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DESCRIPCIÓN

Microorganismos traustoquitridios modificados genéticamente

LISTADO DE SECUENCIAS5

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.

10
CAMPO DE LA TÉCNICA

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

15
ESTADO DE LA TÉCNICA

Se ha reconocido que los ácidos 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 salmón, la lacha, el arenque y el atún. Sin embargo, la falta de fiabilidad 20
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 acuáticos eucariotas con la capacidad de producir productos útiles, 
incluyendo AGPI y antioxidantes (Carmona et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 67 (4): 884-888, 2003). Estos 25
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 nitrógeno 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 útiles.30

EXPLICACIÓN DE LA INVENCIÓN

La presente invención abarca la apreciación de ciertos problemas con las fuentes disponibles de AGPI y otros 
compuestos y agentes útiles. La presente invención abarca el reconocimiento de que los Traustoquitridios35
genéticamente alterados, ya sea por mutagénesis clásica o de otro modo, pueden proporcionar fuentes útiles de 
AGPI y otros compuestos y agentes.

La presente invención proporciona, en diversas realizaciones, sistemas para modificar por ingeniería genética los 
Traustoquitridios, así como Traustoquitridios modificados por ingeniería genética que encuentran diversos usos (por 40
ejemplo, la producción de AGPI y/o la producción de biocombustibles).

En ciertas realizaciones, la invención proporciona moléculas de ácido 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 ácido nucleico aisladas proporcionadas es un promotor de tubulina que comprende secuencias de 45
ácidos nucleicos que tienen al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 92 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o más de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 10). Los terminadores de ejemplo en las moléculas de 
ácido nucleico aisladas proporcionadas incluyen, pero no se limitan a, un terminador de tubulina (por ejemplo,
secuencias de ácidos nucleicos que tienen al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 92 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, el 
99 % o más de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14 o la SEQ ID NO: 18).50

En algunas realizaciones, se proporcionan moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden una secuencia 
heteróloga 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 heteróloga codifica un polipéptido. En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico aisladas 55
proporcionadas comprenden además un gen de resistencia a la zeocina.

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

60
Se desvelan métodos 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 concentración a la que la zeocina destruye el 60-80 % de las células y aislar una 
subpoblación de células que sobreviven al cultivo, mutando de ese modo células de un microorganismo.

65
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En ciertas realizaciones, se proporcionan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium que contienen una o más 
modificaciones en uno o más genes que codifican un polipéptido enzimático o parte de un complejo polipeptídico 
enzimático implicado en la vía biosintética de AGPI del Traustoquitridio o Thraustochytrium. En algunas 
realizaciones, la modificación o modificaciones aumentan la producción de uno o más AGPI por la célula modificada 
en comparación con una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium de referencia cuando las células modificadas 5
y de referencia se cultivan en condiciones comparables. En algunas realizaciones, el polipéptido enzimático o los 
complejos de polipéptido enzimático se seleccionan entre el grupo que consiste en la ácido graso sintasa (FAS), Δ5
elongasa, Δ12 elongasa, Δ4 desaturasa y policétido AGPI sintasa (PKS). En algunas realizaciones, el uno o más 
AGPI se seleccionan entre el grupo que consiste en ácido alfa-linolénico ("ALA"), ácido araquidónico ("ARA"), ácido 
docosahexaenoico ("DHA"), ácido docosapentaenoico ("DPA"), ácido eicosapentaenoico ("EPA"), ácido gamma-10
linolénico ("GLA") y ácido linoleico ("LA"). En algunas realizaciones, la enzima o complejos enzimáticos se 
seleccionan entre el grupo que consiste en policétido AGPI sintasa (PKS), Δ9 desaturasa, elongasa y omega-3 
desaturasa.

Se desvelan métodos para la transformación de una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que comprende 15
las etapas de: (a) proporcionar una célula de Thraustochytrium o Thraustochytrium competente; (b) entregar un 
ácido nucleico recombinante en la célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium competente, en la que el ácido 
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 selección que reduce el crecimiento 
de las células sin el marcador seleccionable. El marcador seleccionable puede ser un gen de resistencia a 20
antibiótico. El agente de selección puede ser un antibiótico. Por ejemplo, el antibiótico puede ser zeocina. La zeocina
puede estar presente a una concentración superior a 50 µg/ml (por ejemplo, aproximadamente 100 µg/ml).

En algunos métodos desvelados para la transformación de una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium, el 
ácido nucleico recombinante comprende adicionalmente un casete de expresión génica distinto del marcador 25
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.30

La etapa de entrega puede comprender la entrega biolística de partículas recubiertas con el ácido nucleico 
recombinante. Por ejemplo, pueden usarse partículas que comprenden oro en la entrega biolística.

El medio de cultivo puede contener un nivel de sal entre una concentración de sal inferior y una concentración de sal 35
superior. La concentración 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/l. La concentración de sal superior puede ser 
de aproximadamente 20, aproximadamente 22, aproximadamente 25, aproximadamente 27, aproximadamente 30, 40
aproximadamente 32, aproximadamente 35, aproximadamente 37, aproximadamente 40, aproximadamente 45, 
aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65 o aproximadamente 70 g/l. 
La concentración 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/l45
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.

50
Se desvelan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium competentes para la transformación genética.

Se desvelan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium transformadas con un ácido nucleico recombinante.

Se desvelan métodos de cultivo de células de Traustoquitridio o Thraustochytrium, comprendiendo el método: hacer 55
crecer un cultivo que comprende células de Traustoquitridio o Thraustochytrium en un primer conjunto de
condiciones en las que la biomasa aumenta (y opcionalmente otras características aumentan o disminuyen también); 
cambiar el primer conjunto de condiciones de cultivo a un segundo conjunto de condiciones en el que la 
productividad de lípidos aumenta, en el que el cambio comprende uno o más de: (a) reducir las concentraciones de 
oxígeno desde una primera concentración de oxígeno a una segunda concentración de oxígeno; (b) aumentar la 60
relación C:N desde una primera relación C:N a una segunda relación 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 está 65

E12755051
07-08-2018ES 2 678 997 T3

 



4

modificada en comparación con una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium de referencia en que la célula 
modificada contiene una o más modificaciones genéticas que aumentan la producción de uno o más AGPI por la 
célula modificada en comparación con la célula de referencia cuando las células modificadas y de referencia se 
cultivan en condiciones comparables; y cultivar la célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificada en las 
condiciones y durante un tiempo suficiente para conseguir la producción del uno o más AGPI.5

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

La etapa de proporcionar comprende proporcionar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que contiene al 10
menos un terminador de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificado por ingeniería genética.

La etapa de proporcionar comprende proporcionar una célula de Traustoquitridio o Thraustochytrium que está 
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 heterólogo expresado. En algunas 15
realizaciones, la al menos una proteína heteróloga se expresa a partir de un gen que está unido operativamente a un 
promotor de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificado por ingeniería genética, un terminador de 
Traustoquitridio o Thraustochytrium modificado por ingeniería genética o ambos. En algunas realizaciones, el al 
menos un polipéptido heterólogo comprende al menos un polipéptido de biosíntesis de AGPI heterólogo.

20
En algunas realizaciones, la modificación genética comprende al menos una mutación de nucleótidos que aumenta 
la expresión o actividad de polipéptido de biosíntesis de AGPI. En algunas realizaciones, el polipéptido de biosíntesis 
de AGPI cuya expresión o actividad aumenta es un polipéptido de producción de AGPI endógeno. En algunas 
realizaciones, el polipéptido de producción de AGPI cuya expresión o actividad aumenta es un polipéptido de 
biosíntesis de AGPI heterólogo.25

En ciertas realizaciones, se proporcionan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificadas por ingeniería 
genética que expresan un polipéptido de producción de AGPI heterólogo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan células de Traustoquitridio o Thraustochytrium modificadas por ingeniería 30
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 ingeniería genética cuando las células modificadas por ingeniería genética y 
no modificadas por ingeniería genética se cultivan en condiciones comparables.

Se desvelan composiciones que comprenden: al menos un AGPI; y uno o más componentes de una célula de 35
Traustoquitridio o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibiótico o es progenie de una célula de 
Traustoquitridio o Thraustochytrium que contiene un gen de resistencia a antibiótico. El gen de resistencia a 
antibiótico puede ser un gen de resistencia a zeocina.

Se desvelan composiciones que comprenden: al menos un AGPI; y uno o más componentes de (a) una célula de 40
Traustoquitridio o Thraustochytrium que se ha cultivado en o sobre un medio que comprende zeocina a una 
concentración 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 
concentración a la que zeocina destruye el 60-80 % de las células.

45
Se exponen detalles de una o más realizaciones de la invención en los dibujos adjuntos y la descripción a 
continuación. Otras características, objetos y ventajas de la invención serán evidentes a partir de la descripción y los 
dibujos y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS50

La Fig. 1 muestra una representación de las posibles vías biosintéticas de AGPI en Thraustochytrium sp. ONC-
T18 ("ONC-T18", nº de acceso ATCC: PTA-6245; Solicitud de Patente Internacional N.º PCT/IB2006/003977). 
FAS, ácido graso sintasa; EL, elongasa; Δ8, Δ8 desaturasa; Δ5, Δ5 desaturasa; Δ4, Δ4 desaturasa; ω3, omega-3 
desaturasa; C14:0, ácido mirístico; C16:0, ácido palmítico; C16:ln-7, ácido palmitoleico; C18:0, ácido esteárico; 55
C18:ln-7, ácido cis-vaccénico; C18:ln-9, ácido oleico; C18:2n-6 (LA), ácido linoleico; C18:3n-3 (ALA), ácido α-
linolénico; C18:3n-6 (GLA), γ-linolénico; C18:4n-3 (STA), ácido estearidónico; C20:2n-6 (EDA), ácido 
eicosadienoico; C20:3n-6 (DGLA), ácido dihomo-γ-linolénico; C20:4n-3 (ETA), ácido eicosatetraenoico; C20:3n-3 
(ETE), ácido eicosatetraenoico; C20:4n-6 (ARA), ácido araquidónico; C20:5n-3 (EPA), ácido eicosapentaenoico; 
C22:4n-6 (DTA), ácido docosatetraenoico; C22:5n-3 (DPA), ácido docosapentaenoico; C22:5n-6, ácido 60
docosapentaenoico; C22:6n-3 (DHA), ácido docosahexaenoico; y PKS, policétido AGPI sintasa. n-6 denota la vía
biosintética de AGPI omega-6 y n-3 denota la vía biosintética de AGPI omega-3.
La Fig. 2 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica pd4DPZ1.
La Fig. 3 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica pd5EPZ1.
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La Fig. 4 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica pd5EPrsGFP1, así 
como las construcciones del plásmido intermedio producido mediante los procesos.
La Fig. 5 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ40T.
La Fig. 6 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ347T.
La Fig. 7 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ713T.5
La Fig. 8 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p701PZ40T.
La Fig. 9 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PsmRsGFP40T.
La Fig. 10 es una ilustración esquemática de la generación del vector de expresión génica pD4DPZ18S, así 
como las construcciones del plásmido intermedio producido mediante los procesos.
La Fig. 11 es una representación esquemática de la generación del vector de expresión génica p341PZ5EpEx y 10
las construcciones de los plásmidos intermedios producidos mediante los procesos.
La Fig. 12 ilustra los efectos del antibiótico zeocina en las cifras de crecimiento y de colonias de ONC-T18 a 
diversas salinidades en las placas de medio de crecimiento ONC-T18-GM0. Los resultados indican que ONC-T18
creció más rápidamente y produjo más colonias a una mayor salinidad (por ejemplo, sal marina artificial 35 g/l) en 
el medio ONC-T18-GM0 que a una salinidad inferior (por ejemplo, sal marina artificial 8,5 g/l). En la mediana de 15
la salinidad (por ejemplo, sal marina artificial 18 g/l), zeocina, a la concentración de 30 µg/ml, podría inhibir 
completamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar ONC-T18-GMO.
La Fig. 13 ilustra la detección del transgén del gen de resistencia a zeocina en las cepas resistentes a zeocina 
transformadas. Los fragmentos de ADN específicos del gen de la zeocina se amplificaron a partir del ADN 
genómico de cada cepa transformante con la técnica de PCR usando cebadores específicos del gen resistente a 20
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-GM0) que contiene sal 
marina a la concentración de 18 g/l o 35 g/l. Se observó un µl de las suspensiones celulares en las placas de 
agar ONC-T18-GM0 y los diámetros de las colonias se midieron a diario.25
La Fig. 15 ilustra la resistencia a zeocina de cepas ONC-T18 transformadas con los ADN plasmídicos 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-GM0). Los resultados muestran que todas las cepas 
transformantes de ONC-T18 son resistentes al antibiótico 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).30
La Fig. 16 ilustra la productividad de biomasa de la de tipo silvestre y diversas cepas ONC-T18 transformadas en 
medio de crecimiento líquido (ONC-T18-GM0) que contiene sal marina artificial a la concentración de 18 g/l o 
35 g/l. Los resultados muestran que, a la salinidad inferior, todas las cepas sometidas a ensayo produjeron más 
biomasa que a una salinidad más alta.
La Fig. 17 ilustra las productividades de DHA de las cepas de ONC-T18 de tipo silvestre y diversas cepas de 35
ONC-T18 transformadas en el medio de crecimiento líquido (ONC-T18-GM0) que contiene sal marina artificial a 
la concentración 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 mayoría de las cepas produjo un alto rendimiento de 
DHA a menor salinidad que a mayor salinidad y las cepas de producción de alto rendimiento de DHA pueden 
aislarse a partir de la selección de cultivos de colonias individuales.40
La Fig. 18 ilustra los perfiles de ácidos grasos y las productividades de lípido total de las cepas transformadas 
que crecieron en medios ONC-T18-GM0 líquidos con diferentes salinidades. Esta figura ilustra la estabilidad del 
transgén ble en cepas ONC-T18 transformadas.
La Fig. 19 ilustra una comparación de la biomasa, los lípidos y las productividades de DHA de una cepa de ONC-
T18 mutada y una cepa parental.45

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 50
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 transformación. Por 
ejemplo, una célula puede ser competente para un método de transformación, pero no para otro. Como alternativa o 
adicionalmente, una célula puede ser competente para más de un método de transformación. Las células 55
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, 60
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, 
núcleos celulares, citosol, material genético (por ejemplo, cromosomas), orgánulos celulares o cualquier parte de o 
biomolécula contenida en cualquiera de los componentes anteriormente mencionados. Los orgánulos normalmente
contenidos en una célula pueden diferir dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, algunos orgánulos están 65
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presentes solo en las células eucariotas. Algunos orgánulos solo están presentes en las células vegetales y algunos
solo están presentes en las células animales. Son ejemplos no limitantes de tipos de orgánulos el núcleo celular, la 
mitocondria, los cloroplastos, los peroxisomas, los lisosomas, las vacuolas, el aparato de Golgi, el retículo 
endoplásmico, los ribosomas y los centrosomas. Los ejemplos no limitantes de biomoléculas contenidas en una 
célula incluyen, pero no se limitan a, ácidos nucleicos (por ejemplo, ADN y/o ARN), polipéptidos (por ejemplo,5
proteínas), complejos de núcleo-proteínas, lípidos y fosfolípidos. Algunas células pueden contener material genético 
exógeno (por ejemplo, material que se ha introducido en la célula por la mano del hombre). Dicho material exógeno 
se incluye en esta definición. Algunas células pueden tener componentes extracelulares, tales como cápsulas 
extracelulares, flagelos o fimbrias (pili). Estos componentes extracelulares también se incluyen en esta definición.

10
Modificado por ingeniería genética: En general, la expresión "modificado por ingeniería genética" se refiere al 
aspecto de haber sido manipulado por la mano del hombre. Por ejemplo, se considera que un polinucleótido se 
"modifica por ingeniería genética " cuando dos o más secuencias, que no están unidas entre sí en ese orden en la 
naturaleza, son manipuladas por la mano del hombre para que se unan directamente entre sí en el polinucleótido 
modificado por ingeniería genética. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente invención, un polinucleótido 15
modificado por ingeniería genética comprende una secuencia reguladora que se encuentra en la naturaleza en 
asociación operativa con una primera secuencia de codificación, pero no en asociación operativa con una segunda 
secuencia de codificación, se une por la mano del hombre de manera que se asocie operativamente con la segunda 
secuencia de codificación. Para proporcionar solo un ejemplo específico que se describe en el presente documento, 
en algunas realizaciones de la presente invención, un promotor de Δ4 desaturasa de Thraustochytrium se une a un 20
ácido nucleico que codifica un polipéptido distinto de un polipéptido de Δ4 desaturasa de Thraustochytrium. 
Comparativamente, se considera que una célula u organismo está "modificado por ingeniería genética" si se ha
manipulado de manera que su información genética esté alterada (por ejemplo, se ha introducido nuevo material 
genético no presente anteriormente, por ejemplo, mediante transformación, emparejamiento u otro mecanismo, o el 
material genético previamente presente se altera o se elimina, por ejemplo, por sustitución o deleción de mutación). 25
Como es práctica común y se entiende por los expertos en la materia, la progenie de un polinucleótido o célula 
modificada por ingeniería genética normalmente todavía se denominan "modificada por ingeniería genética" aunque
la manipulación real se realizara en una entidad anterior.

Modificación genética: La expresión "modificación genética", como se usa en el presente documento, se refiere a 30
una manipulación por la mano del hombre a través del uso de la ingeniería genética. La expresión "modificaciones 
genéticas" abarca cualquier tipo de cambio en el material genético de una célula, incluyendo cambios en la 
secuencia de nucleótidos (por ejemplo, ADN o ARN) del material genético de las células y modificaciones químicas
del material genético de la célula (por ejemplo, modificaciones tales como la metilación que pueden afectar a la 
expresión de un locus genético). Las células u organismos que son manipulados de una manera de este tipo se dice 35
que están "genéticamente modificados" o "transgénicos". Por ejemplo, la expresión "célula transgénica", como se 
usa en el presente documento, se refiere a una célula cuyo ADN contiene un ácido nucleico exógeno 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 invención incluyen, pero no se limitan a, células de Traustoquitridio o Thraustochytrium transgénicas. Las 40
células transgénicas normalmente expresan secuencias de ADN que confieren a las células características 
diferentes de la de las células no transgénicas, nativas, de la misma cepa. La progenie de células transgénicas 
normalmente se considera transgénica también.

Heterólogo: El término "heterólogo", como se usa en el presente documento para referirse a ácidos nucleicos (por 45
ejemplo, ácidos nucleicos que incluyen secuencias reguladoras y/o genes) o polipéptidos, se refiere a un ácido 
nucleico o polipéptido que se introduce artificialmente en una célula y/o que no se origina naturalmente en la célula 
en la que está presente. En algunas realizaciones, un ácido nucleico heterólogo tiene una secuencia de nucleótidos 
que es idéntica a la de un ácido nucleico presente de forma natural en la célula. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, una célula hospedadora de Thraustochytrium se modifica por ingeniería genética para incluir un ácido 50
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 
ácido nucleico introducido es heterólogo de acuerdo con la presente divulgación. En muchas realizaciones, un ácido 
nucleico heterólogo tiene una secuencia de nucleótidos que es diferente de la de cualquier ácido nucleico que está 
naturalmente presente en la célula. En algunas realizaciones, un ácido nucleico que es heterólogo para una célula 55
en particular tiene una secuencia de ácido nucleico que es idéntica a la de un ácido nucleico que se encuentra de 
forma natural en un organismo de origen que es diferente de la célula en la que se introduce el ácido nucleico 
heterólogo.

