 52 (SEQ ID NO: 1) y n.° 53 (SEQ ID NO: 2) basandose en datos de
la secuencia gendmica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica Kodon
(Matematicas Aplicadas). Los cebadores de oligonucledtidos se sintetizaron y se adquirieron de Invitrogen
(California, EE.UU.).

El ADN gendémico de ONC-T18 se extrajo de células cultivadas en el medio de crecimiento (ONC-T18-GMO) a 25 °C
durante 36 horas en una incubadora con agitador con agitacion constante a 150 rpm. Las células de cultivos de
50 ml se recogieron por centrifugacion durante 5 min a temperatura ambiente a 4300 rpm en una centrifuga Sorvall
de Super T21 con el rotor ST-H750 con el adaptador Sorvall n.° 00436. EI ADN gendmico se aisl6 de las células
usando el kit de aislamiento de ADN Ultraclean Microbial (MO BIO Laboratories, Inc, Solana Beach, California)
siguiendo el protocolo del fabricante.

Los componentes del medio de crecimiento ONC-T18-GMO son: 5 g/l de extracto de levadura (RM668, laboratorios
HiMedia), 5 g/l de peptona de soja (RM007, laboratorios HiMedia), D (+)-glucosa 10 g/l (CERELOSA™ dextrosa
020010, Corn Products International), 35 g/l de sal marina artificial INSTANT OCEAN™, Aquaria, Inc.), 1,25 mg/l de
elementos traza (5 g/l de NaH,PO.-H.O, 3,15 g/l de FeCls3-6H,0, 4,36 g/l de Na,EDTA:2H,0, 0,6125 mg/l de
CuSO04-5H,0, 0,0597 g/l de NayMoO4-2H,0, 0,022 g/l de ZnSO4-7H20, 0,01 g/l de CoCl»'6H.0, 0,18 g/l de
MnCl»-4H,0, 13 mg/l de H2SeOs3, 2,7 mg/l de NiSO4-6H20, 1,84 mg/l de NasVO, y 1,94 mg/l de KoCrO4) y 1,25 mg/l
de vitaminas (1 mg/l de vitamina B12, 1 mg/I de biotina, 0,20 g/l de HCI de tiamina).

El promotor del gen de la tubulina n.° 701 incluyendo la secuencia de marco de lectura abierta parcial se amplifico 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 repetidas durante 30 ciclos y 72 °C durante 10 minutos. La PCR

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2678997 T3

se realizd en una mezcla de reaccion de 50 ul que contenia 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa LA Tag™
(TAKARA BIO INC., Shiga, Japén), 1 X LA PCR Tampén I, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 225 ng del molde
de ADN genoémico, 0,20 uM del cebador n.° 52 y 0,20 pM del cebador n.° 53.

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

Los fragmentos de ADN purificados se clonaron en vector pT7Blue-3 usando Kits de Clonacion Perfectly Blunt®
(Novagen, San Diego, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los clones positivos se seleccionaron
usando el método de PCR directo de colonias. Brevemente, se recogieron colonias transformadas de Escherichia
coli con palillos de dientes y se agitaron con formacion de vortice en una mezcla de reacciéon de PCR de 20 pl que
contenia los siguientes componentes: ADN polimerasa Taq (Sigma), tampon 1 X PRC, 2,5 Mm de MgCl,, mezcla de
dNTP (0,20 mM cada uno), 0,25 uM de cebador n.° 62 (SEQ ID NO: 3) y 0,25 yM de cebador n.° 63 (SEQ ID NO: 4)
en un tubo de PCR de 200 pl, respectivamente. Mientras tanto, también se sembraron en estrias colonias sobre una
placa de referencia para el aislamiento de ADN plasmidicos.

La PCR se realizaron en las siguientes condiciones: 94 °C durante 3 minutos para un ciclo; 94 °C durante 1 minuto,
53 °C durante 2 minutos y 72 °C durante 4 minutos y se repitié durante 30 ciclos; y 72 °C durante 10 minutos. Los
productos de PCR se diferenciaron en gel de agarosa al 0,8 %. Las colonias a partir de las cuales se amplifico 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 bacterianas de E. coli de 3 ml de cultivo
usando Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo (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 se analizaron usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths)
y algoritmos BLAST. La secuencia de nucledtidos del inserto del clon JZ2-17-10 tiene 724 pares de bases de
longitud (SEQ ID NO: 5). Los 498 nucleodtidos corriente arriba del cédigo de inicio de traduccion putativo ATG de un
marco de lectura abierto (ORF) del gen de la tubulina putativo parcial se determiné que eran un promotor de la
expresion del gen putativo (secuencia n.° 701; SEQ ID NO: 6) en base a analisis usando diversos softwares de
bioinformatica. Se identificaron elementos promotores génicos tipicos dentro de esta secuencia. Una busqueda de
secuencias homologas a esta secuencia promotora putativa n.° 701 (SEQ ID NO: 6) se realiz6 en diversas bases de
datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando la herramienta de busqueda
de alineacion local basica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990). No se encontré ninguna
secuencia homologa a esta secuencia promotora Unica n.° 701. La secuencia parcial del extremo 5' del ORF tiene la
mayor homologia con el gen de la beta tubulina 2 de Chlamydomonas reinhardtii (TUB2) (N° de acceso de GenBank
N.°: XM_001693945) en una busqueda BLAST.

La secuencia del promotor identificado es tiene 498 nucledtidos de longitud y contiene una caja -10 Pribnow-Schaller
(AGGAAGACT) en la posicion 444 y una caja -35 en la posicion 424 (CTGACG), un sitio de inicio de la transcripcion
putativo en la posicion 459 y un sitio de unién del factor de transcripcion putativo AAGGTAGA en la posicion 468.

2. Aislamiento e identificacion de un promotor del gen de la tubulina n.° 341.

Se disefiaron cebadores de oligonucledtidos n.° 54 (SEQ ID NO: 7) y n.° 55 (SEQ ID NO: 8) basandose en datos de
la secuencia genomica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica Kodon
(Applied Maths). Los cebadores de oligonucledtidos se sintetizaron y se adquirieron de Invitrogen (California,
EE.UU.).

El promotor del gen de la tubulina n.° 341, incluyendo la secuencia de lectura abierta parcial corriente abajo, se
amplificé a partir del ADN genémico de ONC-T18 por PCR usando las mismas condiciones que se han descrito para
el aislamiento del promotor del gen de la tubulina n.° 701. El fragmento de ADN purificado amplificado se cloné en
vector pT7Blue-3 usando kits de clonacion Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego, California) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. EI ADN plasmidico del clon positivo JZ2-17-14 se aislé de células de E. coli de cultivo de
3 ml usando Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (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 se analizaron usando el
paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. La secuencia de nucleotidos
del inserto del clon JZ2-17-14 tiene 1115 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 9). Se ha identificado un ORF
parcial de un gen de tubulina situado en la secuencia del extremo 3 'del inserto. La secuencia corriente arriba del
cédigo de inicio de la traduccioén putativo ATG del ORF se considera como el promotor putativo n.° 341 (SEQ ID NO:
10).
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Una busqueda de secuencias homologas al promotor del gen de tubulina n.° 341 (SEQ ID NO: 10) se realiz6 en
diversas bases de datos GenBank, incluyendo la base de datos de secuencias de patentes usando la herramienta
de busqueda de alineacion local basica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990). No se encontré
ninguna secuencia homadloga para esta secuencia Unica del promotor del gen de la tubulina n.° 341. La secuencia
del extremo 5' del ORF parcial putativo tiene la mayor homologia con el gen de /a tubulina alfa 2 de Chlamydomonas
reinhardtii (TUA2) (N° de acceso de GenBank: 5728641) en una busqueda BLAST.

Esta secuencia de promotor de 1104 nucleétidos de longitud contiene una caja -10 (CGCTAAAAT) en la posicion
542 y una caja -35 (TTCACG) en la posicion 518, el sitio de inicio de la transcripcion putativo en la posicion 557 y el
sitio de union del factor de transcripcion putativo GCTAAAAT en la posicion 543, asi como una caja -10
(TAGTAGATT) en la posiciéon 143 y una caja -35 (TTGCTC) en la posicion 125, el sitio de inicio de la transcripcion
putativo en la posicion 158 y los sitios de union ATTTTGTA del factor de transcripcion putativo en la posicion 149 y
TTTTGTAA en la posicion 150.

3. Aislamiento e identificacion de un terminador del gen de la tubulina n.° 347.

Se disefiaron cebadores de oligonucleétidos n.° 58 (SEQ ID NO: 11) y n.° 59 (SEQ ID NO: 12) basandose en datos
de la secuencia gendmica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths).
Los cebadores de oligonucledtidos se sintetizaron y se adquirieron de la empresa Invitrogen (California, EE.UU.).

El terminador del gen de la tubulina n.° 347 se amplificé a partir de ADN genémico de ONC-T18 con PCR usando las
mismas condiciones como se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de la tubulina n.° 341. El
fragmento de ADN purificado se cloné en vector pT7Blue-3 usando kits de clonacion Perfectly Blunt® (Novagen, San
Diego, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. EI ADN plasmidico del clon positivo JZ2-17-22 se aislo
de las células bacterianas de E. coli de cultivo de 3 ml usando el Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (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 se analizaron usando el
paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de
nucledtidos del clon JZ2-17-22 tiene 727 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 13). La secuencia del extremo 5’
del inserto se ha identificado como un ORF parcial putativo que contiene un codén de parada traslacional del gen
putativo TAA. La secuencia corriente abajo del codon de parada TAA se considera como el terminador del gen de la
tubulina putativo n.° 347 (SEQ ID NO: 14).

Una busqueda de secuencias homodlogas a la secuencia n.° 347 terminadora del gen de la tubulina (SEQ ID NO: 14)
se realizd en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes
usando la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al.,
1990). No se encontré ninguna secuencia homdloga de esta Unica secuencia n.° 347 terminadora del gen de la
tubulina. La secuencia parcial del ORF putativo tiene el mayor homélogo al gen de la tubulina alfa de Ceratopteris
richardii (N.° de acceso de GenBank: XM_001691824) en una busqueda BLAST.

La secuencia terminadora de 590 nucledtidos de longitud contiene una secuencia de sefal de poliadenilacion
putativa AAAACAAAAA que actua para la terminacion de la transcripcion por la ARN polimerasa.

4. Aislamiento e identificacion de un terminador del gen de la tubulina n.° 713.

Se disefiaron cebadores de oligonucleétidos n.° 60 (SEQ ID NO: 15) y n.° 61 (SEQ ID NO: 16) basandose en datos
de secuencias gendmicas de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths). Los
cebadores de oligonucleétidos se sintetizaron y se adquirieron de Invitrogen (California, EE.UU.).

El terminador del gen de la tubulina n.° 713 se amplificé a partir del ADN genémico de ONC-T18 con PCR usando
las mismas condiciones como se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de la tubulina n.° 341. El
fragmento de ADN purificado se cloné en vector pT7Blue-3 usando kits de clonacion Perfectly Blunt® (Novagen, San
Diego, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El ADN de plasmido del clon positivo JZ2-22-9 se aislo
de las células bacterianas de E. coli de cultivo de 3 ml usando Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research Corp.,
Orange, California).

El inserto de 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 se analizaron usando el
paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de
nucledtidos del clon JZ2-22-9 tiene 869 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 17). La secuencia del extremo 5’
del inserto se ha identificado como un ORF parcial putativo que contiene un codén de parada de traduccion del gen
putativo TAA. La secuencia corriente abajo del codon de parada TAA se considera como el terminador del gen de la
tubulina putativo n.° 347 (SEQ ID NO: 18).
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Una busqueda de una secuencia homéloga a la secuencia terminadora del gen de la tubulina n.° 713 (SEQ ID NO:
18) se realizd en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes
usando la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al.,
1990). No se encontré ninguna secuencia homdloga de esta Unica secuencia n.° 713 terminadora del gen de la
tubulina. La secuencia parcial del ORF putativo tiene la mayor homologia con el gen de la tubulina beta 1 de
Cyanophora paradoxa (tubB1) (N.° de acceso de GenBank: AF092952) en una busqueda BLAST.

La secuencia terminadora de 640 nucledtidos longitud (SEQ ID NO: 14) contiene una secuencia de sefial de
poliadenilacion putativa CATAAA que actla para la terminacién de la transcripciéon por polimerasas de ARN
mensajero.

5. Aislamiento e identificacion de una secuencia promotora (SEQ ID NO: 19) del gen de A5 elongasa
(documento PCT/1B2007/004,553). Basandose en los datos de la secuencia genémica de ONC-T18 usando el
paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths), se disefiaron el cebador de oligonucledtido n.° 3
(SEQ ID NO: 20) en el que un sitio de enzima de restriccion Xbal se afiadié a su extremo 5' para la conveniencia
de la clonacion molecular corriente abajo y cebador n.° 4 (SEQ ID NO: 21) en el que un sitio enzimatico de
restriccion Ncol se afiadio a su extremo 5'. Los cebadores de oligonucleétidos se sintetizaron y se adquirieron de
Invitrogen (California, EE.UU.). El promotor del gen de A5 elongasa se amplifico a partir del ADN gendmico de
ONC-T18 con PCR, se precipitd, se digirié con las enzimas de restriccion Xhol y Ncol, se purificé en gel de
agarosa y se clono en los sitios de restriccion correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation,
California). El inserto del clon positivo JZ1-57-7 se secuencié usando el cebador n.° 14 (SEQ ID NO: 22) y el
cebador n.° 15 (SEQ ID NO: 23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el paquete
de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de
nucledtidos del clon JZ1-57-7 tiene 950 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 19) y se ha identificado como el
promotor del gen de la A5 elongasa (SEQ ID NO: 19) de ONC-T18. Esta secuencia promotora de 950
nucleotidos (SEQ ID NO: 19) de longitud contiene una caja -10 (TGCCAGACT) en la posicion 113, una caja -35
(TTTTCT) en la posicion 91, un sitio de inicio de transcripcion putativo en la posicion 128 y sitios de union del
factor de transcripcion putativo CTCCTTTT, TTTCTTTT, TTCTTTTT y TTGCTCCT en la posicion 87, 92, 93 y
131, asi como una caja -10 (AGTTCTGAT) en la posicion 444, una caja -35 (TTTCCG) en la posicién 419 y un
sitio de inicio de transcripcién putativo en la posicion 459.

Una busqueda de secuencias homologas a la secuencia promotora del gen de la A5 elongasa (SEQ ID NO: 19)
se realizd en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes
usando la herramienta de busqueda de alineacién local basica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al.,
1990). No se encontré ninguna secuencia homologa a la secuencia promotora del gen de la A5 elongasa (SEQ
ID NO: 19).

6. Aislamiento e identificacion de una secuencia promotora (SEQ ID NO: 24) del gen de la A4 saturasa
(documento PCT/1B2007/004,553). Se emplearon el cebador oligonucleotidico n.° 1 (SEQ ID NO: 25) en el que se
afiadié un sitio de enzima de restriccion Xhol en su extremo 5' para la conveniencia de la clonacién molecular
corriente abajo y el cebador n.° 2 (SEQ ID NO: 26) en el que se afiadio un sitio de enzima de restriccion Ncol en su
extremo 5', para el aislamiento de la secuencia promotora del gen de la A4 desaturasa (SEQ ID NO: 24). El
fragmento de ADN de promotor del gen de la A4 desaturasa se amplificé usando PCR, se precipitd, se digirié con las
enzimas de restriccion Xhol y Ncol, se purific6 en gel de agarosa y se clondé 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 el cebador n.° 15 (SEQ ID NO: 23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando
el paquete de software de bioinformatica Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia
nucleotidica del clon JZ1-57-1 tiene 1216 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 24) y se ha identificado como el
promotor del gen de la A4 desaturasa (SEQ ID NO: 24) de ONC-T18.

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

Una busqueda de secuencias homologas a la secuencia promotora del gen de la A4 desaturasa (SEQ ID NO: 24) se
realizé en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando
la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990). No
se encontré ninguna secuencia homologa al promotor del gen de la A4 desaturasa (SEQ ID NO: 15).

Ejemplo 2: construcciones de acido nucleico

Este ejemplo describe la construccion de los vectores de expresion génica especificos de Traustoquitridios.
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1. Generacion de los vectores plasmidicos recombinantes 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 la A4 desaturasa y la
A5 elongasa de ONC-T18 con PCR usando el ADN genémico de ONC-T18 como molde y ADN polimerasa
TaKaRa LA Taqg™ (TAKARA BIO INC., Shiga, Japén). Se utilizaron el cebador n.° 1 (SEQ ID NO: 25) que lleva el
sitio de la enzima de restriccion Xhol en su extremo 5 'y el cebador n.° 2 (SEQ ID NO: 26) que abarca el sitio de
la enzima de restriccion Ncol en su extremo 5' para la amplificacion del promotor del gen de la A4 desaturasa
(SEQ ID NO: 24). Se emplearon cebador n.° 3 (SEQ ID NO: 20) que lleva el sitio de la enzima de restriccién Xbal
en su extremo &' y el cebador n.° 4 (SEQ ID NO: 21) que contiene el sitio de la enzima de restricciéon Ncol en su
extremo 5' para la amplificacion del promotor de la A5 elongasa (SEQ ID NO: 19). Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen de 50 ul de mezcla de reaccién que contenia 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa
LA Tag™ (TAKARA BIO INC., Shiga, Japoén), 1 X LA PCR Tampon Il, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 22
ng del molde de ADN gendmico, cebadores 0,20 uM [pares de cebadores, n.° 1 (SEQ ID NO: 25) y n.° 2 (SEQ ID
NO: 26) para la amplificacion del gen del promotor de la A4 saturasa y n.° 3 (SEQ ID NO: 20) y n.° 4 (SEQ ID
NO: 21) para la amplificacién del promotor de la A5 elongasa] en las siguientes condiciones: 94 °C durante 30
segundos para 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 afadié ddH-O libre de nucleasa hasta
un volumen total de 200 pl, después se afiadieron 20 pl de 3M de NaAc (pH 5,2) y 440 pl de etanol al 100 % y se
mezclaron mediante agitacion con formacion de vortice brevemente, se incubaron en hielo durante 1 hora, se
centrifugaron a toda velocidad con una centrifuga de sobremesa durante 10 minutos, se desechd el
sobrenadante, afadieron 500 yl de etanol al 75 % y se centrifugaron durante 2 minutos a toda velocidad, se
desecho el sobrenadante y se secaron al vacio los sedimentos de ADN durante aproximadamente 10 minutos.
Los productos de la PCR del promotor del gen de la del A4 saturasa se digirieron con las enzimas de restriccion
Ncol (10 unidades) y Xhol (10 unidades) en un volumen de mezcla de reaccion de 25 ul que contenia IX NE
Tampodn 2 y 1 X BSA; (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a 37 °C durante 2 horas. Los productos de la
PCR del promotor del gen de la A5 elongasa se digirieron con las 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 al 0,8 % para electroforesis a 88 voltajes durante 45 minutos. Las bandas de ADN de los productos de
PCR se cortaron con una cuchilla de afeitar a partir del gel de agarosa y los ADN se extrajeron y se purificaron
con el kit d extracciéon en gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
El fragmento de ADN del promotor del gen de la A4 saturasa resultante con los extremos cohesivos especificos
de enzima se ligd 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 ppD4DPZ1 (SEQ ID NO:
30; Fig. 2). El fragmento de ADN del promotor del gen de la A5 elongasa resultante con los extremos cohesivos
especificos de enzima se ligd en los sitios de restriccion del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation,
California) digerido con las enzimas de restriccion Ncol y Nhel y purificado en gel de agarosa, para producir el
vector pE5PZ1 (SEQ ID NO: 31; Fig. 3). Las reacciones de ligadura se realizaron en un volumen de 10 pl de
mezcla de reaccion que contenia tampén de ligadura 1X, el inserto y el vector de ADN (relacién molar 3:1) y 0,5
unidades de ADN ligasa T4 (Invitrogen, California) a la temperatura ambiente durante 12 horas. Después, los
ADN ligados se transformaron en las células competentes Top10 de E. coli (Invitrogen Corporation, California).
Los ADN plasmidicos de tres colonias de los transformantes se aislaron a partir de 3 ml de cultivos bacterianos
usando Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research Corp., Orange, California). La integridad de los clones se
sometié a ensayo de manera preliminar con digestiones con enzimas de restriccion usando las enzimas Xhol y
Notl para la construccion del promotor del gen de la A5 elongasa y las enzimas Ncol y Xhol para la construccion
del promotor del gen de la A4 desaturasa. Los insertos de los clones positivos identificados preliminarmente JZ1-
57-1 del vector promotor del gen de la A4 desaturasa y JZ1-57-7 del vector promotor del gen de la A5 elongasa
se secuenciaron completamente usando el cebador n.° 14 (SEQ ID NO: 22) y el cebador n.° 15 (SEQ ID NO: 23).
El vector resultante pD4DPZ1 (SEQ ID NO: 30; Figura 2) contiene el gen ble de Streptoalloteichus hidustanus,
flanqueado por el promotor del gen de la A4 desaturasa de ONC-T18 y el terminador SV40. El vector resultante
pE5PZ1 (SEQ ID NO: 31; Fig. 3) también contiene el gen ble flanqueado por el promotor del gen de la A5
elongasa de ONC-T18 y el terminador SV40.

La presente invencién proporciona, por 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 replicacién y uno o mas marcadores detectables o
seleccionables.

2. Generacion de vector de expresion (SEQ ID NO: 32; Fig. 4) del gen marcador de proteina fluorescente
verde (GFP, por sus siglas en inglés). Para la preparacion del ADN plasmidico molde del gen GFP, la solucién
madre bacteriana de E. coli que contiene el plasmido pCD3-327 [n° de acceso de GenBank U70496; (Davis y
Vierstra, 1998)] se adquirié del Arabidopsis Deposit Center (Ohio, EE.UU.). Las bacterias se sembraron en
estrias en la placa de agar LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina. Se inoculé una sola colonia en 3 ml de
medio LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina y se cultivd durante la noche. El ADN plasmidico de las bacterias
cultivadas se aislo usando el kit de aislamiento Ultraclean Microbial Miniprep DNA Isolation kit (MO (MO BIO
Laboratories, Inc, Solana Beach, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
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El fragmento de ADN del gen GFP se amplificé con PCR usando la ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Tag™
(TAKARA BIO INC, Shiga, Japon), el ADN pCD3-327 plasmidico molde y los pares de cebadores n.° 5 (SEQ ID
NO: 33) que llevan el sitio de enzima de restriccion 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 la enzima de restriccion Xhol y se purificaron en
gel. ElI ADN purificado en gel se ligd en los sitios 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 las enzimas Xhol y BsaAl y se
purificd en gel, para reemplazar el gen ble con el gen marcador de proteina fluorescente verde (GFP) y
proporcionar el vector de expresion pESPRsGFP1 (SEQ ID NO: 32; Fig. 4) en el que el gen GFP esta flanqueado
por el promotor del gen de la A5 elongasa de ONC-T18 y el terminador SV40.

La presente invencién proporciona, por 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 replicacién y uno o mas marcadores detectables o
seleccionables. A la luz de la descripcién proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos
vectores y la informacion de secuencia con respecto a ciertos elementos tales como promotores y/o terminadores
suficientes para permitir la union de los elementos (por ejemplo, promotores, terminadores) que tienen dichas
secuencias a otros elementos, los expertos habituales en la materia, leyendo la presente divulgacion, estarian
habilitados para fabricar y usar una amplia gama de diferentes construcciones de vectores individuales, por
ejemplo, mediante la combinacion de secuencias proporcionadas con cualquiera de una diversidad de otros
elementos 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 la tubulina n.° 341 de ONC-T18 y el terminador SV40, el fragmento de
ADN del promotor del gen de la tubulina n.° 341 se amplificé 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 &' del cebador n.° 66 (SEQ ID NO: 36) es complementaria a una pequefia region de
un vector intermedio derivado de vector pT7Blue-3 (Novagen, Gibbstown, NJ, EE.UU.) y su extremo 3' es
complementario a la cadena negativa del extremo 5' del promotor del gen de la tubulina n.° 341 de ONC-T18. La
secuencia del extremo 5 'del cebador n.° 67 (SEQ ID NO: 37) es complementario a la cadena positiva de la
secuencia del extremo 5' del marco de lectura abierto del gen ble y su extremo 3 'es complementario a la de
cadena positiva del extremo 3' del promotor del gen de la tubulina n.° 341 de ONC-T18.

El fragmento de ADN del ORF del gen ble que incluye el terminador SV40 situado en su extremo 3’ también se
amplificé con PCR usando los pares de cebadores n.° 68 (SEQ ID NO: 38) y n.° 71 (SEQ ID NO: 39) y el ADN
plasmidico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, California). La secuencia de extremo 5’ del cebador n.° 68
(SEQ ID NO: 38) es complementario a la cadena negativa de la secuencia del extremo 3' del promotor del gen de
la tubulina n.° 341 de ONC-T18 y su secuencia del extremo 3’ es complementaria a la cadena negativa del
extremo 5 del ORF del gen ble. La secuencia del extremo 5 del cebador n.° 71 (SEQ ID NO: 39) es
complementaria a una pequefia region de un vector intermedio derivado de vector pT7Blue-3 y su secuencia del
extremo 3' es complementaria a la cadena positiva de la secuencia del extremo 3' del terminador SV40.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de mezcla de reaccion de 50 yl que contenia 2,5 unidades
de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japon), 1 X Tampén de PCR PrimerStar,
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 la tubulina n.° 341y
el ORF del gen ble se resolvieron en gel de agarosa al 0,8 % para electroforesis a 65 voltajes durante 60
minutos. Las bandas con los tamafios adecuados se cortaron con una cuchilla de afeitar y sus ADN se extrajeron
y purificaron con el kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con 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 extension por PCR para fusionar el promotor del gen de la
tubulina n.° 341, el ORF del gen ble incluyendo el terminador SV40 juntos (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988;
Zhang, Wege y Jeske, 2001). La extension por PCR se realizé en un volumen de mezcla de reaccién 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 para 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 contenia el casete de expresiéon del gen ble
especifico de ONC-T18 se purifico en gel con kit de extraccion en gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California) de
acuerdo con el protocolo del fabricante y se cloné en un vector intermedio derivado de vector pT7Blue-3
(Novagen, Gibbstown, NJ, EE.UU.), usando la extension por PCR (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988; Zhang, Wege
y Jeske, 2001). La extension por PCR se realizd en un volumen de 50 pl de mezcla de reaccion de PCR que
contenia 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Tag™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japon), 1 X
Tampon de PCR PrimerStar, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 200 ng del ADN del producto de PCR
purificado en gel que contenia 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 restriccion 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
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ciclos. Después, el ADN plasmidico molde se destruyo por la digestion con enzimas de restriccion de Dpnl que
digirieron especificamente el ADN plasmidico metilado aislado de algunas cepas bacterianas. Esta digestion se
realizé en un volumen de reaccion de 150 ul que contenia 50 ul de productos de PCR de extensién, 30 unidades
de tampodn de reaccion 4 de enzima de restriccion Dpnl 'y IX 4 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a
37 °C durante 2 horas. Después de la digestion, la enzima Dpnl se inactivé por incubacion a 80 °C durante 20
minutos. Después, se afiadid agua esterilizada en la mezcla de digestion hasta 350ml y se desald
adicionalmente y el ADN se concentré a ~100 ng/ml usando la columna Microcon (YM-100, Millipore Corporate,
Billerica, MA). Un pl del ADN desalado se usd para transformar las células competentes Top10 de E. coli
(Invitrogen, California, EE.UU.) usando el electroporador (Eppendorf 5210), ajustado a 1890 voltajes, asi como
las cubetas de electroporacion de 1 mm de hueco (Eppendorf, NY, EE.UU.). Se seleccionaron colonias positivas
de manera preliminar con el PCR DE colonia 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 secuencio
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 se 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 la tubulina n.° 341 de ONC-T18 y el terminador SV40.