Célula hospedadora: Como se usa en el presente documento, la "célula hospedadora" es una célula que se 60
manipula de acuerdo con la presente divulgación. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una célula hospedadora se 
manipula de manera que aumente su producción de uno o más AGPI (por ejemplo, a través modificación 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 ingeniería genética o manipulada de acuerdo con la 
presente divulgación en comparación con una célula parental por lo demás idéntica y/o en comparación con una 65
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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 modificación (y opcionalmente más de una) que da como resultado una 
mayor producción de AGPI o de otros materiales celulares (por ejemplo, al menos una modificación de aumento de 
AGPI) por la célula hospedadora modificada en comparación con la célula parental o de referencia.

5
Introducir: El término "introducir", como se usa en el presente documento con referencia a la introducción de un 
ácido nucleico en una célula u organismo tiene por objeto tener su significado más amplio y abarcar la introducción, 
por ejemplo, mediante métodos de transformación (por ejemplo, transformación mediada por cloruro de calcio, 
electroporación, bombardeo de partículas) y también la introducción por otros métodos, incluyendo la transducción, 
la conjugación y el emparejamiento. En algunas realizaciones, un vector se utiliza para introducir un ácido nucleico 10
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 había asociado anteriormente. Cuando se ha retirado la mayoría de otros 
componentes, la entidad aislada se "purifica" o se "concentra". El aislamiento y/o la purificación y/o la concentración 15
pueden realizarse usando cualquier técnica conocida en la técnica incluyendo, por ejemplo, el fraccionamiento, la 
extracción, la precipitación u otra separación.

Unido operativamente: La expresión "unido operativamente", como se usa en el presente documento, se refiere a 
una relación entre dos secuencias de ácido nucleico en la que la expresión de una de las secuencias de ácido 20
nucleico se controla, se regula o se modula por la otra secuencia de ácido nucleico. En algunas realizaciones, una 
secuencia de ácido nucleico que está unido operativamente a una segunda secuencia de ácido nucleico está unido 
covalentemente, ya sea directa o indirectamente, a dicha segunda secuencia, aunque es aceptable cualquier 
asociación tridimensional eficaz. Una secuencia de ácido nucleico individual puede unirse operativamente a 
múltiples otras secuencias. Por ejemplo, un único promotor puede dirigir la transcripción de múltiples especies de 25
ARN.

Polipéptido: El término "polipéptido", como se usa en el presente documento, por lo general tiene su significado 
reconocido en la técnica de un polímero de al menos tres aminoácidos. Sin embargo, el término también se utiliza 
para referirse a clases funcionales específicas de polipéptidos, tales como, por ejemplo, desaturasas, elongasas, 30
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 apreciarán, 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 específicamente 
en el presente documento), pero también para abarcar polipéptidos que representan fragmentos funcionales (es 35
decir, fragmentos que conservan al menos una actividad) de dichos polipéptidos completos. Además, los expertos 
habituales en la materia entienden que las secuencias proteicas generalmente toleran cierta sustitución 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 región de identidad mucho más alta, con frecuencia40
superior al 90 % o incluso al 95 %, al 96 %, al 97 %, al 98 % o al 99 % en una o más regiones altamente 
conservadas, que por lo general abarca al menos 3-4 y, con frecuencia, hasta 20 o más aminoácidos, 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 análisis de las secuencias de diversos polipéptidos descritos en el presente documento. Como es sabido 45
por los expertos habituales en la materia, se conoce una diversidad de estrategias y hay herramientas disponibles, 
para realizar comparaciones de secuencias de aminoácidos o nucleótidos con el fin de evaluar los grados de 
identidad y/o similitud. Estas estrategias incluyen, por ejemplo, la alineación manual, la alineación de secuencias 
asistida por ordenador y combinaciones de las mismas. Una serie de algoritmos (que generalmente se implementan 
por ordenador) para realizar la alineación de secuencias están ampliamente disponibles o pueden producirse por un 50
experto en la materia. Los algoritmos representativos incluyen, por ejemplo, el algoritmo de homología local de Smith 
y Waterman; (Adv Appl Math, 1981, 2: 482); el algoritmo de alineación de homología de Needleman y Wunsch (J. 
Mol. Biol., 1970, 48: 443); la búsqueda 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 versión de paquete de software 7.0 Wisconsin Genetics, Genetics Computer 55
Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.). Los programas informáticos fácilmente disponibles que incorporan dichos
algoritmos incluyen, por ejemplo, BLASTN, BLASTP, Gapped BLAST, PILEUP, CLUSTALW, etc. Cuando se usan
los programas BLAST y Gapped BLAST, puede usarse los parámetros por defecto de los programas respectivos. 
Como alternativa, el médico puede usar parámetros no predeterminados en función de sus requisitos experimentales 
y/u otros (véase, por ejemplo, el sitio web que tiene la URL www.ncbi.nlm.nih.gov).60

Vía biosintética de AGPI: Una "vía biosintética de AGPI" es una vía biosintética que produce AGPI y/o precursores 
de AGPI.
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Polipéptido de biosíntesis de AGPI: La expresión "polipéptido de biosíntesis de AGPI" como se usa en el presente 
documento, se refiere a polipéptidos implicados en la producción de un AGPI tal como, pero no limitado a, ácido alfa 
linolénico ("ALA"), ácido araquidónico ("ARA"), ácido docosahexaenoico ("DHA"), ácido docosapentaenoico ("DPA"), 
ácido eicosapentaenoico ("EPA"), ácido gamma-linolénico ("GLA"), ácido linoleico ("LA") y/o ácido linolénico. En 
algunas realizaciones, los polipéptidos de biosíntesis de AGPI son enzimas que catalizan etapas particulares en una 5
vía de síntesis que en última instancia produce un AGPI. En algunas realizaciones, un polipéptido de biosíntesis de 
AGPI es una ácido graso sintasa. En algunas realizaciones, los polipéptidos de biosíntesis de AGPI catalizan la 
elongación de un ácido graso. En algunas realizaciones, los polipéptidos de biosíntesis de AGPI catalizan la 
desaturación de un ácido graso. En algunas realizaciones, la expresión "polipéptido de biosíntesis de AGPI" también 
puede abarcar polipéptidos que no catalizan por sí mismos reacciones de síntesis, pero que regulan la expresión y/o 10
actividad de otros polipéptidos que sí lo hacen. Los polipéptidos de la biosíntesis de AGPI incluyen, por ejemplo,
polipéptidos de ácido graso sintasa, polipéptidos de elongasa, polipéptidos de Δ9 desaturasa, polipéptidos de Δ12 
desaturasa, polipéptidos de Δ6 desaturasa, polipéptidos de Δ8 desaturasa, polipéptidos de Δ5 desaturasa, 
polipéptidos de Δ4 desaturasa y polipéptidos de ω3 desaturasa.

15
Modificación de aumento de AGPI: Una "modificación de aumento de AGPI", como se usa en el presente 
documento, se refiere a una modificación de una célula hospedadora que aumenta su producción de al menos un 
AGPI. En algunas realizaciones, dicha producción 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 20
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, 25
un 1000 % superior al de la célula parental en la que se introdujo la modificación y/o al de una célula de referencia 
particular (por ejemplo, una célula de tipo silvestre). En algunas realizaciones, una modificación de aumento de 
AGPI aumenta la expresión o actividad de uno o más polipéptidos de biosíntesis de AGPI. En algunas realizaciones, 
una modificación de aumento de AGPI disminuye la expresión o actividad de uno o más polipéptidos que interfiere 
con la expresión o actividad de un polipéptido de biosíntesis de AGPI, incluyendo, por ejemplo, mediante 30
competencia con el polipéptido de biosíntesis de AGPI para el acceso a un sustrato. En algunas realizaciones, una
modificación de aumento de AGPI comprende la introducción de un ácido nucleico heterólogo en una célula 
hospedadora. En algunas realizaciones, una modificación de aumento de AGPI aumenta los niveles totales de 
ácidos grasos en una célula. En algunas realizaciones, una modificación de aumento de AGPI aumenta el nivel 
global de uno o más AGPI particular en una célula, con o sin aumento de los niveles totales de ácidos grasos en la 35
célula. En algunas realizaciones, una modificación 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 otra célula (la "célula parental") (por ejemplo, mediante división celular o gemación) de manera 40
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 además del material genético de la célula 
parental. En algunas de dichas realizaciones, el material genético adicional es heterólogo a la cepa o especie de la 45
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 división o gemación a partir de una célula parental) sino toda la progenie indirecta
de una célula parental (por ejemplo, células que dan como resultado más de un ciclo de división o de gemación 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 número limitado de células (por ejemplo, dos) en cada ciclo de división o gemación. El 50
término "progenie" también tiene por objeto abarcar células que han experimentado una o más manipulaciones por 
la mano del hombre (por ejemplo, manipuladas genéticamente o modificadas por ingeniería genética). Por tanto, por 
ejemplo, cuando una estirpe celular parental se manipula genéticamente o se modifica por ingeniería 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 así sucesivamente.55

Promotor o elemento promotor: Como se usan en el presente documento, las expresiones "promotor" y "elemento 
promotor" se refieren a un polinucleótido que regula la expresión de una secuencia polinucleotídica seleccionada
operativamente unida al promotor y que afecta a la expresión de la secuencia polinucleotídica seleccionada en las 
células. La expresión "promotor de Thraustochytrium", como se usa en el presente documento, se refiere a un 60
promotor que funciona en una. célula de Thraustochytrium. La expresión "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 característica con fines comparativos. Por ejemplo, una célula de 65
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referencia para la comparación frente a una célula modificada por ingeniería genética puede ser una célula que no 
esté modificada por ingeniería 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 
características de una cepa particular con la que se compara, pero no contiene una o más modificaciones genéticas 5
características de la cepa particular con la que se compara. Por ejemplo, una célula de referencia de este tipo sería 
útil para evaluar el efecto de la una o más modificaciones genéticas que no contiene. Por tanto, por ejemplo, la 
expresión "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) 10
carece de una o más características (por ejemplo, una o más 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 15
sea a una secuencia de nucleótidos, por ejemplo, un gen, que codifica un producto (proteína) que permite la 
selección, o al producto génico (por ejemplo, proteína) en sí. La expresión "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 20
pueden ser la presencia o ausencia de un compuesto particular o de una condición ambiental particular, tal como el 
aumento de la temperatura, el aumento de la radiación, la presencia de un compuesto que es tóxico en ausencia del 
marcador, etc. La presencia o ausencia de dicho compuesto o compuestos o condición o condiciones del medio 
ambiente se denomina una "condición 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 25
esperanza de vida, en promedio, con respecto a las células por lo demás idénticas), el aumento de la tasa de 
proliferación (también denominado en el presente documento como "tasa de crecimiento") con respecto a células u 
organismos por lo demás idénticas o ambos. En general, una población de células que tienen una ventaja de 
crecimiento presentará menos células muertas o no viables y/o una mayor tasa de proliferación celular que una 
población de células por lo demás idénticas que carecen de la ventaja de crecimiento. Aunque normalmente un 30
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 más susceptible a los 
efectos nocivos de ciertos compuestos o condiciones ambientales que las células por lo demás idénticas que no 
expresan el marcador. Los marcadores de resistencia a antibióticos son un ejemplo no limitante de una clase de 
marcador seleccionable que puede usarse para seleccionar las células que expresan el marcador. En presencia de 35
una concentración apropiada de antibióticos (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 antibiótico son capaces de sobrevivir y/o proliferar en presencia del antibiótico mientras que las células 
que no expresan el marcador de resistencia a antibiótico no son capaces de sobrevivir y/o no son capaces de 
proliferar en presencia del antibiótico. Por ejemplo, un marcador seleccionable de este tipo que se usa habitualmente40
en células vegetales es la proteína NPTII, que codifica una proteína que proporciona resistencia contra el antibiótico 
kanamicina. Los marcadores seleccionables adicionales incluyen proteínas que confieren resistencia contra 
carbenicilina (por ejemplo, β-lactamasas), proteínas 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 vía biosintética para producir un compuesto que se 45
necesita para el crecimiento o la supervivencia celulares. En general, en condiciones no selectivas el compuesto 
requerido está presente en el medio ambiente o se produce por una vía alternativa en la célula. En condiciones 
selectivas, el funcionamiento de la vía biosintética, en la que está involucrado el marcador, se necesita para producir 
el compuesto.

50
Agente de selección: La frase "agente de selección", como se usa en el presente documento, se refiere a un agente 
que introduce una presión selectiva sobre una célula o población de células ya sea a favor o en contra de la célula o
población de células que lleva un marcador seleccionable. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el agente de 
selección es un antibiótico y el marcador seleccionable es un gen de resistencia a antibiótico. En ciertas 
realizaciones de ejemplo, se usa zeocina como agente de selección.55

Organismo original: Un "organismo original", como se usa en el presente documento, es un organismo que contiene 
naturalmente o produce un polinucleótido, polipéptido, u otro compuesto (por ejemplo, un ácido nucleico heterólogo)
que se ha de introducir de acuerdo con la presente invención en una célula receptora u hospedadora. En algunas 
realizaciones, el organismo original particular que se ha de seleccionar no es esencial para la práctica de la presente 60
divulgación. Las consideraciones pertinentes pueden incluir, por ejemplo, qué tan estrechamente están relacionados 
los organismos originales y hospedadores potenciales en la evolución o qué tan relacionado está el organismo 
original con otros organismos originales entre los que se han seleccionado secuencias de otros ácidos nucleicos y/o 
polipéptidos pertinentes. Cuando se ha de introducir y/o expresar una pluralidad de diferentes ácidos nucleicos 
heterólogos por una célula hospedadora, diferentes secuencias pueden ser de diferentes organismos originales o del 65
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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 divulgación. En algunas 
realizaciones, con frecuencia será deseable que dichos polipéptidos sean del mismo organismo original y/o que 
estén suficientemente relacionados para funcionar adecuadamente cuando se expresen conjuntamente en una 5
célula hospedadora. En algunas realizaciones, dichos polipéptidos pueden ser de diferentes organismos originales, 
incluso no relacionados. Se entenderá adicionalmente que, cuando un polipéptido heterólogo se ha de expresar en 
una célula hospedadora, con frecuencia será deseable usar secuencias de ácido 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 codificación con elementos reguladores activos en la célula hospedadora. Por ejemplo, 10
cuando la célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium, con frecuencia será deseable alterar la secuencia 
del gen que codifica un polipéptido dado de manera que se ajuste más 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 heteróloga). Por ejemplo, una secuencia génica que codifica un polipéptido de interés puede no estar optimizada 15
por codones para la expresión en una célula hospedadora dada a pesar de que una secuencia génica de este tipo 
se aísle 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 serán conscientes de las preferencias de codones de la célula hospedadora y serán 
capaces de emplear los métodos y composiciones desvelados en el presente documento para optimizar la expresión 20
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.

25
Terminador: Como se usa en el presente documento, el término "terminador" se refiere a un polinucleótido que anula
la expresión de una secuencia polinucleotídica seleccionada unida operativamente al terminador en las células. En 
algunas realizaciones, una secuencia terminadora está corriente abajo de un codón de parada en un gen. La 
expresión "terminador de Thraustochytrium ", como se usa en el presente documento, se refiere a un terminador que 
funciona en una célula de Thraustochytrium. La expresión "terminador de Traustoquitridio", como se usa en el 30
presente documento, se refiere a un terminador que funciona en una célula de Traustoquitridio.

Transformación: El término "transformación", como se usa en el presente documento se refiere a un proceso por el 
que una molécula de ácido nucleico exógeno (por ejemplo, un vector o molécula de ácido nucleico recombinante) se 
introduce en una célula o un microorganismo receptores. La molécula de ácido nucleico exógeno puede o puede no 35
estar integrada (es decir, unida covalentemente) en ADN cromosómico constituyendo el genoma de la célula o el 
microorganismo hospedadores. Por ejemplo, el polinucleótido exógeno puede mantenerse en un elemento 
episómico, tal como un plásmido. Como alternativa o adicionalmente, el polinucleótido exógeno puede integrarse en 
un cromosoma de manera que sea heredado por las células hijas a través de la replicación cromosómica. Los 
métodos de transformación incluyen, pero no se limitan a, precipitación con fosfato de calcio; tratamiento con Ca2+; 40
fusión de células receptoras con protoplastos bacterianos que contienen el ácido nucleico recombinante; tratamiento 
de las células receptoras con liposomas que contienen el ácido nucleico recombinante; dextrano DEAE; fusión 
usando polietilenglicol (PEG); electroporación; magnetoporación; entrega biolística; infección retrovírica; lipofección; 
y microinyección de ADN directamente en las células. En algunas circunstancias, un ácido nucleico exógeno se 
introduce en una célula por apareamiento con otra célula. Por ejemplo, en S. cerevisiae, las células se aparean entre 45
sí.

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

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN
55

Como se describe en el presente documento, la presente descripción desvela una diversidad de reactivos y métodos 
relacionados con la producción de AGPI y/o a la modificación de Traustoquitridios. En general, la invención se refiere 
a la modificación de células hospedadoras de Traustoquitridios y, en particular, a Traustoquitridios modificados por 
ingeniería genética, en particular para aumentar su producción de compuestos de interés (por ejemplo, AGPI). La 
presente invención abarca la identificación de ciertos elementos reguladores genéticos de Thraustochystrium sp., así 60
como el desarrollo de metodologías para la mutagénesis de Traustoquitridio o Thraustochytrium. En ciertas 
realizaciones, la invención proporciona adicionalmente cepas de Thraustochytrium sp. modificadas por ingeniería 
genética y productos producidos a partir de y con ellas. Ciertos detalles de realizaciones particulares de estos y otros 
aspectos de la presente invención se analizan con más detalle a continuación.

65
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Células hospedadoras

Como se ha señalado, la presente descripción desvela reactivos y metodologías para la manipulación de células 
hospedadoras.

5
En general, pueden usarse reactivos identificados (por ejemplo, elementos reguladores, vectores, marcadores 
seleccionables, agentes mutagénicos, etc.) y metodologías (incluyendo, por ejemplo, métodos de mutagénesis) junto 
con cualquier célula hospedadora apropiada. Los expertos habituales en la materia, después de leer la presente 
divulgación y, por tanto, teniendo dichos reactivos en mano, serán fácilmente capaces de identificar las células 
hospedadoras adecuadas en las que dichos elementos están activos.10

En algunas realizaciones, las células hospedadoras para su uso de acuerdo con la presente invención 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 15
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 invención son miembros 20
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 25
sp. BL3, Thraustochytrium sp. BL4, Thraustochytrium sp. BL5, Thraustochytrium sp. BL6, Thraustochytrium sp. BL7,
Thraustochytrium sp. BL8, Thraustochytrium sp. BL9, Thraustochytrium sp. BP3.2.2, Thraustochytrium sp. BP3.3.3,
Thraustochytrium sp. caudivorum, Thraustochytrium sp. CHN-1, Thraustochytrium sp. FJN-10, Thraustochytrium sp. 
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,30
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 invención son miembros 
del género Schizochytrium. En algunas realizaciones, una célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium de 35
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-40
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, 45
bahía de Fundy, Nueva Escocia, Canadá. ONC-T18 se describe en la Publicación 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 más (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 50
número de acceso de cepa de ATCC PTA-6245.

Microorganismos modificados por ingeniería genética

La presente divulgación proporciona, entre otras cosas, elementos reguladores, marcadores de selección, métodos 55
para la mutagénesis y métodos de transformación para la manipulación de microorganismos tales como 
Traustoquitridios. Como se apreciará por los expertos habituales en la materia después de la consideración de la 
presente divulgación, las herramientas proporcionadas en el presente documento pueden usarse solas y en diversas
combinaciones para implementar cualquier modificación genética deseada. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se 
usan métodos de transformación proporcionados para introducir moléculas de ácido nucleico que codifican uno o 60
más genes. Las moléculas de ácido nucleico pueden incluir promotor, terminador o secuencias marcadoras 
seleccionables proporcionados en el presente documento o una combinación 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 
ácidos nucleicos que incluyen uno o más elementos reguladores proporcionados en el presente documento).65
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Expresión génica

La presente divulgación abarca composiciones y métodos para microorganismos modificados por ingeniería
genética. En ciertas realizaciones, la presente divulgación proporciona composiciones y métodos para 
Traustoquitridios modificados por ingeniería genética (por ejemplo, Thraustochytrium). Las células "modificadas por 5
ingeniería genética" incluyen células que han sido modificadas (por ejemplo, mediante la introducción de un ácido 
nucleico exógeno) y progenie de las mismas que conservan la modificación.

La presente divulgación proporciona ácidos nucleicos que incluyen secuencias reguladoras de Traustoquitridio o 
Thraustochytrium. La expresión génica en eucariotas con frecuencia requiere secuencias reguladoras que son 10
específicas de especie o que funcionan en organismos que están 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 divulgación proporciona un ácido nucleico aislado que incluye un promotor de Traustoquitridio o 15
Thraustochytrium. El ácido 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 ácido nucleico aislado que incluye un promotor de Traustoquitridio o Thraustochytrium20
proporcionado en el presente documento es un casete, por ejemplo, un casete de expresión. En algunas 
realizaciones, un ácido nucleico aislado que incluye un promotor de Traustoquitridio o Thraustochytrium
proporcionado en el presente documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresión.

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una célula modificada por ingeniería genética para 25
incluir un promotor génico de Traustoquitridio o Thraustochytrium. En algunas realizaciones, una célula de 
Traustoquitridio o Thraustochytrium se modifica por ingeniería genética para incluir un promotor del gen de la 
tubulina de Thraustochytrium.

La presente divulgación proporciona un ácido nucleico aislado que incluye un terminador génico de Traustoquitridio 30
o Thraustochytrium. En algunas realizaciones, un ácido 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 ácido nucleico aislado que incluye un terminador génico de Traustoquitridio o 35
Thraustochytrium proporcionado en el presente documento es un casete, por ejemplo, un casete de expresión. En 
algunas realizaciones, un ácido nucleico aislado que incluye un terminador génico de Traustoquitridio o 
Thraustochytrium proporcionado en el presente documento es un vector, por ejemplo, un vector de expresión.

En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos aislados proporcionados incluyen uno o más elementos reguladores40
de genes. En algunas de dichas realizaciones, los elementos reguladores de genes incluidos facilitan la regulación 
génica inducible. Los ejemplos no limitantes de sistemas inducibles que pueden emplearse en combinación con 
ácidos nucleicos proporcionados incluyen sistemas inducibles por tetraciclina, sistemas inducibles por etanol y 
sistemas de expresión génica inducibles químicamente. (Véase, por ejemplo, Park y Morschhauser (2005), Li et al.
(2005) y Jepson et al. (1998).45

Los ácidos nucleicos que tienen secuencias reguladoras proporcionadas en el presente documento pueden estar 
unidos operativamente a una secuencia heteróloga, tal como un gen que codifica un polipéptido heterólogo. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones, se proporcionan casetes de expresión génica que comprenden normalmente un
promotor génico de Traustoquitridio o Thraustochytrium unido operativamente a una secuencia de ácido nucleico 50
heteróloga, que está unida operativamente a un terminador génico de Traustoquitridio o Thraustochytrium. En 
algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico heteróloga comprende al menos parte de una secuencia 
codificante en un gen, por ejemplo, la secuencia de ácido nucleico heteróloga codifica un producto génico tal como 
un polipéptido o ARN. En algunas realizaciones, los casetes de expresión génica proporcionados comprenden 
adicionalmente un marcador de selección (por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina tal como Sh ble o cualquier 55
otro marcador de selección analizado en el presente documento).

Generalmente pueden realizarse procedimientos de biología molecular y de manipulación 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 60
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 divulgación proporciona agentes y/o métodos para microorganismos mutagenizantes, 
así como cepas y/o células producidas por mutagénesis. Por ejemplo, como se describe en el presente documento, 
se ha descubierto que pueden usarse antibióticos tales como bleomicinas, fleomicinas y/o tallisomicinas para 5
mutagenizar microorganismos. La disponibilidad de dichos mutágenos eficaces para microorganismos tales como 
Traustoquitridios (por ejemplo, Thraustochytrium) permite el desarrollo de cepas que tienen características 
deseadas. En particular, la presente divulgación demuestra que la zeocina (fleomicina D1) puede usarse para 
mutagenizar microorganismos tales como Traustoquitridios (por ejemplo, Thraustochytrium).

10
El antibiótico zeocina es un glicopéptido básico 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 antibióticos de 
la fleomicina, que son glicopéptidos que se han utilizado ampliamente como agentes antitumorales potentes contra 
linfomas, cánceres de cabeza y cuello y cáncer testicular (Umezawa et al., New antibiotics, bleomycin A and B, 
Journal of Antibiot., (1966) 19: 200-209; Sikic et al., Bleomycin Chemotherapy, Academic Press, Orlando, Florida, 15
(1985)). En general se cree que el modo de acción molecular de estos antibióticos está relacionado con su 
capacidad de unirse al ADN por intercalación 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 antibióticos se emplea como fármacos para la selección positiva. La presente divulgación abarca el 20
descubrimiento de que la zeocina es un mutágeno útil 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 más tratadas, las células supervivientes tienen una frecuencia de mutación aumentado. La 
capacidad de producir células con una mayor frecuencia de mutación permite la selección y el aislamiento fáciles de 
cepas mutagenizadas.25

La presente divulgación proporciona sistemas y/o métodos para la mutagénesis de células de Traustoquitridio. La 
presente divulgación 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 30
Oblongichytriumcells, células de Parietichytrium, células de Sicyoidochytrium, hongos de Mortierella, algas cultivadas 
heterotróficamente (por ejemplo, una especie del género Crypthecodinium). La presente divulgación proporciona 
sistemas y/o reactivos para la mutagénesis de ONC-T18.

Un microorganismo puede mutagenizarse mediante la aplicación a un medio sólido adecuado (por ejemplo, medio 35
de agar) que comprende un antibiótico pertinente (por ejemplo, zeocina), en el que el antibiótico está presente en 
una concentración por debajo de la concentración a la que presenta la inhibición 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 antibiótico (por ejemplo, zeocina) puede usarse para la mutagénesis a una concentración por 
debajo de la concentración a la que destruye al menos el 85 %, el 90 %, el 95 % o el 100 % de las células de ese 40
tipo. Puede usarse antibiótico (por ejemplo, zeocina) para la mutagénesis a una concentración por encima de la 
concentración a la que se destruye el 30 %, el 40 %, el 50 % o el 60 % de las células de ese tipo. Puede usarse 
antibiótico (por ejemplo, zeocina) para la mutación. Puede usarse antibiótico a una concentración y en condiciones 
en las que aumenta la frecuencia de mutación en células expuestas al mismo por encima de la de mutación 
espontánea observada para las células. Puede usarse antibiótico a una concentración y en condiciones en las que 45
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 concentración de 100 g/ml (véase el Ejemplo 3). Por 
tanto, la zeocina puede usarse para la mutagénesis a una concentración por debajo de 100 g/ml (por ejemplo, a 90, 
85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35 o 30 g/ml). La zeocina puede usarse para la mutagénesis en una 50
concentración de aproximadamente 50 g/ml. El medio en el que las células se mutagenizan con zeocina puede tener 
una concentración de sal de 18 g/l o menos. Las células mutagenizadas pueden mostrar cambios en la morfología 
en relación con las células cultivadas en concentraciones más bajas o en ausencia del mutágeno. Para proporcionar 
solo unos pocos ejemplos, las células mutagenizadas pueden mostrar una alteración en la velocidad de crecimiento,
el color y/o la cantidad total o específica de lípidos.55

En ciertos métodos de ejemplo de mutagénesis, las células (por ejemplo, células de Traustoquitridio o 
Thraustochytrium) se extienden sobre un medio sólido que contiene antibiótico (por ejemplo, zeocina) a una 
concentración de 40-60 g/ml. Se aíslan colonias que emergen en estas condiciones después de al menos 4 días (por 
ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 días). Pueden someterse a ensayo células aisladas para una característica deseada 60
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 característica, tal como la biomasa y/o la 
productividad de lípidos.
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La presente divulgación proporciona microorganismos (por ejemplo, Traustoquitridio o Thraustochytrium aislado
mediante mutagénesis por antibiótico (por ejemplo, zeocina). Una cepa microbiana (por ejemplo, una cepa de
Thraustochytrium) aislada mediante mutagénesis por antibiótico (por ejemplo, zeocina) puede producir al menos un 
10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 % más de lípido 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 5
40 %, un 50 % más de ALA, ARA, DHA, DPA, EPA, GLA y/o LA o una combinación 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 % más de ARA, DHA, EPA o una combinación de los mismos, que una cepa 
parental.

10
Una cepa particular de ONC-T18 aislada mediante mutagénesis por zeocina produce aproximadamente el 36 % más 
DHA que su cepa parental.

Selección
15

La presente divulgación 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 
transformación como se describen en el presente documento con el fin de manipular genéticamente los 
microorganismos.

20
Generalmente, en métodos de selección proporcionados, un agente de selección se usa para favorecer el 
crecimiento de microorganismos que llevan un marcador seleccionable adecuado para el agente de selección sobre 
microorganismos que no llevan el marcador seleccionable. Normalmente, el agente de selección inhibe, reduce y/o
retrasa el crecimiento de microorganismos que no llevan el marcador de selección. Durante la selección, los 
microorganismos se cultivan normalmente en medio de crecimiento como se describe en el presente documento, 25
excepto porque el medio de crecimiento se complementa con el agente de selección ("medio de selección").

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

35
11 o 10 días. Los microorganismos pueden cultivarse en medio de selección durante entre aproximadamente 3 y 
aproximadamente 5 días o entre aproximadamente 5 y aproximadamente 10 días, etc. Los microorganismos pueden 
mantenerse en medio de selección después de la selección. Los microorganismos pueden transferirse a un medio 
sin un agente de selección durante al menos un período de tiempo, por ejemplo, durante una fase de recuperación.

40
El marcador seleccionable puede retirarse después de que las células se hayan cultivado durante un período de 
tiempo en medio de selección. La retirada del marcador seleccionable puede realizarse inmediatamente después del 
período de tiempo durante el cual las células se cultivan en medio de selección, después de un "período de 
recuperación" durante el cual se cultivan las células en medio sin un agente de selección o más tarde (por ejemplo,
después de que las células se han almacenado durante un período de tiempo, después de que las células se han 45
congelado y después descongelado). Se conocen bien en la técnica métodos de células modificadas por ingeniería 
genética de manera que los elementos genéticos introducidos (por ejemplo, marcadores de selección) puedan
retirarse más tarde. Dichos métodos emplean normalmente el uso de polipéptidos de recombinasa, que 
normalmente reconocen secuencias de nucleótidos particulares ("sitios de reconocimiento" o "secuencias de 
reconocimiento"). Por ejemplo, un marcador seleccionable puede modificarse por ingeniería genética en una célula 50
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 reacción de recombinación homóloga en los sitios de reconocimiento, lo 
que da como resultado la deleción o inversión de la secuencia de ácido nucleico entre los sitios de reconocimiento.55

El agente de selección puede ser o puede comprender un antibiótico y el marcador de selección es o comprende un 
gen de resistencia para el antibiótico.

Puede usarse una combinación de agentes de selección y/o puede usarse una combinación de marcadores de 60
selección.

Un microorganismo puede experimentar selección mediante la aplicación a un medio adecuado que comprende 
zeocina, en el que la zeocina está presente a una concentración por encima de una concentración umbral.

65
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La concentración umbral puede corresponder aproximadamente a una concentración a la que la zeocina presente la 
inhibición completa o casi completa del crecimiento de células que no contienen un gen de resistencia a la zeocina. 
La concentración umbral puede ser o estar por encima de la concentración 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 
concentración umbral puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo (por ejemplo, concentración de sal, 5
tipo de medio de cultivo, temperatura de cultivo, cultivo líquido o sólido, etc.). La concentración umbral puede estar 
por encima de 50 µg/ml. La concentración 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 µg/ml. La concentración umbral puede ser exactamente o 
aproximadamente 100 µg/ml.

10
El gen de resistencia a los antibióticos puede ser o puede comprender un gen de resistencia a fleomicina, bleomicina 
y/o talisomicina. El gen de resistencia a antibiótico puede ser o puede comprender un gen (por ejemplo, el gen ble)
de S. hidustanus.

La concentración de sal del medio utilizado durante la selección puede diferir de una concentración de sal utilizada15
normalmente en medio utilizado para el cultivo del microorganismo sin selección. La concentración de sal en el 
medio utilizado durante la selección puede ser aproximadamente la misma que una concentración de sal utilizada
normalmente en el medio utilizado para el cultivo del microorganismo sin selección. La concentración de sal puede 
ser de entre aproximadamente 10 g/l y aproximadamente 40 g/l, entre aproximadamente 15 g/l y aproximadamente 
35 g/l y/o entre aproximadamente 18 g/l y aproximadamente 35 g/l. La concentración de sal puede ser de 20
aproximadamente 18 g/l. La concentración de sal puede ser de aproximadamente 35 g/l.

Puede usarse una concentración de zeocina igual o superior a 30 µg/ml cuando el medio de cultivo tiene una 
concentración de sal de aproximadamente 18 g/l. Puede usarse una concentración de zeocina igual o superior a 
100 µg/ml cuando el medio de cultivo tiene una concentración de sal de aproximadamente 35 g/l.25

El medio adecuado utilizado durante la selección puede ser un medio sólido. Cuando se usa un medio sólido, los 
microorganismos pueden extenderse (por ejemplo, usando un asa de siembra, un extendedor de células, perlas u 
otros mecanismos de extensión) en una superficie plana del medio sólido de manera que puedan permitirse crecer
colonias de una sola célula.30

Las colonias de una sola célula pueden recogerse y cultivarse para obtener cantidades más grandes y/o suficientes 
para el análisis (por ejemplo, el análisis del transgén, el análisis de las características de crecimiento, el análisis de 
perfil de lípidos, etc.) y/o la producción 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 mismas35
(por ejemplo, por congelación en un medio de congelación apropiado) para su uso posterior.

Transformación

La presente divulgación proporciona métodos para la transformación de células de Traustoquitridio (por ejemplo,40
Thraustochytrium). Dichos métodos comprenden generalmente etapas de proporcionar una célula de 
Traustoquitridio competente; entregar un ácido nucleico heterólogo (por ejemplo, recombinante o modificado por 
ingeniería genética) en la célula competente, en el que el ácido nucleico recombinante comprende un marcador 
seleccionable; y cultivar la célula competente en un medio de cultivo que contiene un agente de selección que 
reduce el crecimiento de las células sin el marcador seleccionable.45

Se proporcionan células de Traustoquitridio competentes para la transformación genética por la presente 
divulgación. 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 preparación de células competentes, tales como el descrito en el 50
Ejemplo 5, las células competentes se obtienen por la inoculación de un medio sólido o líquido con inóculo de una 
cepa deseada de Traustoquitridio o Thraustochytrium y permitiendo que las células crezcan, entregando medios de 
cultivo fresco según sea necesario. La preparación de células competentes normalmente implica una o más fases de 
crecimiento en un medio líquido seguido de centrifugación de las células y resuspensión de las células en líquido 
estéril a una densidad celular deseada. Las células competentes pueden prepararse nuevas como sea necesario 55
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 volúmenes de 250 ml, 500 ml o 1 l).

Las células pueden cultivarse en un medio rico fuente de nitrógeno. Para proporcionar un solo ejemplo, las células 60
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 nitrógeno).
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Las células pueden cultivarse en altos niveles de oxígeno 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 propagación vegetativa. Las células pueden mutagenizarse durante la 5
propagación vegetativa vigorosa. Las células pueden no mutagenizarse durante las etapas de zoosporas.

El ácido nucleico heterólogo (por ejemplo, recombinante, sintetizado (ya sea química o biológicamente) y/o
modificado por ingeniería genética en que su secuencia de ácido nucleico se seleccionó por la mano del hombre)
puede ser un ADN, un ARN, un híbrido de ARN:ADN o cualquier derivado adecuado de los mismo. El ácido nucleico 10
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 divulgación, incluyendo, pero no limitados a, plásmidos, 
cósmidos, BAC (cromosomas artificiales bacterianos, por sus siglas en inglés), YAC (cromosomas artificiales de 
levadura, por sus siglas en inglés) y vectores víricos. El ADN heterólogo puede ser o comprender polinucleótidos 
sintetizados químicamente. El ADN heterólogo puede comprender polinucleótidos sintetizados enzimáticamente. El 15
ADN heterólogo puede ser o comprender un producto de la reacción en cadena de la polimerasa ("PCR").

Los ácidos nucleicos recombinantes o modificados por ingeniería genética comprenden normalmente un marcador 
de selección para su uso en métodos de selección tales como se describen en el presente documento. 
Normalmente, el marcador de selección comprende un casete de expresión génica que permite la expresión de un 20
producto génico que, cuando está presente en una célula, permite el crecimiento de la célula en medio de selección 
que contiene un agente de selección en o por encima de una concentración umbral como se describe en el presente 
documento. Por ejemplo, cuando se usa un antibiótico como un agente de selección, el marcador de selección 
puede comprender un casete de expresión génica para expresar un gen de resistencia a antibiótico correspondiente.

25
Los ácidos nucleicos recombinantes o modificados por ingeniería genética pueden comprender adicionalmente uno 
o más casetes de expresión génica adicionales para la expresión de uno o más productos génicos deseables. Los 
uno o más productos génicos representativos deseables pueden incluir, por ejemplo, un polipéptido que tiene valor 
comercial y/o puede ser un polipéptido (por ejemplo, un polipéptido enzimático u otro componente de la vía 
biosintética) que es importante para la síntesis de uno o más productos corriente abajo (por ejemplo, compuestos 30
tales como AGPI) que tienen valor comercial. Como alternativa o adicionalmente, un producto génico deseable 
puede conferir ciertas características 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 producción 
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 35
por ingeniería genética para producir niveles elevados de uno o más biocombustibles, fármacos, vacunas, 
anticuerpos, lípidos, resolvinas, neuroprotectinas, compuestos farmacéuticos, polipéptidos, etc.

Se han descrito elementos que normalmente están contenidos en un casete de expresión génica en el presente 
documento, por ejemplo, un promotor u otro elemento regulador génico que dirige la expresión génico, el gen que se 40
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 
heterólogo, por ejemplo, uno que normalmente no está presente en el microorganismo. Cualquiera o los dos de 
entre el marcador de selección y el casete de expresión génica adicional pueden incluir un gen heterólogo de este 
tipo.45

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

Puede entregarse un ácido nucleico recombinante en un microorganismo. Por ejemplo, un microorganismo puede 50
transformarse con una construcción de plásmido que comprende un ácido nucleico recombinante.

Puede entregarse más de un ácido nucleico recombinante en un microorganismo. Por ejemplo, puede entregarse 
una combinación de construcciones de plásmidos (cada construcción de plásmido que comprende un ácido nucleico 
recombinante) en un microorganismo. Puede usarse una combinación de agentes de selección y marcadores de 55
selección para seleccionar la presencia de la combinación de ácidos nucleicos recombinantes deseados.