La presente invencién proporciona, por 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 replicacién y uno o mas marcadores detectables o
seleccionables. A la luz de la descripcién proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos
vectores y la informacion de secuencia con respecto a ciertos elementos tales como promotores y/o terminadores
suficientes para permitir la union de los elementos (por ejemplo, promotores, terminadores) que tienen dichas
secuencias a otros elementos, los expertos habituales en la materia, leyendo la presente divulgacion, estarian
habilitados para fabricar y usar una amplia gama de diferentes construcciones de vectores individuales, por
ejemplo, mediante la combinacion de secuencias proporcionadas con cualquiera de una diversidad de otros
elementos conocidos, con frecuencia de acuerdo con técnicas conocidas.

4. Generacion del vector plasmidico recombinante 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 la tubulina n.° 341 y un terminador del gen de tubulina n.° 347 de ONC-T18, el
fragmento de ADN del promotor del gen de la tubulina n.° 341 se amplificd6 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 del 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 plasmidico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen,
California). La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 72 (SEQ ID NO: 45) es complementaria a la cadena
positiva de la secuencia del extremo 5' del terminador del gen de la tubulina n.° 347.

El fragmento de ADN del terminador del gen de la tubulina n.° 347 se amplific6 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 5’ del cebador n.° 73 (SEQ ID NO: 46) es complementaria a
la cadena negativa de la secuencia del extremo 3' del marco de lectura abierto del gen ble y su extremo 3' es
complementario a la cadena negativa del extremo 5’ del terminador del gen de la tubulina n.° 347 de ONC-T18.
La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 74 (SEQ ID NO: 47) es complementaria a una pequefia regién de un
vector intermedio derivado del vector pT7Blue-3 y su extremo 3' es complementario a la cadena positiva del
extremo 3’ del terminador del gen de la tubulina n.° 347 de Thraustochytrium sp..

Las PCR se realizaron exactamente como se describe en el Ejemplo 2, seccion 3. Los productos de la PCR se
purificaron en gel con el kit de extraccion en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Los productos de PCR purificados en gel del promotor del gen de la tubulina n.° 341, el
OREF del gen ble y el terminador del gen de la 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 la tubulina n.°
341, el ORF del gen ble y el terminador del gen de la tubulina n.° 347 juntos. La PCR de extensién se realizd
usando los pares de cebadores n.° 66 (SEQ ID NO: 36) y n.° 74 (SEQ ID NO: 47), 0,20 yM cada uno, como se
describe en el Ejemplo 2, seccién 3. El producto de PCR de fusién se purificd en gel con el kit de extraccion en
gel QlAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante y se cloné en un vector
intermedio derivado del vector de extension pT7blue-3 usando PCR como se describe en el Ejemplo 2, seccion
3. Los productos de la PCR de extension se transformaron en células competentes Top10 de E. coli (Invitrogen,
California, EE.UU.) con electroporacion. Las colonias positivas se detectaron inicialmente con el método de PCR
de colonia usando los pares de cebadores n.° 64 (SEQ ID NO: 40) y n.° 65 (SEQ ID NO: 41), los pares de
cebadores n.° 16 (SEQ ID NO: 42) y n.° 59 (SEQ ID NO: 12) y los 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
directo e inverso, 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 se analizaron usando el paquete de software de
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bioinformatica Kodon (Applied Maths) y se confirmé la integridad del inserto clonado. El vector de expresion del
gen ble resultante se denomin6 p341PZ347T (SEQ ID NO: 44; Fig. 6) en el que el gen ble esta flanqueado por el
promotor del gen de la tubulina n.° 341 de ONC-T18 y el terminador n.° 347.

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

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 la tubulina n.° 341 y el terminador dele gen de la tubulina n.° 713 de ONC-T18, el fragmento de ADN
del promotor del gen de la tubulina n.° 341 se amplificé 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 del ORF del gen ble se amplificd con PCR usando el par de cebadores n.° 68 (SEQ ID NO:
38) y n.° 75 (SEQ ID NO: 49) y el ADN plasmidico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, California). La
secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 75 (SEQ ID NO: 49) es complementaria a la cadena positiva de la
secuencia del extremo 5' del terminador del gen de la tubulina n.° 713.

El fragmento de ADN del terminador del gen de la 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 a
la cadena negativa de la secuencia del extremo 3' del ORF del gen ble y su extremo 3’ es complementario a la
cadena negativa del extremo 5’ del terminador del gen de la tubulina n.° 713 ONC-T18. La secuencia del extremo
5’ del cebador n.° 77 (SEQ ID NO: 51) es complementaria a una pequefia region de un vector intermedio
derivado del vector pT7blue-3 y su extremo 3' es complementario a la cadena positiva del extremo 3' del
terminador del gen de la tubulina n.° 713 de ONC-T18.

Los productos de PCR del promotor del gen de la tubulina n.° 341, ORF del gen ble y el terminador del gen de la
tubulina n.° 713, se purificaron en gel, se mezclaron en relaciones molares similares y se usaron como el molde
de ADN para la 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 la tubulina n.° 341, el ORF del gen ble y el terminador del gen de la
tubulina n.° 713 juntos. El producto de PCR fusionado se purificd en gel con el kit de extraccion en gel QlAquick
(Qiagen, Valencia, California) y se cloné en un vector intermedio linealizado con Hindlll derivado del vector
pT7blue-3 usando una segunda PCR de extension. Un microlitro (~100 ng) de ADN de productos de PCR de
extension se usaron para transformar células competentes Top10 de E. coli (Invitrogen, California, EE.UU.) con
electroporacién. Las colonias positivas se detectaron inicialmente con PCR de colonia usando el par de
cebadores n.° 64 (SEQ ID NO: 40) y n.° 65 (SEQ ID NO. 41), el par de cebadores n.° 16 (SEQ ID NO: 42) y n.°
77 (SEQ ID NO: 51) y el 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 se 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 p341PZ713T (SEQ ID
NO: 48; Fig. 7), en el que el gen ble esta flanqueado por el promotor del gen de la tubulina n.° 341 y el
terminador n.° 713 de ONC-T18.

La presente invencion proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden promotores vy
terminadores de Thraustochytrium unidos operativamente a un gen heterélogo (por ejemplo, de manera que el
promotor esté corriente arriba del gen y el terminador esté corriente abajo). En algunas realizaciones, dichos
vectores incluyen, por ejemplo, uno o mas origenes de replicaciéon y uno o mas marcadores detectables o
seleccionables. La presente invencion proporciona, por 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
detectables o seleccionables. A la luz de la descripcién proporcionada en el presente documento de una
pluralidad de dichos vectores y la informacion de secuencia con respecto a ciertos elementos tales como
promotores y/o terminadores suficientes para permitir la unién de los elementos (por ejemplo, promotores,
terminadores) que tienen dichas secuencias a otros elementos, los expertos habituales en la materia, leyendo la
presente divulgacion, estarian bien habilitados para realizar y usar una amplia gama de diferentes construcciones
de vectores individuales, por ejemplo mediante la combinacién de secuencias proporcionadas con cualquiera de
una diversidad de otros elementos conocidos, con frecuencia de acuerdo con técnicas conocidas.

6. Generacion del vector plasmidico recombinante p701PZ40T (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 el promotor
del gen de la tubulina n.° 701 de ONC-T18 y el terminador SV40, el fragmento de ADN del promotor del gen de la
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tubulina n.° 701 se amplificd 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 a una pequefa region del vector p341PZ40T y su extremo 3’
es complementario a la cadena negativa de la secuencia del extremo 5' del promotor del gen de la tubulina n.°
701. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 88 (SEQ ID NO: 54), es complementaria a la cadena positiva de
la secuencia del extremo 5' del ORF del gen ble y su extremo 3’ coincide con el de la cadena positiva del extremo
3’ del terminador del gen de la tubulina n.° 701. El producto de PCR se purificd en gel y se cloné en el vector de
p341PZ40T para reemplazar el promotor del gen de la tubulina n.° 341 usando PCR de (Higuchi et al., 1988;
Zhang et al., 2001). Se usaron ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™, 200 ng de ADN de los productos de
PCR purificados en gel y 600 ng de ADN plasmidico linealizado con Bg/Il del vector p341PZ40T, en la PCR de
extension. Se us6 un microlitro (~100 ng) de ADN productos de PCR de extensiéon para transformar células
competentes Top10 de E. coli (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporacién. Las colonias positivas se
detectaron inicialmente con método de PCR de colonia 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 se analizaron usando el paquete de software de
bioinformatica Kodon (Applied Maths) y se confirm¢ 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 flanqueada por
el promotor del gen de la tubulina n.° 701 de ONC-T18 y el terminador SV40.

7. Generacion del vector plasmidico recombinante p341PRsGP40T (SEQ ID NO: 55; Fig. 9). Para construir el
vector p341PRsGFP40T (SEQ ID NO: 55; Figura 9) que contiene el gen GFP de Aequorea victoria, flanqueado
por el promotor del gen de la tubulina n.° 341 de ONC-T18 y el terminador SV40, el fragmento de ADN del
promotor del gen de la 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 a la cadena positiva de la secuencia del
extremo 5’ del ORF del gen GFP y su extremo 3' coincide con la cadena positiva del extremo 3’ del promotor del
gen de la tubulina n.° 341 de ONC-T18.

El fragmento de ADN del ORF del gen GFP también se amplificé 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 a la cadena positiva de la secuencia del
extremo 3' del promotor del gen de la tubulina n.° 341 de ONC-T18 y su secuencia del extremo 3’ coincide con la
cadena negativa del extremo 5’ del ORF del gen GFP. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.° 80 (SEQ ID
NO: 58) es complementaria a la cadena positiva de la secuencia del extremo 5' del terminador SV40 y su
extremo 3’ coincide con el de cadena positiva de la secuencia del extremo 3’ del ORF del gen GFP.

El fragmento de ADN del terminador SV40 también se amplifico6 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 a la cadena
negativa de la secuencia del extremo 3' del ORF del gen GFP y su secuencia del extremo 3’ coincide con el
extremo 5' del terminador SV40.

Los tres productos de PCR anteriores se purificaron en gel, se mezclaron en relaciones molares similares y se
usaron como molde de ADN para la amplificacion por PCR usando el par de cebadores n.° 66 (SEQ ID NO: 36) y
n.° 71 (SEQ ID NO: 39) para fusionar el promotor del gen de la tubulina n.° 341, ORF del gen GFP y el
terminador SV40 juntos (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988). El producto de PCR de extensién que contenia el
casete de expresion del gen GFP especifico de ONC-T18 se purifico en gel y se cloné en vector p341PZ40T
linealizado con la enzima de restriccion Hindlll en una segunda ronda de PCR de extensién. Los productos de la
segunda ronda de PCR se limpiaron, se desalaron y se transformaron en células competentes Top10 de E. coli
con electroporacion. Las colonias positivas se seleccionaron usando PCR de colonia directa 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 secuencio
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 se
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 GFP resultante se denominé p341PRsGFP40T (SEQ ID NO:
55; Fig. 8) en el que el gen GFP esta flanqueado por el promotor del gen de la tubulina n.° 341 de ONC-T18 y el
terminador 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 digiri6 con las enzimas
de restriccion Saili y Sphl para linealizar el vector y después se purificé en gel con el kit de extraccion en gel
QIlAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El fragmento de ADNr 18S
(SEQ ID NO: 29) que se amplificé a partir del ADN genémico de ONC-T18 con PCR usando el par de cebadores
18SrRNAf (SEQ ID NO: 27) y 18SrRNAr (SEQ ID NO: 28) y que se cloné en el vector pT7Blue-3, se liber6 del
ADN plasmidico del clon JZ2-3-1 por digestion por restriccion con las enzimas Xhol y Sphl y después se purifico
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en gel y se ligd en los sitios de restriccion Sall y Sphl del vector linealizado de pD4DPZ1, para producir el
pD4DPZ18S (SEQ ID NO: 61; Fig. 10) que lleva un fragmento de ADN del gen de ARN ribosémico 18S.

9. Generacion del vector plasmidico recombinante p341PZ5pEx (SEQ ID NO: 62; Fig. 11). Para construir la
construccion p341PZ5pEx para la sobreexpresion de genes homologos y heterdlogos, para inactivar o atenuar el
gen homodlogo en los microbios protistas Traustoquitridios, el vector de expresion del gen de resistencia a
zeocina pd5EPPZ1 se modificd con PCR usando cebadores LinkerF (SEQ ID NO: 63) y LinkerR (SEQ ID NO: 64)
para reemplazar el ORF del gen de resistencia a zeocina con multiples sitios de clonacion, incluyendo sitios de
restriccion de endonucleasa (Ncol, Spel, Kpnl, Mlul, Ndel, Sphl, Nrul, BstBl y BamHI). Después de la PCR, el
ADN plasmidico molde se destruyé usando la enzima de restriccion endonucleas. Dpnl. El producto de PCR se
precipitd y se digirié con la enzima de restriccion por endonucleasa Miul, se purificéd en gel, se reunié entre si con
ADN ligasa T4 (Invitrogen, California) y después se transformd6 en células Top10 de E. coli. La seleccion
preliminar de los clones positivos se realizé mediante digestiones de restriccion. La integridad de los clones
positivos se confirmoé con secuenciacion de ADN y se denominaron como el plasmido p5eEP40T (SEQ ID NO:
65). El ADN plasmidico del clon positivo se digirid con las enzimas de restriccion por endonucleasa Hindlll y
EcoRI y el ADN plasmidico de la cadena principal se purifico en gel. El casete de expresion del gen de
resistencia a zeocina en el que el ORF del gen de zeocina esta flanqueado por el promotor del gen de la tubulina
n.° 341P y el terminador SV40, también se aislo y se purificod en gel a partir del vector p18S341PZ40t digerido
con las mismas enzimas de restriccion por endonucleasa Hindlll y EcoRI. Después, el casete de expresion del
gen de resistencia a zeocina se ligé en los sitios de restriccion por endonucleasa correspondientes Hindlll y
EcoRI del plasmido p5eEP40T, dando como resultado el vector de expresion génica p341PZ5pEx.

Ejemplo 3: Identificacion de un antibidtico que puede usarse para la manipulacién genética de Thraustochvtrium sp.
ONC-T18

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

Thraustochytrium sp. Se cultivd ONC-T18 en placas de agar (20 g de agar por litro de ONC-T18-GMO). Se inocul6 un
asa de indculo de ONC-T18 en 50 ml de ONC-T18-GMO liquido y el cultivo se incubd en una incubadora agitadora a
25 °C a 250 rpm durante 36 horas. La mitad de un mililitro del cultivo se transfirié a un tubo de 1,5 ml y se agit6 con
formacion de vortice a velocidad maxima durante 30 segundos para romper los grupos de células, después se
diluyeron en 50 ml de agua esterilizada. Después, se extendieron cien microlitros de la solucién resultante sobre
cada placa de medio ONC-T18-GMO0. Cada placa contenia uno de diversos antibiéticos en una de diversas
concentraciones. Las placas se incubaron a 25°C y se observaron la aparicion y el desarrollo de las colonias a
diario. Como puede observarse en la Tabla 1, el crecimiento de ONC-T18 fue insensible a la mayor parte de los
antibioticos sometidos a ensayo. Sin embargo, la zeocina inhibié significativamente el crecimiento de ONC-T18 en
placas de agar ONC-T18-GMO.

De este modo, el presente Ejemplo identifica la zeocina como un antibiético que puede usarse para la seleccion en
experimentos de manipulacion genética.

Tabla 1: Efectos de diferentes antibioticos sobre el crecimiento de Thraustochytrium sp. ONC-T18

antibisticos Concentracion (ug/ml de medio)
0 1 10 50 100
Nourseotricina ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Bialofos +4+4+4+ +4+4+4+ +4+4+4+ ++++ ++++
Concentracion (ug/ml de medio)
0 100 200 500
Kanamicina ++++ ++++ ++++ ++++
Concentracion (ug/ml de medio)
0 10 30 50 100
Zeocina ++++ +++ ++ + ___

Ejemplo 4: Optimizacién de la salinidad en medio QNC-T18-GMO0 para la seleccion eficaz de transformantes de
Thraustochytrium sp. ONC-T18

Como se sabe en la técnica, la zeocina es inestable a altas concentraciones de sal (Invitrogen, CA, EE.UU.).
También se ha demostrado que ONC-T18 prefiere crecer en condiciones de salinidad relativamente alta debido a
sus entornos de poblamiento naturales (documento PCT/IB2006/003977). El presente Ejemplo describe la
determinacion de las concentraciones y salinidades de zeocina éptimas para la seleccion eficaz de transformantes
de ONC-T18 usando un gen de resistencia a zeocina como el marcador seleccionable.
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Se extendieron Cien ul de suspension de células ONC-T18 diluida a 1:500 de un cultivo de 2 dias sobre placas de
ONCT18-GMO0 que contenian diversas concentraciones de antibiético zeocina y sal marina. Las placas inoculadas se
incubaron en una incubadora a 25 °C durante 10 dias. Se conté el nUmero de colonias en cada placa. Se presentan
medias del nimero de colonias de dos placas duplicadas en la Tabla 2. Después de 10 dias postinoculacién, no se
observaron colonias en las placas de agar ONCT18-GMO que contenian 5 g/l de sal marina y diversas
concentraciones de zeocina. En las placas que contenian 8,5 g/l de sal marina sin zeocina, se observé solo una
colonia. En las placas que contenian 18 g/l de sal marina sin zeocina, los numeros de colonias fueron similares a los
de las placas que contenian 35 g/l de sal marina sin zeocina. Sin embargo, la zeocina a una concentracion de
30 pg/ml inhibi6 completamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar ONC-T18-GMO que contenian 18 g/l
de sal marina, mientras que se necesitaron 100 ug/ml de zeocina para la inhibicién completa de ONC-T18 en placas
de agar ONC-T18-GMO que contenian 35 g/l de sal marina. Se midieron los diametros de las colonias individuales en
dos placas duplicadas y sus medias se muestran en la Tabla 3. La salinidad entre 18 g/l y 35 g/l no afecté a los
tamafios de las colonias significativamente (Fig. 12). Por tanto, el presente ejemplo demuestra, entre otras cosas,
que se observé un mejor crecimiento en presencia de sal marina en una concentracion superior a aproximadamente
8,5 g/l. De acuerdo con la presente invencion, las concentraciones en el intervalo de 8,5 g/l a mas de 35 g/l (por
ejemplo, a aproximadamente 36 g/l, 37 g/l, 38 g/l, 39 g/l, 40 g/l, 41 g/l, 42 g/l, 43 g/l, 44 g/l, 45 g/l, 46 g/l, 47 g/l, 48 g/l,
49 g/l, 50 g/l o mas, incluso posiblemente tanto como 55 g/l, 60 g/l, 65 g/l, 70 g/, 75 g/l, 80 g/, 85 g/l, 90 g/l, 95 g/l,
100 g/l o mas, pueden ser adecuadas para el crecimiento. Para la seleccion de transformantes usando zeocina, por
supuesto, es deseable conseguir un crecimiento robusto con una sensibilidad mantenida a la zeocina. Por tanto,
para este trabajo, se usaron 18 g/l de sal marina para fabricar ONC-T18-GMO para la seleccion de transformantes de
ONC-T18 transformados con construcciones que llevan un casete de expresion del gen resistente a zeocina.

Tabla 2: Efectos de la zeocina y la salinidad sobre el numero de colonias de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Concentracion de zeocina (ug/ml)
Concentracion de sal (g/l) 0 10 30 50 100
5 0 0 0 0 0
8,5 1 0 0 0 0
18 33 11 0 0 0
35 39 22,5 11 5 0

Tabla 3: Efectos de la zeocina y la salinidad sobre las tasas de crecimiento de colonias (diametro en mm) de
ONC-T18 de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Concentracion de zeocina (ug/ml)
Concentracion de sal (g/l) 0 10 30 50 10
5 0 0 0 0 0
8,5 3 0 0 0 0
18 4,3 4,1 0 0 0
35 5,2 4.1 1,9 0,6 0

Las eficacias de transformacion se sometieron a ensayo en diversas condiciones de presion. En el presente
Ejemplo, se descubrié que una condicién de presiéon de aproximadamente 1100 psi dio como resultado una mejor
eficiencia de transformacion que otras condiciones de presidon sometidas a ensayo.

Ejemplo 5: Transformacion de Thraustochytrium sp. ONC-T18

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

Generacion de células competentes. Se mantuvo ONC-T18 en placas de agar ONC-T18-GMO en una incubadora
de 25 °C y se transfirié a placas nuevas cada 3-4 semanas. Un asa de in6culo de ONC-T18, tomada entre células de
crecimiento vigoroso, se inocul6é en 50 ml de ONC-T18-GMO en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, después se cultivd
en una incubadora agitadora a 25 °C a 150 rpm durante aproximadamente 46 horas. Se transfirio la mitad de un
mililitro del cultivo a un tubo de centrifuga esterilizado de 1,5 ml en una campana de flujo laminar en condiciones
estériles, después, se centrifugd en una centrifuga de sobremesa a 3.000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se
desechd, el sedimento de células se resuspendié en 0,5 ml de agua esterilizada y se extendieron 100 pl de la
suspension celular sobre la zona central (aproximadamente 28 cm?) de una placa de agar ONC-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 asentaran y para evaporar el agua liquida.
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Transformacién biolistica. Se aislaron los plasmidos pd5EPZ1, p341PZ40T, p341PZ347T, p341PZ713T vy
pD4DPZ18S (construidos como se describe en el Ejemplo 2; véanse también las Fig. 3, 5, 6, 7 y 10) a partir de
cultivos bacterianos de las cepas que contenian los plasmidos respectivos usando el ZYPPY™ Plasmid Maxiprep Kit
(Zymo Research Corp., Orange, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 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 et al. (1988) y Dumas et al. (1994)). En el presente Ejemplo, se empled un
transgén Sh ble (Streptoalloteichus hindustanus). Otros transgenes ble también son adecuados, tales como los
transgenes Tnb ble y Sa ble (Staphylococcus aureus).

Para cada plasmido, se mezclaron 5 ul (~1 pg/ul) del plasmido de ADN con 25 pl de suspensién de particulas de oro
(60 mg/ml en glicerol al 50 %) agitando con formacion de vortice durante 3 minutos e incubacion en hielo durante 10
minutos. Se afadieron diez pl de espermidina 0,1 M y 25yl de CaCl; 2,5M a la mezcla e inmediatamente se
agitaron con formacion de vortice durante 4 minutos, después se centrifugaron durante 10 segundos a toda
velocidad en una centrifuga de sobremesa. El sobrenadante se descarté. Las particulas de oro recubiertas con ADN
plasmidico se lavaron dos veces con etanol al 70 % y resuspendieron en 36 ul de etanol al 98 %. Se extendieron
seis pl de la suspension de particulas de oro sobre cada disco macroportador y los discos se secaron al aire (Zhang
et al. 2001).

Se utilizo el sistema de entrega de particulas PSD-1000/He (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) para la entrega
de ADN plasmidicos que llevaban casetes de expresion de genes resistentes a la zeocina en células competentes
ONC-T18 en condiciones esterilizadas en una campana de flujo laminar de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Las partes del sistema de entrega de particulas, incluidos los soportes de macroportador, los macroportadores, las
pantallas de parada, se trataron en autoclave. La camara del sistema de entrega de particula se desinfecto
limpiando con etanol al 70 %. Después del bombardeo, las placas de Petri que contenian células transformadas se
incubaron en incubadora a 25 °C en la oscuridad durante 6 horas. Después, las células transformadas se separaron
por lavado de los platos usando 1 ml de agua esterilizada, se transfirieron a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
esterilizado por autoclave y se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos. El sobrenadante se descart6 y el
sedimento se resuspendio en 0,5 ml de agua esterilizada en autoclave. Se extendieron 150 ul de la suspension
celular sobre placas de agar que ONC-T18-GMO contenian ~150-200 ug/ml de zeocina. Después de que se hubiera
evaporado el liquido de las placas, las placas se sellaron con PARAFILM® M y se incubaron en incubadora a 25 °C
durante 6-10 dias. Se recogieron las colonias resistentes a zeocina usando puntas de pipeta de 10 yl y se
suspendieron en 50 yl de agua esterilizada en un tubo de PCR de 200 pl. Se aplicé puntualmente un pl de la
suspension celular sobre placas de agar ONC-T18-GMO que contenian 150-200 ug/ml de zeocina. Después de 3-5
dias de incubacion a 25 °C, las colonias de crecimiento vigoroso se eligieron para el analisis adicional.

Se cultivaron colonias resistentes a zeocina en placas de agar ONC-T18-GMO que contenian 150-200 ug/ml de
zeocina 4-6 dias después de la transformacion biolistica. Se generaron cepas resistentes a zeocina 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 la Tabla 4.)

Tabla 4: Nimero de transformantes por transformacion

Construcciones numero de transformantes/5 ug de ADN plasmidicos
pd5EPZ1 11
p341PZ40T 9
p341PZ347T 4
p341PZ713T 7
pD4DPZ18S 5

Ejemplo 6: Andlisis por PCR de transformantes de ONC-T18 de Thraustochvtrium sp.

Este ejemplo describe la confirmacion de la presencia de transgenes en ONC-T18 transformada. Un ensayo por
PCR se us6 para evaluar la presencia del transgén ble, que esta presente en cada una de las construcciones
plasmidicas utilizadas para transformar ONC-T18.

Se inoculd un asa de inéculo de cada cepa potencialmente transformada en crecimiento en placas de agar zeocina-
ONC-T18-GMO en 10 ml de medio ONC-T18-GMO liquido en un matraz de 50 ml y se cultivd en una incubadora
agitadora a 25 °C y a 250 rpm durante 2 dias. Se usaron cultivos de dos ml para el aislamiento del ADN gendémico
de cada cepa usando un kit de aislamiento de ADN Ultraclean Microbial Mini-Prep (MO BIO Laboratories, Inc, Solana
Beach, California) siguiendo el protocolo del fabricante. Las concentraciones de ADN gendmico se midieron usando
el fotdbmetro de espectro Spectro 2000RSP (Lebomed, Inc., Culver City, CA, EE.UU.). Se us6 medio pl de ADN
gendmico para una reaccion de PCR de 20 pl que contenia los siguientes componentes: ADN polimerasa Taq
(Sigma), 1 x tampon de PRC, MgCl, 2,5 mM mezcla de dNTP (0,20 mM cada uno), cebador n.° 64 0,25 mM (SEQ ID
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NO: 66) y cebador n.° 65 0,25 mM (SEQ ID NO: 67) en un tubo de PCR de 200 pl. Se realizaron reacciones de PCR
usando el siguiente programa de ciclo térmico: 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 se hibrida con el extremo 5’ y el cebador n.°
65 se hibrida con el extremo 3' del gen ble de cada plasmido utilizado para la transformacion de ONC-T18. Un
fragmento de ADN de ~350 pares de bases se amplificé a partir de los ADN gendmicos de los transformantes
positivos y a partir del ADN plasmidico de control positivo, pero no a partir del ADN gendémico del control negativo
aislado de las células ONC-T18 de tipo silvestre. Estos resultados confirman que la mayoria de las cepas resistentes
a zeocina son transformantes verdaderos (Fig. 13).

Ejemplo 7: Tasas de crecimiento de los transformantes

Este Ejemplo describe la determinacion de tasas de crecimiento de cepas derivadas de células individuales
transformadas. Se cogieron inéculos de las cepas resistentes a zeocina que se habian transferido tres veces en
placas de agar zeocina-ONC-T18-GMO de cada colonia usando una punta de pipeta de 10 pl 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 ONC-T18-GMO (15 g/l de agar) que contenian ya sea 18 g/l o 35 g/l de sal marina. Los diametros de
las colonias aplicadas se midieron el dia 1, el dia 3, el dia 5, el dia 7 y el dia 8 después de la inoculacion.

La mayor parte de las cepas sometidas a ensayo crecieron mas rapidamente que la cepa de ONC-T18 de tipo
silvestre en placas de agar ONC-T18-GMO, ya sea que se hicieran crecer en placas que contenian 18 g/l o 35 g/l de
sal marina. Entre las cepas sometidas a ensayo, la mayor parte crecié mas rapido en las placas que contenian 18 g/l
de sal marina que en las placas que contenian 35 g/l de sal marina. Algunas cepas que crecian mas rapido en
placas de agar ONC-T18-GMO que contenian 18 g/l de sal marina (tal como la cepa 5-3) crecieron mas lentamente
que otras cepas en placas que contenian 35 g/l de sal marina. Parece que las cepas mas transformadas prefieren
crecer en medios que contienen una salinidad inferior, por ejemplo, 18 g/l de sal marina (Fig. 14).

Ejemplo 8: Sensibilidad a zeocina de las cepas transformadas

Este ejemplo describe ensayos de la sensibilidad a zeocina de cepas transformadas derivadas de una sola célula.

Se extrajo una cantidad muy pequefa de indculo de cepas resistentes a la zeocina que se habian transferido tres
veces a través de pases de colonias en placas de agar zeocina/ONC-T18-GMO (asi como su cepa parental o la cepa
de tipo silvestre) de las colonias usando una punta de la pipeta de 10 pyl y se resuspendié en 50 yl 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 18 g/l de sal marina (15 g/l de agar) y zeocina a una concentraciéon que variaba de 0 a
5000 pg/ml (Invitrogen, CA, EE.UU.). Los diametros de las colonias aplicadas se midieron en el dia 1, el dia 3, el dia
5, el dia 7 y el dia 8.

Todas las cepas crecieron bien en placas de agar ONC-T18-GMO en ausencia de zeocina, pero sus tasas de
crecimiento variaron. La cepa parental (la cepa de tipo silvestre) de ONC-T18 solo crecié en placas de agar ONC-
T18-GMO que tenian 30 pg/ml o menos de zeocina. Para las cinco construcciones de plasmidos diferentes, todas las
cepas transformadas que llevaban 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 concentracion de 5000 pug/ml de zeocina, la mayoria de las cepas
crecieron notablemente mas lentamente de lo que lo hicieron en los medios con 1000 uyg/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 aquellas transformadas con una construccion de plasmido que llevaba el casete de expresion del gen
de resistencia a zeocina impulsado por el promotor del gen de la A5 elongasa, sin embargo, crecieron muy bien (Fig.
15), demostrando que el promotor del gen de la A5 elongasa es un promotor de la expresion génica muy fuerte.

Estos resultados son coherentes con que el DHA es el principal acido graso de almacenamiento de energia en el
grupo de las microalgas Traustoquitridios (Jain et al. 2007) y siendo la etapa de elongacién por A5 elongasa la etapa
limitante de la velocidad durante la biosintesis de DHA en microbios productores de acidos grasos omega-3 DHA
(Leonard et al., 2004). La variabilidad de la tasa de crecimiento entre las cepas transformadas con la misma
construccion plasmidica refleja la variabilidad en el nimero de copias del transgén ble o la variabilidad en la
ubicacion de la insercion del transgén ble en los cromosomas de la cepa hospedadora ONC-T18.

Estos resultados indican que diversas secuencias promotoras y terminadoras aisladas de ONC-T18 pueden impulsar
eficazmente la expresion del transgén en microorganismos productores de AGPIl. Ademas, estos resultados indican
que el transgén ble de S. hidustanus es un gen marcador de seleccién muy eficaz para los programas de mejora de
cepas industriales y manipulacion genética de cepas de Thraustochytrium sp.
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Ejemplo 9: Comparaciones de productividades de biomasa entre las cepas transformadas y la cepa de tipo silvestre

Thraustochytrium sp. ONC-T18

El presente ejemplo describe comparaciones de las productividades de biomasa de los transformantes con respecto
a la cepa de tipo silvestre Thraustochytrium sp. y demuestra, entre otras cosas, que ciertas cepas transformadas
producen niveles de biomasa elevados (por ejemplo, elevados al menos al 5 %, el 10 %, el 15 %, el 20 %, el 25 % o
mas, en comparacion con el tipo silvestre).

Se inocularon cultivos de ONC-T18, 10 ml de ONC-T18-GMO (18 g/l de sal marina) cada uno con una cepa
transformada o con la cepa de tipo silvestre ONC-T18. Los cultivos inoculados con una cepa transformada contenian
200 pg/ml de zeocina en el medio. Los cultivos se cultivaron a 25 °C en una incubadora agitadora ajustada a
250 rpm durante 3 dias hasta que la DOgoo alcanzé aproximadamente 1,979~2,369. Después, se inocularon cultivos
de ONC-T18-GMO de 50 ml que contenian 18 g/l o 35 g/l de sal marina en matraces de 250 ml con 6 DOgy de los
inoculos de cada cepa, incluyendo la cepa de tipo silvestre (la DOggo se midié para 1 ml de cultivo y después el
volumen de cultivo se aumenté a escala hasta corresponder a un valor de DOggo de 6; por ejemplo, si la medicién de
DOsgoo era de 2, entonces se usaron (1 ml x (6/2,0)) = 3 ml como indculo). Los cultivos se desarrollaron en una
incubadora agitadora ajustada a 250 rpm a 25°C durante 2 dias. Se afiadieron cinco ml de glucosa al 50 %
esterilizada autoclave después en cada matraz de cultivo. Los cultivos se desarrollaron continuamente en una
incubadora agitadora ajustada a 150 rpm y a 20 °C durante otros 2 dias. Se afiadieron seis ml de glucosa al 50 %
esterilizada autoclave después en cada matraz de cultivo y los cultivos se cultivaron constantemente en una
incubadora agitadora ajustada a 150 rpm y a 2 °C durante 3 dias mas. Las biomasas de los cultivos de cada cepa en
los dos tipos de medios ONC-T18-GMO (con 18 g/l o con 35 g/l de sal marina) se recogieron mediante la
transferencia de los cultivos celulares en un tubo Falcon de 50 ml y centrifugando a 4000 rpm usando el SORVALL
LEGEND RT + centrifuga (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EE.UU.). La biomasa floté sobre la superficie del medio
liguido como una capa compactada. El medio liquido se liberd por la perforacion de un agujero muy pequefio en la
parte inferior 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 la noche y después se liofilizé usando un liofilizador durante tres dias. Se
peso la biomasa de cada muestra. Se sometieron a ensayo nueve cepas, incluyendo la de tipo silvestre.

La mayor parte de los transformantes produjeron cantidades similares de biomasa celular seca que la cepa de tipo
silvestre ONC-T18 cuando se cultiva en ONC-T18-GMO que contiene 35 g/l de sal marina artificial. Una de las 8
cepas transformadas produjo aproximadamente un 22 % mas de biomasa celular seca que la cepa de tipo silvestre
ONC-T18 (Fig. 16) cuando se cultivd en las mismas condiciones. En el ONCT18-GMO que contenia 18 g/l de sal
marina, 7 de las 8 cepas transformadas produjeron cantidades similares o mas biomasa que la cepa de tipo silvestre
ONCT18. Una de las 8 cepas sometidas a ensayo produjo un 19,5 % mas de biomasa que la cepa de tipo silvestre
ONC-T18 (Fig. 16).

Ejemplo 10: Comparaciones de la productividad de DHA entre las cepas transformadas y cepa de tipo silvestre de
Thraustochytrium sp. ONC-T18

El presente Ejemplo describe la productividad DHA en las diversas cepas transformadas y muestra niveles elevados
en comparacion con el tipo silvestre. El presente ejemplo demuestra, entre otras cosas, que se han alcanzado
niveles en un intervalo al menos un 1 %-36 % superiores a los del tipo silvestre (por ejemplo, el 1 %, el 2 %, el 3 %,
eld %,el5%,el6 %,el7 %,el8%,el9 %, el 10 %, el 11 %, el 12 %, el 13 %, el 14 %, el 15 %, el 16 %, el 17 %, el
18 %, el 19 %, el 20 %, el 21 %, el 22 %, el 23 %, el 24 %, el 25 %, el 26 %, el 27 %, el 28 %, el 29 %, el 30 %, el
31 %, el 32 %, el 33 %, el 34 %, el 35 %, el 36 %, etc.). Basandose en estos hallazgos, los expertos habituales en la
materia apreciaran que puede conseguirse una mayor elevacion (por ejemplo, a niveles en un intervalo un 1 %-
1000 % superiores a los del tipo silvestre, por ejemplo, aproximadamente el 1 %, el 5 %, el 10 %, el 15 %, el 20 %, el
25 %, €l 30 %, el 35 %, el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el
90 %, el 95 %, el 100 %, el 110 %, el 120 %, el 130 %, el 140 %, el 150 %, el 160 %, el 170 %, el 180 %, el 190 %,
el 200 %, el 210 %, el 220 %, el 230 %, el 240 %, el 250 %, el 260 %, el 270 %, el 280 %, el 290 %, el 300 %, el
310 %, el 320 %, el 330 %, el 340 %, el 350 %, el 360 %, el 370 %, el 380 %, el 390 %, el 400 %, el 410 %, el
420 %, el 430 %, el 440 %, el 450 %, el 460 %, el 470 %, el 480 %, el 490 %, el 500 %, el 550 %, el 600 %, el
650 %, el 700 %, el 750 %, el 800 %, el 850 %, el 900 %, el 950, el 1000 % o mas altos que los del tipo silvestre). El
presente ejemplo demuestra adicionalmente la consecucion de relaciones DHA:biomasa dentro del intervalo de
aproximadamente 1:4 a aproximadamente 1:2, al menos aproximadamente un 40 % mas altas que las normalmente
observadas con cepas de tipo silvestre. (Véase, por ejemplo, la Tabla 2 en Raghukumar (2008)). Basandose en
estos hallazgos, los expertos habituales en la materia apreciaran que al menos pueden conseguirse relaciones de
aproximadamente 1:5. Se han conseguido relaciones de DHA a biomasa (DHA:biomasa) de aproximadamente 1:8 a
1:4; y se esperan conseguir relaciones de aproximadamente 1:3. Ejemplos en la bibliografia (por ejemplo, la revision
publicada por Raghukumar, 2008) indican logros que no han reducido esta relacién por debajo de 1:5.

Se hicieron crecer cultivos de 8 cepas transformadas y su cepa parental (de tipo silvestre) y la biomasa se recogio y
se liofilizé en las mismas condiciones que se describen en el Ejemplo 9. La extraccion del éster metilico de acido
graso (FAME) fue a través del método de transesterificacion directa. Se mezclaron aproximadamente 20 mg de
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biomasa celular secada por congelaciéon y 3 ml de tampon de reaccidon de transesterificacion (metanol:acido
clorhidrico:cloroformo) mediante agitacion con formacion de vértice durante 10 segundos y después se incubaron en
un bafio de agua a 90 °C durante dos horas. Después de la terminacion de transesterificacion, se retiraron las
muestras y se enfriaron a temperatura ambiente. Se afiadié un ml de agua y se mezclaron por agitacion durante 10
segundos. Los FAME se extrajeron después mediante la adicion de 2ml, 3 veces, de un disolvente de
hexano:cloroformo (v/v, 4:1) y agitando con formacién de vértice durante 10 segundos; después las muestras se
dejaron en reposo hasta que se completaron las separaciones de fases.

El analisis cromatografico de gases (CG) de los FAME se realizé6 usando dos patrones internos (200 pl). Uno, el
acido hexacosaenoico (C23:0) se afiadié antes de la transesterificacion y el otro, el acido nonadecaenoico (C19:0)
se afiadio directamente antes del analisis. Los andlisis se realizaron en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, EE.UU.) instalado con una columna capilar de silice fundida Omegawax 320 (Sigma-Aldrich, San Luis,
MO, EE.UU.) con un diametro interno de 30 m X 0,32 mm (espesor de la pelicula 0,25 ym) y detector de ionizacion
de llama fijado en 250 °C, relacién de division 50:1 para detector FID a 275 °C. El volumen de inyeccion fue de 1 .
El gas vehiculo fue Hz con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmacion de la identidad del FAME se
realiz6 usando un espectrometro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y la comparacién de
los tiempos de retencion para los patrones del laboratorio.

Una de las ocho cepas transformadas produjo aproximadamente 6,337 g/l de DHA. Este rendimiento es
aproximadamente un 16 % superior al de la cepa de tipo silvestre ONC-T 18 cuando se cultivd en ONC-T18-GMO0 que
contenia 35 g/l de sal marina artificial. Tres de las ocho cepas transformadas produjeron mas DHA, variando de un 1
a un 13 % mas, que la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 cuando se cultivd en ONC-T18-GMO0 que contenia 18 g/l
de sal marina artificial en las mismas condiciones (Fig. 17A y B).

Dos de las ocho cepas transformadas produjeron 7,445 g/l y 7,871 g/l de DHA, lo que representa un 25 % y un 36 %,
respectivamente, mas que su cepa parental (5,935 g/l) cultivada en ONC-T18-GMO que contenia 35 g/l sal marina
artificial (Fig. 17B). El uso de ONC-T18-GMO de menor salinidad no solo reduce directamente los costes de
produccién de DHA, sino que también ralentiza la erosién de los fermentadores provocada por altas concentraciones
de sal de cloruro de sodio en el medio de crecimiento para el cultivo de microbios Traustoquitridios.

La relacion de DHA a lipidos totales a partir de cepas transformadas productoras de alto nivel de DHA es superior a
la de su cepa parental (Fig. 17C). El factor DHA a lipidos totales puede influir en el procesamiento corriente abajo del
DHA extraido de las células de cepas transformadas. Las relaciones DHA:lipidos totales obtenidas con cepas y
métodos de la invencion pueden variar de acuerdo con las condiciones de fermentacion. Por ejemplo, para cultivos
cultivados en matraces, un porcentaje de DHA de aproximadamente el 15 % a aproximadamente el 25 % de los
lipidos totales (que corresponden a relaciones de DHA:lipidos totales de aproximadamente 0,15:1 a
aproximadamente 0,25:1) por lo general puede conseguirse con las cepas transformadas. Para los cultivos
cultivados en un fermentador, un porcentaje de DHA de aproximadamente el 30 % a aproximadamente el 60 % de
los lipidos totales (que corresponden a relaciones de DHA:lipidos totales de aproximadamente 0,3:1 a
aproximadamente 0,6:1) por lo general puede conseguirse con cepas transformadas. Se obtienen rendimientos de
DHA mucho mayores a partir de cepas transformadas desveladas en el presente documento que pueden obtenerse
con las cepas de tipo silvestre. Por ejemplo, los rendimientos de DHA a partir de cepas transformadas normalmente
varian de aproximadamente 10 a aproximadamente 40 g/l (gramos de DHA por litro de medio), mientras que los
rendimientos de DHA a partir de cepas de tipo silvestre normalmente varian de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 1,6 g/l. (Véase, por ejemplo, la Tabla 2 en Raghukumar (2008)). La relaciéon de DHA con respecto
a la biomasa de cepas productoras de alto nivel de DHA transformadas es también superior a la de su cepa parental.
Esta mayor relacion de DHA con respecto a biomasa beneficia la extracciéon corriente abajo de DHA a partir de la
biomasa celular de las cepas transformadas (Fig. 17D).

Todos los cultivos en este Ejemplo se cultivaron en las mismas condiciones. El mayor nivel de produccién de DHA
por las cepas transformadas indica que las cepas tienen una mayor eficiencia de conversion de fuentes de carbono
en DHA, lo que puede reducir el coste de produccién de DHA a partir de las cepas transformadas.

Ejemplo 11: Comparaciéon de la productividad total de lipidos entre las cepas transformadas y la cepa de tipo
silvestre ONC-T18 de Thraustochvtrium sp.

Como se describe y demuestra en el presente documento ampliamente, ONC-T18 tiene un gran potencial para su
uso como una biofactoria eficiente no solo para AGPl y sus derivados de producciones de biomoléculas
farmacéuticas y nutracéuticas, sino también para la producciéon de biocombustible. Con el fin de evaluar y
caracterizar la capacidad de ONC-T18 para emplearse en la produccién de biocombustibles de acuerdo con la
presente invencion, las productividades de lipido total y los perfiles de acidos grasos de las cepas transformadas de
ONC-T18 se analizaron para su uso potencial en métodos para el cambio de perfiles de acidos grasos para
aplicaciones de productos especializados.
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Se hicieron crecer cultivos de 8 cepas transformadas y su cepa parental (de tipo silvestre) y la biomasa se recogio y
se liofilizé en las mismas condiciones que las descritas en el Ejemplo 9. La extraccion de FAME y el analisis por GC
se realizaron como se describe en el Ejemplo 10.

Se descubrié que los perfiles de acidos grasos de las cepas transformadas fueron muy similares a los de su cepa
parental cuando se cultivaron en ONC-T18-GMO que contenia 35 g/l de sal marina artificial. Cuatro de las ocho
cepas transformadas produjeron mas lipidos totales que su cepa parental, lo que demuestra, ademas, que el
proceso de transformacion en si y la presencia y/o expresion del transgén no afectaron significativamente a los
perfiles de acidos grasos, ni interrumpieron genes potencialmente implicados en vias metabdlicas de lipidos de la
mayor parte de las cepas derivadas. Por tanto, parece que las cepas conservan la integridad genética de las cepas
parentales después del proceso de transformacion (Fig. 18A).

La capacidad de transformar cepas de Thraustochytrium proporciona una enorme oportunidad de modificar
genéticamente estos microbios y canalizar vias metabdlicas. Sorprendentemente, cuando las cepas transformadas
se cultivaron en ONC-T18-GMO que contenia 18 g/l de sal marina, dos cepas mostraron un nivel significativamente
mayor de produccion de acidos grasos C16 que su cepa parental. Estos resultados son utiles en el desarrollo de
esta cepa ONC-T18 en una plataforma para la produccion de biocombustibles de acidos grasos de cadena corta.
Estos resultados demuestran que, durante el proceso de seleccion de los transformantes resistentes a zeocina, la
mutagénesis se produjo en las células con una frecuencia relativamente alta. Esta alta frecuencia de la mutagénesis
puede usarse en programas de mejora de cepas (Fig. 18B).

Las relaciones de lipido total a la biomasa fueron mayores en las cepas que producen altos niveles de acidos grasos
de cadena corta que en las cepas de bajo nivel de produccion (Fig. 18C); dichas relaciones mas altas pueden ser
beneficiosas para la extraccion de petréleo corriente abajo y la reduccién de los costes de procesamiento.

El cultivo en ONC-T18-GMO de sal marina baja (18 g/l) potencié la productividad de lipido total general para la
mayoria de las cepas sometidas a ensayo (Fig. 18D).

Por ejemplo, puede ser deseable aumentar la produccién de acidos grasos de cadena corta (es decir, acidos grasos
con menos de 16 carbonos) o de un AGPI particular, como se ha mencionado en el presente documento en el
analisis de la via biosintética de AGPI. Por ejemplo, puede ser deseable aumentar la produccién de EPA (por
ejemplo, mediante la mutacion o la anulacion de los genes de PKS y los genes de la A5 elongasa) o de ARA (por
ejemplo, mediante la regulacion negativa de cualquiera de los genes de PKS y/o la regulacion positiva del gen de la
A12 elongasa).

Ejemplo 12: Estabilidad del transgén ble en las cepas transformadas de Thraustochytrium sp. ONC-T18

El presente ejemplo confirma la estabilidad de los transgenes en cepas de Thraustochytrium sp. transformadas como
se describe en el presente documento.

La estabilidad de los transgenes es importante para ciertas aplicaciones de ingenieria genética en programas de
mejora de cepas microbianas industriales donde los microorganismos se usan en procesos farmacéuticos o
industriales y donde la cantidad y la calidad del producto son de suma importancia. Por tanto, se realizaron ensayos
de estimacion de la estabilidad de los transgenes de cepas ONCT18 transformadas. En cuanto a los ensayos de
tasa de crecimiento descritos en el Ejemplo 7, se aplicaron puntualmente inéculos de cuatro cepas de cada
transformacion, asi como sus cepas de tipo silvestre parentales en placas de agar ONC-T18-GMO en ausencia de
zeocina y se incubaron a 25 °C durante siete dias. (Cada transformacion se habia ejecutado usando una de las
cinco construcciones diferentes de plasmidos, cada una de las cuales lleva diversos casetes de expresion del gen
resistente a zeocina impulsados por una combinacion de diferentes promotores y terminadores). Después, usando el
mismo método, las cepas se transfirieron sobre una nueva placa de agar ONC-T18-GMO recién preparado y se
incubaron a 25 °C durante 7 dias; se realizaron pases de colonias 6 veces. Por ultimo, las cepas se transfirieron de
nuevo en placas de agar ONC-T18-GMO ya sea sin o con zeocina a una concentracion media de 200 pyg/ml.

Los resultados indican que después de seis pasajes de colonias, todas las cepas pueden crecer bien en placas de
agar ONC-T18-GMO con o sin zeocina (Fig. 19). Sin embargo, en placas de agar ONC-T18-GMO0 que tienen zeocina
a una concentracion media de 200 pg/ml, solo las cepas transformadas crecieron bien, mientras que ninguna de las
cepas de tipo silvestre fue capaz de crecer (Fig. 19).

Estos resultados demuestran que no hubo pérdidas observadas del transgén en las cepas examinadas. Ademas, no
se observo ninguna resistencia en las cepas de tipo silvestre, indicando que no hubo ninguna mutacion espontanea
para estos rasgos y no hubo contaminacién detectable. La presencia del transgén ble en las cepas transformadas
después de seis pases de colonias se confirmé adicionalmente mediante la PCR como se ha descrito en el Ejemplo
6. Todas las cepas transformadas conservaron el transgén ble incluso después de 6 pases de colonias. Por tanto, el
transgén ble demostré estabilidad en cepas ONCT18 transformadas.
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Ejemplo 13: Agente mutagénico

Este Ejemplo describe, entre otras cosas, el descubrimiento de un agente mutagénico eficaz. Este agente es
particularmente util para la mutagénesis en Traustoquitridios.

La zeocina es un antibidtico que rompe el ADN cromosdmico en las células. Se planted la hipdtesis de que el
antibiotico zeocina seria un agente mutagénico util para cepas de Traustoquitridios para la mejora de cepas. A
determinadas concentraciones, la zeocina puede destruir las células mas tratadas, pero algunas células todavia
sobreviven. El tratamiento de células a una concentracion elevada 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-T 18 se escogié como sistema modelo para someter a ensayo si
la zeocina seria eficaz para inducir la mutagénesis en esta cepa. Un asa completa de los in6culos de ONCT18,
creciendo en las placas de agar que contenian medio ONCT18-GMO [5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de peptona,
10 g/l de D(+)-glucosa, 35 g/l de sal marina artificial, 1,25 mg/l de elementos traza (5 g/l de NaH,PO4-H20, 3,15 g/l
de FeCl3-6H20, 4,36 g/l de Na;EDTA-2H,0, 0,6125 mg/l de CuSO4-5H,0, 0,0597 g/l de Na;MoO4-2H,0, 0,022 g/l de
ZnS047H,0, 0,01 g/l de CoCl,'6H0, 0,18 g/l de MnCl»-4H;0, 13 mg/l de H;SeOs, 2,7 mg/l de NiSO46H20,
1,84 mg/l de NazVO4 y 1,94 mg/l de KoCrO.) y 1,25 mg/l de vitaminas (1 mg/l de vitamina B12, 1 mg/l de biotina,
0,20 g/l de HCI de tiamina) y 20 g de agar por litro], se inoculé en 50 ml de medio ONC-T18-GMO liquido y se
incubaron en una incubadora agitadora a 25 °C a 250 rpm durante 36 horas. Se transfirio la mitad de un mililitro de
cultivo a un tubo de 1,5 ml y se agité con formacién de vortice a velocidad maxima durante 30 segundos y después
se diluy6 en 50 ml de agua esterilizada. Se extendieron respectivamente cien microlitros de los in6culos diluidos en
las placas de agar que contenian zeocina a diversas concentraciones (0, 10, 30, 50 y 100 pyg/ml). Las placas se
incubaron en incubadora a 25 °C. Se observaron la aparicion y el desarrollo de las colonias a diario. Seis dias
después de la inoculacion, los tamafios de las colonias que crecian con zeocina a 10 ug/ml fueron similares a los de
la zeocina a 0 pg/ml y disminuyeron gradualmente a de 30 a 50 yg/ml de zeocina. Los nimeros de colonias por
placa también se redujeron gradualmente a 10, 30 y 50 yg/ml de zeocina. Solo se observaron unas pocas colonias a
50 pg/ml de zeocina. Sorprendentemente, se observaron sectores de colonias con diversos cambios de morfologia
de las colonias visibles en algunas de las colonias que crecian a 50 yg/ml de zeocina, pero no se observaron en las
colonias que crecian en la concentracion mas baja o sin zeocina, lo que indica que la zeocina, de hecho, es un
agente mutageno eficaz para las cepas de Traustoquitridios. En estas condiciones, la zeocina fue eficaz dentro del
intervalo de al menos 10-200 pg/ml; concentraciones mas altas también pueden ser eficaces. Por ejemplo, podrian
funcionar concentraciones en el intervalo de 200-500 pg/ml o superior. En algunos casos, se usan concentraciones
mas altas de zeocina cuando las concentraciones de sal también aumentan para contrarrestar la posible
degradacién de la zeocina debida a la sal. En las condiciones particulares utilizadas en el presente Ejemplo, la
zeocina funcioné mejor a 50 pg/ml.

Ejemplo 14: Un nuevo procedimiento de fermentacién

Este Ejemplo describe un método de fermentacion en dos etapas para la obtencion de biomasa alta, lipidos totales y
produccién de AGPI en cepas de Traustoquitridios.

El ciclo de vida de la cepa ONC-T18 se estudié en detalle a través de las observaciones microscopicas de las
células de cultivos que crecian en diversas condiciones, tales como relaciones de fuentes de C:N, nivel de oxigeno
disuelto y temperaturas. Se descubrié que a baja concentracion de oxigeno con una alta relacion de carbono a
nitrégeno (C:N) (por ejemplo, dentro del intervalo de 40:1 a 1:~0 y especificamente a 1:1 a 1:~0 y temperatura
ambiente, la cepa ONC-T18 crecid vigorosamente y se propagd principalmente a través de la produccion de
zoosporas, dando como resultado un gran nimero de pequefias células vegetativas que contenian cuerpos oleosos
relativamente pequefios y menos subcelulares. Por el contrario, a una alta relacion de C:N, nivel bajo 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 propagd principalmente a través de division celular vegetativa directamente, dando como
resultado una gran poblacion de células gigantes que contenian cuerpos oleosos subcelulares notablemente
voluminosos. Por tanto, se desarrollé un método de fermentacion en dos etapas para maximizar la biomasa, el lipido
total y la productividad de AGPI. Este es un método optimo para el cultivo y la selecciéon de cepas de
Traustoquitridios de lipidos y AGPI altos. Se realizaron los tres ensayos siguientes:

Ensayo I: La cepa ONC-T18 de tipo silvestre se inocul6é en 10 ml de medio ONC-T18-GMO liquido. Los cultivos
se cultivaron a 25 °C en una incubadora agitadora ajustada a 250 rpm durante 2 dias. Después, el indculo (DOsso
= 12) se inoculé en 100 ml de medio ONC-T18-GMO en matraces de 250 ml. Se inocularon tres cultivos para
cada cepa. Los cultivos se cultivaron en una incubadora agitadora ajustado a 250 rpm a 25 °C durante 2 dias,
después se cambid a 150 rpm y 20 °C y se cultivaron durante otros 4 dias. La biomasa de los cultivos se recogio
mediante la transferencia de los cultivos celulares en un tubo Falcon de 50 ml y centrifugando a 4000 rpm
usando un SORVALL LEGEND RT + centrifuga (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EE.UU.). La biomasa floto
sobre la superficie del medio liquido como una capa compactada. El medio liquido se liberé6 mediante la
perforacion de un agujero muy pequefio en la parte inferior del tubo Falcon usando una aguja de jeringa 18G 1
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1/2. El sedimento de la biomasa en el tubo se congeld en un congelador a -80 °C durante la noche y después se
liofilizd usando un liofilizador durante tres dias. Se peso6 la biomasa de cada muestra.