Cualquiera de una diversidad de métodos para introducir material genético (por ejemplo, material genético que 
comprende un ácido nucleico recombinante) en una célula puede ser adecuado para su uso de acuerdo con 
métodos de transformación de la presente divulgación. Los métodos de introducción incluyen, pero no se limitan a, 60
precipitación con fosfato de calcio; tratamiento con Ca2+; fusión de células receptoras con protoplastos bacterianos 
que contienen el ácido nucleico recombinante; tratamiento de las células receptoras con liposomas que contienen el 
ácido nucleico recombinante; dextrano DEAE; fusión usando polietilenglicol (PEG); electroporación; 
magnetoporación; entrega biolística; infección retrovírica; lipofección; y microinyección de ADN directamente en las 
células.65
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Puede usarse un método de entrega biolística (también conocido como método de "cañón de genes", "bombardeo 
de partículas" y "microproyectil"). Un dispositivo biolístico acelera partículas recubiertas con el ácido nucleico 
recombinante a velocidades suficientes para penetrar las membranas celulares (y/o paredes celulares, si están
presentes). Las partículas pueden comprender o pueden consistir en partículas de oro. Se conocen en la técnica 
métodos para la entrega biolística de material genético y hay disponibles en el mercado equipo y reactivos para la 5
realización de dichas entregas biolísticas. 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 ácidos nucleicos usando un método tal como transformación mediada por Agrobacterium, 10
transformación por protoplastos, etc., como es sabido y entendido por los expertos habituales en la materia.

Después de la entrega de un ácido nucleico heterólogo (por ejemplo, recombinante o modificado por ingeniería 
genética), las células se cultivan en un medio que contiene un agente de selección que reduce el crecimiento de 
células sin el marcador seleccionable, como se describe en el presente documento en la sección "Selección". 15
Pueden almacenarse, analizarse y/o cultivarse células que se seleccionan (por ejemplo, presentan la presencia del 
marcador seleccionable y, por tanto, del ácido nucleico recombinante) en cantidades más grandes según se desee.

Las células transformadas pueden someterse a uno o más análisis para confirmar la presencia del ácido nucleico 
recombinante. Por ejemplo, puede usarse un análisis de PCR para confirmar la presencia de un elemento genético, 20
por ejemplo, un transgén y/o un marcador seleccionable, que es parte del ácido nucleico recombinante.

Cepas modificadas por ingeniería genética

La presente divulgación proporciona, entre otras cosas, secuencias reguladoras, métodos de transformación, 25
métodos de mutagénesis y métodos de selección genética que permiten la manipulación de ciertos microorganismos
tales como Traustoquitridios. Las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento pueden 
usarse para modificar microorganismos por ingeniería genética (por ejemplo, Traustoquitridios) para cualquiera de 
una serie de aplicaciones. Como se ha señalado anteriormente, pueden usarse secuencias reguladoras y 
marcadores seleccionables proporcionados en el presente documento para expresar cualquier polipéptido de interés 30
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 ingeniería genética para tener una mayor 35
producción de un compuesto de interés.
En algunas realizaciones, los microorganismos se modifican por ingeniería genética para tener una mayor 
producción de un ácido graso, un antioxidante, resolvinas y/o protectinas. Como alternativa o adicionalmente, en 
algunas realizaciones, las células se diseñan para producir niveles elevados de uno o más biocombustibles, 
fármacos, vacunas, anticuerpos, lípidos, resolvinas, neuroprotectinas, compuestos farmacéuticos, polipéptidos, etc.40

La presente divulgación proporciona microorganismos Traustoquitridios (por ejemplo, Thraustochytrium) que se 
diseñan por ingeniería genética para tener una mayor producción de AGPI. Es decir, la presente divulgación
proporciona células de Traustoquitridio modificadas por ingeniería genética incluyendo una modificación de aumento 
de AGPI. En algunas realizaciones, dichos microorganismos se modifican por ingeniería genética para tener una 45
expresión alterada (por ejemplo, aumentada o disminuida) de un polipéptido de biosíntesis de AGPI.

Como se representa en la Fig. 1, la biosíntesis de AGPI en ONC-T18 implica la generación de ácidos grasos tales 
como el ácido mirístico (C14:0) y el ácido esteárico (C18:0) por el complejo enzimático ácido graso sintasa (FAS), 
seguido de una serie de reacciones enzimáticas en dichos ácidos grasos. Cada una de estas reacciones 50
normalmente se cataliza mediante cualquiera de entre una desaturasa (que elimina átomos de hidrógeno para crear 
un doble enlace carbono-carbono) o una elongasa (que alarga ácidos grasos mediante la adición de dos átomos de 
carbono al extremo ácido carboxílico del ácido graso). El complejo policétido AGPI sintasa (PKS) también genera 
DHA en ONC-T18. La biosíntesis de AGPI en ONC-T18 parece tener al menos dos vías biosintéticas cruzadas: las 
vías biosintéticas de AGPI omega-6 y omega-3. La conversión de ácidos grasos omega-6 en ácidos grasos omega-3 55
puede catalizarse por omega-3 desaturasa. Por tanto, como se representa en la Fig. 1, se produce una diversidad de 
ácidos grasos en diversos puntos de la vía.

En algunas realizaciones, la expresión de uno o más genes que codifican polipéptidos enzimáticos en la vía se 
regula para aumentar la producción de AGPI particular y/u otros ácidos grasos según se desee. Por ejemplo, la 60
expresión del gen FAS puede regularse negativamente para aumentar la producción de AGPI. La regulación 
negativa de la expresión de la Δ5 elongasa, la Δ4 desaturasa y/o cualquiera de los genes de PKS puede aumentar la 
producción de EPA y/o la producción de AGPI. La regulación negativa de la expresión de uno cualquiera de los 
genes de PKS puede aumentar la producción de ARA. La regulación positiva de la expresión de cualquiera de los de 
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los genes de PKS puede aumentar la producción de DHA. La regulación positiva de la expresión del gen de la Δ12 
elongasa puede aumentar la producción de ARA y EPA.

En algunas realizaciones, la expresión de uno o más genes que codifican polipéptidos enzimáticos en la vía se 
regula para producir biocombustibles. Por ejemplo, la regulación negativa de la expresión de cualquiera de los genes 5
de PKS, Δ9 desaturasa, elongasa y omega-3 desaturasa y/o la regulación positiva de la expresión del gen FAS 
puede aumentar la producción de lípidos de cadena corta para su uso como materias primas de biocombustibles.

En algunas realizaciones, la alteración (por ejemplo, la regulación negativa o la regulación positiva) de la expresión 
génica de un componente de la vía se consigue mediante la generación de una inactivación de genes mediante, por 10
ejemplo, recombinación homóloga. Normalmente, una construcción 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 
biolístico. En algunas realizaciones, la frecuencia de recombinación homóloga 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 %.

15
En algunas realizaciones, la alteración (por ejemplo, la regulación negativa o la regulación positiva) de la expresión 
génica de un componente de la vía se consigue por mutagénesis de una o más dianas génicas.

En algunas realizaciones, los microorganismos modificados por ingeniería genética proporcionados en el presente 
documento pueden producir una fracción lipídica que comprende n-3 DHA, EPA y n-6 DPA en más de 20
aproximadamente 4,0 g/l de medio. En algunas realizaciones, los microorganismos proporcionados en el presente 
documento pueden producir una composición lipídica que comprende n-3 DHA, EPA y n-6 DPA en más de 
aproximadamente 20,0 g/l de medio. En algunas realizaciones, los microorganismos pueden producir una 
composición lipídica que comprende n-3 DHA, EPA y n-6 DPA en más 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/l25
(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 ingeniería genética proporcionados en el 
presente documento pueden producir una composición lipídica que comprende n-3 DHA, EPA, n-6 DPA o ARA en 
un rendimiento de hasta aproximadamente 120 g/l, que corresponde a más de aproximadamente el 75 % de lípidos 30
totales. En algunas realizaciones, los microorganismos modificados por ingeniería genética proporcionados en el 
presente documento pueden producir una composición lipídica que comprende ácidos grasos de cadena corta 
(normalmente ácidos grasos C12-C18) con un rendimiento de hasta aproximadamente 128 g/l, que corresponde a 
más de aproximadamente el 80 % de lípidos totales. Además, el microorganismo puede producir una fracción lipídica
que comprende los ácidos mirístico, miristoleico, pentadecanoico, palmítico, palmitoleico, oleico esteárico, linoleico, 35
alfa-linolénico, gamma-linolénico, eicosadienoico, araquidónico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico y 
docosapentaenoico superior a 300 mg/g o incluso 800 mg/g de biomasa celular. En algunas realizaciones, el 
microorganismo también puede producir una fracción que comprende entre 44,3 y 57 mg/g de ácido mirístico (igual a 
1134,5 a 1458,1 mg/l), de 0,5 a 0,65 mg/g de ácido miristoleico (igual a 13,3 a 16,63 mg/l), de 33,5 a 34,6 mg/g, 
ácido pentadecanoico (igual a 856,9 a 885,1 mg/l), 121,9 y 165,1 mg/g de ácido palmítico (igual a 3118,2 a 40
4923,3 mg/l), de 7,9 a 28,5 mg/g de ácido palmitoleico (igual a 202,1 a 729 mg/l), de 4,38 a 5,9 mg/g de ácido 
esteárico (igual a 112 a 151 mg/l),de 6,94 a 9,9 mg/g de ácido oleico (igual a 177,5 a 253,2 mg/l), de 0,4 a 1,3 mg/g 
de ácido linoleico (igual a 11,26 a 33,3 mg/l), de 0,5 a 1,0 mg/g de ácido eicosadienoico (igual a 12,8 a 25,6 mg/l), de 
0,4 a 0,5 mg/g de ácido araquidónico (igual a 10,2 a 13 mg/l), de 75 a 100 mg/g de ácido docosahexanoico (igual a 
1918 a 2560 mg/l), de 1,9 a 6 mg/g de ácido eicosapenatenoico (igual a 48,6 a 153,5 mg/l) y de 17,1 a 33,7 mg/g45
ácido docosapentaenoico (igual a 437,4 a 862,1 mg/l), que tiene un contenido total de ácidos grasos dentro de la 
biomasa celular de entre 301 y 800 mg/g (igual a 7700 a 20.209 mg/l).

Fermentación y producción
50

Ciertos métodos de la invención incluyen o pueden usarse en combinación 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 publicación 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 55
selección de la presente invención. Normalmente el medio entrega diversos componentes nutricionales, incluyendo 
una fuente de carbono y una fuente de nitrógeno, para el microorganismo.

Los microorganismos proporcionados en el presente documento pueden cultivarse en condiciones que aumentan la 
biomasa y/o la producción de un compuesto de interés. Los Traustoquitridios normalmente se cultivan en medio60
salino. Por ejemplo, los Traustoquitridios pueden cultivarse en un medio que tenga una concentración de sal entre 
aproximadamente 2,0 - 50,0 g/l. En algunas realizaciones, los Traustoquitridios se cultivan en medios que tienen una 
concentración de sal entre aproximadamente 2-35 g/l. En algunas realizaciones, los Traustoquitridios se cultivan en 
un medio que tiene una concentración 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 65
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Traustoquitridios se cultivan en un medio que tiene una concentración de sal entre aproximadamente 5-20 g/l. En 
algunas realizaciones, los Traustoquitridios se cultivan en un medio que tiene una concentración 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 adición 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 5
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 corrosión del fermentador u otros equipos de procesamiento corriente abajo. 
En algunas realizaciones, la concentración de cloruro en el medio de cultivo se reduce. En algunas realizaciones, los 10
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.

15
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/l.

Los ejemplos de sales de sodio no de cloruro adecuados para su uso de acuerdo con la presente invención incluyen, 20
pero no se limitan a, carbonato de sodio (una mezcla de carbonato de sodio y óxido 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.º 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 25
ejemplos de fuentes de carbono incluyen ácidos grasos; lípidos; glicerinas; trigliceroles; hidratos de carbono tales 
como glucosa, almidón, celulosas, hemicelulosas, fructosa, dextrosa, xilosa, lactulosa, galactosa, maltotriosa, 
maltosa, lactosa, glucógeno, gelatina, almidón (de maíz o de trigo), acetato, m-inositol (derivados de licor de maíz 
fermentado), ácido galacturónico (derivado de pectina), L-fucosa (derivado de galactosa), gentiobiosa, glucosamina, 
alfa-D-glucosa-1-fosfato (derivado de glucosa), celobiosa, dextrina y alfa-ciclodextrina (derivado de almidón); 30
sacarosa (a partir de melaza); polioles tales como maltitol, eritritol, adonitol y ácidos oleicos tales como glicerol y 
Tween 80; amino azúcares 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 concentración de aproximadamente 5 g/l a 35
aproximadamente 200 g/l. En algunas realizaciones, los medios tienen una relación de C:N (relación de carbono a 
nitrógeno) 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 relación de C:N de entre aproximadamente 1:1 y aproximadamente 5:1 
para la primera fase, después de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:~0 (es decir, nada o casi nada de 
nitrógeno) en la segunda fase.40

Los medios para el cultivo de Traustoquitridios puede incluir cualquiera de una diversidad de fuentes de nitrógeno. 
Las fuentes de nitrógeno de ejemplo incluyen soluciones de amonio (por ejemplo, NH4 en H2O), sales de amonio o 
de amina (por ejemplo, (NH4)2SO4, (NH4)3PO4, NH4NO3, NH4OOCH2CH3 (NH4Ac), peptona, triptona, extracto de 
levadura, extracto de malta, harina de pescado, glutamato de sodio, extracto de soja, casaminoácidos y granos de 45
destilador. Las concentraciones de fuentes de nitrógeno 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 
inorgánicas y nutrientes traza en los medios pueden incluir sulfato de amonio, bicarbonato de sodio, ortovanadato de 50
sodio, cromato de potasio, molibdato de sodio, ácido selenioso, sulfato de níquel, 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, ácido p-aminobenzoico, 
riboflavina, ácido nicotínico, biotina, ácido fólico y vitamina B12.

55
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 KCl, entre aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 g/l (por ejemplo,
aproximadamente 2 g/l) de MgSO4·7H2O, entre aproximadamente 0,3 y aproximadamente 0,4 g/l (por ejemplo,
aproximadamente 0,35 g/l) de antiespumante Hodag K-60, entre aproximadamente 0,60 y aproximadamente 0,70 g/l60
(por ejemplo, aproximadamente 0,65 g/l) de K2SO4, entre aproximadamente 0,9 y aproximadamente 1,1 g/l (por 
ejemplo, aproximadamente 1 g/l) de KH2PO4, entre aproximadamente 0,95 y aproximadamente 1,1 g/l (por ejemplo,
aproximadamente 1 g/l) de (NH4)2SO4, entre aproximadamente 0,15 y aproximadamente 0,19 (por ejemplo,
aproximadamente 0,17 g/l) de CaCl2H2O, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10 g/l (por ejemplo, 
aproximadamente 4,5 g/l) de jarabe de maíz 95 DE (basado en sólidos), entre aproximadamente 2,7 y 65
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aproximadamente 3,3 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de MnCl2·4H2O, entre aproximadamente 2,7 y 
aproximadamente 3,3 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 3 mg/ml) de ZnSO4·7H2O, entre aproximadamente 0,035 
y aproximadamente 0,045 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de CoCl2·6H2O, entre aproximadamente 0 
y aproximadamente 0,045 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,04 mg/l) de Na2MoO4·2H2O), entre 
aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de CuSO4·5H2O, entre 5
aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 2 mg/l) de NiSO4·6H2O, entre 
aproximadamente 9 y aproximadamente 11 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 10 mg/l) de FeSO4·7H2O, entre 
aproximadamente 4 y aproximadamente 15 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 9,5 mg/l) de tiamina, entre 
aproximadamente 0,05 y aproximadamente 0,25 mg/l (por ejemplo, aproximadamente 0,15 mg/l) de vitamina B12,
entre aproximadamente 1,3 y aproximadamente 5,1 (por ejemplo, aproximadamente 3,2 mg/l) de pantotenato de 10
calcio y solución de NH4OH aproximadamente al 28 %.

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

15
En algunas realizaciones, un medio utilizado para el cultivo de un microorganismo es un medio líquido. En algunas 
realizaciones, un medio utilizado para el cultivo de un microorganismo es un medio sólido. Además de las fuentes de
carbono y nitrógeno como se analizan en el presente documento, un medio sólido puede contener uno o más 
componentes (por ejemplo, agar o agarosa) que proporcionan soporte estructural y/o permiten que el medio esté en 
forma sólida.20

Las células pueden cultivarse durante cualquier período entre 1-60 días. En algunas realizaciones, el cultivo se 
realiza durante 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 día o menos. En algunas realizaciones, el cultivo se realiza
a temperaturas de entre 4 a 30 ºC, por ejemplo, de 18 a 28 ºC. En algunas realizaciones, el cultivo incluye cultivo 
con aireación-agitación, cultivo con agitación, cultivo estacionario, cultivo discontinuo, cultivo continuo, cultivo 25
discontinuo de laminación 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 agitación. En algunas realizaciones, la agitación varía de 
100 a 1000 rpm, por ejemplo, de 350 a 600 rpm, de 1000 a 450 rpm. En algunas realizaciones, los cultivos se airean 30
de forma diferente (por ejemplo, usando diferentes velocidades de agitación) durante fases de producción de 
biomasa, como lo son durante las fases productoras de lípidos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los cultivos 
se airean mediante agitación 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 lípidos. Como alternativa o adicionalmente, las velocidades de agitación pueden variar en función del 35
tipo de vaso de cultivo (por ejemplo, la forma o el tamaño del matraz).

En algunas realizaciones, el nivel de oxígeno disuelto (OD) es más alto durante la fase de producción de biomasa de 
lo que es durante la fase de producción de lípidos, por ejemplo, los niveles de OD se reducen durante la fase de 
producción de lípidos. En algunas realizaciones, el nivel de oxígeno disuelto se reduce por debajo de la saturación; 40
en algunas realizaciones, el nivel de oxígeno disuelto se reduce a un nivel muy bajo o incluso indetectable.

Se ha descubierto que la producción de los lípidos deseables puede potenciarse mediante el cultivo de células de
acuerdo con los métodos que implican un cambio de una o más condiciones de cultivo con el fin de obtener mayores 
cantidades de compuestos deseables. En algunas realizaciones, las células se cultivan en primer lugar en 45
condiciones que maximizan la biomasa, seguido de un cambio de una o más condiciones de cultivo a condiciones 
que favorecieran la productividad de lípidos. Las condiciones que cambian puede incluir la concentración de 
oxígeno, la relación 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 producción de biomasa (por ejemplo, usando 
condiciones de oxígeno altas (por ejemplo, en general o en relación con la segunda etapa), baja relación C:N y 50
temperatura ambiente), seguido de una segunda etapa que favorece la producción de lípidos (por ejemplo, en la que 
el oxígeno disminuye, la relación de C:N aumenta y la temperatura disminuye). Es decir, en algunas realizaciones, la 
presente invención proporciona métodos que implican el cultivo de células en un primer conjunto de condiciones que 
incluye una o más condiciones seleccionadas entre el grupo que consiste en una primera concentración de oxígeno, 
una primera relación de C:N, una primera temperatura y combinaciones de las mismas. El cultivo en este primer 55
conjunto de condiciones continúa durante un primer período de tiempo, durante el cual pueden variar. Al final del
primer período de tiempo (que no es necesariamente un punto discreto en el tiempo), se alteran una o más 
condiciones para que las células se cultiven en un segundo conjunto de condiciones que incluye una o más 
condiciones seleccionadas entre el grupo que consiste en una segunda concentración de oxígeno, una segunda
relación de C:N, una segunda temperatura y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, algunas 60
condiciones se cambian al final del primer período de tiempo y algunas se mantienen hasta el final de un segundo
período de tiempo, en el que una o más condiciones pueden cambiar de nuevo y/o una o más condiciones pueden 
cambiarse por primera vez. En algunas realizaciones, la primera relación de C:N está dentro del intervalo de 
aproximadamente 2:1 a aproximadamente 1:1; y la primera temperatura está dentro del intervalo de 
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 ºC. En algunas realizaciones, la segunda relación de C:N es de 65
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aproximadamente 1:~0; y la segunda temperatura está dentro del intervalo de aproximadamente 15 a 
aproximadamente 30 ºC.