Ensayo IlI: El indculo se preparé como se describe en el Ensayo |. Después, el inéculo (DOgso = 6) se inocul6 en
50 ml de medio ONC-T18-GMO en matraces de 250 ml. Se inocularon tres cultivos para cada cepa. Los cultivos
se cultivaron en una incubadora agitadora ajustada a 250 rpm a 25 °C durante 2 dias, después se cambio a
150 rpm y 20 °C. 2 dias después de la inoculacion, se afiadieron 5 ml de glucosa al 50 % esterilizada en
autoclave en cada matraz de cultivo, después, 4 dias después de la inoculaciéon, se afiadieron 6 ml de glucosa.
Después de 6 dias postinoculacion, se recogieron las biomasas de los cultivos como se describe en el Ensayo |.
Ensayo llI: Los indculos se prepararon como se describe en el Ensayo |. Después, el in6culo (DOgso = 6) se
inoculé en 50 ml de medio ONC-T18-GMO en matraces con deflectores de 250 ml. Los cultivos se desarrollaron
en una incubadora agitadora ajustada a 250 rpm a 25 °C. 2 y 4 dias después de la inoculacion, se afiadieron 5y
6 ml de glucosa al 50 % esterilizada en autoclave en cada uno de los matraces de cultivo, respectivamente,
como se hizo en el Ensayo lll. El dia 6 después de la inoculacion, se recogieron las biomasas de cultivos como
se describe en el Ensayo |l

Se analizaron los contenidos totales de lipidos y de DHA de cada muestra usando el método de transesterificacion
directa. Se mezclaron aproximadamente 20 mg de biomasa celular secada por congelacion y se mezclaron 3 ml de
tampon de reaccion de transesterificacion (metanol:acido clorhidrico:cloroformo) mediante agitacion con formacion
de vortice durante 10 segundos y después se incubaron en un bafio de agua a 90 °C durante dos horas. Después de
la finalizacion de la transesterificacion, las muestras se retiraron y se enfriaron a temperatura ambiente. Se anadio
un ml de agua y se mezcld con formacion de vortice durante 10 segundos. Después se extrajeron los ésteres
metilicos de acidos grasos (FAME) mediante la adicion de 2 ml del disolvente de hexano:cloroformo (v/v, 4:1), 3
veces, y agitacion con formacion de voértice durante 10 segundos y se dejoé reposar hasta que se completaron las
separaciones de fases.

El analisis cromatografico de gases (CG) de los FAME se realizé6 usando dos patrones internos (200 ul). Uno, el
acido hexacosaenoico (C23:0) se afiadié antes de la transesterificacion y el otro, el acido nonadecaenoico (C19:0)
se afiadio directamente antes del analisis. Los andlisis se realizaron en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, EE.UU.) instalado con una columna capilar de silice fundida Omegawax 320 (Sigma-Aldrich, San Luis,
MO, EE.UU.) con un diametro interno de 30 m X 0,32 mm (espesor de la pelicula 0,25 um) y detector de ionizacion
de llama fijado en 250 °C, relacion de division 50:1 para detector FID a 275 °C. El volumen de inyeccion fue de 1 .
El gas vehiculo fue Hz con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmacion de la identidad del FAME se
realizé usando un espectrometro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y la comparacién de
los tiempos de retencion para los patrones del laboratorio.

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

El aumento del oxigeno disuelto, por ejemplo, mediante el uso de un matraz con deflectores 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 en el Ensayo Il. Por tanto, la optimizacién de los parametros de la
fermentacion tales como la relacion de C:N, la concentraciéon de glucosa, el oxigeno disuelto y la temperatura, asi
como la dinamica de estos parametros durante los procesos de fermentacion, repercute en la produccién rentable de
lipidos y AGPI en cepas de Traustoquitridios. Sin desear estar ligado por 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 a los menores niveles de oxigeno disuelto en el
Ensayo II.

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

condiciones de fermentacion
Ensayo Biomasa (g/l) Lipidos totales (mg/g) DHA (g/l)
I 7,10 211,20 0,45
] 41,32 671,09 5,94
1]} 46,50 661,07 3,06

Ejemplo 15: Aplicacién de un agente mutagénico

Este Ejemplo describe la aplicacion de un agente mutagénico, zeocina, para la mejora de cepas de Traustoquitridios.
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Los indculos de sectores de colonias se transfirieron a nuevas placas recién preparadas y se desarrollaron en
nuevas cepas. Se eligieron cuatro nuevas cepas, la, 1b, 3a y 3b para su 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 ONC-T18-GMO liquido. Los cultivos se cultivaron a 25 °C en una incubadora agitadora ajustada a 250 rpm
durante 3 dias hasta que la DOeggo fue superior a 2. Después, los indculos (DOgsso = 6) de cada cepa, incluyendo la
cepa de tipo silvestre, se inocularon respectivamente en 50 ml de medio ONC-T18-GMO0 en matraces de 250 ml. Las
siguientes condiciones y procedimientos experimentales utilizados fueron los mismos que en el Ejemplo 14, ensayo
Il.

Tabla 6 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) Lipidos totales (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 su cepa parental de tipo silvestre (Tabla 6). Sin embargo,
la cepa 3a produjo mas biomasa, mas lipidos y DHA que su cepa de tipo silvestre. La alta productividad de DHA de
la cepa 3a es debida no solo a su alta productividad de biomasa, sino también a la alta relacién de DHA 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 la corriente de
residuos, glicerol, almidon, celulosa y hemicelulosa), calidad y cantidad de producto tal como ARA, DHA y/o EPA,
productividad de AGPI y acidos grasos y/o perfiles lipidicos favorables para aplicaciones de biocombustibles.

Los materiales producidos pueden separarse de cepas de produccion y/o componentes de medios por cualquiera de
una diversidad de medios. En algunas realizaciones, la extraccion de los materiales producidos se facilita, por
ejemplo, realizando una o mas etapas que alteren la secrecion de acidos grasos y/o que debiliten la pared celular.

Ejemplo 16: Una nueva cepa de Thraustochvtrium sp.

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

Se extendieron células individuales de ONC-T18 sobre las placas de agar que contenian medio ONC-T18-GMO y
50 pug/ml de zeocina. De diez a 15 dias después de la inoculacion, las colonias se detectaron visualmente. Las
colonias grandes sin cambios visibles en la morfologia se aislaron aleatoriamente y se desarrollaron en nuevas
cepas. La productividad de biomasa, lipidos totales y DHA de nuevas cepas se compararon. Se descubrid
inicialmente que una cepa ONC-T18/35/Z50 era capaz de producir significativamente mas biomasa, lipidos totales y
DHA, los que se ha confirmado repetidamente con condiciones, métodos y procedimientos de fermentacion
optimizados descritos en el Ejemplo 14, Ensayo Il. En los ensayos de fermentacion de dos etapas usando medio
ONC-T18-GMO que contenia 35 g/l de sal marina, la nueva cepa ONC-T18/35/Z50 produjo un 5 % mas biomasa, un
7 % mas de lipido total y un 14 % mas de DHA que su cepa parental ONC-T18. Usando el mismo medio, pero que
contenia 18 g/l de sal marina, la nueva cepa ONCT18/35/Z50 produjo aproximadamente un 10 % mas de biomasa,
un 20 % mas de lipido total y un 36 % mas de DHA que su cepa parental ONCT18 (Fig. 19). Ademas, las relaciones
de DHA vy lipido total a biomasa, en la nueva cepa ONC-T18/3 5/Z50 de alto nivel de produccion de DHA, son mas
altas que las de su cepa parental, lo que demuestra que la nueva cepa tiene una capacidad mas robusta de convertir
fuentes de carbono tales como la glucosa en lipidos y DHA. Esta nueva cepa es util no solo en la mejora de los
rendimientos, sino también en la reduccion de los costes de fermentacion y de procesamiento corriente abajo para la
produccion de lipidos biolégicos y AGPI, tales como DHA de microalgas.
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cggcacageg
atcagccttce

ctcgectece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

T80

840

900

960

1004



10

15

20

ggtacgtegy
ccoctogagaa
agggcgagga
ttettteett
egtgeggegt
cegetateaa
acttacttac
cttgoggege
aaaaaaaact
gttecgeecyg
gtgecteega
tgegettegy
tagecgge
<210> 14

<211> 590
<212> ADN

tgagggtatg
ggattacgag
gttctaaatg
getcactega
atgagegege
tactcacgea
acctgeoeoge
gogoacgcoat
tatctteget
ccatgegate
tagecagetyg

tggcccttaa

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 14
atgcattcge
cgatccatag
cgettgeace
geattecatet
cgeottgtte
catcccttac
gctcogegget
atcgagagtc
ctgggettet

taaaaggctyg

<210> 15
<211> 20
<212> ADN

atggecteeoge
ccacttacct
cgcaacette
teccettttt
attcattett
toegeogege
ccgatgtege
toctoctogtag
agaceggetyg

atcgtggaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15

ES 2678997 T3

gagagggtga
gaggtcggoyg
cattcgoatg
tecatageca
ttgecaccege
tteatettee
cttgttcatt
cccttactece
cgcggeteoyg
gagagtctet
ggcttetaga

aaggctgate

accaccacac
gcccctteoc
teteotagttg
ttetacttta
ctegatgaca
accgacaagc
ggcggegtac
gagcgggacc
ggggaccgee

aggtegetet

gttctocgag
ccgagaccgc
gctocegeace
cttacetgee
aaccttetet
ccttttttte
cattcttotc
gcogegeace
atgtegegge
ctegtaggag
ceggetgggg

gtggaaaagg

accaccgocoe
tctaccactg
ttcacaatta
cgtaceggtyg
acggeagget
ctgcgcaaaa
gagaccgcge
gocgagcgacoe
cgoggoegtac

ccagtetgeg

46

gececogtgag
cgagggcgag
accacacacc
ccttecetet
ctagttgtte
tactttacgt
gatgacaacg
gacaagcctg
ggcgtacgag
cgggaccgeyg
gacegeocege

tegeteteca

ctottettte
ccacgtgcegy
cacecgetat
ctcacttact
ctgettgegg
aacaaaaaaa
cgagttocge
teggtgecte
ctetgegett

gtttagoegge

gatctogoeg
gacgaggagg
accgccocecte
accactgeca
acaattacac
aceggtgete
gocaggctotg
cgcaaaaaac
accgegecoga
agcgaccteg
ggcgtaccte

gtetgeggtt

cttgetcact
cgtatgagceg
caatactcac
tacacctgee
cgogegeoacy
acttatcttc
ccgecatgeg
cgatagccag

cggtggeocet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

727

60

120

180

240

300

360

420

480

540

590
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15

20

25

ES 2678997 T3

cggcaacace acegecgtce 20

<210> 16

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 16
cggagaccaa gecgeccats ace 23

<210> 17

<211> 869

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 17

cggcaacacc
gttocgecge
caccgaggec
caccgccgag
caggetgate
cttocttegeg
aagagccttt
gtgtttagag
tgeagettet
tgtaaagcta
aatgttagee
gtegatetce
agtcgaagcec
ggctcttgat

tgtattggtg

accgccgtce
aaggccttce
gagtcgaaca
gaggaaggcg
cetactgtgg
gccegecgay
ccatcccgeca
cggooccogty
tettgateag
ceggtgcace
getagettgg
cttgggtect
agocgegogey
gaggccgecoa

atgggeggcet

aggagatgtt
ttcactggta
tgaacgaccet
agttcgacga
gggctotgac
gggggcggca
taaagtgatg
cgggtaggcg
tgtggtaate
cgtgecaagtt
tgecctttte
cgttcgtgac
cgtoggggcee
gagagogaag

tggtctecg

caagcgegtce
caccggcgag
tgteoteoegag
ggacgaggag
ggacggeegy
acgagccggy
caccattttg
aagtgcgctt
ttcaacggee
gggcaccacg
gacaggaagg
gctaggocag
gagcatagag

aaggatgaac

<210> 18

<211> 640

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 18

47

tcggagcagt
ggcatggacg
taccagecagt
gagtactaag
tcetttgtacg
tggcgtggea
accttgttga
ctgagcaagqg
acgctegett
tagttgtact
goettggtgaa
agaatagctg
ttagcaattc

ttaccagatc

tcaccagcat
agatggagtt
accaggacge
cgecttcagg
taaacaggcg
cggacaaggc
tcgtttttgt
aagagagagy
attecgatace
ggtgaatcca
aagcecatget
tgtgcegoege
agttgttteg

cgcgectocgy

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
720
780
840

869



10

gegeotteag

gtaaacaggc
acggacaagyg
atcgtttttyg
gaagagagag
tattcogatac
tggtgaatcc
aaagccatge
gtgtgccgey
cagttgttte

coegegeteocyg

gocaggotgat
gcttcttcege
caagagcctt
tgtgtttaga
gtgcagette
ctgtaaaget
aaatgttage
tgtcgatcte
cagtcgaagc
gggctettga

gtgtattggt

ES 2678997 T3

ccctactgtg
ggcoccgocga
tccatceocege
geggeccogt
ttettgatca
accggtgeac
cgctagettyg
ccttgggtoc
cagcgcgege
tgaggcocgee

gatgggegge

ggggctetga
ggggggcggc
ataaagtgat
gegggtagge
gtgtggtaat
cegtgcaagt
gtgcecctttt
tcgttcgtga
gegtegggge
agagagcgaa

ttggtctcoeg

cggacggecyg
aacgagccgg
gcaccatttt
gaagtgoget
c¢ttcaacgge
tgggcaccac
cgacaggaag
cgctaggcca
cgagcataga

gaaggatgaa

gtctttgtac
gtagcgtgge
gaccttgttg
tetgageaag
cacgeteget
gtagttgtac
ggcttggtga
gagaatagct
gttagcaatt

cttaccagat

<210>19
<211> 950
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 19

caacgecate
ataaatatta
taaggagtee
cgccoaccaa
cttgcgagac
cgttegttty
gcagttcacg
tceggtgagg
cgtococcag
gcggccattt
gcttccgect
ggtggctgot
tageoggocac
tecocccaaaa
ggtgacggce
gtgctagcga
<210> 20

<211>33
<212> ADN

ctogacceaca
tacegeccet
ttgetectet
caggttaaag
tcttcattag
tacgcgagcg
tttetttgea
acagcagage
ctogteteeg
ccctaaatag
tactacctga
cttgcttacg
agaatcegtag
gtggacaage
agocggeaaa

gcagctcgag

gcaaggacac
teoegetoteoe
gogcoaagget
cgaaccaggg
atcggcggaa
gtgcgagegg
gctttatcta
tgeagttetyg
totococtgyg
gttgcgcagce
acgcgcagta
ccaggcegegt
gocgetgeaat
accgtcaaaqg
accggaatct

cgaaagaagc

geacegektte
ttttettttt
gotcacecag
ccgococegtt
tgctgeccgea
cttogttgtt
tcogecaaatt
atcgteteca
agtggacggt
cgagtttcct
geteggegeg
acgtcagcag
cgggaactge
taacctgget
atcacgagga

gcgoccagcoag

48

ggctacggta
tgctegtetg
agtctetgee
gcogetgega
ggactgaccg
ggcagatagg
cgectocageg
tettttggag
ctettteaca
taaacgtgcc
tgcecgettta
cgoeggogoc
caagatggca
gatgatggece
ctgggcagat

cgcaggcacg

tecagategy
gatgccagac
tgtggttgag
tgtegeotget
cctocttegtt
cagaacgcga
tctgeaactt
cgoatgtega
gtgectggat
tggtcogogt
aggcgggcgg
atgctgecca
atcgagacga
gggacegect

caagggocta

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
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45
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20
tatatatcta gacaacgeca tectegacea cag 33

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21
tatataccat ggcgtgecty cgctgetgge 30

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22
gatgctegte agggggacyg 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 gecgtgaacg ggogtggecg aggetacage
tattatattt ttogeaaggt tteccgacgg ctggtecgeg
totcactaga cegttggteat gagtgttteg agtcoaagace

acaccttccg tgcgcgcacc cctgccactg tataccgtge

tcaccaccceg tgctcteotte gtecagetata cegtgtgetg

49

acgcageggt
tgccogegee
teggagaaga
gtaccccacc

tagatcgtceg

gttetetgeg
gegegeacge
attggggege
agacagaagg

caggattcgg

60
120
180
240

300



gttgtgcaca

tctataaaac
aatttogggg
cctottegge
tegeggeoctg
ccteeggece
ccttctttga
gatcacgeoge
gocttocggg
tegaggtaga
eggtegatge
agettegete
acgaacgaaa
ggctggacgc
ggaactgacy

goccgcagygyg

ccgcegetoog
ccagcgaatt
cacagcctgce
ctteoccaceg
cotggoacgt
caatgaaage
tgacatcgtc
ttggcatctt
gtgcaggecca
ccattaggta
cocgacacge
geaagoaaag
cgcatgacgt
gctgggtgey
ctggagogeyg

gtecagg
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tgggctgggy

ttacacacag
acgtttacat
acecoggetge
acgtgecocceet
aggegttgge
ctcatcgtceg
gcgaggagaa
gtcgccagac
cgtacgtacy
gatggegcta
ctgggegett
catccttgge

attgagaacc

cgaccgtagy

gecctggege
agcggttcat
cgacgtaaca
tgeoeocgeett
cecatttete
catgeggege
teggcgacct
ccgtctgeac
cagacctgct
cacgtettca
goagocagga
gggccgggga
agtaaatctt
gcaagcttty

cgaaggaatt

ggcggcttec
ttgcgotggg
gocacagtca
cctggetgge
ceeggtocte
cogacatety
ggtcttcgtyg
tettttggeg
gcaaagcccyg
tgategacge
gegegtgtgt
tagggecact
gocggagego
gagoctttea

tgatcgaagt

taggatatag
tceggtgege
tegtogocag
tgatgaacta
cagaaatgcg
ggtoctegag
atcgettgtt
cggccgaggt
aacatcgccg
caacgtcatg
acgggcegegy
acttggacga
gcaaaaccca
ctgagcaggy

aggcaggact

360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1216

<210> 25

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 25
tatatacteg aggtgaccaa aagccgtgaa cgg 33

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26
tatataccat ggectgacec ctgegggeag 30

<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27
caacctggtt gatcetgeca gta 23

50



10

15

<210> 28

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28
caacctgott gatcctgeca gtagece

<210> 29

<211> 1764

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 29

ES 2678997 T3

27

51
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tcactacgga aaccttgtta cgacttcacc ttcctctaaa caataagatt cacccgagtt 60
ctgaccccee tcgcgaacaa acgctcaaaa ggtcatccca tggtttcatc ggaccgttca 120
atcggtaggt gcgacgggeg gtgtgtacaa agggcaggga cgtattcaat goaagetgat 180
gacttgegtt tactaggaat teoctegttgg agattaataa ttgeaaaaat ctagoccocag 240
cacgatggge gttgaaagga tttgocatge cttecggeaa ageacetege tgeogaacaac 300
gatgaccace cgttgaacce atcagtgtag cgegegtgeg goccagaaca tcetaagggea 360
tcacagacct gttattgecct cgaacttcet goctecgtatac cgaacatgtc cctctaagaa 420
gcgtacgcaa gtatgtcgec atacccaccg ctatttagta ggocgaggtce tcgttogtta 480
acggaattaa ccagacaaat cactccacca actaagaacg gccatgcacc accacccata 540
gaatcaagaa agagetetea atcetgteaat cctacctatg teotggacetg grtaaghtttte 600
cogtgttgag tcaaattaag cegeoaggete cacteoctggt ggtgeocctte egtcaattec 660
tttaagttte agocttgoga ccatacteoce cccggaacece aaagactttg atttotcatg 720
tgctgctgeg agggtccaat acaaacaccc cgcaatcgca agtcggcatc gtttacggtce 780
tagactacga tggtatctaa tcatcttcga tccccagact ttcocgttcecttg attaatgaaa 840
acatgecttgyg taaatgectt cgectgtagtt cgtetttegg aaatccaaga atttcaccte 200
tagetoctaa atacgaatac ccoccaactgt tectattecat cattacteag atgtgeaaac 960
caacaaaata gcacecgage ccetatctgat catcccataa taaacatcoca ggtcatacga 1020
cctgettgga acactetget ttaattacag tgaacgacge cactaaaaaa agaggcgagg 1080
atggcagagg agcogctcgg caaacagagce gocagtcogoge aaagacogggy gotoccgococo 1140
cagaaattca actacgaget ttttaactge a;caacttta geatacgett ctggagetgg 1200
aattaccgeg gotgoetggea ccagacttge cctecagttg atcectegatyg agggttttac 1260
attgetcotea tteocaatage aagacgogaa gogeccegea ttgatattte tegteoactac 1320
ctogtggagt ccacattggg taatttacge gectgeotgec tteocttggat gtggtageceg 1380
tctctecagge tocecteotceg gagtogagocce ctaactccce gtcacccegtt atagtcaceg 1440
tagtccaata cactaccgtc gacaactgat ggggcagaaa ctcaaacgat tcatcgctcec 1500
aaacaagcga tcotgetcaat tatcatgact caccatetta cttggettca actctaataa 1560
gtgeggeeoet cccgaacagt cgggecctet cageatgtat taatteocaga attactgeag 1620
gtatecatat aaagaaaata cegaagaaat cataactgat ataatgagee gttegeagte 1680
tcacagtata atcgcttata cttacacatg catggcttaa tctttgagac gagogtaggg 1740
ctactggcag gatcaaccag gttg 1764
<210> 30
<211> 4235

52
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53

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 30
gacgaaaggg cctegtgata cgeoctatttt tataggttaa tgtcatgata ataatggttt 60
cttagacgtc aggtggcact tttoggggaa atgtgocgegg aacccotatt tgtttatttt 120
tctaaataca ttcaaatatg tatccgectca tgagacaata accctgataa atgcttcaat 180
aatattgaaa aaggaagagt atgagtattc aacatttccyg tgtcgocctt attccctttt 240
ttgaeggeatt ttgectteoct ghttttgete acccagaaac goetggtgaaa gtaaaagatg 300
ctgaagatca gttgggtgca cgagtgggtt acatcgaact ggatcteaac agoggtaaga 360
tecttgagag ttttogoccee gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttetge 420
tatgtggcge ggtattatcec cgtattgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac 480
actattctca gaatgacttg gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg 540
gcatgacagt aagagaatta tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca €00
acttacttet gacaacgate ggaggaccga aggagetaac cgettttttg cacaacatgg 660
gggatcatgt aactogectt gategttgyyg aaccggaget gaatgaagec ataccaaacg 720
acgagogtga caccacgatg cctgtageaa tggeaacaac gttgegeaaa ctattaactg 780
gcgaactact tactctaget tcccggecaac aattaataga ctggatggag geggataaag 840
ttgeocaggacc acttctgege tcggcccttc cggectggetg gtttattget gataaatctg 200
gagecggtga gegtgggtet cgeggtatca ttgcagecact ggggecagat ggtaageccet 860
ccegtategt agttatctac acgacgggga gteaggeaac tatggatgaa cgaaatagac 1020



agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagacccegt
gectgettgea
taccaactet
ttetagtgta
tcgotoctget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegg
atagtcctgt
gggggcyggay
gotggectet
gatategeta
cagoggtgtt
cegogecgeg
gagaagaatt
ccccaccaga
atcgtogeag
ggctteoctag
cgetgggtoe
acagtcatcg
ggctggctga
ggtoetocag
acatcetgggt
cttogtgate
tttggcgcay
aagoccgaac
tcgacgccaa

cgtgtgtacg

gataggtgee
ttagattgat
taatctcaty
agaaaagatc
aacaaaazaa
tttteagaag
gocegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gooragetty
aagogeocacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgcteacatg
goetegaggtyg
cteotgeogtat
ageacgoetet
ggggcgoaca
cagaaggtca
gattogggtt
gatatagtct
ggtgegoaat
tcgeocagect
tgaactatcg
aaatgecgecet
cctegoegect
gettgttgat
cocgaggtgec
ategeogteg
cgteoatgogy

ggegeggage
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tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgetac

gtaactggoet

ggcecaccact
ccagtggctyg
ttaccggata
gagogaacga
ctteocogaag
cgcacgaggyg
cacctctgac
aacgccagca
tgtgetggge
accaaaagec
tatatttttc
cactagacgt
cettoagtge
ccaccogtge
gtgcagaccy
ataaaaccca
tteggggeac
cttoggectt
cggcctgeet
cocggooccaa
tetttgatga
cacgegetty
ttcocaaggty
aggtagacca
togatgecee

ttegetagea

agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cageggtggt
toageagage
tcaagaacte
ctgcragtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agctteocagg
ttgagegtcg
acgoggectt
ccageeggoe
gtgaacggge
gcaaggttte
tggteatgag
gogeacceoct
toctettegte
cgotecgtyg
gcgaatttta
agecctgeacy
cccacogace
ggcacgtacg
tgaaagcagg
categtecte
geatettgeg
caggocagts
ttaggtacgt
gocacgegat

agoaaagotg

54

actgtcagac
taaaaggate
gttttogttc
tttttttetg
ttgtttgoey
gcagatacca
tgtagoaceyg
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcec
atttttgtga
tttacggtte
agatctgage
gtggecgagg
cogacggoty
tgtttegagt
gocactgtat
agctataceg
getgggagec
cacacagagc
tttacatcga
cggctgctge
tgcecectece
cgttggocat
atcgtegteg
aggagaacceg
gccagaccag
acgtacgoac
ggcgetagea

ggegettggy

caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgegtaatct
gatcaagage
aatactgtec
agotacatace
tgtcttaccg
acggggggott
ctacagogty
cocggtaageg
tggtatcttt
tgectcgtcag
ctggeootttt
tegeggeege
ctacagcacy
gtecgegtgc
caagaccoteg
acegtgegta
tgtgctgtag
ctggogeogge
ggttcatttyg
agtaacaged
cogocttect
atttctcccco
goggegoccyg
gogacotggt
totgeactet
acctgctgea
gtetteatga
gocaggagey

saggggateg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



10

ggccactact
ggagcgogea
cetttoactyg
togaagtagg
cggtgctecac
toctoccoggga
teatcagege
geggectgga
cetecgggee
gcgacccegge
gagatttecga
acgccggetg
acttgtttat
ataaagcatt
atecatgtetg
tggcegtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
cgcatetgtyg
tgecgeatag
ttgtotgete

tcagaggttt

tggacgaacg
aaacccagge
agcaggggga
caggactgecc
cgcgogcgac
cttegtggag
ggtecaggac
cgagetgtac
ggccatgace
cggcaactge
tteceacecgec
gatgatcetc
tgcagettat
ttttteactg
aatteocoggg
tttacaacgt
tccececttte
gttgcgcagc
cggtatttea
ttaagecage
coggeatoog

tcaccgteat

<210> 31

<211> 3964

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 31

gacgaaaggyg
cttagacgte
tetaaataca
aatattgaaa
ttgcggeoatt

ctgaagatca

cctogtgata
aggtggeact
tteaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect

gttgggtgca
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aacgaaacge
tggacgeget
actgacgetg
cgcaggggtc
gtcgeeggag
gacgacttcg
caggtggtge
gecgagtggt
gagateggeg
gtgcactteg
gocttotatg
cagogoagyyg
aatggttaca
cattetagtt
gatcctetag
cgtgactggg
gccagetgge
ctgaatggcg
caccgeatat
cccgacacecs
cttacagaca

caccgaaacg

cgoctatttt
ttteggggaa
tatcegetea
atgagtatte

gtttttgctce

cgagtgggtt

atgacgtcat
gggtgegatt
gagogegeoga
aggccatgge
cggtcgagtt
ccggtgtggt
dggacaacac
cggaggtogt
agcagecgtyg
tggccgagga
aaaggttggy
atctcatgct
aataaagcaa
gtggtttgte
agtegacetg
aaaaccctgyg
gtaatagcga
aatggcgcect
atggtgeact
gocaacacee
agctgtgace

cgcga

tataggttaa
atgtgegegg
tgagacaata
aacatttocg
acccagaaac

acatcgaact

55

cettggeagt
gagaaccgea
cegtaggega
caagttgacc
ctggaccgac
cogggacgac
cetggectgy
gteocacgaac
ggggcgggag
gcaggactga
cttecggaatc
ggagttctte
tageatcaca
caaactcate
caggeatgea
cgttacccaa
agaggcccge
gatgcggtat
cteagtacaa
getgacgege

gtetooggga

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtegocett

gctggtgaaa

ggatctcaac

aaatcttgee
agetttggag
aggaatttga
agtgccgttce
cggetegggt
gtgaccctgt
gtgtgggtge
tteoegggacg
ttaegecetge
cacgtgctac
gttttceggy
gccecacceca
aatttcacaa
aatgtatett
agettggeac
cttaatcgec
accgatcgec
tttctcotta
tetgetetga
cetgacggge

getgeatgtg

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
atteoctttt
gtaaaagatg

agcggtaaga

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080
4140
4200

4235

60

120

180

240

300

360



tccttgagay
tatgtggcge
actattctca
geatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgeoaggace
gagcoceggtga
ccagtategt
agatcgetga
catatatact
tcoctttttga
cagaccccegt
gctgecttgeca
taccaactect
ttctagtgta
tegetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
geagggtegy
atagtcctgt
Jgg9geggag
gctggecttt
gatatcgeta
tatacagate
tggatgecag
cctgtggttg

gatgtogety

ttttcgecece
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactcgcoctt
caccacgatyg
tactetaget
acttetgoge
gcgtgggtot
agttatctac
gataggtgec
ttagattgat
taatcteoatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttocgaag
gocgtagtta
aatectgtta
aagacgatag
geecagettg
aagogocacy
aacaggagag
cgggtttoge
cctatggaaa
tgctcacatg
gacaacgcoca
ggataaatat
actaaggagt
agecgeoccace

ctcttgegag
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gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgetyg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtageaa
tcceggeaac
taggecette
cgoggtatca
acgacgggga
toactgatta
ttaaaactte
accaaaatecc
aaaggatctt
ccaccgetac
gtaactgget
ggcraccact
ccagtggetyg
ttaccggata
gagcgaacga
attoccgaag
cgcacgaggyg
caccteotgac
aacgecagea
tgtgctggge
tccteocgacea
tatacegoce
cettgetect
aacaggttaa

actcttcatt

tteocaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
c¢cataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggetggetyg
ttgeoagecact
gteaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaactc
ctgecagtygg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaaggce
agottecagg
ttgagegtog
acgeggectt
ccagccggce
cagcaaggac
cttecgetot
ctgegeaagyg
agcgaaccag

agatcggegy

56

gagcactttt
gecaactoggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgebtttttg
gaatgaagce
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggecagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttogtte
tttttttcety
ttgtttgccy
gecagatacca
tgtagecaccyg
cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgoe
atttttgtga
tttacggttc
agatctgagc
acgcaccgct
cottttette
ctgetcacee
ggccgecocg

aatgctgoog

aaagttctgce
cgocgeatac
cttacggatg
actgeggeca
cacaacatgg
ataccaaacyg
ctattaactyg
gcggataaag
gataaatcotg
ggtaagcecct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagogt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtec
cctacatace
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagegtg
ceggtaageg
tggtatettt
tgotogtcag
ctggoctttt
tecgcggecge
toggctacgg
tttgetegte
agagtetetg
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

1520

1980

2040

2100

2160

2220



cgoectatteg
ggcagaacge
cgtetgeaac
agcgcatgtc
cagtgocctgg
cotggtecge
taaggcggge
ccatgatgee
caatcgagac
ccgggaccgce
atcaagggcc
cgccatggeo
ggtcgagtte
cggtgtggte
ggacaacacc
ggaggtcegtg
gocagcegtyg
ggccgaggayg
aaggttggge
tetecatgetg
ataaagcaat
tggtttgtcc
gtcgacctgc
aaaccctggc
taatagcgaa
atggoegodtyg
tggtgcacte
ccaacacccg
gctgtgaccg

goga

<210> 32

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

<400> 32

ttegttegtt
gageagttca
tttecggtga
gacgtcccec
gtgcggeocat
gtgcttecge
ggggtggety
catageggee
gatcccoccaa
ctggtgacgg
tagtgctagc
aagttgacca
tggacegace
cgggacgacy
ctggectggy
tccacgaact
gggcgggagt
caggactgac
tteggaateg
gagttettog
agcatcacaa
aaactcatca
aggcatgcaa
gttacccaac
gaggoocgoa
atgoggtatt
tcagtacaat
ctgacgogeoce

tctcococgggag
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tgtacgegag
cgtttetttyg
ggacagcaga
agctcgtetco
ttcoctaaat
cttactacct
ctettgetta
acagaatcgt
aagtggacaa
ccagccggea
gagcagctcg
gtgcegttceo
ggctogggtt
tgacectgtt
tgtgggtgcyg
tcegggacge
tcgccctgeg
acgtgctacg
tttteocggga
cccaccocaa
atttcacaaa
atgtatctta
gcttggeact
ttaatcgoct
cegatogoeoe
ttetocttac
ctgotetgat

ctgacgggct

ctgcatgtgt

dggtgegage
cagctttate
getgeagtte
cgtctceocect
aggttgogea
gaacgcgcag
dgacaggoge
aggogetgea
gcaccgtcaa
aaaccggaat
agcgaaagaa
ggtgctcacce
cteoegggac
catcagogog
dggectggac
cteccgggecy
cgacceggeoc
agatttcgat
cgeeggetgg
c¢ttgtttatt
taaagecattt
tcatgtctga
ggcegtegtt
tgcagcacat
ttoccaacag
goatatgtge
gecgcatagt
tgtetgetec

cagaggtttt

57

gugcttogtiyg
tatcogoaaa
tgategtete
ggagtggacg
goccgagttte
tagotoggeg
gtacgtcage
atcgggaact
agtaacetgyg
ctatcacgag
gocgogocage
gogogogacg
ttegtggagg
gteocaggace
gagcetgtacy
gccatgaccg
ggcaactgcg
tccaccgeoceg
atgatcctec
gcagcettata
ttttecactge
attoccocgggg
ttacaacgtc
cccocttteg
ttgogeageoc
ggtattteac
taagcocaged
cggoateccge

caccgtcatc

ttggcagata
ttegecteag
catettttgyg
gtctctttca
cttaaacgtyg
cgtgocgett
agageoggey
gocdaagatgg
c¢tgatgatgg
gactgggcag
agcgoaggca
tcgeoggage
acgactteoge
aggtggtgec
cegagtggte
agatcggcga
tgcacttcgt
ccttctatga
agcegegggga
atggttacaa
attctagttg
atocctctaga
gtgactggga
ccagctggcey
tgaatggega
accgeatata
cogacacecy
ttacagacaa

accgaaacgc

2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

3964



gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tecttgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgecaggacc
gagocggtga
ccegtatagt
agatcgetga
catatatact
toctttttga
cagacccegt
gctgettgea
taccaactet
ttetagtgta
tegetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
geagggtegy

atagtcctgt

ccteogtgata
aggtggcact
ttcaaatatyg
aaggaagagt
ttgecttect
gttgggtgca
ttttegecce
ggtattatce
gaatgactty
aagagaatta
gacaacgate
aactagectt
caccacgatg
tactctageot
acttctgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctecatyg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttecgaag
gecgtagtta
aatccotgtta
aagacgatag
geccagettyg
aagcgccacg
aacaggagaqg

cgggtttege
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cgectatttt
tttcggggaa
tatccgctea
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgotg
ggaggaccga
gategttggg
cctgtageaa
tccocggeaac
tecggeoctte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactgget
ggecaccact
ccagtggetyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttccogaag
cgcacgaggy

cacctetgac

tataggttaa
atgtgcgegyg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttecaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggeaacaae
aattaataga
cggctggety
ttgecagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaacte
ctgocagtygyg
aggcgcagcy
cctacaccga
ggagaaaggc
agettecagyg

ttgagegteg

58

tgtcatgata
aacccctatt
accoctgataa
tgtegocett
getggtgaaa
ggatctcaac
gageactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgogcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatce
gttttcegttc
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtageaceyg
cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgog

atttttgtga

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccocctttt
gtaaaagatg
ageggtaaga
aaagttctge
cgccgeatac
cttacggatg
actgoggceca
cacaacatgg
ataccaaacqg
ctattaactg
gcggataaaqg
gataaatcty
ggtaagcect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtee
¢ctacatace
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatettt

tgetegteag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800



gggggcggay
gctggeettt
gatatcgcta
tatccagate
tggatgocag
cctgtggttg
gatgtegotg
cgectetteg
ggcagaacge
cgtctgecaac
agogeatgte
cagtgectgyg
cctggtecge
taaggcgggce
ccatgctgec
caatcgagac
cogggaccge
atcaagggec
cgatgagtaa
gtgatgttaa
gaaaacttac
ttgtcactac
ggcacgactt
tcaaggacga
tcaacaggat
agttggaata
gaatcaaagc
accattatca
acotgtacac
ttettgagtt

gtacctctac

cctatggaaa
tgctcacatg
gacaacgeca
ggataaatat
actaaggagt
agcgcccace
ctettgegag
ttegttegtt
gageagttea
tttcocoggtga
gacgtocooo
gtgcggecat
gtgettocge
ggggtggcty
catagcggcece
gatcceccaa
ctggtgacgg
tagtgctage
aggagaagaa
tgggeacaaa
ccttaaattt
tttecacttat
cttecaagage
cgggaactac
cgagettaag
caactacaac
taacttcaaa
acaaaatact
acaatetgeo
tgtaacaget

gocgtcacgtyg
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aacgocagea
togtgctggge
toctogagea
tatacegacec
cottgetect
aacaggttaa
actctteatt
tgtacgcgag
agtttetttg
ggacagcaga
agctegtote
ttcoctaaat
cttactacet
ctottgeotta
acagaatcgt
aagtggacaa
ccagecggea
gageagcteg
ctttteactg
ttttetgtea
atttgcacta
ggtgttcaat
gocatgectyg
aagacacgtg
ggaategatt
tcccacaacyg
attagacaca
ceaattggeg
atttegaaag
gcetgggatta

ctacgagatt

acgcggectt
ccageceggec
cagcaaggac
ctteegetet
ctgegeaagy
agcgaaccag
agateggegg
eggtgegage
cagetttate
gctgcagtte
cgtcocteceet
aggttgegea
gaacgeogeoagy
cgocaggoge
aggegetgea
gcaccgtcaa
aaaccggaat
agcgaaagaa
gagttgtceoce
gtggagaggg
ctggaaaact
getttteaag
agggatacgt
ctgaagtcaa
tcaaggagga
tatacatcac
acattgaaga
atggeccetgt
ateccaacga
cacatggeat

tcgattocac

59

tttacggttc
agatctgage
acgecacoget
coettttettt
ctgoteacee
gygccgccccy
aatgotgooyg
ggcttegttg
tatoogoaaa
tgatcgtcte
ggagtggacy
goeogagttte
tagetoggeyg
gtacgtcage
atcgggaact
agtaacctgg
ctatcacgag
gogogecage
aattottgtt
tgaaggtgat
acctgtteca
atacccagat
gcaggagagy
gtttgaggga
cggaaacate
ggcagacaaa
tggaagogtt
ccttttacea
aaagagagac
ggatgaacta

cgocgoctec

ctggectttt
tcgcggecge
toggctacygy
tttgetegte
agagtetotyg
ttgcegetge
caggactgac
ttggeoagata
ttegactoag
catcttttgg
gtctotttea
cttaaacgtg
cgtgocogett
agcgocggey
gccaagatgyg
ctgatgatgg
gactgggcag
agogcagyca
gaattagatg
goaacatacy
tggceaacac
catatgaage
accatctett
gacacocteg
cteggecaca
caaaagaatg
caactagcag
gacaaccatt
cacatggtcoe
tacaaataag

tatgaaaggt

1860

1520

1920

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2380

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



10

15

20

25

30

tgggettcgg
tgctggagtt
gcaatagcat
tgtecaaact
cctgeaggea
ctggegttac
gocgaagaggco
gcctgatgeg
cactctcagt
acecegatgac

gacegteteos

aatcgttttce
cttcogoocac
cacaaatttc
catcaatgta
tgcaagettg
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttecte
acaatctgcet
gegecctgae

gggagotgca
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cgggacygocyg
cccaacttgt
acaaataaag
tettateatg
gcactggeeg
cgocttgeag
cgececttece
cttacgeatc
ctgatgecoge
gggcettgtet

tgtgtcagag

getggatgat
ttattgcage
cattttttte
tetgaattee
tegttttaca
cacatcooce
aacagttgog
tgtgeggtat
atagttaage
geteceggea

gttttoaceyg

<210> 33

<211>78

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33

gageageteg agegaaagaa gegegocage agegeoaggea cgatgagtaa aggagaagaa

cttttecactg gagttgte

<210> 34

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34
gtgacgegta gaggtacett atttgtatag ttcatccatg ceatgtgtaa tece

<210> 35

<211> 7032

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 35

agetgttteoe tgtgtgaaat tgttatcocge tcacaattee
gceataaagtg taaageoctgg ggtgectaat gagtgageta
gctcactgee cgetttecag tegggaaace tgtegtgeoca

aacgcgceggg gagaggceggt ttgcgtattg ggogecteotte

60

cctoccagege
ttataatggt
actgcattct
cggggatect
acgtegtgac
tttegecage
cagcctgaat
ttcacaccge
cagccocgac
tecgettaca

taatcaccga

54

acacaacata cgagecggaa
actcacatta attgegttge
gcetgeattaa tgaatcggee

cgcttocteg ctcactgact

ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
ctagagtega
tgggaaaace
tggegtaata
ggcgaatggce
atatatggtg
acccgccaac
gacaagetgt

aacgagaga

3720
3780
3840
3800
3560
4020
4080
4140
4200
4260

4319

60

78

60
120
180

240



cgetgegete
ggttatccac
aggcecaggaa
acgagcatca
gataccaggo
ttaccggata
gctgtaggta
cceccogttcoa
taagacacga
atgtaggegy
cagtatttgyg
attgatecgg
ttacgogeag
ctcagtggaa
tcatcgagoa
tgaaaaagcc
agatactggt
ccctegteoaa
gagaatggca
tegtceateaa
agacgaaata
cgeaggaaca
acctggaatyg
cggataaaat
atctcatetg
gcatcggget
goccatttat
gacgtttcoo
agttttattg
atgaagtttt
cttaatcagt

actoceoegte

ggtegttegy
agaatcaggg
cegtaaaaag
caaaaatcga
gttteeecoct
cctgtecgee
tctcagtteg
geacgacogao
cttatcgeea
tgcotacagag
tatctgeoget
caaacaaacca
aaaaaaagga
cgaaaactca
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
ateggtetge
aaataaggtt
aaagtttatg
aatcactoge
cgogateget
ctgocagege
ctgttttcce
gettgatggt
taacatcatt
tcocatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttecatgagat
aaatcaatct

gaggcaccta

gtgtagataa
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ctgeggegag
gataacgcag
gecgegttge
cgotecaagte
ggaagotoce
ttteoteocctt
gtgtaggtcg
tgogecttat
ctggeagecay
ttettgaagt
ctgctgaage
accgetggta
totcaagaag
cgttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattacgact
atcaagtgag
catttctttce
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatogea
cggaagaggc
ggcaacgcta
togatagatt
atcagecatce
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
totcagegat

ctacgatacg

cggtatcage
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggeg
tegtgegeta
cgggaagegt
ttegetcocaa
coggtaacta
ccactggtaa
ggtggoctaa
cagttacctt
goeggtggttt
ateeotttgat
ttttggtecat
ttcatatcag
aactcacocga
dgtecaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
cogttattea
caattacaaa
tttteacetyg
gtggtgagta
ataaatteeg
cctttgocat
gtegeoacctg
atgttggaat
ccecttgtat
gatettcoace
tgagtaaact
ctgtctattt

ggagggetta

61

tcactcaaag
gtgagcaaaa
ceataggete
aaaccegaca
tactgtteog
ggegettict
getgggetgt
tegtottgag
caggattage
ctacggetac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttetacyg
gaattaattc
gattatcaat
ggcagttcoca
caatacaacce
gagtgacgac
caacaggeoca
ttegtgattyg
caggaatega
aatcaggata
accatgcatc
teagocagtt
gtttcagaaa
attgcecegac
ttaatcgcgg
tactgtttat
tagateettt
tggtctgaca
agttcateca

ceatctggee

geggtaatac
ggccagcaaa
cgoocccctyg
ggactataaa
accctgooge
catagctcac
gtgcacgaac
teocaaccogyg
agagegaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtetgacqg
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaattte
tgaatccggt
gocattacge
cgoctgageg
atgeaacegg
ttettetaat
atcaggagta
tagtetgace
caactetgge
attategega
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatyg
tagttgoetg

ccagtgetge

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160



aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgecgy
cattgctaca
ttececaacga
cttoggtoot
ggcageacktg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagegga
attteocecga
ggtggttacy
tttcttecoct
gctcoccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctoggtetat
tgagetgatt
cattogecat
ttacgocage
ttttececagt
cccecacacy
ccatccattg
cccaacatga
aactogtagt
tgcgettgge

aacttttgte

cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgyg
tcaaggecgag
ccgatcgttg
cataattecte
accaagtcat
cgggataata
teggggegaa
cgtgeaceca
acaggaagge
atactettoc
tacatatttg
aaagtgccac
cgoagogtga
tccttteotog
gggttccgat
tcacgtagtyg
ttctttaata
tocttttgatt
taacaaaaat
tcaggetgeg
tggcgaaagyg
cacgacgtty
tgtggtctag
cgctgcggaa
gacgogetot
agattttgta
agcectoggte

cgcgagegge
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gctcacogge
gtggtcoctge
taagtagtto
tgtcacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgteat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcette
aaaatgeoge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgegeco
cogotacact
ccacgttege
ttagtgcttt
ggccatogoc
gtggactctt
tataagggat
ttaacgegaa
caactgttgy
gggatgtgot
taaaacgacg
agctageocta
gcattggatt
gtaggcaaga
aagaacactyg
ccaaacegte

cgttaaagge

tccagattta
aactttatcec
gceagttaat
gtogtttggt
ccccatgttg
gttggoogea
gecateegta
gtgtatgegy
tageagaact
gatettaceg
agceatetttt
aaaaaaggga
ttattgaage
gaaaaataaa
ctgtagegge
tgooagogee
cggctttece
acggraccte
ctgatagacyg
gttecaaact
tttgeecgatt
ttttaacaaa
gaagggegat
gcaaggegat
gccagtgaat
ggcteogagaa
gogaactgeg
ceatttoege
cacgtctgac
acggtcgetg

gecagecgega

62

tcagcaataa
gcetecatee
agtttgegea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgeotttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
acttteoacca
ataagggoga
atttatcagyg
caaatagggg
gcattaageg
ctagogocoy
cgtcaagetce
gaccccaaaa
gtttttogee
ggaacaacac
toggectatt
atattaacge
cggtgeggge
taagttgggt
tgtgcggecy
gettggecty
tocggeocagat
ceceggettt
tgcteococcoage
cceggtecac

gegtgocaac

accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagcteccgg
cggttagecte
tcatggttat
ctgtgactgyg
gctcttgeee
tcatcattgyg
ccagttegat
gegtttetgyg
cacggaaatyg
gttattgtot
tteegegeac
cggegggtgt
cteocttteoge
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaattte
ctoettogeta
aacgooagyay
cgagcteggg
tctecettgyg
cgettggttt
gcetoacaace
cocgeacgeat
gggaaaazat

egtecgtoce

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2380

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020



geattotttt
ctogegtgee
gtggagtcgg
cgoeggetgeg
ggoogttgea
ccogcacaga
caaccgaaag
gacgtgggga
agaagaggge
aaagcaaaac
caacacgccg
cgacogetes
cadcegegege
ggacttogty
cgcggtocag
ggacgagctg
googgecaty
ggccggeaac
cgattccacc
ctggatgate
tattgeaget
atttttttea
ctgagggoce
gagtcatgat
catcagttgt
gggctegact
cgcgtaaatt
cttogegtot
ggoaagtetyg
tgcagttaaa
cgctetgtte

actgtaatta

cccaatgttg
ctteoettage
cgtecatgte
caacgageeyg
cgoegattet
gtggacttte
tttatgetag
coctgggegea
actaggageg
ceggetoate
ttctaccceg
taacgocaac
gacgtogoeyg
gaggacgact
gaccaggtgg
tacgeogagt
accgagateg
tgcgtgecact
gccgecttot
cteocagegey
tataatggtt
ctgcattcta
gactgttogy
aattgagcag
cgacggtagt
ecggagaggyg
acccaatgtyg
tgctattgga
gtgccagcag
aagctcgtag
gocgagogge

aagcagagtyg
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gattcatteca
gtgegcagat
atgegegege
ttteacgeca
goageacete
acccocteac
coctocatgeo
ataaggegeg
geaacccact
cagagcaaac
ccttecttge
caagcaagat
gageggtega
togocggtgt
tgcoggacaa
ggteggaggt
goegagoageco
tegtggeoga
atgaaaggtt
gggatcteat
acaaataaag
gttgtggttt
gagggccgea
ategettgtt
gtattggact
agectgagag
gactccacga
atgagagcaa
cogeggtaat
ttgaatttct
tecctetgeca

ttocaagoay

ttcttgeocag
ctettettee
ggcgtottga
ttgogaccaa
tgggctgtga
tccactgaag
geaacggacy
agaaggaaat
ggcgoggeac
cegaatceage

gtcocctegeo

goccagatcat
cagageecye
coccoctogge
cogoegegeta
gggacgaccg
ccaactttte
tcacceccoat
tacgacggea
ageggtttgyg
ctteagacgg

tccceoecgage

ggccaagttyg
gttoetggace
ggtecgggac
caccctggec
cgtgtocacg
gtgggggedy
ggagcaggac
gggcttogga
getggagtto
caatagceate
gtccaaacte
cttattagay
tggagegatg
acggtgacta
acggotacca
ggtagtgacg
tgtaaaacceo
tecagoteca
Jgggcgggay
tcctogecte

gtcgtatgac

63

acoagtgoog
gaccggctog
gacgtgacce
tggatgtggg
aactteocggg
gagttegece
taacacgtge
atcgttttec
ttogeecace
acaaatttca
atcaatgtat
ttgaagccaa
aatcgtttga
taacgggtga
catecaagga
agaaatatca
tcatocgagga
gaagegtatyg
ccceggtett
tttttttagt

ctggatgttt

ctgtgectee
goggegette
coctttggtt
aaateggatt
tecactttta
gocgtettee
ttocactgge
cactggggee
cgegogggatc
tegtgectaa
ccaagtctte
ttoeggtget
ggttetoceg
tgttcatcag
tgcgoggoct
acgeootoogg
tgogegacoe
tacgagattt
gggacgccgyg
ccaacttgtt
caaataaage
cttatcatgt
gtaagatggt
gtttetgeee
cggggagtta
aggcageagyg
atgeggggey
tcaactggag
ctaaagttgt
tgcegegacty
ggcegtegtte

attatgggat

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5940



10

15

20

25

gatcagatag
aacagttggy
gaactacagc
atcgaagatg
ggggtgtttyg
ggggagtatyg
ggagcectgeg
gattgacaga
ttggtggagt
geggtgggta
caggaagtte
gectacactga
ggcatggcaa
tccaacgagyg
tttgtacaca
cttttgageg
aggtgaagte
cgtotgcage

aatcatggtc

ggctegagtyg

ggtattcgta

gaaggcattt
attagatacc
tattggacee
gtegeaagge
gcttaatttg
ttgagagctc
gatttgtectg
tggegacata
gaggcaataa
tgggttcaac
atcctttcaa
aattcctagt
ccgocogteg
tttgttegeg
gtaacaaggt

atgaegtggta

at
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ctattttgtt
tttaggaget
accaagcatyg
ategtagtet
togeageage
tgaaacttaa
actcaacacyg
tttcttgatt
gttaattcog
cttgegtacyg
caggtctgtyg

gggtggtcat

cgoccatcgt
aaacgcaagt
cacctaccga
aggggggtca
ttecgtagtyg

cegagettte

ggtttgcaca
agaggtgaaa
ttttcattaa
agaccgtaaa
acatgagaaa
aggaattgac
ggaaaactta
ctatgggtyg
ttaacgaacg
cttettagag
atgcoccttag
cgttgttege
gctggggeta
catcagcttg
ttgaacggtc
gaactagggt
aatcacgaat

ccetatagtga

<210> 36

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36
ggtctagagc tagcctaggc tcgagaagot tggoctgtct coottggeea toc

<210> 37

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 37
ggaacggcac tggteaactt ggecatottg ctiggttgge gttaggageg g

<210> 38

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

64

tctgagtaat
ttcttggatt
tcaagaacga
cgatgocgac
tcaaagtett
ggaagggeac
ccaggtocag

tggtgcatgg

agacctcggc
ggacatgtte
atgttctggg
agcgaggtge
gatttttgca
cattgaatac
cgatgaaacc
gaatcttatt
tetggatecg

gtegtattag

53

51

gatgaatagg
tccgaaagac
aagtctgggg
ttgegattge
tgggtteegy
caccaggagt

acataggtag

ccgttcttag
ctactaaata
ggtatacgag
ccgcacgage
tttgeeggaa
attattaatce
gtcecctgoce
atgggatgac
gtttagagga
atacgtaacyg

agettggegt

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7032
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 38
ccgetectaa cgccaaccaa geaagatgge caagttgace agtgeegttc ¢

<210> 39

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 39
ggccetcceg aacagtcggg ccctcagaca tgataagata cattgatgag tttgg

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 40
ggccaagttg accagtgeeg 20

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 41
cagtectget ceteggecac 20

<210> 42

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 42
catgaccgag atcggegag 19

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 43
cegtegacaa ctgatgggge 20