En algunas realizaciones, un cambio de una primera condición a una segunda condición se realiza y/o se produce 
gradualmente; en algunas realizaciones, el cambio de una primera condición a una segunda condición se realiza y/o 5
se produce bruscamente.

En algunas realizaciones de métodos de cultivo proporcionados en el presente documento, la concentración de 
oxígeno cambia (por ejemplo, disminuye) durante el cultivo en una serie de formas posibles, incluyendo, por 
ejemplo, mediante el cambio de la intensidad de aireación.10

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 ºC. En algunas realizaciones, la temperatura 
cambia en 3 ºC, 4 ºC, 5 ºC, 6 ºC, 7 ºC, 8 ºC, 9 ºC o 10 ºC. En algunas realizaciones, la temperatura cambia de
aproximadamente 25 ºC a aproximadamente 20 ºC.15

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

Productos20

Pueden usarse AGPI y otros compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgación en cualquiera de una 
diversidad de aplicaciones, por ejemplo, el aprovechamiento de sus propiedades biológicas o nutricionales. Los 
compuestos pueden usarse en productos farmacéuticos, complementos alimenticios, aditivos para piensos, 
cosméticos, etc. Los compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgación también pueden usarse como 25
intermedios en la producción de otros compuestos.

Se apreciará 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, fórmula 
infantil, productos farmacéuticos, etc.) en el contexto de la célula hospedadora. Por ejemplo, las células 30
hospedadoras pueden liofilizarse, secarse por congelación, 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 incorporación en el producto (por ejemplo, a través 
de la lisis, tratamiento por ultrasonidos, molienda con perlas, tratamiento por presión, congelación-descongelación, 
electroforesis en campo pulsado (PFE) para separar los componentes y/o tratamiento enzimático o combinaciones 35
de los mismos; en algunos casos, pueden usarse al menos dos o más de dichos procesos). Las células lisadas 
pueden extraerse en un aceite usando un disolvente apropiado y refinarse usando procesos bien conocidos. Un 
producto final puede incorporar solo una parte de la célula hospedadora (por ejemplo, fraccionada por tamaño, 
solubilidad), separada de la totalidad. Por ejemplo, los lípidos pueden aislarse de las células hospedadoras y pueden 
incorporarse o usarse como el producto final. Los lípidos que contienen AGPI pueden extraerse usando la extracción 40
con fluidos supercríticos o la extracción con uno o más disolventes (por ejemplo, acetona, cloroformo, isopropanol, 
hexano, cloruro de metileno o metanol). Los lípidos pueden concentrarse mediante cualquiera de una diversidad de
métodos, tales como la formación de complejos urea, la cromatografía en columna y/o el fraccionamiento con fluido 
supercrítico. Las técnicas para la concentración de lípidos extraídos con disolventes incluyen la hidrólisis (por 
ejemplo, usando una base, ácido o hidrólisis enzimática), la extracción adicional, la acidificación, la cristalización, la 45
filtración y combinaciones de las mismas (véase, por ejemplo, la publicación de patente de los EE.UU. 
2009/0117194).

Pueden incorporarse uno o más 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 50
incorporarse de acuerdo con la presente divulgación no están particularmente limitados e incluyen bebidas tales 
como leche, agua, bebidas deportivas, bebidas energéticas, tés y zumos; productos de confitería tales como 
gelatinas y galletas; alimentos y bebidas que contienen grasa tales como productos lácteos; productos alimenticios 
procesados tales como arroz blando (o avena); fórmulas para lactantes; cereales de desayuno; o similares. Pueden 
incorporarse uno o más compuestos producidos en un complemento dietético, tal como por ejemplo una 55
multivitamina. Un compuesto de AGPI producido de acuerdo con la presente divulgación 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 divulgación pueden 60
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 crustáceos, etc., piensos para animales 
criados en granja (incluyendo ganado y pescado o crustáceos criados en acuicultura). El alimento o material de 
alimentación en el que se incorpora el compuesto o compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgación
es preferentemente palatable para el organismo que es el destinatario deseado. Este alimento o material de 65
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alimentación puede tener propiedades físicas conocidas en la actualidad para un material de alimentación (por 
ejemplo, sólido, líquido, blando).

Pueden incorporarse uno o más compuestos producidos (por ejemplo, AGPI) en un producto farmacéutico. Los 
ejemplos de dichos productos farmacéuticos incluyen, por ejemplo, diversos tipos de comprimidos, cápsulas, 5
agentes bebibles, etc. El farmacéutico puede ser adecuado para la aplicación tópica. Las formas de dosificación no
están particularmente limitadas, e incluyen cápsulas, aceites, gránulos, microgránulos, polvos, comprimidos, 
pildoras, trociscos o similares. Los aceites y cápsulas rellenas de aceite pueden proporcionar ventajas adicionales, 
tanto debido a su falta de descomposición de ingredientes durante la fabricación y debido a que pueden incorporarse
fácilmente gotitas de lípidos que contienen AGPI en formulaciones a base de aceite.10

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

15
Pueden incorporarse compuestos producidos de acuerdo con la presente divulgación (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 más aglutinantes o 
cargas. Los productos de la invención pueden incluir uno o más agentes quelantes, pigmentos, sales, agentes 
tensioactivos, humectantes, modificadores de viscosidad, espesantes, emolientes, fragancias, conservantes, etc. y 20
combinaciones de los mismos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Aislamiento e identificación de las secuencias promotoras y terminadoras25

Este ejemplo describe la identificación y el aislamiento de ciertas secuencias de ácidos nucleicos promotoras y 
terminadoras de la expresión génica de ejemplo de ONC-T18.

Ocean Nutrition Canada Limited ha secuenciado en gran medida el genoma de ONC-T18 usando tanto técnicas de30
secuenciación por disparo y pirosecuenciación (GS-20; 454). Entre otras cosas, la presente divulgación proporciona 
el análisis de dicha información de la secuencia, por ejemplo, utilizando la información de la colección EST 
(marcador de secuencia expresado, por sus siglas en inglés) a disposición del público (Huang et al., 2008), la 
anotación funcional y/o software bioinformático (por ejemplo, el paquete Kodon disponible de Applied Maths y/o uno 
o más algoritmos tales como BLAST). Para proporcionar herramientas para la expresión de genes homólogos y 35
heterólogos (por ejemplo, genes implicados en la biosíntesis de lípidos y ácidos 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 genómico de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando técnicas de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR).

40
1. Aislamiento e identificación de un promotor del gen de la tubulina n.º 701.

Se diseñaron cebadores de oligonucleótidos n.º 52 (SEQ ID NO: 1) y n.º 53 (SEQ ID NO: 2) basándose en datos de 
la secuencia genómica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática Kodon 
(Matemáticas Aplicadas). Los cebadores de oligonucleótidos se sintetizaron y se adquirieron de Invitrogen 45
(California, EE.UU.).

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

Los componentes del medio de crecimiento ONC-T18-GM0 son: 5 g/l de extracto de levadura (RM668, laboratorios 55
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 NaH2PO4·H2O, 3,15 g/l de FeCl3·6H2O, 4,36 g/l de Na2EDTA·2H2O, 0,6125 mg/l de 
CuSO4·5H2O, 0,0597 g/l de Na2MoO4·2H2O, 0,022 g/l de ZnSO4·7H2O, 0,01 g/l de CoCl2·6H2O, 0,18 g/l de 
MnCl2·4H2O, 13 mg/l de H2SeO3, 2,7 mg/l de NiSO4·6H2O, 1,84 mg/l de Na3VO4 y 1,94 mg/l de K2CrO4) y 1,25 mg/l 60
de vitaminas (1 mg/l de vitamina B12, 1 mg/l de biotina, 0,20 g/l de HCl de tiamina).

El promotor del gen de la tubulina n.º 701 incluyendo la secuencia de marco de lectura abierta parcial se amplificó a 
partir de ADN genómico de ONC-T18 usando las siguientes condiciones de PCR: 94 ºC durante 1 minuto, 94 ºC
durante 30 segundos y 68 ºC durante 6 minutos y repetidas durante 30 ciclos y 72 ºC durante 10 minutos. La PCR 65
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se realizó en una mezcla de reacción de 50 µl que contenía 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa LA Taq™
(TAKARA BIO INC., Shiga, Japón), 1 X LA PCR Tampón II, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 225 ηg del molde 
de ADN genómico, 0,20 µM del cebador n.º 52 y 0,20 µM del cebador n.º 53.

Los productos de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 0,8 % para electroforesis a 65 voltages durante 60 5
minutos. Las bandas con los tamaños esperados se cortaron con una cuchilla de afeitar y los ADN se extrajeron y 
purificaron con el kit de extracción en QIAquick (Qiagen, Valencia, California) según el protocolo del fabricante.

Los fragmentos de ADN purificados se clonaron en vector pT7Blue-3 usando Kits de Clonación Perfectly Blunt® 
(Novagen, San Diego, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los clones positivos se seleccionaron10
usando el método de PCR directo de colonias. Brevemente, se recogieron colonias transformadas de Escherichia 
coli con palillos de dientes y se agitaron con formación de vórtice en una mezcla de reacción de PCR de 20 µl que 
contenía los siguientes componentes: ADN polimerasa Taq (Sigma), tampón 1 X PRC, 2,5 Mm de MgCl2, mezcla de 
dNTP (0,20 mM cada uno), 0,25 µM de cebador n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y 0,25 µM de cebador n.º 63 (SEQ ID NO: 4)
en un tubo de PCR de 200 µl, respectivamente. Mientras tanto, también se sembraron en estrías colonias sobre una 15
placa de referencia para el aislamiento de ADN plasmídicos.

La PCR se realizaron en las siguientes condiciones: 94 ºC durante 3 minutos para un ciclo; 94 ºC durante 1 minuto, 
53 ºC durante 2 minutos y 72 ºC durante 4 minutos y se repitió durante 30 ciclos; y 72 ºC durante 10 minutos. Los 
productos de PCR se diferenciaron en gel de agarosa al 0,8 %. Las colonias a partir de las cuales se amplificó un 20
producto de PCR del tamaño esperado se consideraron colonias positivas.

El ADN plasmídico del clon positivo JZ2-17-10 se aisló 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 secuenció 
usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y el cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias 25
resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths)
y algoritmos BLAST. La secuencia de nucleótidos del inserto del clon JZ2-17-10 tiene 724 pares de bases de 
longitud (SEQ ID NO: 5). Los 498 nucleótidos corriente arriba del código de inicio de traducción putativo ATG de un 
marco de lectura abierto (ORF) del gen de la tubulina putativo parcial se determinó que eran un promotor de la 
expresión del gen putativo (secuencia n.º 701; SEQ ID NO: 6) en base a análisis usando diversos softwares de 30
bioinformática. Se identificaron elementos promotores génicos típicos dentro de esta secuencia. Una búsqueda de 
secuencias homólogas a esta secuencia promotora putativa n.º 701 (SEQ ID NO: 6) se realizó en diversas bases de 
datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando la herramienta de búsqueda 
de alineación local básica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990). No se encontró ninguna
secuencia homóloga a esta secuencia promotora única n.º 701. La secuencia parcial del extremo 5' del ORF tiene la 35
mayor homología con el gen de la beta tubulina 2 de Chlamydomonas reinhardtii (TUB2) (Nº de acceso de GenBank 
N.º: XM_001693945) en una búsqueda BLAST.

La secuencia del promotor identificado es tiene 498 nucleótidos de longitud y contiene una caja -10 Pribnow-Schaller 
(AGGAAGACT) en la posición 444 y una caja -35 en la posición 424 (CTGACG), un sitio de inicio de la transcripción 40
putativo en la posición 459 y un sitio de unión del factor de transcripción putativo AAGGTAGA en la posición 468.

2. Aislamiento e identificación de un promotor del gen de la tubulina n.º 341.

Se diseñaron cebadores de oligonucleótidos n.º 54 (SEQ ID NO: 7) y n.º 55 (SEQ ID NO: 8) basándose en datos de 45
la secuencia genómica de Thraustochytrium sp. ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática Kodon 
(Applied Maths). Los cebadores de oligonucleótidos se sintetizaron y se adquirieron de Invitrogen (California, 
EE.UU.).

El promotor del gen de la tubulina n.º 341, incluyendo la secuencia de lectura abierta parcial corriente abajo, se 50
amplificó a partir del ADN genómico de ONC-T18 por PCR usando las mismas condiciones que se han descrito para 
el aislamiento del promotor del gen de la tubulina n.º 701. El fragmento de ADN purificado amplificado se clonó en 
vector pT7Blue-3 usando kits de clonación Perfectly Blunt® (Novagen, San Diego, California) de acuerdo con el 
protocolo del fabricante. El ADN plasmídico del clon positivo JZ2-17-14 se aisló de células de E. coli de cultivo de 
3 ml usando Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research Corp., Orange, California).55

El inserto del ADN plasmídico recombinante se secuenció usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y el 
cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el 
paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. La secuencia de nucleótidos 
del inserto del clon JZ2-17-14 tiene 1115 pares de bases de longitud (SEQ ID NO: 9). Se ha identificado un ORF 60
parcial de un gen de tubulina situado en la secuencia del extremo 3 'del inserto. La secuencia corriente arriba del 
código de inicio de la traducción putativo ATG del ORF se considera como el promotor putativo n.º 341 (SEQ ID NO: 
10).
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Una búsqueda de secuencias homólogas al promotor del gen de tubulina n.º 341 (SEQ ID NO: 10) se realizó en 
diversas bases de datos GenBank, incluyendo la base de datos de secuencias de patentes usando la herramienta 
de búsqueda de alineación local básica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990). No se encontró 
ninguna secuencia homóloga para esta secuencia única del promotor del gen de la tubulina n.º 341. La secuencia 
del extremo 5' del ORF parcial putativo tiene la mayor homología con el gen de la tubulina alfa 2 de Chlamydomonas 5
reinhardtii (TUA2) (Nº de acceso de GenBank: 5728641) en una búsqueda BLAST.

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

3. Aislamiento e identificación de un terminador del gen de la tubulina n.º 347.15

Se diseñaron cebadores de oligonucleótidos n.º 58 (SEQ ID NO: 11) y n.º 59 (SEQ ID NO: 12) basándose en datos 
de la secuencia genómica de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths). 
Los cebadores de oligonucleótidos se sintetizaron y se adquirieron de la empresa Invitrogen (California, EE.UU.).

20
El terminador del gen de la tubulina n.º 347 se amplificó a partir de ADN genómico de ONC-T18 con PCR usando las 
mismas condiciones como se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de la tubulina n.º 341. El 
fragmento de ADN purificado se clonó en vector pT7Blue-3 usando kits de clonación Perfectly Blunt® (Novagen, San 
Diego, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El ADN plasmídico del clon positivo JZ2-17-22 se aisló
de las células bacterianas de E. coli de cultivo de 3 ml usando el Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research 25
Corp., Orange, California).

El inserto del ADN plasmídico recombinante se secuenció usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y el 
cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el 
paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de 30
nucleótidos 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 codón de parada traslacional del gen 
putativo TAA. La secuencia corriente abajo del codón de parada TAA se considera como el terminador del gen de la 
tubulina putativo n.º 347 (SEQ ID NO: 14).

35
Una búsqueda de secuencias homólogas a la secuencia n.º 347 terminadora del gen de la tubulina (SEQ ID NO: 14)
se realizó en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes 
usando la herramienta de búsqueda de alineación local básica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al.,
1990). No se encontró ninguna secuencia homóloga de esta única secuencia n.º 347 terminadora del gen de la 
tubulina. La secuencia parcial del ORF putativo tiene el mayor homólogo al gen de la tubulina alfa de Ceratopteris 40
richardii (N.º de acceso de GenBank: XM_001691824) en una búsqueda BLAST.

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

45
4. Aislamiento e identificación de un terminador del gen de la tubulina n.º 713.

Se diseñaron cebadores de oligonucleótidos n.º 60 (SEQ ID NO: 15) y n.º 61 (SEQ ID NO: 16) basándose en datos 
de secuencias genómicas de ONC-T18 usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths). Los 
cebadores de oligonucleótidos se sintetizaron y se adquirieron de Invitrogen (California, EE.UU.).50

El terminador del gen de la tubulina n.º 713 se amplificó a partir del ADN genómico de ONC-T18 con PCR usando 
las mismas condiciones como se han descrito para el aislamiento del promotor del gen de la tubulina n.º 341. El 
fragmento de ADN purificado se clonó en vector pT7Blue-3 usando kits de clonación Perfectly Blunt® (Novagen, San 
Diego, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El ADN de plásmido del clon positivo JZ2-22-9 se aisló55
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 plasmídico recombinante se secuenció usando el cebador directo n.º 62 (SEQ ID NO: 3) y el 
cebador inverso n.º 63 (SEQ ID NO: 4). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el 60
paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de 
nucleótidos 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 codón de parada de traducción del gen
putativo TAA. La secuencia corriente abajo del codón de parada TAA se considera como el terminador del gen de la 
tubulina putativo n.º 347 (SEQ ID NO: 18).65
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Una búsqueda de una secuencia homóloga a la secuencia terminadora del gen de la tubulina n.º 713 (SEQ ID NO: 
18) se realizó en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes 
usando la herramienta de búsqueda de alineación local básica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 
1990). No se encontró ninguna secuencia homóloga de esta única secuencia n.º 713 terminadora del gen de la 
tubulina. La secuencia parcial del ORF putativo tiene la mayor homología con el gen de la tubulina beta 1 de 5
Cyanophora paradoxa (tubB1) (N.º de acceso de GenBank: AF092952) en una búsqueda BLAST.

La secuencia terminadora de 640 nucleótidos longitud (SEQ ID NO: 14) contiene una secuencia de señal de 
poliadenilación putativa CATAAA que actúa para la terminación de la transcripción por polimerasas de ARN 
mensajero.10

5. Aislamiento e identificación de una secuencia promotora (SEQ ID NO: 19) del gen de Δ5 elongasa
(documento PCT/1B2007/004,553). Basándose en los datos de la secuencia genómica de ONC-T18 usando el 
paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths), se diseñaron el cebador de oligonucleótido n.º 3 
(SEQ ID NO: 20) en el que un sitio de enzima de restricción XbaI se añadió a su extremo 5' para la conveniencia15
de la clonación molecular corriente abajo y cebador n.º 4 (SEQ ID NO: 21) en el que un sitio enzimático de 
restricción NcoI se añadió a su extremo 5'. Los cebadores de oligonucleótidos se sintetizaron y se adquirieron de 
Invitrogen (California, EE.UU.). El promotor del gen de Δ5 elongasa se amplificó a partir del ADN genómico de 
ONC-T18 con PCR, se precipitó, se digirió con las enzimas de restricción XhoI y NcoI, se purificó en gel de 
agarosa y se clonó en los sitios de restricción correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation,20
California). El inserto del clon positivo JZ1-57-7 se secuenció usando el cebador n.º 14 (SEQ ID NO: 22) y el 
cebador n.º 15 (SEQ ID NO: 23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el paquete 
de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia de 
nucleótidos 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 Δ5 elongasa (SEQ ID NO: 19) de ONC-T18. Esta secuencia promotora de 950 25
nucleótidos (SEQ ID NO: 19) de longitud contiene una caja -10 (TGCCAGACT) en la posición 113, una caja -35 
(TTTTCT) en la posición 91, un sitio de inicio de transcripción putativo en la posición 128 y sitios de unión del 
factor de transcripción putativo CTCCTTTT, TTTCTTTT, TTCTTTTT y TTGCTCCT en la posición 87, 92, 93 y 
131, así como una caja -10 (AGTTCTGAT) en la posición 444, una caja -35 (TTTCCG) en la posición 419 y un 
sitio de inicio de transcripción putativo en la posición 459.30
Una búsqueda de secuencias homólogas a la secuencia promotora del gen de la Δ5 elongasa (SEQ ID NO: 19)
se realizó en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes 
usando la herramienta de búsqueda de alineación local básica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 
1990). No se encontró ninguna secuencia homóloga a la secuencia promotora del gen de la Δ5 elongasa (SEQ 
ID NO: 19).35

6. Aislamiento e identificación de una secuencia promotora (SEQ ID NO: 24) del gen de la Δ4 saturasa 
(documento PCT/1B2007/004,553). Se emplearon el cebador oligonucleotídico n.º 1 (SEQ ID NO: 25) en el que se 
añadió un sitio de enzima de restricción XhoI en su extremo 5' para la conveniencia de la clonación molecular 
corriente abajo y el cebador n.º 2 (SEQ ID NO: 26) en el que se añadió un sitio de enzima de restricción NcoI en su 40
extremo 5', para el aislamiento de la secuencia promotora del gen de la Δ4 desaturasa (SEQ ID NO: 24). El 
fragmento de ADN de promotor del gen de la Δ4 desaturasa se amplificó usando PCR, se precipitó, se digirió con las 
enzimas de restricción XhoI y NcoI, se purificó en gel de agarosa y se clonó en los sitios de restricción 
correspondientes del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, California) digerido con las mismas enzimas de 
restricción y purificado en gel. El inserto de un clon positivo JZ1-57-1 se secuenció usando el cebador n.º 14 (SEQ 45
ID NO: 22) y el cebador n.º 15 (SEQ ID NO: 23). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando 
el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y los algoritmos BLAST. El inserto de la secuencia 
nucleotídica 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 Δ4 desaturasa (SEQ ID NO: 24) de ONC-T18.

50
Esta secuencia promotora de 1216 nucleótidos de longitud (SEQ ID NO: 24) contiene una caja -10 (GCGTATTAT)
en la posición 58, una caja -35 (CTACAG) en la posición 34, el sitio de inicio de la transcripción putativo en la 
posición 73 y sitios de unión de un factor de transcripción putativo TTATATTT y TTTTCGCA en las posiciones 63 y 
69, así como una caja -10 (CGTCATCCT) en la posición 1038, una caja -35 (TGGACG) en la posición 1014 y un sitio 
de inicio de la transcripción putativo en la posición 1053.55

Una búsqueda de secuencias homólogas a la secuencia promotora del gen de la Δ4 desaturasa (SEQ ID NO: 24) se 
realizó en diversas bases de datos del GenBank, incluyendo la base de datos de las secuencias de patentes usando 
la herramienta de búsqueda de alineación local básica (BLAST, por sus siglas en inglés) (Altschul et al., 1990). No 
se encontró ninguna secuencia homóloga al promotor del gen de la Δ4 desaturasa (SEQ ID NO: 15).60

Ejemplo 2: construcciones de ácido nucleico

Este ejemplo describe la construcción de los vectores de expresión génica específicos de Traustoquitridios.
65
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1. Generación de los vectores plasmídicos 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 Δ4 desaturasa y la
Δ5 elongasa de ONC-T18 con PCR usando el ADN genómico de ONC-T18 como molde y ADN polimerasa 
TaKaRa LA Taq™ (TAKARA BIO INC., Shiga, Japón). Se utilizaron el cebador n.º 1 (SEQ ID NO: 25) que lleva el 
sitio de la enzima de restricción XhoI en su extremo 5 ' y el cebador n.º 2 (SEQ ID NO: 26) que abarca el sitio de 5
la enzima de restricción NcoI en su extremo 5' para la amplificación del promotor del gen de la Δ4 desaturasa 
(SEQ ID NO: 24). Se emplearon cebador n.º 3 (SEQ ID NO: 20) que lleva el sitio de la enzima de restricción XbaI
en su extremo 5' y el cebador n.º 4 (SEQ ID NO: 21) que contiene el sitio de la enzima de restricción NcoI en su 
extremo 5' para la amplificación del promotor de la Δ5 elongasa (SEQ ID NO: 19). Las reacciones de PCR se 
realizaron en un volumen de 50 µl de mezcla de reacción que contenía 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa 10
LA Taq™ (TAKARA BIO INC., Shiga, Japón), 1 X LA PCR Tampón II, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 22
ηg del molde de ADN genómico, cebadores 0,20 µM [pares de cebadores, n.º 1 (SEQ ID NO: 25) y n.º 2 (SEQ ID 
NO: 26) para la amplificación del gen del promotor de la Δ4 saturasa y n.º 3 (SEQ ID NO: 20) y n.º 4 (SEQ ID
NO: 21) para la amplificación del promotor de la Δ5 elongasa] en las siguientes condiciones: 94 ºC durante 30 
segundos para un ciclo, 98 ºC durante 10 segundos y 55 ºC durante 5 segundos, 72 ºC durante 2 minutos 15
durante 30 ciclos.
Los productos de PCR se precipitaron siguiendo estos procedimientos: Se añadió ddH2O libre de nucleasa hasta 
un volumen total de 200 µl, después se añadieron 20 µl de 3M de NaAc (pH 5,2) y 440 µl de etanol al 100 % y se 
mezclaron mediante agitación con formación de vórtice brevemente, se incubaron en hielo durante 1 hora, se 
centrifugaron a toda velocidad con una centrífuga de sobremesa durante 10 minutos, se desechó el 20
sobrenadante, añadieron 500 µl de etanol al 75 % y se centrifugaron durante 2 minutos a toda velocidad, se 
desechó el sobrenadante y se secaron al vacío los sedimentos de ADN durante aproximadamente 10 minutos. 
Los productos de la PCR del promotor del gen de la del Δ4 saturasa se digirieron con las enzimas de restricción 
NcoI (10 unidades) y XhoI (10 unidades) en un volumen de mezcla de reacción de 25 µl que contenía IX NE
Tampón 2 y 1 X BSA; (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a 37 ºC durante 2 horas. Los productos de la 25
PCR del promotor del gen de la Δ5 elongasa se digirieron con las enzimas de restricción NcoI (10 unidades) y 
XbaI (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 extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 30
El fragmento de ADN del promotor del gen de la Δ4 saturasa resultante con los extremos cohesivos específicos 
de enzima se ligó en los sitios de restricción correspondientes NcoI y XhoI del vector pSV40/Zeo2 digerido con 
las mismas enzimas de restricción y se purificó en gel de agarosa, para producir el vector pD4DPZ1 (SEQ ID NO: 
30; Fig. 2). El fragmento de ADN del promotor del gen de la Δ5 elongasa resultante con los extremos cohesivos 
específicos de enzima se ligó en los sitios de restricción del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen Corporation, 35
California) digerido con las enzimas de restricción NcoI y NheI 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 µl de 
mezcla de reacción que contenía tampón de ligadura IX, el inserto y el vector de ADN (relación 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). 40
Los ADN plasmídicos 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 
sometió a ensayo de manera preliminar con digestiones con enzimas de restricción usando las enzimas XhoI y 
NotI para la construcción del promotor del gen de la Δ5 elongasa y las enzimas NcoI y XhoI para la construcción 
del promotor del gen de la Δ4 desaturasa. Los insertos de los clones positivos identificados preliminarmente JZ1-45
57-1 del vector promotor del gen de la Δ4 desaturasa y JZ1-57-7 del vector promotor del gen de la Δ5 elongasa 
se secuenciaron completamente usando el cebador n.º 14 (SEQ ID NO: 22) y el cebador n.º 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 Δ4 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 Δ5 50
elongasa de ONC-T18 y el terminador SV40.
La presente invención proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, 
por ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación y uno o más marcadores detectables o 
seleccionables.55

2. Generación de vector de expresión (SEQ ID NO: 32; Fig. 4) del gen marcador de proteína fluorescente 
verde (GFP, por sus siglas en inglés). Para la preparación del ADN plasmídico molde del gen GFP, la solución 
madre bacteriana de E. coli que contiene el plásmido pCD3-327 [nº de acceso de GenBank U70496; (Davis y 
Vierstra, 1998)] se adquirió del Arabidopsis Deposit Center (Ohio, EE.UU.). Las bacterias se sembraron en 60
estrías en la placa de agar LB que contenía 100 µg/ml de ampicilina. Se inoculó una sola colonia en 3 ml de 
medio LB que contenía 100 µg/ml de ampicilina y se cultivó durante la noche. El ADN plasmídico de las bacterias 
cultivadas se aisló 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 amplificó con PCR usando la ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™
(TAKARA BIO INC, Shiga, Japón), el ADN pCD3-327 plasmídico molde y los pares de cebadores n.º 5 (SEQ ID 
NO: 33) que llevan el sitio de enzima de restricción XhoI en su extremo 5' y n.º 6 (SEQ ID NO: 34). Después, los 
productos de PCR se precipitaron con etanol y se digirieron con la enzima de restricción XhoI y se purificaron en 
gel. El ADN purificado en gel se ligó en los sitios de enzimas de restricción XhoI y BsaAI de la cadena principal5
del ADN plasmídico del vector pE5PZ1 (SEQ ID NO: 31; Fig 3) digerido con las enzimas XhoI y BsaAI y se 
purificó en gel, para reemplazar el gen ble con el gen marcador de proteína fluorescente verde (GFP) y 
proporcionar el vector de expresión pE5PRsGFP1 (SEQ ID NO: 32; Fig. 4) en el que el gen GFP está flanqueado
por el promotor del gen de la Δ5 elongasa de ONC-T18 y el terminador SV40.
La presente invención proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de10
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, 
por ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación y uno o más marcadores detectables o 
seleccionables. A la luz de la descripción proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos
vectores y la información de secuencia con respecto a ciertos elementos tales como promotores y/o terminadores 
suficientes para permitir la unión de los elementos (por ejemplo, promotores, terminadores) que tienen dichas15
secuencias a otros elementos, los expertos habituales en la materia, leyendo la presente divulgación, estarían 
habilitados para fabricar y usar una amplia gama de diferentes construcciones de vectores individuales, por 
ejemplo, mediante la combinación de secuencias proporcionadas con cualquiera de una diversidad de otros 
elementos conocidos, con frecuencia de acuerdo con técnicas conocidas.

20
3. Generación de los vectores plasmídicos recombinantes p341PZ40T (SEQ ID NO: 35; Fig. 5). Para 
construir el vector p341PZ40T (SEQ ID NO: 35; Fig 5) que contiene el gen ble de Streptoalloteichus hidustanus,
flanqueado por el promotor del gen de la tubulina n.º 341 de ONC-T18 y el terminador SV40, el fragmento de 
ADN del promotor del gen de la tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando los pares de cebadores n.º 66 
(SEQ ID NO: 36) y n.º 67 (SEQ ID NO: 37) y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el Ejemplo 25
1. La secuencia del extremo 5' del cebador n.º 66 (SEQ ID NO: 36) es complementaria a una pequeña región 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.º 341 de ONC-T18. La 
secuencia del extremo 5 'del cebador n.º 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 30
cadena positiva del extremo 3' del promotor del gen de la tubulina n.º 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 
amplificó con PCR usando los pares de cebadores n.º 68 (SEQ ID NO: 38) y n.º 71 (SEQ ID NO: 39) y el ADN 
plasmídico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, California). La secuencia de extremo 5’ del cebador n.º 68 
(SEQ ID NO: 38) es complementario a la cadena negativa de la secuencia del extremo 3' del promotor del gen de 35
la tubulina n.º 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.º 71 (SEQ ID NO: 39) es 
complementaria a una pequeña región 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 reacción de 50 µl que contenía 2,5 unidades 40
de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón), 1 X Tampón de PCR PrimerStar, 
mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 1 ηg del ADN plasmídico molde, 0,20 µM de cada cebador de los pares de 
cebadores. Se emplearon las condiciones de PCR, 98 ºC durante 10 segundos y 55 ºC durante 5 segundos y 
72 ºC durante 2 minutos, durante 30 ciclos. Los productos de PCR del promotor del gen de la tubulina n.º 341 y
el ORF del gen ble se resolvieron en gel de agarosa al 0,8 % para electroforesis a 65 voltajes durante 60 45
minutos. Las bandas con los tamaños adecuados se cortaron con una cuchilla de afeitar y sus ADN se extrajeron 
y purificaron con el kit de extracción en gel QIAquick (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 extensión por PCR para fusionar el promotor del gen de la 
tubulina n.º 341, el ORF del gen ble incluyendo el terminador SV40 juntos (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988; 50
Zhang, Wege y Jeske, 2001). La extensión por PCR se realizó en un volumen de mezcla de reacción de 50 µl 
usando ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón), ~100 ng del ADN molde de 
los productos de PCR mixtos y los pares de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 36) y n.º 71 (SEQ ID NO: 39)
(0,20 µM cada uno). Se emplearon las condiciones de PCR, 98 ºC durante 10 segundos, 50 ºC durante 5 minutos 
y 72 ºC durante 3 minutos para 6 ciclos; y 98 ºC durante 10 segundos, 50 ºC durante 5 segundos y 72 ºC durante 55
3 minutos y medio durante 25 ciclos. El producto de PCR que contenía el casete de expresión del gen ble 
específico de ONC-T18 se purificó en gel con kit de extracción en gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) de 
acuerdo con el protocolo del fabricante y se clonó en un vector intermedio derivado de vector pT7Blue-3 
(Novagen, Gibbstown, NJ, EE.UU.), usando la extensión por PCR (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988; Zhang, Wege
y Jeske, 2001). La extensión por PCR se realizó en un volumen de 50 µl de mezcla de reacción de PCR que 60
contenía 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga, Japón), 1 X 
Tampón de PCR PrimerStar, mezcla de dNTP (0,40 mM cada uno), 200 ng del ADN del producto de PCR 
purificado en gel que contenía el casete de expresión del gen ble específico de ONC-T18 y 600 ng de ADN 
plasmídico de un vector intermedio linealizado con la enzima de restricción HindIII. Se emplearon las condiciones 
de PCR, 98 ºC durante 10 segundos, 60 ºC durante 5 segundos y 72 ºC durante 5 minutos y medio durante 30 65

E12755051
07-08-2018ES 2 678 997 T3

 



28

ciclos. Después, el ADN plasmídico molde se destruyó por la digestión con enzimas de restricción de DpnI que 
digirieron específicamente el ADN plasmídico metilado aislado de algunas cepas bacterianas. Esta digestión se 
realizó en un volumen de reacción de 150 µl que contenía 50 µl de productos de PCR de extensión, 30 unidades
de tampón de reacción 4 de enzima de restricción DpnI y IX 4 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) a 
37 ºC durante 2 horas. Después de la digestión, la enzima DpnI se inactivó por incubación a 80 ºC durante 20 5
minutos. Después, se añadió agua esterilizada en la mezcla de digestión hasta 350 ml y se desaló 
adicionalmente y el ADN se concentró a ~100 ng/ml usando la columna Microcon (YM-100, Millipore Corporate, 
Billerica, MA). Un µl del ADN desalado se usó para transformar las células competentes Top10 de E. coli 
(Invitrogen, California, EE.UU.) usando el electroporador (Eppendorf 5210), ajustado a 1890 voltajes, así como 
las cubetas de electroporación de 1 mm de hueco (Eppendorf, NY, EE.UU.). Se seleccionaron colonias positivas 10
de manera preliminar con el PCR DE colonia directa como se describe en el Ejemplo 1 usando los pares de 
cebadores n.º 64 (SEQ ID NO: 40) y n.º 65 (SEQ ID NO: 41). El inserto del clon positivo JZ2-53-10 se secuenció 
completamente usando cebadores directos e inversos, así como cebadores internos n.º 15 (SEQ ID NO: 23), n.º 
16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 (SEQ ID NO: 7), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO: 41) y n.º 85 (SEQ ID 
NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el paquete de software de 15
bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la integridad del inserto clonado. El vector de expresión del 
gen ble resultante se denominó p341PZST (SEQ ID NO: 35; Fig. 5), en el que el gen ble está flanqueado por el 
promotor del gen de la tubulina n.º 341 de ONC-T18 y el terminador SV40.
La presente invención proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un promotor de
Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos vectores incluyen, 20
por ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación y uno o más marcadores detectables o 
seleccionables. A la luz de la descripción proporcionada en el presente documento de una pluralidad de dichos 
vectores y la información de secuencia con respecto a ciertos elementos tales como promotores y/o terminadores 
suficientes para permitir la unión de los elementos (por ejemplo, promotores, terminadores) que tienen dichas 
secuencias a otros elementos, los expertos habituales en la materia, leyendo la presente divulgación, estarían 25
habilitados para fabricar y usar una amplia gama de diferentes construcciones de vectores individuales, por 
ejemplo, mediante la combinación de secuencias proporcionadas con cualquiera de una diversidad de otros 
elementos conocidos, con frecuencia de acuerdo con técnicas conocidas.

4. Generación del vector plasmídico recombinante p341PZ347T (SEQ ID NO: 44; Fig. 6). Para construir el 30
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.º 341 y un terminador del gen de tubulina n.º 347 de ONC-T18, el 
fragmento de ADN del promotor del gen de la tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando los pares de 
cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 36) y n.º 67 (SEQ ID NO: 37) y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 
descrito en el Ejemplo 1.35
El fragmento de ADN del ORF del gen ble también se amplificó con PCR usando los pares de cebadores n.º 68 
(SEQ ID NO: 38) y n.º 72 (SEQ ID NO: 45) y el ADN plasmídico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, 
California). La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 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.º 347.
El fragmento de ADN del terminador del gen de la tubulina n.º 347 se amplificó con PCR usando los pares de 40
cebadores n.º 73 (SEQ ID NO: 46) y n.º 74 (SEQ ID NO: 47) y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-22, 
descrito en el Ejemplo 1. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 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.º 347 de ONC-T18. 
La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 74 (SEQ ID NO: 47) es complementaria a una pequeña región de un 45
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.º 347 de Thraustochytrium sp..
Las PCR se realizaron exactamente como se describe en el Ejemplo 2, sección 3. Los productos de la PCR se 
purificaron en gel con el kit de extracción 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.º 341, el 50
ORF del gen ble y el terminador del gen de la tubulina n.º 347 se mezclaron en relaciones molares similares, que 
se usaron como moldes de ADN para la PCR de extensión para fusionar el promotor del gen de la tubulina n.º 
341, el ORF del gen ble y el terminador del gen de la tubulina n.º 347 juntos. La PCR de extensión se realizó 
usando los pares de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 36) y n.º 74 (SEQ ID NO: 47), 0,20 µM cada uno, como se 
describe en el Ejemplo 2, sección 3. El producto de PCR de fusión se purificó en gel con el kit de extracción en 55
gel QIAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante y se clonó en un vector 
intermedio derivado del vector de extensión pT7blue-3 usando PCR como se describe en el Ejemplo 2, sección 
3. Los productos de la PCR de extensión se transformaron en células competentes Top10 de E. coli (Invitrogen, 
California, EE.UU.) con electroporación. Las colonias positivas se detectaron inicialmente con el método de PCR 
de colonia usando los pares de cebadores n.º 64 (SEQ ID NO: 40) y n.º 65 (SEQ ID NO: 41), los pares de 60
cebadores n.º 16 (SEQ ID NO: 42) y n.º 59 (SEQ ID NO: 12) y los pares de cebadores n.º 54 (SEQ ID NO: 7) y 
n.º 15 (SEQ ID NO: 23). El inserto del clon positivo JZ2-69-2a se secuenció completamente usando cebadores 
directo e inverso, así como cebadores internos n.º 15 (SEQ ID NO: 23), n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 (SEQ ID 
NO: 7), n.º 59 (SEQ ID NO: 12), n.º 63 (SEQ ID NO: 4), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO: 41) y n.º 85 
(SEQ ID NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el paquete de software de 65
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bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la integridad del inserto clonado. El vector de expresión del 
gen ble resultante se denominó p341PZ347T (SEQ ID NO: 44; Fig. 6) en el que el gen ble está flanqueado por el 
promotor del gen de la tubulina n.º 341 de ONC-T18 y el terminador n.º 347.
La presente invención proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden promotores y 
terminadores de Thraustochytrium unidos operativamente a un gen heterólogo (por ejemplo, de manera que el 5
promotor esté corriente arriba del gen y el terminador esté corriente abajo). En algunas realizaciones, dichos 
vectores incluyen, por ejemplo, uno o más orígenes de replicación y uno o más marcadores detectables o 
seleccionables. La presente invención proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un 
promotor de Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos 
vectores incluyen, por ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación y uno o más marcadores 10
detectables o seleccionables.