<210> 44
65

51

55
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<211> 7360

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 44
agetgtttoe tgtgtgaaat tgttateoge teacaattee acacaacata cgagecggaa 60
gcataaagtg taaagcctgg ggtgectaat gagtgagcta actcacatta attgcgttge 120
gctcactgee cgotttcoccag togggaaaco tgtegtgecca gotgecattaa tgaatcggec 180
aacgcgcggg gagaggcggt ttgcogtattg ggeogeteotte cgettcctceg ctcactgact 240
cgetgegete ggtogttegyg ctgeggegag cggtatcage tcactcaaag geggtaatac 300
ggttateocac agaatcaggyg gataacgeag gaaagaacat gtgagcaaaa ggecagcaaa 360
aggcecaggaa cogtaaaaag gecgegttge tggegttttt ccataggete cgoccecctg 420
acgagcatca caaaaatcga cgctcaagtc agaggtggog aaacccgaca ggactataaa 480
gataccaggc gtttcoccccot ggaagcoctoco tegtgegetce toctgttocg accctgocge 540
ttaccggata cctgtccgoce tttcteocectt cgggaagegt ggegetttcet catagetcac 600
getgtaggta tetcagtteg grgtaggteg ttogetocaa goetgggetgt gtgeacgaac 660
ccocegttoa gecogacege tgegecttat ceggtaacta tegtettgag tecaaccegg 720
taagacacga cttategeca ctggeageag ceactggtaa caggattage agagegaggt 780
atgtaggcgg tgctacagag ttcttgaagt ggtggcctaa ctacggctac actagaagga 840
cagtatttgg tatctgcget ctgctgaage cagttacctt cggaaaaaga gttggtaget 900
cttgatcocgg caaacaaacc accgctggta gecggtggttt ttttgtttge aagcagcocaga 960
ttacgoegcag aaaaaaagga totcaagaag atcctttgat cttttctacyg gggtotgacg 1020
cteagtggaa cgaaaactca cgttaaggga ttttggtecat gaattaatte ttagaaaaac 1080
tcatogageoa tcaaatgaaa ctgcaattta tteatatcag gattatcaat accatatttt 1140
tgaaaaagcc gtttctgtaa tgaaggagaa aactcaccga ggcagttcca taggatggea 1200
agatcotggt atoggtctge gattcogact cgtcocaacat caatacaacc tattaattte 1260
ccctegtcaa aaataaggtt atcaagtgag aaatcaccat gagtgacgac tgaatccggt 1320
gagaatggeoa aaagtttatg catttettte cagacttgtt caacaggeca gecattacge 1380
tegtoatcaa aatcactege atcaaccaaa ceogttattcea ttegtgattg cgectgageg 1440



agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatyg
cggataaaat
atctecatetg
gcateggget
geoccatttat
gacgttteccce
agttttattyg
atgaagtttt
cttaatcagt
actceeegte
aatgataceg
cggaagggec
ttgttgcogy
cattgotaca
tteccaacga
ctteggteoct
ggcagcacty
tgagtactca
ggogtcaata
aaaacgttcet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagogga
attteceega
ggtggttacg
tttcttcect
geteccttta

gggtgatggt

cgegateget
ctgecagege
ctgtttteece
gcttgatggt
taacatcatt
teccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttecatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcategtyyg
tcaaggegag
ccgatcgttyg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
teggggegaa
cgtgcaccca
acaggaagge
atactcttee
tacatatttg
aaagtgecac
cgcagcgtga
tcctttcteg
gggttccgat

tcacgtagtg
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gttaaaagga

atcaacaata

ggggatcgea
cggaagagyc
ggcaacgcta
tegatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagogat
ctacgatacg
gcteoacegge
gtggtcctge
taagtagttc
tgteacgoete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
cegogeocaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgecge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgegee
ccgctacact
ccacgttcge
ttagtgettt

ggccatcgec

caattacaaa
tttteacctyg
gtggtgagta
ataaattcog
cotttgecat
gtegeacetyg
atgttggaat
coocttgtat
gatcttcace
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
geccagttaat
gteogtttggt
ccccatgttyg
gttggcegea
gccatcogta
gtgtatgcgy
tagcagaact
gatcttaceg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaage
gaaaaataaa
ctgtagegge
tgccagogec
cggctttooe
acggeaccte

ctgatagacqg

67

caggaatega
aatcaggata
acgatgeate
teagecagtt
gtttcagaaa
attgecegac
ttaateogogg
tactgtttat
tagatccottt
tggtctgaca
cgttcateca
ccatotggee
tecageaataa
gcctccatecce
agtttgcgea
atggetteat
tgcaaaaaag
gtgttatecac
agatgectttt
cgacegagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggega
atttatcagyg
caaatagggg
gcattaageg
ctagogoccg
cgtcaagetce
gaccccaaaa

gtttttegee

atgeaacegyg
ttettetaat
atcaggagta
tagtetgace
caactotgge
attategega
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecty
ccagtgetge
accagecage
agtctattaa
acgttgttge
teagotoegy
cggttagete
teatggttat
ctgtgactgy
getettgeee
teatcattgg
cragttogat
gogtttetgg
cacggaaatg
gttattgtet
ttoegoegoac
cggegggtygt
ctecctttege
taaatcgggy
aacttgatta

ctttgacgtt

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300



ggagtccacy
ctoggtotat
tgagctgatt
cattcgccat
ttacgecage
tttteoccagt
cocccacacy
ccatccatty
cocaacatga
aactegtagt
tgegottggoe
aacttttgte
geoattctttt
ctegegtgeco
gtggagtogy
cgeggetgeg
ggecgttgea
cocgeacaga
caacccaaay
gacgtgggga
agaagagggc
aaagcaaaac
caacacgecy
cgceegetee
caccgogege
ggacttogtyg
cgeggtecag
ggacgagetg
goeggocaty
ggcceggeaac
cgcaccacea

cctgoeccett

ttetttaata
taettttgatt
taacaaaaat
tcaggctgcy
tggogaaagy
cacgacgttg
tgtggtetag
cgetgeggaa
gacgeogetet
agattttgta
agccteggte
cgogagegge
cccaatgttyg
cttocttage
cgtoccatgte
caacgagccyg
cgecgatttt
gtggacttte
tttatgetag
cotgggogea
actaggageqg
ceggoteate
ttetacecey
taacgccaac
gacgtcgecy
gaggacgact
gaccaggtgg
tacgeogagt
accgagatcy
tgegtgeact
cacaccacey

ccctetacea
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gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
caactgttygg
gggatgtget
taaaacgacg
agctagecta
gecattggatt
gtoggeaaga
aagaacactg
ccaaaccgte
cgttcaagge
gattcattca
gtgegeagat
atgcgegege
tttcacgecca
gragcaccte
accccctoac
cectcatgee
ataaggogeg
goaacecact
cagagcaaac
cettecttge
caagcaagat
gagcggtcga
tegoeoggtgt
tgeeggacaa
ggtoggagge
gogageagec
toegtggocga
ccoctettot

ctgeccacgtg

gétccaaact
tttgecgatt
ttttaacaaa
gaagggcgat
gcaaggogat
gocagtgaat
ggctegagaa
gocgaactgey
ccatttocoge
cacgtcoctgac
acggtcgctg
gocagoogoga
ttcttgocag
ctottottee
ggcgtcttga
ttgcgaccaa
tgggetgtga
tecactgaag
gcaacggacy
agaaggaaat
ggcgeggoac
ccgaatcage
gteectegee
ggccaagtty
gttctggace
ggteegggac
cacectggee
cgtgtccacg
gtygggggcayg
ggagcaggac
tteettgete

cggcgtatga

68

ggaacaacac
teggootatt
atattaacgc
cggtgcggge
taagttgggt
tgtgeggecg
gettggeety
toggeocagat
coecggottt
tgctoccage
cccggtocac
gogtgocaac
gocagatcat
cagagccoge
coccctogge
ccgegegeta
gaggacgaccg
ccaactttte
teacccceat
tacgacggea
ageggtttogy
cttcagacgy
teccacgage
accagtgecg
gaccggeteg
gacgtgacce

tgggtgtggy

aactteooggg
gagttogece
taaatgeatt
actoegateca

gcgegettge

tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ctcttogeta
aacgcecagyy
cgagetoeggg
tetecottygy
cgettggttt
getcacaace
cogoacgeat
gggaaaaaat
cgtoceogtece
ctgtgectee
geggegette
ceoctttggtt
aaatcggatt
tecactttta
geegtettee
ttecactgge
cactggggec
cgeggggate
tegtgeoctaa
ccaagtette
tteocggtget
ggttcteccg
tgttecatcag
tgegeggeet
acgeotoogg
tgogogacoo
cgeatggete
tagocactta

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



ttetetetag
tttttetact
cttetegatg
cgcaccgaca
cgeggcggeyg
taggageggyg
ctgggggacc
aaaaggtoge
ttattagagt
ggagcgatga
cggtgactat
cggctaccac
gtagtgacga
gtaaaaccct
ccagetecag
gggegggage
ccetegectet
tegtatgace
gtttgracat
gaggtgaaat
ttteattaat
gacegtaaac
catgagaaat
ggaattgacg
gaaaacttac
tatgggtggt
taacgaacga
tteottagaggy
tgeocttaga
gttgttcgea

ctggggctag

ttgtteacaa
ttacgtacey
acaacggcag
agcctgoegea
tygegagacoy
acogoegageyg
gecococgeggey
teteocagtet
tgaagccaag
atcgtttgag
aacgggtgac
atccaaggaa
gaaatatcaa
categaggat
aagcgtatge
ceeggtettt
ttttttagtyg
tggatgttta
ctgagtaatyg
tettggattt
caagaacgaa
gatgocgact
caaagtcttt
gaagggoace
caggtccaga
ggtgcatggc
gaccteggac
gacatgttcg
tgttctggge
gcgaggtget

atttttgcaa
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ttacacecege
gtgctcoactt
gotetgettg
aaaaacaaaa
cgecgagtte
actteggtge
tacctctgeyg
goggtttage
taagatggtg
tttctgecee
ggggagttay
ggcagcaggc
tgegggagoge
caactggagg
taaagttgtt
gogegactge
gogtegttea
ttatgggatg
atgaatagga
ccgaaagacy
agtctgggga
tgcgattgcyg
gggttccggy
accaggagtg
cataggtagg
cgttettagt
tactaaatag
gtatacgagco
cgcacgcgcy
ttgccggaag

ttattaatet

tatcaatact
acttacacct
cggogogege
aaaacttatc
cgeoogocat
ctecgatage
cttoggtgge
ggagggeocg
agtcatgata
atcagttgte
ggctogacte
gogtaaatta
ttegegtett
gcaagtetgyg
geagttaaaa
getotgtttg
ctgtaattaa
atcagatagg
acagttgggg
aactacagceg
togaagatga
gggtgteegt
gggagtatgg
gageetgegg
attgacagat
tggtggagtyg
cggtgggtat
aggaagttcg
ctacactgat
gcatggcaaa

ccaacgagga

69

cacgeattea
gcecegecttyg
acgeateact
ttegetegeg
gogategaga
cagetggget
ccttaaaagg
actgtteggg
attgagcaga
gacggtagtg
cggagaggga
cccaatgtgg
getattggaa
tgccageage
agetegtagt
cogagegget
agcagagtgt
getegggtge
gtattcgtat
aaggcattta
ttagatacca
attggacect
tcgoaagget
cttaatttga
tgagagctcet
atttgtetgg
ggegacatace
aggcaataac
gggttoaacy
tcctttcaac

attcctagta

tettecoett
tteatteatt
tactecgocg
gcteoogatgt
gtetetotog
tetagacegy
ctgategtgy
agggoogeoac
togettgttt
tattggacta
goctgagaga
actccacgay
tgagagcaat
cgeggtaatt
tgaatttetg
cctetgecat
tecaageagy
tattttgttyg
ttaggagcta
ccaagcatgt
tegtagteta
cgoagoagoa
gaaacttaaa
cteaacacgyg
ttettgatte
ttaattcoegt
ttgegtacge
aggtetgtga
ggtggtcate
gcccatcgty

aacgcaagtc

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

582¢

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

8360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6500

6960

7020

7080



10

15

20

25

30

35

40
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atcagettge attgaatacg tccctgecct ttgtacacac

tgaacggtec gatgaaacca tgggatgace ttttgagegt

aactegggty aatcttattyg tttagaggaa ggtgaagteg

atcacgaatt ctggatccga tacgtaacgc gtctgcagca

ctatagtgag tcgtattaga gcttggcgta atcatggtca

<210> 45

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 45
gatgcggage catgegaatg catttagtec tgetectegyg ccacgaag

<210> 46

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 46
cttcgtggce gaggagcoagg actaaatgea ttegecatgge tccgeace

<210> 47

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 47

ggeccteceg aacagteggg coctecgeta aaccgcagac tggagageg

<210> 48

<211> 7199

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 48

48

48

agctgtttcc tgtgtgaaat tgttatccgc tcacaattcoc

geataaagtg taaagoctgg ggtgoctaat gagtgageta

getcactgee cgetttecag tegggaaace tgtoegtgeca

aacgegeggyg gagaggeggt ttgegtattg ggegetette

cgctgcgeote ggtegttegg ctgcggcgag cggtatcage

70

cgocegtege acctaccogat

ttgttegega ggggggteay

taacaaggtt tocgtagtga

tgecgtggtac cgagctttce

49

acacaacata
actcacatta
gotgeattaa
cgettocteg

tcactcaaag

cgagccggaa
attgegttge
tgaateggee

ctcactgact

gcggtaatac

7140
7200
7260
7320

7360

60
120
180
240

300



ggttatccac
aggecaggaa
acgagcatca
gataccagge
ttaccggata
gctgtaggta
ccecccgttca
taagacacga
atgtaggcgy
cagtatttygy
cttgatcogy
ttacgegeag
ctoagtggaa
tcatcgagea
tgaaaaagec
agateoctggt
cootogteaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atoteoatety
gcatoggget
gcoccatttat
gacgtttoce
agtttratty
atgaagtttt
cttaatcagt
actccocogte

aatgataccg

agaatcaggg
cegtaaaaay
caaaaatcga
gttteocecct
cctgteegec
tetcagtteg
gocccgaccge
cttatcgeca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactea
tcaaatgaaa
gtttotgtaa
atcggtetge
aaataaggtt
aaagtttatyg
aatcactcgce
agogateget
ctgccagege
ctgttttoec
gettgatggt
taacatcatt
teccatacaa
acccatataa
gttgaatatyg
ttcatgagat
aaatcaatet
gaggcaccta

gtgtagataa

cgaganccac
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gataacgcag
gocgegttge
cgctcaagte
ggaagcetece
tttectccett
gtgtaggtcg
tgcgeoettat
ctggcageay
ttecttgaagt
ctgctgaage
accgotggta
tetcaagaag
cegttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattoogact
atcaagtgag
catttettte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcogea
cggaagagge
ggcaacgeta
togatagatt
atcageatce
gotcataaca
tatcaaaaaqg
aaagtatata
tctcagogat
ctacgatacyg

gotoaccgge

gaaagaacat
tggegtteet
agaggtggcg
toagtgegete
cgggaagegt
ttegetcocaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
goggtggttt
atcetttgat
ttttggteat
ttcatatcag
aactcaccga
cgtecaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cotttgocat
gtegeaccetg
atgttggaat
cooettgtat
gatettcage
tgagtaaact
ctgtctattt

ggagggetta

tccagattta

71

gtgagcaaaa
ccataggetc
aaacccgaca
toctgtteeg
ggcgctttct
gotgggotgt
tegtottgag
caggattage
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttetacy
gaattaatte
gattatcaat
ggcagttoca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggeocoa
ttcgtgattyg
caggaatcega
aatcaggata
accatgeatc
tocagocagtt
gtttcoagaaa
attgeocecgac
ttaatcgegg
tactgtttat
tagatcottt
tggtetgaca
cgttcatcca
ccatctggee

tcagcaataa

ggocagcaaa
cgecoceccty
ggactataaa
accotgeoge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacccygy
agagcegaggt
actagaagga
gttggtagect
aagcagcaga
gggtctgacyg
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggcea
tattaattte
tgaateoeggt
gocattacge
cgcctgagey
atgoaacagg
ttctteotaat
atcaggagta
tagtctgace
caactetgge
attategega
cctagageoaa
gtaagcagac
taaattaaza
gttaccaatg
tagttgcctyg
ccagtgctge

accagooage

360
420
480
540
600
660
720
780
840
oo
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220



cggaagggec
ttgttgcogy
cattgctaca
tteoccaacga
ctteggteet
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagcgga
atttcececga
ggtggttacy
tttotteocet
gcteooottita
gggtgatggt
ggagtcocacg
ctoggtotat
tgagetgatt
cattecgccat
ttacgecage
ttttececagt
ccocccacacy
ccatecattg
cccaacatga
aactegtagt
tgoegoettgge
aacttttgte

gcattctttt

gagcogoagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
toaaggogag
cogategttg
cataattete
accaagtcat
cgggataata
teggggogaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttec
tacatatttyg
aaagtgccac
cgcagegtga
tecoctttcteg
gggttccgat
tcacgtagtyg
ttetttaata
tettttgatt
taacaaaaat
tcaggctgcyg
tggcgaaagy
cacgacgtty
tgtggtctag
cgetgeggaa
gacgegetet
agattttgta
agacteggte
egcegagegge

cccaatgttg
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gtggtectge
taagtagtte
tgtcacgete
ttacatgate
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
cogogocaca
aactctcoaag
actgatcttc
aaaatgoocgo
tttttecaata
aatgtattta
ctgacgcogee
ccgctacact
ccacgttege
ttagtgcttt
ggccatcgee
gtggaotott
tataagggat
ttaacgegaa
caactgttgg
gggatgtget
taaaacgacyg
agctageocta
geattggatt
gteggeoaaga
aagaacactg
coaaacogto
cgttoaagge

gattcattca

aactttatec
gecagttaat
gtegtttggt
coacatgttyg
gttggoegea
gocatcegta
gtgtatgegy
tagcagaact
gatcttaceg
agecatctttt
aaaaaaggga
ttattgaage
gaaaaataaa
ctgtagegge
tgecagegee
cggetttoce
acggcacctc
ctgatagacg
gttocaaacot
tttgeogatt
ttttaacaaa
gaagggegat
gcaaggegat
gccagtgaat
ggctogagaa
gogaactgeg
ccatttecge
cacgtotgac
acggtagetg
goagoogega

tteottgeocag

72

gectecatee
agtttgcegea
atggetteat
tgceaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggoga
atttatcagyg
caaatagggg
gcattaagecg
ctagogeoeeg
cgtcaagete
gaccccaaaa
gtttttcgee
ggaacaacac
toeggectatt
atattaacge
cggtgeggge
taagttgggt
tgtgcggecg
gettggeetyg
teggecagat
ceceggettt
tgeteccage
ccaggtocan

goegtgecaac

gocagatcat

agtctattaa
acgttgtitge
tocagetoogy
cggttagete
teatggttat
ctgtgactgg
gectettgece
teatcattygg
ccagttegat
goeghttcktgg
cacggaaatg
gttattgtet
ttecgegeac
cggegggtgt
cteoettteoge
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
teoaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaattte
ctcttogeta
aacgecaggy
cgagcteggy
teteccttygyg
agettggttt
getcacaace
cogeacgeat
gggaaaaaat
cgtecgtece

ctgtgocetec

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3560

4020

4080



ctegegtgec
gtggagtegyg
cgeggetgeg
ggeogttgea
coogoacaga
caacccaaag
gacgtgggga
agaagagggc
asagcaaaac
caacacgeeg
cgacagotoa
caccgogoge
ggacttcogtg
cgeggtocag
ggacgagctg
goeggeoatyg
ggccggcaac
gatcoctact
cgoggoooge
ctttocatee
agagoggooc
ttettcttga
getacoggtg
agccgctage
tgttegggag
tgagcagatc
cggtagtgta
Jagagggagc
caatgtggac
tattggaatyg
ccageoageeg

ctagtagttg

cttocttage
cgtecatgte
caacgageocg
cgoogatttt
gtggactttc
tttatgetag
cctgggegea
actaggagcg
coggeteoate
ttctaceocy
taacgocaac
gacgtcgocy
gaggacgact
gaccaggtgy
tacgcoegagt
accgagateg
tgcgtgeact
gtgggggetc
cgaggggggc
cgeataaagt
cgtgegggta
tcagtgtggt
caccogtgea
ttggtgccct
ggccgeactt
gettgtttgg
ttggactacg
ctgagagacg
tccacgaggt
agagcaatgt
cggtaattce

aatttetggg
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gtgcgeagat
atgegegege
ttteacgeca
geageaccte
acccectcac
cocteatgoe
ataaggcgcg
gcaacccact
cagagcaaac
cottecttge
caagceaagat
gagcggtcga
tocgeoggtgt
tgccggacaa
ggtcggaggt
gogagcagae
tcgtggecga
tgacggacgyg
ggcaacgago
gatgeaccat
ggcgaagtge
aatcttcaac
agttgggcac
tttcgacagg
attagagttg
agcgatgaat
gtgactataa
gotaccacat
agtgacgaga
aaaaccctca

agctccagaa

gogggagoac

ctecttcttcee
ggogtettga
ttgoegaccaa
tgggetgtga
tccactgaag
gcaacggacy
agaaggaaat
ggcgcggcac
ccgaatcage
gtooctogee
ggocaagtty
gttckggace
ggtccgggac
caccctggec
cgtgtecacyg
gtgggggcgy
ggageaggac
coggtetttg
cgggtggegt
tttgacottyg
gottetgage
ggccacgete
cacgtagttyg
aagggcttgg
aagccaagta
cgttbgagtt
cgggtgacgy
ccaaggaagy
aatatcaatg
togaggateca
gogtatgeta

cggtotttge

73

cagagccoge
cecoctegge
coegogogeta
gggacgaceg
ccaacttttc
tecacccecat
tacgacggca
agcggtttgg
cttocagacgy
toecocogage
accagtgoog
gaccggotoy
gacgtgacce
tgggtgtggy
aacttecggy
gagttegece
taagcgeoctt
tacgtaaaca
ggcacggaca
ttgategttt
aaggaagaga
gettattega
tactggtgaa
tgaaaagccg
agatggtgag
tetgocecat
ggagttagag
cagcaggege
cggggcgett
actggaggge
aagttgttge

gegactgoge

goggegettce
ceotttggtt
aaateggatt
tecactttta
gocogtetteoe
tteocactgge
cactggggcce
cgcggggatc
togtgectaa
ccaagtette
ttocggtgot
gogttcteceg
tgttcatecag
tgcgoggect
acgeccotecygyg
tgogogacce
caggcaggct
ggogottett
aggcaagage
ttgtgtgttt
gaggtgcage
tacctgtaaa
tecaaatgtt
agggcccgac
tcatgataat
cagttgtcga
ctogactocg
gtaaattace
cgegtetige
aagtctggtg
agttaaaaag

tetgtttgeoe

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

46380

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

gageggeteoe
cagagtgtte
togggtgeta
attcgtattt
ggcatttacc
agataccatc
tggacccteg
gcaaggcetga
taatttgact
agagctcttt
ttgtctggtt
cgacatactt
gcaataacag
gttcaacggy
cttteaacge
tcctagtaaa
cccgtogeoac
gttcgegagyg
acaaggttte

cgtggtaccg

tetgocatee
caagcaggte
ttttgttggt
aggagctaga
aagcatgttt
gtagtctaga
cagcageaca
aacttaaagg
caacacggga
cttgattcta
aattcegtta
gcgtacgett
gtetgtgatg
tggtcategt
ceatagtget
cgcaagtcat
ctaccgattg
ggggtcagaa
cgtagtgaat

agettteooct
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togectettt
gtatgaccty
ttgecacatet
ggtgaaattc
tcattaatca
ccgtaaacga
tgagaaatca
aattgacgga
aaacttacca
tgggtggtag
acgaacgaga
cttagaggga
cecttagatg
tgttegeage
ggggctagat
cagcttgcat
aacggtccga
ctcgggtgaa
cacgaattet

atagtgagte

ttttagtgge
gatgtttatt
gagtaatgat
ttggatttce
agaacgaaag
tgccgactty
aagtetttgg
agggcaccac
ggtccagaca
tgcatggecy
cctoggecta
catgttcggt
ttetgggecy
gaggtgettt
ttttgeaatt
tgaatacgtc
tgaaaccatyg
tcttattgtt
ggatceegata

gtattagage

<210> 49

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49
ggoatcagcc tgeotgaagg cgcttagtee tgctcctegg cocacgaag

<210> 50

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 50
cttegtggee gaggagceagg actaagegee ttcaggcagg ctgatcce

<210> 51
<211> 48

74

48

48

gtoegtteact
atgggatgat
gaataggaac
gaaagacgaa
tectggggatce
cgattgeggg
gttccggggg
caggagtgga
taggtaggat
ttcttagttg
ctaaatagcg
atacgagcag
cacgegeget
gecggaagge
attaatetee
cctgceettt
ggatgacctt
tagaggaagg
egtaacgagt

ttggegtaat

gtaattaaag
cagatagggce
agttgggggt
ctacagcgaa
gaagatgatt
gtgtttgtat
gagtatggte
gectgegget
tgacagattg
gtggagtgat
gtgggtatgg
gaagttcgag
acactgatgg
atggcaaate
aacdgaggaat
gtacacaccg
ttgagcgttt
tgaagtcgta
¢tgeageaty

catggtcat

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

8720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7199



10

15

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 51
ggccetcceg aacagtcggg cocteggett ticaccaage cottceotg 48

<210> 52

<211> 6526
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 52

agetgtttec
gcataaagtg
geteactgee
aacgegeggy
cgotgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccagge
ttaccggata
gectgtaggta
ccoccogttca
taagacacga
atgtaggcgg
dagtatttgyg
cttgatocgyg
ttacgegeag
ctcagtggaa
tcatcgageca
tgaaaaagcc

agatceetggt

tgtgtgaaat

taaagcctgg
cgetttecag
gagaggeggt
ggtegttegy

agaatcaggg

ccgtaaaaag
caaaaatoga
gttteocecet
ectgteegee
tetcagtteg
goccgacocge
cttatcgeoea
tgctacagag
tatetgeget
caaacaaace
aaaaaaagga
cgaaaactca
tcaaatgaaa

gtttctgtaa

ateggtetge
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tgttatccge
ggtgcctaat
tegggaaace
ttgogtattyg
ctgeggegag
gataacgcag
gcogegttge
cgotcaagte
ggaagetoce
ttteotecett
gtgtaggteg
tgogeettat
ctggcagcag
tteottgaagt
ctgotgaage
accgetggta
teteaagaag
cgttaaggga
ctgcaattta
tgaaggagaa

gattcegact

tcacaattce
gagtgagcta
tgtegtgeca
ggogetette
cggtatecage
gaaagaacat
tggogttttt
agaggtggeg
teghgegete
cgggaagegt
ttegetecaa
cocggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
geggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
ttcatatoag
aactcaccga

cgtcocaacat

75

acacaacata
actcacatta
getgeattaa
agettocteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tectgttegg
ggegetttat
getgggetgt
tegteottgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttetacg
gaattaattc
gattatcaat

ggcagttcca

caatacaace

cgagcoggaa
attgegttgce
tgaateggec
ctcactgact
geggtaatac
ggccagcaaa
cgcoeccectg
ggactataaa
accctgooge
catagetcac
gtgeacgaac
tccaaccocgg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtaget
aageagcaga
gggtctgacy
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca

tattaattte

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

1020
1080
1140
1200

1260



ccctogtcaa
gagaatggoa
tegtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatyg
cggataaaat
ateteoatetyg
gcatcggget
goceatttat
gacgttteece
agttttatty
atgaagtttt
cttaatcagt
acteccogte
aatgataceg
cggaagggccoc
ttgttgoogy
cattgctaca
tteccaacga
cttoggteoct
ggcagcactg
tgagtactea
ggoegtoaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagegga
atttoccega

ggtggttacyg

tttettocot

aaataaggtt
aaagtttatyg
aatcactege
agegateget
ctgoccagege
ctgttttece
gottgatggt
taacateatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
tteatgagat
aaatcaatet
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagaccocac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggeategtygyg
teaaggegay
cogatcgttyg
cataattctc
accaagtcoat
cegggataata
teggggegaa
cgtgcaccea
acaggaagygc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgecac
cgcagegtga

toeettteteyg
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atcaagtgag
gattteottte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgea
cggaagagygce
ggcaacgeta
tecgatagatt
atcageatce
gectcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tetcagegat
ctacgatacyg
goetcacogge
gtggtcctge
taagtagtte
tgtcacgete
ttacatgate
tcagaagtaa
ttactgtcat
toctgagaata
cogagecaca
aactotcaag
actgatcttc
aaaatgcoge
tttttecaata
aatgtattta
ctgacgogoe
ccgctacact

ceacgttoge

aaatcaccat
cagacttgtt
cogttattea
caattacaaa
ttttcacctyg
gtggtgagta
ataaattcecg
cotttgocat
gtcgeacctg
atgttggaat
cccettgtat
gatctteace
tgagtaaact
ctgtectattt
ggagggetta
tacagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtogtttogt
coccatgttg
gttggcegea
gccatcegta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaceg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaage
gaaaaataaa
ctgtageogge
tgcragegee

cggetttoce

76

gagtgacgac
caacaggoca
ttegtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgeate
tcagecagtt
gtttoagaaa
attgcccgac
ttaatcgegg
tactgtttat
tagatcettt
tggtetgaca
cgttcatceca
ccatetggec
tcagoaataa
gcctecatee
agtttgcogea
atggctteat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggoga
atttatcagg
caaatagggg
goattaagceg
ctagcgoccg

cgteaagete

tgaatccggt
gecattacge
cgootgageg
atgcaaccegg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgace
caactotgge
attatcgcga
cctagageaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgetge
accagocage
agtctattaa
acgttgttge
tcagctccgg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgg
gotottgoce
teatcattgg
cceagttegat
goegtttctgg
cacggaaatyg
gttattgtct
tteagegeoac
cggegggtgt
ctcoctttege

taaategyggg

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



gctoeccttta
gggtgatggt
ggagtcacacy
ctoggteotat
tgagctgatt
cattcgeocceat
ttacgccage
ttttcccagt
cecocacacy
caagcttcgt
gtagaacgge
aagtgoggea
ccagacacea
gegoetgacge
gagogaacgg
gatggacaac
cgtgegoagg
agatggeccaa
tcgagttctg
gtgtggteeg
acaacaccct
aggtegtgte
agcogtgggg
ccgaggagea
aggttgggett
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtecaa
cgcacttatt
tgtttggage

gactacggtg

gggttcegat
tcacgtagty
ttetttaata
tcocttttgatt
taacaaaaat
tcaggctgcg
tggcgaaagy
cacgacgttg
tgtggtctag
ctcggtagag
agaaagcococa
geceggetyy
ggtatgtgce
ctttcoteege
gogaggattyg
ggctggatgg
aagacttgaa
gttgaccagt
gaccgaccgyg
ggacgacgtyg
ggcctgagtyg
cacgaacttc
gogggagttc
ggactaacac
cggaatcogtt
gttcttegeo
catcacaaat
actcatcaat
agagttgaag
gatgaateogt

actataacgg
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ttagtgettt
ggcecatcgec
gtggactett
tataagggat
ttaacgcgaa
caactgttgg
gggatgtget
taaaacgacg
agetagecta
attctatctt
¢ttgcacgga
ttttteoctog
goacgogecyg
flalals fTalals fals )
atcgagtage
acgagaagac
aagaagcaag
gcegttecgy
ctegggttet
aceetgttea
tgggtgcgeg
cgggacgect
gcoccocectgogey
gtgctacgag
tteoeogaggacy
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttatc
ccaagtaaga
ttgagtttet

gtgacgggga

acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgccgatt
ttttaacaaa
gaagggcegat
gcaaggcgat
gccagtgaat
ggctegagaa
cgcceggcag
acgeocgaca
cggcgaggec
cegeacgdga
agaagacqgcog
tgcaggttga
gcacgaggac
gaaggtagaa
tgctcaccge
cccgggactt
toagegeggt
gooctggacga
ccgggecgge
acccggecgg
atttcgattc
coggetggat
tgtttattge
aageattttt
atgtctgagg
tggtgagtea
gocccateag

gttagggete

77

gaccccaaaa
gtttttcgeco
ggaacaacac
toggectatt
atattaacge
cggtgeggge
taagttgggt
tgtgcggoeg
gettegegge
cccgoegecg
agttgacgaa
aaaccgccaa
gooedgagga
ctocggoaac
gaaaaaagga
gcgaggactg
aaaaaagaag
gocgcegacgtce
cgtggaggac
ccaggaccag
gctgtacgcece
catgaccgag
caactgcegtg
caccgccgoc
gatcctccag
agcttataat
ttcactgeat
gcccgactgt
tgataattga
ttgtegacygy

gacteeggag

aacttgatta
ctttgacgtt
teaaceoctat
ggttaaaaaa
ttacaattte

ctettegeta

aacgccaggg
cgagctoggg
ttecegtete
teccggeaagt
ageggedoge
cgocaccaay
tgeccegtac
ggcgggagec
aaaccgocga
acgatgatca
aaatcaagca
gccggagogg
gacttcgceg
gtggtgecgyg
gagtggtcgg
ateggegage
cacttcgtgg
ttctatgaaa
cgeggagate
ggttacaaat
tctagttgtg
tcgggaggge
gcagateget
tagtgtattg

agggagcecty

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

agagacggcet
acgaggtagt
gcaatgtaaa
taattccage
ttctggggeg
goccatccteg
geaggtegta
tgttggtttg
agctagaggt
catgttttca
gtctagaccg
cagcacatga
ttaaaggaat
cacgggaaaa
gattetatgg
tocgttaacg
tacgcttctt
tgtgatgcee
tcategttgt
tegtgetggg
aagtcatcag
ccgattgaac
gtcagaactc
agtgaatcac

tttcoectata

<210> 53
<211> 47
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 53
gotctagagc tagcctagge tcgagaaget tegeggotte cegtete 47

<210> 54
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

accacatcca
gacdgagaaat
acccteateg
tccagaagcyg
ggagccoegy
cctettettt
tgacctggat
cacatotgag
gaaattettg
ttaatcaaga
taaacgatgce
gaaatcaaag
tgacggaagyg
cttaccaggt
gtggtggtge
aacgagacct
agagggacat
ttagatgtte
tegoagegag
getagatttt
cttgeattga
ggtccgatga
gggtgaatot
gaattctgga

gtgagtegta
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aggaaggeag
atcaatgogy
aggatcaact
tatgctaaag
tetttgegeg
tagtggcgte
gtttattatg
taatgatgaa
gatttecgaa
acgaaagtct
cgacttgoga
totttgggtt
geaccaccag
ccagacatag
atggeooegtte
cggoctacta
gttoggtata
tgggccgoac
gtgotttgeoe
tgeaattatt
atacgtecct
aaccatggga
tattgtttag
tccgatacgt

ttagagoettyg

caggegegta
ggcgettege
ggagggcaag
ttgttgcagt
actgcgetet
gttcactgta
ggatgatcag
taggaacagt
agacgaacta
ggggatcgaa
ttgcggggty
ccggggggaqg
gagtggagec
gtaggattga
ttagttggty
aatagcggtg
cgagcaggaa
gcgegetaca
ggaaggcatg
aatctecaac
gecetttgta
tgaccttttyg
aggaaggtga
aacgcgtctyg

gogtaatcat

78

aattacccaa
gtettgetat
toetggtgeoea
taaaaagctc
gtttgeocgag
attaaagcag
atagggeteg
tgggggtatt
cagdgaagge
gatgattaga
tttgtattgg
tatggtcgea
tgeggettaa
cagattgaga
gagtgatttg
ggtatggcga
gttcogaggea
ctgatgggtt
gcaaatectt
gaggaatteoc
cacacagooe
agcgtttgtt
agtcogtaaca
cagcatgogt

ggtcat

tgtggactee
tggaatgaga
gcagcegegyg
gtagttgaat
cggctectct
agtgttccaa
ggtgcetattt
agtatttagg
atttaccaag
taccatcgta
accctegeag
aggctgaaac
tttgactcaa
getetttett
tetggttaat
catacttgcg
ataacaggtc
caacgggtgy
tecaacgeoca
tagtaaacge
gtegeaccta
cgcgaggagy
aggtttcegt

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
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15

79

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 54

ggaacggcac tggtcaactt ggocatcttg ctigatttet tottittttt ctaccttcc 59

<210> 55

<211> 7374

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 55
agctgtttcec tgtgtgaaat tgttatccge tcacaattcc acacaacata cgagoccggaa &80
gcataaagtg taaagcctgg ggtgcctaat gagtgagcta actcacatta attgegttge 120
gctcactgec cgcotttocag togggaaacce tgtcocgtgcca gotgcattaa tgaatcggeoc 180
aacgegegay gagaggoeggt ttgegtattg ggcegetette cgettecteg ctcactgact 240
cgotgegete ggtegtteogg ctgeggegag cggtatcage tcactcaaag geggtaatac 300
ggttatccac agaatcaggg gataacgeag gaaagaacat gtgagcaaaa ggccagcaaa 360
aggccaggaa ccgtaaaaag gocgegttge tggegttttt ccataggote cgoccoceoctg 420
acgagcatca caaaaatcga cgctcaagtc agaggtggcog aaacccgaca ggactataaa 480
gataccaggc gtttccoccoct ggaagctccce tcgtgegetce toctgttcoccg acoctgocgce 540
ttaceggata cetgtecgee tttetecctt cgggaagegt ggegetttet catagetcac 600
getgtaggta tetecagtteg ghgtaggteg ttogetcecaa getgggetgt gtgecacgaac 660
ceccegttea goecegacege tgegecttat ceggtaacta tegtettgag teocaacecqg 720
taagacacga cttatcgcca ctggcagcag ccactggtaa caggattage agagogaggt 780
atgtaggcgg tgctacagag ttcttgaagt ggtggcctaa ctacggctac actagaagga 840
cagtatttgg tatctgogeot ctgctgaage cagttacctt cggaaaaaga gttggtaget 800
cttgatecgyg caaacaaace accgetggta goeggtggttt ttttgtttge aagecageaga 960
ttacgoegeag aaaaaaagga tcotcaagaag atcetttgat cttttetacg gggtotgacy 1020
ctecagtggaa cgaaaactca cgttaaggga ttttggtcat gaattaattce ttagaaaaac 1080
tcatcgageca tcaaatgaaa ctgcaattta ttcatatcag gattatcaat accatatttt 1140
tgaaaaagcc gtttctgtaa tgaaggagaa aactcaccga ggcagttcca taggatggea 1200
agatcctggt atcggtctge gattccgact cgtccaacat caatacaacc tattaatttce 1260
cectegtcaa aaataaggtt atcaagtgag aaatcaccat gagtgacgac tgaatoceggt 1320
gagaatggea aaagtttatg cattteottte cagacttgtt caacaggeca gecattacge 1380



tegtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaaty
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggct
goccatttat
gacgttteee
agttttattg
atgaagtttt
cttaatcagt
acteccogte
aatgataceg
cggaagggec
ttgttgcegy
cattgotaca
tteocecaacga
cttoggtect
ggcagcacty
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttect
gtaacocact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcoceccga
ggtggttacy
tttecttecct

geteocottta

aatcactege
cgegateget
ctgacagege
ctgttttcce
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
tteatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagaccecac
gagegeagaa
gaagctagag
ggoatogtygg
tcaaggegag
ccgateogttg
cataattcte
accaagtcat
cgggataata
tcggygegaa
agtgoaccca
acaggaaggc
atactcttce
tacatatttg
aaagtgeccac
cgoagogtga
tcctttcteg

gggtteocogat
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atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatoegoa
cggaagagge
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatce
gctcataaca
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagecgat
ctacgatacg
getecacegge
gtggtectge
taagtagttc
tgtcaoagote
ttacatgate
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatatte
aaaatgcoge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgegec
cogotacact
ccacgttcge

ttagtgetet

cogttattea
caattacaaa
tttteacetg
gtggtgagta
ataaattceg
cctttgecat
gtcgocacctg
atgttggaat
coccttgtat
gatctteace
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggetta
tecagattta
aactttatec
gccagttaat
gtegtttggt
coccatgttg
gttggcegea
goccatcocegta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaccg
agaatotttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
ctgtagegge
tgccagegee
cggocttteoce

acggcaccte

80

ttegtgattg
caggaatcega
aatcaggata
accatgcate
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgegy
tactgtttat
tagatecettt
tggtetgaca
cgttcatcca
cecatetggee
tcagcaataa
gectecatee
agtttgogea
atggetteat
tgeaaaaaag
gtgttatcac
agatgectttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaageg
ctagogeeeg
cgtcaagetce

gacccocaaaa

cgoctgagey
atgeaacegy
ttettetaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctgge
attatcgcga
cctagagcaa
gtaagcagac
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctyg
ccagtgetge
accagoecage
agtctattaa
acgttgttgc
toagoteegy
cggttagete
tecatggttat
ctgtgactgg
gctettgece
tcatcattgg
ccagttcgat
goegtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttccgogeac
cggegggtgt
ctecoctttege
taaatcgggg

aacttgatta

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

28380

2940

3000

3060

3120

31380

3240



gggtgatggt
ggagtocacy
cteggtetat
tgagetgatt
cattcgcoat
ttacgecage
ttttccoagt
coccoacacy
ccatccattg
cccaacatga
aactegtagt
tgegettgge
aacttttgte
goattctttt
ctegegtgece
gtyggagtegyg
cgcggetgeg
ggeagttgea
coogracaga
caacccaaayg
gacgtgggga
agaagagggc
aaagraazaac
caacacgecy
cgecogetec
tgtcccaatt
agagggtgaa
aaaactacct
tteaagatac
atacgtgecag
agtcaagttt

ggaggacgga

tcacgtagtg

tteotttaata
tettttgatt
taacaaaaat
tcaggctgeg
tggcgaaagy
cacgacgttg
tgtggtetag
cgetgoggaa
gacgegetet
agattttgta
agecteggte
cgegagegge
cocaatgttyg
cttocttage
cgtocatgte
caacgagccg
cgocgatttt
gtggacttte
tttatgetag
cctgggegea
actaggagcg
ceggoteate
ttetaceceyg
taacgccaac
cttgttgaat
ggtgatgcaa
gttccatgge
ccagatcata
gagaggacca
gagggagaca

aacateceteg
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ggccatcgec
gtggactott
tataagggat
ttaacgegaa
caactgttgg
gggatgtget
taaaacgacg
agctagecta
geattggatt
gtcggeaaga
aagaacactg
ccaaacegte
cgtteaagge
gattoattca
gtgcgeagat
atgegegoege
tttcacgecca
grageaccte
acocooetoac
cectoatgece
ataaggcgeg
gcaacccact
cagagoaaac
cetteettge
caagcaagat
tagatggtga
catacggaaa
caacacttgt
tgaageggea
tctecttteoaa
cectegtcaa

geocacaagtt

ctgatagacg
gtteogaaact
tttgecgatt
ttttaacaaa
gaagggcgat
goaaggegat
goccagtgaat
ggctegagaa
gcgaactgeg
ccatttccge
cacgtcotgac
acggtogetg
gcagecgega
ttottgocag
ctottottee
ggegtottga
ttgcgaccaa
tgggetgtga
tocactgaag
gcaacggacy
agaaggaaat
ggcgeggeac
ccgaatcage
gteectegee
gagtaaagga
tgttaatggg
acttaccott
cactactttc
cgacttette
ggacgacggyg
caggatcgag

ggaatacaac

81

gtttttegee
ggaacaacac
teggectatt
atattaacge
cggtgcggge
taagttgggt
tgtgcggecg
gettggecty
tcggeocagat
ccooggettt
tgetoccage
coeggtecac
gegtgecaac
gocagateat
cagageooge
ccecctaegge
ccgegegeta
gggacgaccyg
craactttte
tecacccaeat
tacgacggca
agcggtttgg
cttocagacgg
teecccgage
gaagaacttt
cacaaatttt
aaatttattt
acttatggtyg
aagagegceca
aactacaaga
cttaagggaa

tacaactece

ctttgacgtt
tcaaceootat
ggttaaaaaa
ttacaattte
ctcttegeta
aacgcoeagyy
cgagctogyy
tetecettgy
cgettggttt
getcacaace
coegoacgeat
gggaaaaaat
cgteegtece
ctgtgeoectcoe
geggogette
cectttggtt
aaateggatt
teocactttta
geegtettoc
ttecactgge
cactggggec
cgeggggate
togtgectaa
ccaagtette
teactggagt
ctgtcagtgg
geactactygyg
ttcaatgctt
tgectgaggg
cacgtgetga
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
ccetgtectt
Caacgaaaay
tggcatggat
ctatgaaagy
cggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
gagagggccyg
agatcgettg
gtgtattgga
ggagectgag
tggactecae
gaatgagage
agccgeggta
agttgaattt
geteoctetge
tgttccaage
tgctattttg
tatttaggag
ttaccaagca
ccatcgtagt
ccteogeagea
gctgaaactt
tgactcaaca
toctttcttga
tggttaattce
tacttgcgta
aacaggtctyg

acgggtggte

gacaaacaasa
agogttcaac
ttaccagaca
agagaccaca
gaactataca
ttgggctteg
atgctggagt
agcaatagea
ttgtccaaac
cacttattag
tttggagega
ctacggtgac
agacggetac
gaggtagtga
aatgtaaaac
attccagectc
ctggageggy
catectegeo
aggtcgtatyg
ttggtttgea
ctagaggtga
tgtttteatt
ctagaccgta
gcacatgaga
aaaggaattg
cgggaaaact
ttctatgggt
cgttaacgaa
cgettecttag
tgatgcoctt

atcgttgttce

ES 2678997 T3

agaatggaat
tagcagacca
accattaccet
tggtcocttet
aataacacgt
gaatcgtttt
tcttcogecca
tcagcaaattt
toatgaatgt
agttgaagee
tgaategttt
tataacgggt
cacatocaag
cgagaaatat
ceteategag
cagaagcgta
agcoceggte
toettttttta
acctggatgt
catcoctgagta
aattcttgga
aatcaagaac
aacgatgccg
aatcaaagte
acggaagggc
taccaggtcce
ggtggtgeat
cgagaccteog
agggacatgt
agatgttectg

goagcgaggt

caaagetaac
ttatcaacaa
gtecacacaa
tgagtttgta
goctacgagat
cecgggacgec
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
aagtaagatg
gagtttetge
gacggggagt
gaaggcagea
caatgegggyg
gatcaactgg
tgctaaagtt
tttgegegac
gtggegtegt
ttattatggg
atgatgaata
tttceocgaaag
gaaagtctgg
acttgegatt
tttgggttee
accaccagga
agacataggt
ggcegttett
goctactaaa
teggtatacyg
ggocgeacge

getttgecgg

82

ttcaaaatta
aatactccaa
tetgecettt
acagctgcty
ttcgattcoca
ggctggatga
tttattgcag
geoattttttt
gtetgaggge
gtgagtcatyg
cecatcagtt
tagggctoga
ggegoegtaaa
cgettegegt
agggcaagte
gttgcagtta
tgegetetgt
tcactgtaat
atgatcagat
ggaacagttg
acgaactaca
ggatcgaaga
geggggtgtt
ggggggagta
gtagagoety
aggattgaca
agttggtgga
tagoggtagy
agcaggaagt
gogoctacact

aaggeatgge

gacacaacat
ttggegatgg
cgaaagatce
ggattacaca
ccgocgectt
tcctccageg
cttataatgy
cactgcattc
ccgactgtte
ataattgage
gtegacggta
ctecggagagy
ttacccaatg
cttgetattg
tggtgecage
aaaagctcgt
ttgecgageg
taaagcagag
agggctegyy
ggggtattcg
gcgaaggeat
tgattagata
tgtattggac
tggtegeaag
cggcttaatt
gattgagagc
gtgatttgtc
tatggcgaca
tcgaggeaat
gatgggttca

aaatccttte

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

6800

6960

7020



10

15

20

25

30

35

40

45

50

aacgcccatc gtgctgggge

gtaaacgcaa gtcatcagot
cgcacctacc gattgaacgg
cgagggggat cagaactcgg
gtttecgtag tgaatcacga

taccegagett tecctatagt

<210> 56

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 56

ccagtgaaaa gtictictce titactcate ttgettggtt ggegttagga gogg

<210> 57

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 57
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tagatttttg
tgcattgaat
tccgatgaaa
gtgaatctta
attetggate

gagtogtatt

caattattaa
acgtccctge
ccatgggatyg
ttgtttagag
cgatacgtaa

agagcttgge

ccgcetcctaa cgocaaccaa geaagatgag taaaggagaa gaactttica citgg

<210> 58

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 58

ggtggaatcg aaatctegta goacgtgtta titgtatagt tcatccatge catg

<210> 59

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 59

catggcatgg atgaactata caaataacac gtgctacgag atttcgattec cace

<210> 60

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

83

tcteocaacga
cctttgtaca
accttttgag
gaaggtgaag
cgegtetgea

gtaatcatgg

54

54

54

54

ggaattccta
caccgceccegt
cgttegtteg
tegtaacaag
gcatgegtgg

tecat

7080
7140
7200
7260
7320

7374
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10

84

<400> 60

cgtectectt gaaategatt coc 23

<210> 61

<211> 6011

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 61
gacgaaaggg cctcgtgata cgectatttt tataggttaa tgtcatgata ataatggttt 60
cttagacgte aggtggeact tttoggggaa atgtgegogg aacccectatt tgtttatttt 120
tctaaataca ttcaaatatg tatcegetca tgagacaata accctgataa atgetteaat 180
aatattgaaa aaggaagagt atgagtatte aacatttcoeg tgtegeccott attecctttt 249
ttgcggecatt ttgccttcoet gtttttgete acccagaaac getggtgaaa gtaaaagatg 300
ctgaagatca gttgggtgca cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga 360
tcocttgagag ttttcgecocce gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctge 420
tatgtggege ggtattatee cgtattgacg ccgggoaaga geaacteggt cgecgeatac 480
actattcetea gaatgacttg gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg 540
geatgacagt aagagaatta tgcagtgetg ccataaccat gagtgataac actgeoggoca 600
acttactteot gacaacgatc ggaggaccga aggagctaac cgettttttyg cacaacatgg 660
gggatcatgt aactcgcctt gatcgttoggg aaccggagcet gaatgaagec ataccaaacg 720
acgagcgtga caccacgatg cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg 780
gogaactact tactctaget teoceggeaac aattaataga ctggatggag geggataaag 840
ttgcaggace acttetgoge teggecctte cggetggetg gtttattget gataaatcetg 900
gagoeggtga gogtgggtet cgeggtatca ttgeageact ggggcecagat ggtaagecct 960
ccogtategt agttatctac acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac 1020
agatcgctga gataggtgec tcactgatta agcattggta actgtcagac caagtttact 1080
catatatact ttagattgat ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga 1140
tocetttttga taatcteatg accaaaatee cttaacgtga gttttegtte cactgagegt 1200
cagacccegt agaaaagate aaaggatctt cttgagatece tttttttetg cgegtaatet 1260
getgettgea aacaaaaaaa ccaccgetac cageggtggt ttgtttgeoceg gatcaagage 1320
taccaactct ttttccgaag gtaactgget tcagcagage gcagatacca aatactgtcec 1380
ttctagtgta gcegtagtta ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc 1440



tegoetetget
ggttggacte
egtgcacaca
agcattgaga
geagggtegy
atagtectgt
gggggcggag
gotggeocttt
gatatcgecta
cagcggtgtt
cecgogecgey
gagaagaatt
ceccaccaga
ategtegeag
ggcttectag
cgetgggtec
acagtecateg
ggetggetga
ggtcctocag
acatctgggt
cttegtgate
tttggegegy
aagcccgaac
tegacgecaa
cgtgtgtacyg
ggecactact
ggagegegea
cottteoacty
togaagtagy
cggtgeteac

tcteooccggga

aatcctgtta
aagacgatag
geecagettyg
aagcgccacy
aacaggagay
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacaty
gctegaggty
ctctgcgtat
cgcacgctct
ggggcgcaca

cagaaggtca

gattegggtt
gatatagtet
ggtgogeaat
togeecagect
tgaactateg
aaatgcgect
cotegegect
goettgttgat
cogaggtgec
atcgecegtey
cgteatgegg
ggcgcggago
tggacgaacy
aaacccagyge
agcaggggga
caggactgec
cgcgegegac

ctteogtggag
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coagtggotyg
ttaceggata
gagegaacga
cttcccgaag
cgcacgagygy
cacctetgac
aacgccagea
tgtgctggge
accaaaagcc
tatattttte
cactagacgt
ccttocogtge
ccaccegtge
gtgcacaceg
ataaaaccca
tteggggeac
ctteggecott
cggeoctgect
ccggecccaa
totttgatga
cacgcegettyg
ttoogyggty
aggtagacca
tegatgecee
ttcgectcegea
aacgaaacgc
tggacgeget
actgacgcetyg
cgcaggggte
gtcgocggag

gacgacttecg

atgocagtgg
aggogoagey
cetacacaga
ggagaaaggc
agcttocagyg
ttgagegteg
acgoggoctt
ccagecggos
gtgaacggge
gcaaggtttce
tggtcatgag
gogracooct
tetattaegte
cgetecgtgy
gogaatttta
agocctgeacyg
cccaccgace
ggcacgtacyg
tgaaagcagg
catogteocte
gcatcttgeg
caggecagte
ttaggtacgt
gocacgagat
agcaaagctg
atgacgtcat
gggtgcgatt
gagogogega
aggeocatgge
cggtogagtt

ccggtgtggt

85

cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgec
atttttgtga
tttacggtte
agatotgage
gtggccgagg
ccgacggetg
tgtttcgagt
gccactgtat
agcetataceg
gotgggggee
cacacagage
tttacatcega
cggetgetge
tgecactace
cgttggcoceat
atcgtegtog
aggagaacceyg
gccagaccag
acgtacgecac
ggegetagea
ggegettggy
ccttggeagt
gagaacogea
cogtaggega
caagttgace
ctggaccgac

cocgggacgac

tgtettaceg

acggggggtt
ctacagegtyg
coggtaageg
tggtatcttt
tgctegteag
ctggoctttt
teogoggooge
ctacagcacyg
gtccgegtge
caagacctcyg
accgtgegta
tgtgetgtag
ctggegegge
ggttcatttyg
cgtaacagece
cegecttect
attteteocooe
gcggegececeyg
gogacctggt
tetgeactet
acctgotgea
gtetteatga
gecaggageg
ccggggatcg
aaatecttgeco
agetttggag
aggaatttga
agtgeocgtte
cggctegggt

gtgaccctgt

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



tcatcagege
geggectgga
cctecgggee
gogacoogge
gagatttcga
acgeeggetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
tagtcatacyg
tgagactgeg
tacctgeagt
cacttattag
tttggagoega
ctacggtgac
agacggetac
gaggtagtga
aatgtaaaac
attccagete
ctggggcggyg
catoctogee
aggtcgtatyg
ttggtttgea
ctagaggtga
tgttttcatt
ctagacogta
geacatgaga
aaaggaattg
cgggaaaact
ttetatgggt
cgttaacgaa

cgottettag

ggtccaggac
cgagetgtac
ggocatgace
cggeaactge
ttccaccgern
gatgatccte
tgoagoettat
tttttcactg
aatteocecoggg
ctcgteotcaa
aacggcteat
aattectggaa
agttgaagece
tgaategttt
tataacgggt
cacatecaaq
cgagaaatat
ccteategag
cagaagcgta
agccccggtc
tocttttttta
acctggatgt
catotgagta
aattcttgga
aatcaagaac
aacgatgccg
aatcaaagte
acggaagygge
taccaggtce
ggtggtgeat
cgagacctog

agggacatgt
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caggtggtge
gcogagtggt
gagatcggeg
gtgoactteg
goocttotatyg
cagegeggygy
aatggttaca
cattctagtt
gatcctctag
agattaagece
tatatcagtt
ttaatacatg
aagtaagatg
gagtttetge
gacggggagt
gaaggeagoa
caatgoygggy
gatcaactygg
tgctaaagtt
tttgcgegac
gtggcgtegt
ttattatggg
atgatgaata
tttccgaaag
gaaagtctgy
acttgcogatt
tttgggtteo
accaccagga
agacataggt
ggeegttett

gcctactaaa

toggtatacy

cggacaacac
cggaggtegt
agcagcogtg
tggccgagga
aaaggttggg
atetcatget
aataaageaa
gtggtttgtce
agtcgagaag
atgcatgtgt
atgatttett
ctgagagggce
gtgagtcaty
cecatcagtt
tagggctega
ggegegtaaa
cgekbtogeogt
agggcoaagte
gttgcagtta
tgcgetetgt
tcactgtaat
atgatcagat
ggaacagttyg
acgaactaca
ggatcgaaga
goggggtgtt
gyggggagta
gtggagectyg
aggattgaca
agttggtgga
tagcggtggg

ageaggaagt

86

cctggectgg
gtocacgaac
ggggcgggay
geaggactga
cttoggaate
ggagttette
tageatecaca
caaactcatc
cttgtegacg
aagtataagce
cggtatttte
cogactgttc
ataattgagce
gtogacggta
ctecggagag
ttacccaaty
cttgctattg
tggtgacage
aaaagctegt
ttgcegageg
taaagragag
agggct.eggg
ggggtatteg
gogaaggeat
tgattagata
tgrattggac
tggteogeaag
cggottaatt
gattgagage
gtgatttgte
tatggogaca