5. Generación del vector plasmídico recombinante p341P713T (SEQ ID NO: 48; Fig. 7). Para construir el 
vector p341PZ713T (SEQ ID NO: 48; Fig 7) que contiene el gen ble de S. hidustanus, flanqueado por el promotor 
del gen de la tubulina n.º 341 y el terminador dele gen de la tubulina n.º 713 de ONC-T18, el fragmento de ADN 15
del promotor del gen de la tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 
36) y n.º 67 (SEQ ID NO: 37) y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el Ejemplo 1.
El fragmento de ADN del ORF del gen ble se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 68 (SEQ ID NO: 
38) y n.º 75 (SEQ ID NO: 49) y el ADN plasmídico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, California). La 
secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 75 (SEQ ID NO: 49) es complementaria a la cadena positiva de la 20
secuencia del extremo 5' del terminador del gen de la tubulina n.º 713.
El fragmento de ADN del terminador del gen de la tubulina n.º 713 se amplificó con PCR usando el par de 
cebadores n.º 76 (SEQ ID NO: 50) y n.º 77 (SEQ ID NO: 51) y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-22-9 
descrito en el Ejemplo 1. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 76 (SEQ ID NO: 50) es complementaria a 
la cadena negativa de la secuencia del extremo 3' del ORF del gen ble y su extremo 3’ es complementario a la 25
cadena negativa del extremo 5’ del terminador del gen de la tubulina n.º 713 ONC-T18. La secuencia del extremo
5’ del cebador n.º 77 (SEQ ID NO: 51) es complementaria a una pequeña región 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.º 713 de ONC-T18.
Los productos de PCR del promotor del gen de la tubulina n.º 341, ORF del gen ble y el terminador del gen de la 30
tubulina n.º 713, se purificaron en gel, se mezclaron en relaciones molares similares y se usaron como el molde 
de ADN para la PCR de extensión usando los pares de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 36) y n.º 77 (SEQ ID NO: 
51) para fusionar el promotor del gen de la tubulina n.º 341, el ORF del gen ble y el terminador del gen de la 
tubulina n.º 713 juntos. El producto de PCR fusionado se purificó en gel con el kit de extracción en gel QIAquick
(Qiagen, Valencia, California) y se clonó en un vector intermedio linealizado con HindIII derivado del vector 35
pT7blue-3 usando una segunda PCR de extensión. Un microlitro (~100 ηg) de ADN de productos de PCR de 
extensión se usaron para transformar células competentes Top10 de E. coli (Invitrogen, California, EE.UU.) con 
electroporación. Las colonias positivas se detectaron inicialmente con PCR de colonia usando el par de 
cebadores n.º 64 (SEQ ID NO: 40) y n.º 65 (SEQ ID NO. 41), el par de cebadores n.º 16 (SEQ ID NO: 42) y n.º 
77 (SEQ ID NO: 51) y el par de cebadores n.º 54 (SEQ ID NO: 7) y n.º 15 (SEQ ID NO: 23). El inserto del clon 40
positivo JZ2-69-2b se secuenció completamente usando cebadores directos e inversos, así como cebadores 
internos n.º 15 (SEQ ID NO: 23), n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 (SEQ ID NO: 7), n.º 63 (SEQ ID NO: 4), n.º 64 
(SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO: 41) y n.º 85 (SEQ ID NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron 
y se analizaron usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la 
integridad del inserto clonado. El vector de expresión del gen ble resultante se denominó p341PZ713T (SEQ ID 45
NO: 48; Fig. 7), en el que el gen ble está flanqueado por el promotor del gen de la tubulina n.º 341 y el 
terminador n.º 713 de ONC-T18.
La presente invención proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden promotores y 
terminadores de Thraustochytrium unidos operativamente a un gen heterólogo (por ejemplo, de manera que el 
promotor esté corriente arriba del gen y el terminador esté corriente abajo). En algunas realizaciones, dichos 50
vectores incluyen, por ejemplo, uno o más orígenes de replicación y uno o más marcadores detectables o 
seleccionables. La presente invención proporciona, por tanto, entre otras cosas, vectores que comprenden un 
promotor de Thraustochytrium unido operativamente a un gen heterólogo. En algunas realizaciones, dichos 
vectores incluyen, por ejemplo, un terminador, uno o más orígenes de replicación y uno o más marcadores 
detectables o seleccionables. A la luz de la descripción proporcionada en el presente documento de una 55
pluralidad de dichos vectores y la información de secuencia con respecto a ciertos elementos tales como 
promotores y/o terminadores suficientes para permitir la unión de los elementos (por ejemplo, promotores, 
terminadores) que tienen dichas secuencias a otros elementos, los expertos habituales en la materia, leyendo la 
presente divulgación, estarían bien habilitados para realizar y usar una amplia gama de diferentes construcciones 
de vectores individuales, por ejemplo mediante la combinación de secuencias proporcionadas con cualquiera de 60
una diversidad de otros elementos conocidos, con frecuencia de acuerdo con técnicas conocidas.

6. Generación del vector plasmídico 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.º 701 de ONC-T18 y el terminador SV40, el fragmento de ADN del promotor del gen de la 65
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tubulina n.º 701 se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 87 (SEQ ID NO: 53) y n.º 88 (SEQ ID NO: 
54) y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-10 descrito en el Ejemplo 1. La secuencia del extremo 5’ del
cebador n.º 87 (SEQ ID NO: 48) es complementaria a una pequeña región 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.º 
701. La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 88 (SEQ ID NO: 54), es complementaria a la cadena positiva de 5
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.º 701. El producto de PCR se purificó en gel y se clonó en el vector de 
p341PZ40T para reemplazar el promotor del gen de la tubulina n.º 341 usando PCR de (Higuchi et al., 1988; 
Zhang et al., 2001). Se usaron ADN polimerasa TaKaRa PrimeStar Taq™, 200 ηg de ADN de los productos de 
PCR purificados en gel y 600 ng de ADN plasmídico linealizado con Bg/II del vector p341PZ40T, en la PCR de 10
extensión. Se usó un microlitro (~100 ηg) de ADN productos de PCR de extensión para transformar células 
competentes Top10 de E. coli (Invitrogen, California, EE.UU.) con electroporación. Las colonias positivas se 
detectaron inicialmente con método de PCR de colonia usando el par de cebadores n.º 52 (SEQ ID NO: 51) y n.º 
53 (SEQ ID NO: 52). El inserto del clon positivo se secuenció completamente usando cebadores directos e 
inversos, así como cebadores internos n.º 52 (SEQ ID NO: 1) y n.º 53 (SEQ ID NO: 2), n.º 15 (SEQ ID NO: 23), 15
n.º 16 (SEQ ID NO: 42), n.º 63 (SEQ ID NO: 4), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO: 41) y n.º 85 (SEQ ID 
NO: 43). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se analizaron usando el paquete de software de 
bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la integridad del inserto clonado. El vector de expresión del 
gen ble resultante se denominó p701PZ40T (SEQ ID NO: 52; Figura 7), en el que el gen ble está flanqueada por 
el promotor del gen de la tubulina n.º 701 de ONC-T18 y el terminador SV40.20

7. Generación del vector plasmídico 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.º 341 de ONC-T18 y el terminador SV40, el fragmento de ADN del 
promotor del gen de la tubulina n.º 341 se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 36)25
y n.º 78 (SEQ ID NO: 56) y el ADN plasmídico molde del clon JZ2-17-14 descrito en el Ejemplo 1. La secuencia 
del extremo 5’ del cebador n.º 78 (SEQ ID NO: 56) es complementaria 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.º 341 de ONC-T18.
El fragmento de ADN del ORF del gen GFP también se amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 79 30
(SEQ ID NO: 57) y n.º 80 (SEQ ID NO: 58) y el ADN plasmídico molde del vector pCD3-327. La secuencia del 
extremo 5’ del cebador n.º 79 (SEQ ID NO: 57) es complementaria a la cadena positiva de la secuencia del 
extremo 3' del promotor del gen de la tubulina n.º 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.º 80 (SEQ ID 
NO: 58) es complementaria a la cadena positiva de la secuencia del extremo 5' del terminador SV40 y su 35
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 amplificó con PCR usando el par de cebadores n.º 81 
(SEQ ID NO: 59) y n.º 71 (SEQ ID NO: 39) y el ADN plasmídico molde del vector pSV40/Zeo2 (Invitrogen, 
California). La secuencia del extremo 5’ del cebador n.º 81 (SEQ ID NO: 59) es complementaria a la cadena 
negativa de la secuencia del extremo 3' del ORF del gen GFP y su secuencia del extremo 3’ coincide con el 40
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 amplificación por PCR usando el par de cebadores n.º 66 (SEQ ID NO: 36) y 
n.º 71 (SEQ ID NO: 39) para fusionar el promotor del gen de la tubulina n.º 341, ORF del gen GFP y el 
terminador SV40 juntos (Higuchi, Krummel y Saiki, 1988). El producto de PCR de extensión que contenía el45
casete de expresión del gen GFP específico de ONC-T18 se purificó en gel y se clonó en vector p341PZ40T 
linealizado con la enzima de restricción HindIII en una segunda ronda de PCR de extensión. Los productos de la 
segunda ronda de PCR se limpiaron, se desalaron y se transformaron en células competentes Top10 de E. coli
con electroporación. Las colonias positivas se seleccionaron usando PCR de colonia directa y el par de 
cebadores n.º 54 (SEQ ID NO: 7) y n.º 86 (SEQ ID NO: 60). El inserto del clon positivo JZ2-53-20 se secuenció 50
completamente usando cebadores directos e inversos, así como cebadores internos n.º 15 (SEQ ID NO: 23), n.º 
16 (SEQ ID NO: 42), n.º 54 (SEQ ID NO: 7), n.º 63 (SEQ ID NO: 4), n.º 64 (SEQ ID NO: 40), n.º 65 (SEQ ID NO: 
41), n.º 85 (SEQ ID NO: 43) y n.º 86 (SEQ ID NO: 60). Las secuencias resultantes se ensamblaron y se 
analizaron usando el paquete de software de bioinformática Kodon (Applied Maths) y se confirmó la integridad 
del inserto clonado. El vector de expresión del gen GFP resultante se denominó p341PRsGFP40T (SEQ ID NO: 55
55; Fig. 8) en el que el gen GFP está flanqueado por el promotor del gen de la tubulina n.º 341 de ONC-T18 y el 
terminador SV40.

8. Generación del vector plasmídico recombinante pD4DPZ118S (SEQ ID NO: 61; Fig. 10). Para construir el 
vector pD4DPZ18S (SEQ ID NO: 61; Fig 10), el ADN plasmídico del vector pD4DPZ1 se digirió con las enzimas 60
de restricción Saili y SphI para linealizar el vector y después se purificó en gel con el kit de extracción en gel 
QIAquick (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El fragmento de ADNr 18S 
(SEQ ID NO: 29) que se amplificó a partir del ADN genómico de ONC-T18 con PCR usando el par de cebadores 
18SrRNAf (SEQ ID NO: 27) y 18SrRNAr (SEQ ID NO: 28) y que se clonó en el vector pT7Blue-3, se liberó del 
ADN plasmídico del clon JZ2-3-1 por digestión por restricción con las enzimas XhoI y SphI y después se purificó65
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en gel y se ligó en los sitios de restricción SalI y SphI 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 ribosómico 18S.

9. Generación del vector plasmídico recombinante p341PZ5pEx (SEQ ID NO: 62; Fig. 11). Para construir la
construcción p341PZ5pEx para la sobreexpresión de genes homólogos y heterólogos, para inactivar o atenuar el5
gen homólogo en los microbios protistas Traustoquitridios, el vector de expresión del gen de resistencia a 
zeocina pd5EPPZ1 se modificó 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 múltiples sitios de clonación, incluyendo sitios de 
restricción de endonucleasa (NcoI, SpeI, KpnI, MluI, NdeI, SphI, NruI, BstBI y BamHI). Después de la PCR, el
ADN plasmídico molde se destruyó usando la enzima de restricción endonucleas. DpnI. El producto de PCR se 10
precipitó y se digirió con la enzima de restricción por endonucleasa MluI, se purificó en gel, se reunió entre sí con 
ADN ligasa T4 (Invitrogen, California) y después se transformó en células Top10 de E. coli. La selección 
preliminar de los clones positivos se realizó mediante digestiones de restricción. La integridad de los clones 
positivos se confirmó con secuenciación de ADN y se denominaron como el plásmido p5eEP40T (SEQ ID NO: 
65). El ADN plasmídico del clon positivo se digirió con las enzimas de restricción por endonucleasa HindIII y 15
EcoRI y el ADN plasmídico de la cadena principal se purificó en gel. El casete de expresión del gen de 
resistencia a zeocina en el que el ORF del gen de zeocina está flanqueado por el promotor del gen de la tubulina 
n.º 341P y el terminador SV40, también se aisló y se purificó en gel a partir del vector p18S341PZ40t digerido 
con las mismas enzimas de restricción por endonucleasa HindIII y EcoRI. Después, el casete de expresión del
gen de resistencia a zeocina se ligó en los sitios de restricción por endonucleasa correspondientes HindIII y 20
EcoRI del plásmido p5eEP40T, dando como resultado el vector de expresión génica p341PZ5pEx.

Ejemplo 3: Identificación de un antibiótico que puede usarse para la manipulación genética de Thraustochvtrium sp. 
ONC-T18

25
El presente ejemplo describe experimentos que identifican un antibiótico para el que la resistencia puede usarse
como un marcador seleccionable para la manipulación genética de ONC-T18.

Thraustochytrium sp. Se cultivó ONC-T18 en placas de agar (20 g de agar por litro de ONC-T18-GM0). Se inoculó un 
asa de inóculo de ONC-T18 en 50 ml de ONC-T18-GM0 líquido y el cultivo se incubó en una incubadora agitadora a 30
25 ºC a 250 rpm durante 36 horas. La mitad de un mililitro del cultivo se transfirió a un tubo de 1,5 ml y se agitó con 
formación de vórtice a velocidad máxima 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 solución resultante sobre 
cada placa de medio ONC-T18-GM0. Cada placa contenía uno de diversos antibióticos en una de diversas
concentraciones. Las placas se incubaron a 25 ºC y se observaron la aparición y el desarrollo de las colonias a 35
diario. Como puede observarse en la Tabla 1, el crecimiento de ONC-T18 fue insensible a la mayor parte de los 
antibióticos sometidos a ensayo. Sin embargo, la zeocina inhibió significativamente el crecimiento de ONC-T18 en 
placas de agar ONC-T18-GM0.

De este modo, el presente Ejemplo identifica la zeocina como un antibiótico que puede usarse para la selección en 40
experimentos de manipulación genética.

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

antibióticos
Concentración (µg/ml de medio)

0 1 10 50 100

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

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

Concentración (µg/ml de medio)

0 100 200 500

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

Concentración (µg/ml de medio)

0 10 30 50 100

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

Ejemplo 4: Optimización de la salinidad en medio QNC-T18-GM0 para la selección eficaz de transformantes de 45
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 la50
determinación de las concentraciones y salinidades de zeocina óptimas para la selección eficaz de transformantes 
de ONC-T18 usando un gen de resistencia a zeocina como el marcador seleccionable.
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Se extendieron Cien µl de suspensión de células ONC-T18 diluida a 1:500 de un cultivo de 2 días sobre placas de 
ONCT18-GM0 que contenían diversas concentraciones de antibiótico zeocina y sal marina. Las placas inoculadas se 
incubaron en una incubadora a 25 ºC durante 10 días. Se contó el número de colonias en cada placa. Se presentan 
medias del número de colonias de dos placas duplicadas en la Tabla 2. Después de 10 días postinoculación, no se 
observaron colonias en las placas de agar ONCT18-GM0 que contenían 5 g/l de sal marina y diversas 5
concentraciones de zeocina. En las placas que contenían 8,5 g/l de sal marina sin zeocina, se observó solo una 
colonia. En las placas que contenían 18 g/l de sal marina sin zeocina, los números de colonias fueron similares a los
de las placas que contenían 35 g/l de sal marina sin zeocina. Sin embargo, la zeocina a una concentración de 
30 µg/ml inhibió completamente el crecimiento de ONC-T18 en placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían 18 g/l 
de sal marina, mientras que se necesitaron 100 µg/ml de zeocina para la inhibición completa de ONC-T18 en placas 10
de agar ONC-T18-GM0 que contenían 35 g/l de sal marina. Se midieron los diámetros 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 afectó a los 
tamaños de las colonias significativamente (Fig. 12). Por tanto, el presente ejemplo demuestra, entre otras cosas,
que se observó un mejor crecimiento en presencia de sal marina en una concentración superior a aproximadamente 
8,5 g/l. De acuerdo con la presente invención, las concentraciones en el intervalo de 8,5 g/l a más de 35 g/l (por 15
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 más, incluso posiblemente tanto como 55 g/l, 60 g/l, 65 g/l, 70 g/l, 75 g/l, 80 g/l, 85 g/l, 90 g/l, 95 g/l, 
100 g/l o más, pueden ser adecuadas para el crecimiento. Para la selección 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-GM0 para la selección de transformantes de 20
ONC-T18 transformados con construcciones que llevan un casete de expresión del gen resistente a zeocina.

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

Concentración de zeocina (µg/ml)

Concentración 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

25
Tabla 3: Efectos de la zeocina y la salinidad sobre las tasas de crecimiento de colonias (diámetro en mm) de 

ONC-T18 de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Concentración de zeocina (µg/ml)

Concentración de sal (g/l) 0 10 30 50 100

5 0 0 0 0 0

8,5 3 0 0 0 0

18 4,3 4,1 0 0 0

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

Las eficacias de transformación se sometieron a ensayo en diversas condiciones de presión. En el presente 
Ejemplo, se descubrió que una condición de presión de aproximadamente 1100 psi dio como resultado una mejor 30
eficiencia de transformación que otras condiciones de presión sometidas a ensayo.