tegaggeaat

gtgtgggtge
ttecgggacy
ttegeocctge
cacgtgetac
gttttocggg
goccacccca
aattteacaa
aatgtatctt
aattcagatg
gattatactg
tttatatgga
gggagggccyg
agategettg
gtgtattgga
ggagectgag
tggacteocac
gaatgagage
agocgeggta
agttgaattt
gctectetge
tgtteocaage
tgctattttg
tatttaggag
ttaccaageca
ccatcgtagt
cctogoagea
goetgaaactt
tgactcaaca
tctttcttga
tggttaatte
tacttgcgta

aacaggtetg

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3%00

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



10

tgatgcectt
atogttgtte
gtgctgggge
gtcatcagct
gattgaacgg
cagaactcgg
gatacgtaac
actgggaaaa
getggagtaa
atggcgaatg
gcatatatgg
acacccgcca
cagacaaget

gaaacgogeoy

agatgttetg
geagegaggt
tagatttttg
tgcattgaat
tccgatgaaa
gtgaatctta
gegtetgoag
coctggegtt
tagcgaagag
gcgectgatyg
tgcactctca
acacccgctg
gtgacegtet

a

<210> 62

<211> 6661

<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<400> 62

gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgoeggeatt
ctgaagatca
teccttgagag
tatgtggege
actattctca
geatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagogtga

gcgaactact

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatyg
aaggaagagt
ttgecttect
gttgggtgca
ttttegeocee
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactogectt
caccacgatg

tactctaget
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ggocgoacge
goetttgoecgg
caattattaa
acgtccoctge
ccatgggatg
ttgtttagag
catgoaaget
acocaactta
gogdgeadeg
cggtatttte
gtacaatctg
acgocgocctg

ccgggagety

cgectatttt
tttcggggaa
tatcecgctcea
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgeagtgetg
ggaggaccga
gategttggg
cctgtagoaa

tcccggcaac

gegetacact
aaggcatgge
tetecaacga
cctttgtaca
accttttgag
gaaggtgaay
tggeactgge
ategecttge
ategecctte
tccttacgea
ctctgatgec
acgggcttgt

catgtgtcag

tataggttaa
atgtgcegegg
tgagacaata
aacattteceg
acccagaaac
acatcgaact
ttocaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac

aattaataga

87

gatgggttca
aaatcettte
ggaattccta
caccgoccgt
cgtttgtteg
tcatcacgaa
cgtegtttta
agcacateec
ccaacagtty
totgtgeggt
gcatagttaa
ctgctocecocgg

aggttttcac

tgtocatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtogeeoett
getggtgaaa
ggatcteaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgeottttttg
gaatgaagec
gttgcgcaaa

ctggatggag

acgggtggtc
aacgcccate
gtaaacgcaa
cgcacctacc
cgaggggagt
ttctggatce
caacgtegty
cotttegoca
cgcagectga
atttcacacc
gccagccccyg
catccgectta

cgtcatcace

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attecctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgocgcatac
cttacggatyg
actgeggoca
cacaacatgg
ataccaaacg

ctattaactyg

gcggataaag

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000

6011

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

840



ttgcaggace
gagcecggtga
ccegtategt
agatcgctga
catatatact
toctttttga
cagaccccgt
gctgottgca
taccaactet
ttctagtgta
togetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
goagggtcgg
atagtectgt
gggggcggayg
gctggeettt
gatatcgcta
tatecagate
tggatgccag
cetgtggttg
gatgtcgetyg
cgectetteoyg
ggcagaacgc
cgtectgeaac
agegeatgte
cagtgcctgg
cetggtecge
taaggoggge

deatgotgas

acttctgeoge
gcgtgggtet
agttatctace
gataggtgece
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteocgaag
gcecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
geccagetty
aagcgecacy
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
gacaacgcca
ggataaatat
actaaggagt
agecgcccace
ctecttgogag
ttegttogtt
gagcagttca
tttocggtga
gacgtcocoee
gtgcggocat
gtgettooge
ggggtggctyg

catageogges
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tcggeeoectte
cgeggtatca

acgacgggga

tcactgatta
ttaaaacttec
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggetyg
ttaceggata
gagogaacga
ctteoceocgaag
cgcacgaggyg
cacctetgac
aacgccagca
tgtgetggge
tcctegacca
tataccgecee
ccttgctcect
aacaggttaa
actctteoatt
tgtacgegag
cgtttcotttg
ggacagcaga
agcetegtete
ttcoctaaat
cttactaccet
ctettgetta

acagaategt

cggctggctyg
ttgcagcact
gtoaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
teageagage
tcaagaactc
ctgocagtgyg
aggogcageg
cctacacoga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagegteg
acgcggectt
ccagecggec
cagcaaggac
cttocgetet
ctgcgcaagg
agcgaaccag
agatcggcgg
cggtgcogage
cagctttatc
gotgeoagtte
cgtetacect
aggttgcgca
gaacgogoag
cgocaggoge

aggegetgea

88

gtttattgct
ggggccoagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacea
tgtagcaceg
cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcec
atttttgtga
tttacggttc
agatctgagc
acgcacocgcet
cettttettt
ctgctcaccc
ggccgececy
aatgctgcceg
ggcttegttg
tatccgcaaa
tgatcgtcete
ggagtggacy
gcocgagttte
tageteggeg
gtacgtcage

atagggaact

gataaatctg
ggtaageccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatcet
gatcaagagc
aatactgtee
cctacatacc
tgtettaceg
acggggggtt
ctacagegtyg
ceggtaageg
tggtatcttt
tgctegteag
ctggeoctttt
tcgoggecge
toggctacgg
tttgetegte
agagtctctg
ttgoegetge
caggactgac
ttggecagata
ttcgectcag
catcttttgg
gtotetttea
cttaaacgtg
cgktgecgett
agegecggeg

gacaagatgg

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1220
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700



caatcgagac
cocgggacege
atecaagggec
cgccatggee
gogagtttte
ctatgaaagyg
cggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
attaataatt
tocoggeaaag
cgcgtgegge
tcgtatacey
atttagtagy
taagaacggc
tacctatgtce
ctoctggtgy
cggaacccaa
caatcgcaag
cocagacttt
tcttteoggaa
ctattecatea
tcccataata
aacgacgeca
agtocgegeaa
caactttage
tccagttgat
goccegeatt
ctgotgecett
aactoececgt
ggcagaaact

ccatcttact

gatccoccaa
ctggtgacgy
tagtgetage
aagactagtg
gaagggggat
ttgggetteg
atgctggagt
agcaatagea
ttgtacaaac
gcaaaaatct
cacctogeotg
ccagaacatc
aacatgtcce
cocgaggtote
catgcaccac
tggacctggt
tgccocttocg
agactttgat
tcggeatogt
cgttcttgat
atccaagaat
ttactcagat
aacatccagg
ctaaaaaaag
agacogggge
atacgottet
cctogatgag
gatatttete
cettggatgt
caccogttat
caaacgatte

tggcttcaac
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aagtggacaa
ccagecggca
gageageteg
geggtacegg
cctaacacgt
gaatagtttt
tocttogeoca
tcacaaattt
tecatcaatgt
agocecagea
cgaacaacga
taagggcatc
tctaagaage
gttcgttaac
cacccataga
aagtttteoce
tcaattccott
ttctcatgtg
ttacggtcta
taatgaaaac
ttcacctcta
gtgcaaacga
tcatacgacc
aggcgaggat
tococgooeca
ggagctggaa
ggttttacat
gtecactacct
ggtagcegte
agtcaccgta
ategetcocaa

tctaataagt

gocaccgtcaa
aaaccggaat
agcgaaagaa
tacgcgtgga
getacgagat
cegggacgee
ccoccaacttg
cacaaataaa
atettateat
cgatgggegt
tgaccacceg
acagacctgt
gtacgcaagt
ggaattaace
atcaagaaag
gtgttgagte
taagtttcag
ctgctgegag
gactacgatg
atgcttggta
gctcctaaat
acaaaatage
tgcttggaac
ggcagaggag
gaaattcaac
ttaccgogge
tgctcteatt
cgtggagtee
tetcaggete
gtocaataca
acaagcgate

goggecctee

89

agtaacctgg
ctatcacgag
gegegecage
catatggcag
ttogatteca
ggcetggatga
tttattgeag
geattttttt
gtatgaatte
tgaaaggatt
ttgaacccat
tattgccteg
atgtcogecat
agacaaatca
agctctcasat
aaattaagcc
ccttgcgace
ggtccaatac
gtatctaate
aatgocotteg
acgaataccc
acccgageoee
actctgettt
cegoetaggea
tacgagettt
tgotggoace
ccaatagcaa
acattgggta
ceteteegga
ctacogtega
tgotcaatta

cgaacagtcg

ctgatgatgg
gactgggcag
agegcaggea
catgcgette
cogocgactt
tectecageg
cttataatgg
cactgeatte
ctegttyggag
tgccatgect
cagtgtageg
aacttcctge
acccaccget
ctoccaccaac
ctgtcaatcce
gcaggctoca
atactcoeoee
aaacaceecy
atcttcogate
ctgtagtteg
ccaactgttc
tatctgatca
aattacagtg
aacagagegce
ttaactgeaa
agacttgeoe
gacgcgaage
atttacgege
gtogagoeet
caactgatgg
teatgactea

ggccctecaga

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
cggegteoecg
aatctagtag
ggtegegeag
cggaggegte
ggcogageac
tgatgaacag
gggagaacce
gcaccggaac
aagacttggg
taggcacgac
atccccgege
gecccagtgt
ccagtggaaa
gaagacggcog
aaaagtggac
atcegatttt
accaaagggg
aagecgeegeyg
gaggcacaga
ggacggacgy
tttttteceg
tgegtgeggy
gttgtgagea
aaccaagcga
caagggagac
cectggegtt
tagcgaagag

gegectgatyg

tacattgatyg
gaaatttotyg
gtgggogaag
gaaaacgatt
cacgtgttag
ggogaactas
caggaagtte
cgacacoeag
ggtcacgtcg
gageeggteg
ggcactggtce
ctcgggggag
cgtctgaagyg
caaaccgetg
gocgtegtaa
tgggggtgac
aaaagttgge
ggtegtecct
agcgegeggt
ccgagggggt

egggetetgg

tgatctggece
ttggcacget
tggaceggge
ctgggageag
aagecggagy
tetggoccgac
aggecaaget
agccaactta
goccgeaccg

cggtattttce
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agtttggaca
atgetattge
aactccagca
cocgaagecca
teetgetoct
cgoacecacy
gtggacacga
gecagggtgt
tccoggacca
gteocagaact
aacttggcca
gcgagggacy
ctgattoggy
tgcocgegeca
tttecttete
gtcogttgog
ttecagtggag
cacageccag
tggtageaat
caagacgcoyg
gaagaagaga
tggcaagaat
ageggetgog
agegacegtyg
tcagacgtge
cggaaatggt
gcagttcgea
tggeactgge
atcgoottge
atcgoectte

tccttacgea

aaccacaact
tttatttgta
tgagatccec
accttteata
cggacacgaa
gotgotegee
cetoegacea
tgteoeggeac
caccggcgaa
cgacegetee
tcttgcttgg
caaggaaggc
tttgctetgg
gtgggttgee
gegecttatt
gcatgaggge
tgagggggtyg
aggtgetgea
ggegtgaaac
cgegegeatg
tetgegeacyg
gaatgaatcc
cettgaacgg
acggtttggg
agtgttettt
cttgeocgaca
atccaatgect
cgtogtttta
ageacateec
ccaacagttg

tctgtgeggt

90

agaatgcagt
acdeattataa
gegetggagy
gaaggcggcqg
gtgeoacgeag
gatctoggte
cteggegtac
cacctggtee
gtegtectee
ggcgacgteg
ttggcgttag
ggggtagaac
atgageceggyg
gctoctagtg
gogococaggt
tagoataaac
aaagtccact
aaatcggegt
ggctagttge
acatggacgc
ctaaggaagyg
aacattggga
cagotegagy
accgaggetyg
acaaaatcta
gagegeogtet
tccgcagege
caacgtegtyg
cectttogeca
cgcagcectga

atttcacacc

gaaaaaaatg
getgoaataa
atecateccage
gtggaatcga
ttgaeggeeg
atggoeggoc
agetegteca
tggacegege
acgaagtcce
cgegeggtga
gagcgggcygy
ggcgtgtigt
ttttgetttg
ccctettetg
ccccacgteyg
tttggyttyg
ctgtgegagt
goaacggeca
goageegoga
cgacteccacyg
gecacgegagy
aaagaatgcg
acaaaagtta
ccaagoegoaa
ctacgagttyg
catgttggga
aatggatgge
actgggaaaa
gotggegtaa
atggcgaatg

gcatatatgg

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
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30

91

tgcactcteca gtacaatctg ctctgatgec geatagttaa goccagoccoccg acaccegeca 6540
acacccgetg acgegcecctg acgggettgt ctgetcocegg catcegetta cagacaaget 6600
gtgaccgtct ccgggagctg catgtgtcag aggttttcac cgtcatcacc gaaacgocgog 6660
a 6661
<210> 63
<211> 85
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 63
ttatacgegt ggacatatgg cagcatgege ttegoegaghbt ttogaagggg gatcctaaca 60
cgtgetacga gatttegatt ccace 85
<210> 64
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 64
atatccacge gtaceggtac cgecactagt cttggecatg gegtgeetge getgetgge 59
<210> 65
<211> 3670
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.
<400> 65
gacgaaaggyg cctegtgata cgoctatttt tataggbtaa tgtcatgata ataatggttt 60
cttagacgtec aggtggcact tttcggggaa atgtgogegg aacccctatt tgtttatttt 120
tctaaataca ttcaaatatg tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat 1380
aatattgaaa aaggaagagt atgagtattc aacatttccg tgtcgeoectt attcocetttt 240
ttgeggeatt ttgecttect ghttttgoete acccagaaac getggtgaaa gtaaaagatg 300
ctgaagatca gttgggtgea cgagtgggtt acategaact ggatcteaac agoeggtaaga 360
tecttgagag ttttogeece gaagaacgtt ttocaatgat gageactttt aaagttetge 420
tatgtggoge ggtattatcc cgtattgacg ccgggcaaga geoaactcoggt cgocgcatac 480
actattctca gaatgacttg gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg 540
gcatgacagt aagagaatta tgcagtgotg ccataaccat gagtgataac actgoggeca 600
acttacttet gacaacgate ggaggaccga aggagetaac cgettttttg cacaacatgg 660



gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgecaggace
gageeggtga
coeegtategt
agategetga
catatatact
toetttttga
cagacccegt
gctgcttgea
taccaactet
ttetagtgta
tegetotget
gottggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
geagggtegyg
atagtcoctgt
gggggcggay
gctggecttt
gatatcgeta
tatccagatc
tggatgccag
cctgtggttg
gatgteogetyg
cgectetteg
ggcagaacge
cgtctgcaac
agegeatgte
cagtgeoctgg

cctggteege

aactcgoctt
caccacgatyg
tactctaget
acttctgcoge
gegtgggtet
agttatetac
gataggtgece
ttagattgat
taatctceatyg
agaaaagatc
adacaaaaadd
ttttcoccgaag
geogtagtta
aatcoctgtta
aagacgatag
goccagettyg
aagcgocacy
aacaggagag
agggtttege
cctatggaaa
tgetcacatyg
gacaacgcca
ggataaatat
actaaggagt
agcgcccacc
ctettgegag
ttcgttegtt
gagcagttea
tttoccggtga
gacgtoccee
gtgoggecat

gtgcttcege
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gatcgttaag
cctgtageaa
tecocoggoaac
teggcectte
cgoggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatce
aaaggatcett
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggetyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgagyy
cacctetgac
aacgccagca
tgtgetggge
toctegacca
tatacegece
ccttgetect
aacaggttaa
actcttcatt
tgtacgcgag
egtttetttg
ggacagcaga
agctegtete
ttccctaaat

cttactacct

aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggcty
ttgcagcact
gteaggeaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatee
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaacte
ctgecagtgyg
aggcgcagoy
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttocagy
ttgagaegteg
acgcggectt
cecageoggee
cagcaaggac
ctteegetet
ctgcgcaagg
agcgaaccag
agatcggogyg
cggtgogage
cagetttate
gctgeagtte
cgteotoooet
aggttgogea

gaacgogeag

92

gaatgaagoe
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattgcet
ggggcocagat
tatggatgaa
actgtecagac
taaaaggatc
gttttogtte
tttttttetyg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccyg
cgataagteg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcoo
atttttgtga
tttacggttc
agatctgage
acgcaccgct
cottttettt
ctgoctcacce
ggccgccecy
aatgectgecg
ggcttegttg
tatceogeaaa
tgatcgtete
ggagtggacg
goecgagttte

tagctoggeg

ataccaaacg
ctattaactg
geggataaagy
gataaatcty
ggtaagecct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagogt
cgogtaatct
gatcaagagc
aatactgtce
cctacatace
tgtcttaccy
acggggagtt
ctacagegtyg
ccggtaageg
tggtatettt
tgctegteag
ctggcctttt
tegeggecge
tcggectacgg
tttgetegte
agagtctctg
ttgccgetge
caggactgac
ttggcagata
ttegecteag
catcttttgg
gtotetttea

cttaaacgtg

cgtgeogett

720

780

840

200

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2380



10

15

20

25

taaggegggce

ccatgectgec
caatcgagac
cogggacoge
atcaagggec
cgecatggee
gcgagttttce
ctatgaaagyg
cggggatctce
ttacaaataa
tagttgtggt
totagagteg
ctgggaaaac
ctggogtaat
tggcgaatgy
catatatggt
caccagecaa

agacaagetg

ggggtggetg

catagcggec
gatcccccaa
ctggtgacgg
tagtgctage
aagactagtyg
gaagggggat
ttgggctteg
atgctggagt
agcaatagea
ttgtecaaac
acctgeoagge
cctggogtta
agcgaagagyg
cgcctgatge
gcactctcag
caccegetga

tgacegtcte

aaacgcgcega

<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 66
ggccaagttg accagtgeeg 20

<210> 67

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 67
cagtcctget coteggecac 20

<210> 68

<211> 1724

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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ctecttgetta
acagaatcgt
aagtggacaa
coagecggea
gageagceteg
geggtacegg
cctaacacgt
gaatogtttt
tctteogeoeca
tcacaaattt
teatcaatgt
atgeaagett
cccaacttaa
cccgoaccga
ggtattttct
tacaatctge
agegecctga

cgggagcetge

cgccaggcge
aggcgetgea
gcaccgtcaa
aaaccggaat
agogaaagaa
tacgegtgga
gctacgagat
cocgggacgec
ccccaacttg
cacaaataaa
atettatcat
ggcactggec
togecttgea
togocotteo
ccttacgcat
tetgatgeeg
cgggettgte

atgtgtecaga

93

gtacgtecagce
atcgggaact
agtaacctgg
ctatcacgayg
gegoegocage
catatggeag
ttocgattcca
ggctggatga
tttattgcag
geattttttt
gtetgaatte
gtegttttac
gcacateocecce
caacagttge
ctgtgcggta
catagttaag
tgcteccgge

ggttttcace

agcegecggeg
gocaagatgg
ctgatgatgg
gactgggeag
agogeaggea
catgogette
ccgocgectt
toctccageg
cttataatgg
cactgcatte
ceggggated
aacgtegtga
ctttcgeceocag
gocagcctgaa
tttcacaccg
ceageococga
atccegettac

gteocatcaceg

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3870
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94

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 68
dgtagtcata cgotegtete aaagattaag ccatgeatgt gtaagtataa goegattatac 60
tgtgagactg cgaacggctc attatatcag ttatgatttc ttcggtattt tctttatatg 120
gatacctgca gtaattctgg aattaataca tgctgagagg gocccgactgt tcogggagggce 180
cgcacttatt agagttgaag ccaagtaaga tggtgagtca tgataattga gcagatcgcet 240
tgtttggage gatgaategt ttgagtttet geocccatcag ttgtcgacgg tagtgtattg 300
gactacggtg actataacgg gtgacgggga gttagggete gactecggag agggagectg 360
agagacgget accacatcca aggaaggcag caggogogta aattaccocaa tgtggactece 420
acgaggtagt gacgagaaat atcaatgogg ggcgottcege gtcttgetat tggaatgaga 480
gcaatgtaaa accctcatcg aggatocaact ggagggcaag tctggtgocca geagocgegy 540
taattccage tccagaagog tatgctaaag ttgttgcagt taaaaagectc gtagttgaat 600
ttotggggeg ggageecegyg tetttgegeg actgegetet gtttgecgag cggeteoctet 660
gecatecteg cotetttttt tagbtggegte gttcactgta attaaageag agtgttccaa 720
geaggtoegta tgacetggat gtttattatg ggatgatcag atagggeteg ggtgotattt 780
tgttggtttg cacatctgag taatgatgaa taggaacagt tgggggtatt cgtatttagg 840
agctagaggt gaaattcttg gatttoccgaa agacgaacta cagcgaaggce atttaccaag 900
catgttttca ttaatcaaga acgaaagtct ggggatcgaa gatgattaga taccatcgta 960
gtetagaceg taaacgatge cgacttgoga ttgeggggtg tttgtattgg accctegeag 1020
cagcacatga gaaatcaaag tetttgggtt ceoggggggag tatggteogea aggetgaaac 1080
ttaaaggaat tgacggaagg gcaccaccag gagtggagec tgeggcettaa tttgacteaa 1140
cacgggaaaa cttaccaggt ccagacatag gtaggattga cagattgaga gctctttctt 1200
gattctatgg gtggtggtgc atggccgttc ttagttggtyg gagtgatttg tctggttaat 1260
tccgttaacg aacgagacct cggcocctacta aatageggtg ggtatggega catacttgeg 1320
tacgettett agagggacat gtteggtata cgageaggaa gttegaggea ataacaggte 1380
tgtgatgece ttagatgtte tgggecgeac gegoegetaca ctgatgggtt caacgggtgg 1440
tcategttgt togeocagegag gtgetttgec ggaaggcatg geaaatcoctt tcaacgecca 1500
tocgtgotggg gotagatttt tgeaattatt aatctccaac gaggaattcc tagtaaacge 1580
aagtcatcag cttgcattga atacgtccct geccocctttgta cacaccgoccec gtogoaccta 1620
cegattgaac ggtcegatga aaccatggga tgaccettttg agegtttgtt cgegaggggy 1680
gteagaacte gggtgaatot tattgtttag aggaaggtga agte 1724
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende el promotor de un gen de Thraustochytrium que
comprende una secuencia nucleotidica idéntica en al menos un 80 % ala SEQ ID NO: 10, y el terminador de un gen
de Thraustochytrium.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que la secuencia nucleotidica del terminador es
idéntica en al menos un 80 % ala SEQ ID NO: 14.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, en la que la secuencia nucleotidica del terminador es
idéntica en al menos un 80 % ala SEQ ID NO: 18.

4. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una secuencia
heteréloga unida operativamente al promotor del gen de Thraustochytrium y al terminador del gen de
Thraustochytrium.

5. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 4, en la que la molécula de acido nucleico comprende
adicionalmente un gen de resistencia a zeocina.

6. Una célula hospedadora que comprende una molécula de acido nucleico de la reivindicacién 4 o 5.
7. La célula de la reivindicacion 6, en la que la célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium.

8. La célula de la reivindicacion 7, en la que la célula de Thraustochytrium contiene adicionalmente una o mas
modificaciones en uno o mas genes que codifican un polipéptido enzimatico o parte de un complejo de polipéptidos
enzimaticos implicados en la via biosintética de AGPI de Thraustochytrium.

9. La célula de la reivindicacion 8, en la que la célula produce al menos un AGPI a un nivel superior en al menos un
36 % a una célula de Thraustochytrium no modificada por ingenieria genética cuando se cultivan en condiciones
comparables.

10. La célula de la reivindicacion 8, en la que el polipéptido enzimatico o complejos de polipéptidos enzimaticos se
seleccionan de entre el grupo que consiste en acido graso sintasa (FAS), A5 elongasa, A12 elongasa, A4
desaturasa, policétido AGPI sintasa (PKS), A9 desaturasa y omega-3 desaturasa.

11. Un método para proporcionar un AGPI, comprendiendo el método:

proporcionar una célula de Thraustochytrium que esta modificada en comparacion con una célula de
Thraustochytrium de referencia en que la célula modificada contiene al menos un promotor de Thraustochytrium
que comprende una secuencia nucleotidica idéntica en al menos un 80 % ala SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 10
y al menos un terminador de célula de Thraustochytrium que comprende una secuencia nucleotidica idéntica en
al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 14 o la SEQ ID NO: 18 y, opcionalmente, una o mas modificaciones
genéticas que aumentan la produccion de uno o mas AGPI por la célula modificada en comparacion con la célula
de referencia cuando las células modificadas y de referencia se cultivan en condiciones comparables; y

cultivar la célula de Thraustochytrium modificada en condiciones y durante un tiempo suficiente para conseguir la
produccién de los uno o mas AGPI.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que la célula de Thraustochytrium modificada contiene al menos un
polipéptido heterdlogo expresado, en el que el al menos un polipéptido heterélogo se expresa a partir de un gen que
esta unido operativamente al promotor de un gen de Thraustochytrium, el terminador de Thraustochytrium o ambos.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el al menos un polipéptido heterélogo comprende al menos un
polipéptido de biosintesis de AGPI heterélogo y, opcionalmente, en el que la modificacion genética comprende al
menos una mutacion de nucledtidos que aumenta la expresion o actividad de un polipéptido de biosintesis de AGPI
enddgeno o heterdlogo.

14. El método de la reivindicacion 11, en el que el promotor de Thraustochytrium comprende una secuencia

nucleotidica idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 10 y el terminador de Thraustochytrium comprende una
secuencia nucleotidica idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 18.
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Tasa de crecimiento con varias concentraciones de sal y zeocina
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Comparacion de productividad de DHA con la cepa parental
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Relacion de DHA a Biomasa

20,00

18,00 —n

16,00 K A

14,00 15X Y/}(\M

12,00 N\

= 10,00 h\ / \I/‘

8,00 \U/

6,00 -<>-35 g/L de sal marina

4,00 —-18 g/L de sal marina

2,00

0,00 . . . . . . . .
T18A30 5-3 5-4B 5-10 5-12 5-15 10-10 2a-9 2b-3

Cepas

FIG. 17D

111



ES 2678997 T3

v8l Old

_ €S _om<wr._.

[Vda 9-u 6:zz01 B
0]

[0:210] Y

[0:810] A
[0ae10}:81.0] [-]
[ojeusdoEA |:9]0)] Q
[0:020] []

[9-u Z:020! /)

[9-u :020] 4

[e-u 020 N
[vd3 €-u 6:020] /4
oI N
PAR-IPEN __H_

[vda ¢-u szl N
[0:v20] N

[vHa £-u 9:2201 ]
[6-uLv2o] N

00°0

00°001

AN

00005

00009

00002

1/ g€ |es ap olpaw ud soseub sopioe ap sa|idd

(esewolq ap 6/6w) sopidi

112



ES 2678997 T3

dg8l 9ld

€S 0evelL
r——rr 00°0

i

[vda 9-u G:zzol B3
hvol
[0:610] B
6ol N

2 00°001

00002

020 N

[0:810] )
[0a1210:81.0] []
[o1eUS20EA 819 Q
[0:0201 []

[9-u Z:020] /]
[9-ut:020] \ 00005

et 1 00°00€

w 0000

[e-u :020] N
[vd3 €-u 50201 7 4
072201 N 00°009

[vda e-u szl N
[0:v20] N

[vHa ¢-u 9:2201 /]
l6-u1v20l N

00°00L

1/6 81 |es ap olpaw ud soseub sopioe ap sa|ijidd

113

(esewolq ap 6/6w) sopidiq



ES 2678997 T3

Relacion Lipidos totales a Biomasa
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