Ejemplo 5: Transformación de Thraustochytrium sp. ONC-T18

Este Ejemplo describe un método de transformación biolística de ONC-T18.35

Materiales y métodos

Generación de células competentes. Se mantuvo ONC-T18 en placas de agar ONC-T18-GM0 en una incubadora 
de 25 ºC y se transfirió a placas nuevas cada 3-4 semanas. Un asa de inóculo de ONC-T18, tomada entre células de 40
crecimiento vigoroso, se inoculó en 50 ml de ONC-T18-GM0 en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, después se cultivó
en una incubadora agitadora a 25 ºC a 150 rpm durante aproximadamente 46 horas. Se transfirió la mitad de un 
mililitro del cultivo a un tubo de centrífuga esterilizado de 1,5 ml en una campana de flujo laminar en condiciones 
estériles, después, se centrifugó en una centrífuga de sobremesa a 3.000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se 
desechó, el sedimento de células se resuspendió en 0,5 ml de agua esterilizada y se extendieron 100 µl de la 45
suspensión celular sobre la zona central (aproximadamente 28 cm2) de una placa de agar ONC-T18-GM0. Las 
placas de Petri se dejaron abiertas en una campana de flujo laminar en condiciones estériles durante 10 a 15 
minutos para dejar que las células se asentaran y para evaporar el agua líquida.
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Transformación biolística. Se aislaron los plásmidos pd5EPZ1, p341PZ40T, p341PZ347T, p341PZ713T y 
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 contenían los plásmidos 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 plásmidos contiene un transgén ble, que confiere resistencia a zeocina, fleomicina y 5
bleomicina. (Véase, por ejemplo, Gatignol et al. (1988) y Dumas et al. (1994)). En el presente Ejemplo, se empleó un 
transgén Sh ble (Streptoalloteichus hindustanus). Otros transgenes ble también son adecuados, tales como los 
transgenes Tn5 ble y Sa ble (Staphylococcus aureus).

Para cada plásmido, se mezclaron 5 µl (~1 µg/µl) del plásmido de ADN con 25 µl de suspensión de partículas de oro 10
(60 mg/ml en glicerol al 50 %) agitando con formación de vórtice durante 3 minutos e incubación en hielo durante 10 
minutos. Se añadieron diez µl de espermidina 0,1 M y 25 µl de CaCl2 2,5 M a la mezcla e inmediatamente se 
agitaron con formación de vórtice durante 4 minutos, después se centrifugaron durante 10 segundos a toda 
velocidad en una centrífuga de sobremesa. El sobrenadante se descartó. Las partículas de oro recubiertas con ADN 
plasmídico se lavaron dos veces con etanol al 70 % y resuspendieron en 36 µl de etanol al 98 %. Se extendieron 15
seis µl de la suspensión de partículas de oro sobre cada disco macroportador y los discos se secaron al aire (Zhang 
et al. 2001).

Se utilizó el sistema de entrega de partículas PSD-1000/He (Bio-Rad Laboratories, Inc., California) para la entrega 
de ADN plasmídicos que llevaban casetes de expresión de genes resistentes a la zeocina en células competentes 20
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 partículas, incluidos los soportes de macroportador, los macroportadores, las 
pantallas de parada, se trataron en autoclave. La cámara del sistema de entrega de partícula se desinfectó 
limpiando con etanol al 70 %. Después del bombardeo, las placas de Petri que contenían células transformadas se 
incubaron en incubadora a 25 ºC en la oscuridad durante 6 horas. Después, las células transformadas se separaron 25
por lavado de los platos usando 1 ml de agua esterilizada, se transfirieron a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml 
esterilizado por autoclave y se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos. El sobrenadante se descartó y el 
sedimento se resuspendió en 0,5 ml de agua esterilizada en autoclave. Se extendieron 150 µl de la suspensión 
celular sobre placas de agar que ONC-T18-GM0 contenían ~150-200 µg/ml de zeocina. Después de que se hubiera
evaporado el líquido de las placas, las placas se sellaron con PARAFILM® M y se incubaron en incubadora a 25 ºC 30
durante 6-10 días. Se recogieron las colonias resistentes a zeocina usando puntas de pipeta de 10 µl y se 
suspendieron en 50 µl de agua esterilizada en un tubo de PCR de 200 µl. Se aplicó puntualmente un µl de la 
suspensión celular sobre placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían 150-200 µg/ml de zeocina. Después de 3-5 
días de incubación a 25 ºC, las colonias de crecimiento vigoroso se eligieron para el análisis adicional.

35
Se cultivaron colonias resistentes a zeocina en placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían 150-200 µg/ml de 
zeocina 4-6 días después de la transformación biolística. Se generaron cepas resistentes a zeocina con diversas 
construcciones derivadas de combinaciones de diversos promotores y terminadores aislados de ONC-T18. Los 
números de los transformantes generados por transformación usando diferentes construcciones fueron variables. 
(Véase la Tabla 4.)40

Tabla 4: Número de transformantes por transformación

Construcciones número de transformantes/5 µg de ADN plasmídicos

pd5EPZ1 11

p341PZ40T 9

p341PZ347T 4

p341PZ713T 7

pD4DPZ18S 5

Ejemplo 6: Análisis por PCR de transformantes de ONC-T18 de Thraustochvtrium sp.
45

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

Se inoculó un asa de inóculo de cada cepa potencialmente transformada en crecimiento en placas de agar zeocina-50
ONC-T18-GM0 en 10 ml de medio ONC-T18-GM0 líquido en un matraz de 50 ml y se cultivó en una incubadora 
agitadora a 25 ºC y a 250 rpm durante 2 días. Se usaron cultivos de dos ml para el aislamiento del ADN genómico 
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 genómico se midieron usando 
el fotómetro de espectro Spectro 2000RSP (Lebomed, Inc., Culver City, CA, EE.UU.). Se usó medio µl de ADN 55
genómico para una reacción de PCR de 20 µl que contenía los siguientes componentes: ADN polimerasa Taq
(Sigma), 1 x tampón de PRC, MgCl2 2,5 mM, mezcla de dNTP (0,20 mM cada uno), cebador n.º 64 0,25 mM (SEQ ID 
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NO: 66) y cebador n.º 65 0,25 mM (SEQ ID NO: 67) en un tubo de PCR de 200 µl. Se realizaron reacciones de PCR 
usando el siguiente programa de ciclo térmico: 94 ºC durante 3 minutos, 94 ºC durante 1 minuto, 55 ºC durante 2 
minutos y 72 ºC durante 2 minutos durante 30 ciclos. El cebador n.º 64 se hibrida con el extremo 5’ y el cebador n.º 
65 se hibrida con el extremo 3' del gen ble de cada plásmido utilizado para la transformación de ONC-T18. Un 
fragmento de ADN de ~350 pares de bases se amplificó a partir de los ADN genómicos de los transformantes 5
positivos y a partir del ADN plasmídico de control positivo, pero no a partir del ADN genómico del control negativo 
aislado de las células ONC-T18 de tipo silvestre. Estos resultados confirman que la mayoría de las cepas resistentes 
a zeocina son transformantes verdaderos (Fig. 13).

Ejemplo 7: Tasas de crecimiento de los transformantes10

Este Ejemplo describe la determinación de tasas de crecimiento de cepas derivadas de células individuales 
transformadas. Se cogieron inóculos de las cepas resistentes a zeocina que se habían transferido tres veces en 
placas de agar zeocina-ONC-T18-GM0 de cada colonia usando una punta de pipeta de 10 µl y se resuspendieron en 
50 µl de agua esterilizada en un tubo de PCR de 200 µl. Se aplicó puntualmente un µl de la suspensión celular en 15
placas de agar ONC-T18-GM0 (15 g/l de agar) que contenían ya sea 18 g/l o 35 g/l de sal marina. Los diámetros de 
las colonias aplicadas se midieron el día 1, el día 3, el día 5, el día 7 y el día 8 después de la inoculación.

La mayor parte de las cepas sometidas a ensayo crecieron más rápidamente que la cepa de ONC-T18 de tipo 
silvestre en placas de agar ONC-T18-GM0, ya sea que se hicieran crecer en placas que contenían 18 g/l o 35 g/l de 20
sal marina. Entre las cepas sometidas a ensayo, la mayor parte creció más rápido en las placas que contenían 18 g/l
de sal marina que en las placas que contenían 35 g/l de sal marina. Algunas cepas que crecían más rápido en 
placas de agar ONC-T18-GM0 que contenían 18 g/l de sal marina (tal como la cepa 5-3) crecieron más lentamente 
que otras cepas en placas que contenían 35 g/l de sal marina. Parece que las cepas más transformadas prefieren 
crecer en medios que contienen una salinidad inferior, por ejemplo, 18 g/l de sal marina (Fig. 14).25

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.
30

Se extrajo una cantidad muy pequeña de inóculo de cepas resistentes a la zeocina que se habían transferido tres 
veces a través de pases de colonias en placas de agar zeocina/ONC-T18-GM0 (así como su cepa parental o la cepa 
de tipo silvestre) de las colonias usando una punta de la pipeta de 10 µl y se resuspendió en 50 µl de agua 
esterilizada en un tubo de PCR de 200 µl. Se aplicó puntualmente un µl de la suspensión celular en placas de agar 
ONC-T18-GM0 que contenían 18 g/l de sal marina (15 g/l de agar) y zeocina a una concentración que variaba de 0 a 35
5000 µg/ml (Invitrogen, CA, EE.UU.). Los diámetros de las colonias aplicadas se midieron en el día 1, el día 3, el día 
5, el día 7 y el día 8.

Todas las cepas crecieron bien en placas de agar ONC-T18-GM0 en ausencia de zeocina, pero sus tasas de 
crecimiento variaron. La cepa parental (la cepa de tipo silvestre) de ONC-T18 solo creció en placas de agar ONC-40
T18-GM0 que tenían 30 µg/ml o menos de zeocina. Para las cinco construcciones de plásmidos diferentes, todas las 
cepas transformadas que llevaban el casete de expresión del gen de resistencia a zeocina (de S. hidustanus)
crecieron bien en placas de agar ONC-T18-GM0 que tenían zeocina a concentraciones que variaban de 30 a 
1000 µg/ml (Fig. 15). Sin embargo, a una concentración de 5000 µg/ml de zeocina, la mayoría de las cepas 
crecieron notablemente más lentamente de lo que lo hicieron en los medios con 1000 µg/ml o menos de zeocina y 45
algunas de las cepas no pudieron crecer en absoluto en 5000 µg/ml de zeocina (Fig. 15). Varias cepas, 
especialmente aquellas transformadas con una construcción de plásmido que llevaba el casete de expresión del gen 
de resistencia a zeocina impulsado por el promotor del gen de la Δ5 elongasa, sin embargo, crecieron muy bien (Fig. 
15), demostrando que el promotor del gen de la Δ5 elongasa es un promotor de la expresión génica muy fuerte.

50
Estos resultados son coherentes con que el DHA es el principal ácido graso de almacenamiento de energía en el 
grupo de las microalgas Traustoquitridios (Jain et al. 2007) y siendo la etapa de elongación por Δ5 elongasa la etapa
limitante de la velocidad durante la biosíntesis de DHA en microbios productores de ácidos grasos omega-3 DHA 
(Leonard et al., 2004). La variabilidad de la tasa de crecimiento entre las cepas transformadas con la misma 
construcción plasmídica refleja la variabilidad en el número de copias del transgén ble o la variabilidad en la 55
ubicación de la inserción 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 expresión del transgén en microorganismos productores de AGPI. Además, estos resultados indican 
que el transgén ble de S. hidustanus es un gen marcador de selección muy eficaz para los programas de mejora de 60
cepas industriales y manipulación 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 5
producen niveles de biomasa elevados (por ejemplo, elevados al menos al 5 %, el 10 %, el 15 %, el 20 %, el 25 % o 
más, en comparación con el tipo silvestre).

Se inocularon cultivos de ONC-T18, 10 ml de ONC-T18-GM0 (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 contenían 10
200 µg/ml de zeocina en el medio. Los cultivos se cultivaron a 25 ºC en una incubadora agitadora ajustada a 
250 rpm durante 3 días hasta que la DO600 alcanzó aproximadamente 1,979~2,369. Después, se inocularon cultivos 
de ONC-T18-GM0 de 50 ml que contenían 18 g/l o 35 g/l de sal marina en matraces de 250 ml con 6 DO600 de los 
inóculos de cada cepa, incluyendo la cepa de tipo silvestre (la DO600 se midió para 1 ml de cultivo y después el 
volumen de cultivo se aumentó a escala hasta corresponder a un valor de DO600 de 6; por ejemplo, si la medición de 15
DO600 era de 2, entonces se usaron (1 ml x (6/2,0)) = 3 ml como inóculo). Los cultivos se desarrollaron en una 
incubadora agitadora ajustada a 250 rpm a 25 ºC durante 2 días. Se añadieron 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 ºC durante otros 2 días. Se añadieron seis ml de glucosa al 50 % 
esterilizada autoclave después en cada matraz de cultivo y los cultivos se cultivaron constantemente en una 20
incubadora agitadora ajustada a 150 rpm y a 2 ºC durante 3 días más. Las biomasas de los cultivos de cada cepa en 
los dos tipos de medios ONC-T18-GM0 (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 + centrífuga (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EE.UU.). La biomasa flotó sobre la superficie del medio 
líquido como una capa compactada. El medio líquido se liberó por la perforación de un agujero muy pequeño en la 25
parte inferior del tubo falcon usando una aguja de jeringa 18G 1 1/2. El sedimento de la biomasa en el tubo se 
congeló en un congelador a -80 ºC durante la noche y después se liofilizó usando un liofilizador durante tres días. Se 
pesó 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 30
silvestre ONC-T18 cuando se cultiva en ONC-T18-GM0 que contiene 35 g/l de sal marina artificial. Una de las 8 
cepas transformadas produjo aproximadamente un 22 % más de biomasa celular seca que la cepa de tipo silvestre
ONC-T18 (Fig. 16) cuando se cultivó en las mismas condiciones. En el ONCT18-GM0 que contenía 18 g/l de sal 
marina, 7 de las 8 cepas transformadas produjeron cantidades similares o más biomasa que la cepa de tipo silvestre
ONCT18. Una de las 8 cepas sometidas a ensayo produjo un 19,5 % más de biomasa que la cepa de tipo silvestre35
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

40
El presente Ejemplo describe la productividad DHA en las diversas cepas transformadas y muestra niveles elevados
en comparación 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 %, 
el 4 %, el 5 %, el 6 %, el 7 %, el 8 %, el 9 %, 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 45
31 %, el 32 %, el 33 %, el 34 %, el 35 %, el 36 %, etc.). Basándose en estos hallazgos, los expertos habituales en la 
materia apreciarán que puede conseguirse una mayor elevación (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 %, el 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 %, 50
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 más altos que los del tipo silvestre). El 
presente ejemplo demuestra adicionalmente la consecución de relaciones DHA:biomasa dentro del intervalo de 55
aproximadamente 1:4 a aproximadamente 1:2, al menos aproximadamente un 40 % más altas que las normalmente 
observadas con cepas de tipo silvestre. (Véase, por ejemplo, la Tabla 2 en Raghukumar (2008)). Basándose en 
estos hallazgos, los expertos habituales en la materia apreciarán 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 bibliografía (por ejemplo, la revisión 60
publicada por Raghukumar, 2008) indican logros que no han reducido esta relación por debajo de 1:5.

Se hicieron crecer cultivos de 8 cepas transformadas y su cepa parental (de tipo silvestre) y la biomasa se recogió y 
se liofilizó en las mismas condiciones que se describen en el Ejemplo 9. La extracción del éster metílico de ácido 
graso (FAME) fue a través del método de transesterificación directa. Se mezclaron aproximadamente 20 mg de 65
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biomasa celular secada por congelación y 3 ml de tampón de reacción de transesterificación (metanol:ácido 
clorhídrico:cloroformo) mediante agitación con formación de vórtice durante 10 segundos y después se incubaron en 
un baño de agua a 90 ºC durante dos horas. Después de la terminación de transesterificación, se retiraron las 
muestras y se enfriaron a temperatura ambiente. Se añadió un ml de agua y se mezclaron por agitación durante 10 
segundos. Los FAME se extrajeron después mediante la adición de 2 ml, 3 veces, de un disolvente de 5
hexano:cloroformo (v/v, 4:1) y agitando con formación de vórtice durante 10 segundos; después las muestras se 
dejaron en reposo hasta que se completaron las separaciones de fases.

El análisis cromatográfico de gases (CG) de los FAME se realizó usando dos patrones internos (200 µl). Uno, el
ácido hexacosaenoico (C23:0) se añadió antes de la transesterificación y el otro, el ácido nonadecaenoico (C19:0)10
se añadió directamente antes del análisis. Los análisis se realizaron en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies, 
Palo Alto, CA, EE.UU.) instalado con una columna capilar de sílice fundida Omegawax 320 (Sigma-Aldrich, San Luis, 
MO, EE.UU.) con un diámetro interno de 30 m X 0,32 mm (espesor de la película 0,25 µm) y detector de ionización 
de llama fijado en 250 ºC, relación de división 50:1 para detector FID a 275 ºC. El volumen de inyección fue de 1 µl. 
El gas vehículo fue H2 con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmación de la identidad del FAME se 15
realizó usando un espectrómetro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y la comparación de 
los tiempos de retención 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-T18 cuando se cultivó en ONC-T18-GM0 que 20
contenía 35 g/l de sal marina artificial. Tres de las ocho cepas transformadas produjeron más DHA, variando de un 1 
a un 13 % más, que la de la cepa de tipo silvestre ONC-T18 cuando se cultivó en ONC-T18-GM0 que contenía 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 %, 25
respectivamente, más que su cepa parental (5,935 g/l) cultivada en ONC-T18-GM0 que contenía 35 g/l sal marina 
artificial (Fig. 17B). El uso de ONC-T18-GM0 de menor salinidad no solo reduce directamente los costes de 
producción de DHA, sino que también ralentiza la erosión de los fermentadores provocada por altas concentraciones 
de sal de cloruro de sodio en el medio de crecimiento para el cultivo de microbios Traustoquitridios.

30
La relación de DHA a lípidos 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 lípidos totales puede influir en el procesamiento corriente abajo del
DHA extraído de las células de cepas transformadas. Las relaciones DHA:lípidos totales obtenidas con cepas y 
métodos de la invención pueden variar de acuerdo con las condiciones de fermentación. Por ejemplo, para cultivos 
cultivados en matraces, un porcentaje de DHA de aproximadamente el 15 % a aproximadamente el 25 % de los35
lípidos totales (que corresponden a relaciones de DHA:lípidos 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 lípidos totales (que corresponden a relaciones de DHA:lípidos totales de aproximadamente 0,3:1 a 
aproximadamente 0,6:1) por lo general puede conseguirse con cepas transformadas. Se obtienen rendimientos de 40
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
varían 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 varían de aproximadamente 0,5 a 
aproximadamente 1,6 g/l. (Véase, por ejemplo, la Tabla 2 en Raghukumar (2008)). La relación de DHA con respecto 45
a la biomasa de cepas productoras de alto nivel de DHA transformadas es también superior a la de su cepa parental. 
Esta mayor relación de DHA con respecto a biomasa beneficia la extracción 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 producción de DHA 50
por las cepas transformadas indica que las cepas tienen una mayor eficiencia de conversión de fuentes de carbono 
en DHA, lo que puede reducir el coste de producción de DHA a partir de las cepas transformadas.

Ejemplo 11: Comparación de la productividad total de lípidos entre las cepas transformadas y la cepa de tipo 
silvestre ONC-T18 de Thraustochvtrium sp.55

Como se describe y demuestra en el presente documento ampliamente, ONC-T18 tiene un gran potencial para su 
uso como una biofactoría eficiente no solo para AGPI y sus derivados de producciones de biomoléculas 
farmacéuticas y nutracéuticas, sino también para la producción de biocombustible. Con el fin de evaluar y 
caracterizar la capacidad de ONC-T18 para emplearse en la producción de biocombustibles de acuerdo con la 60
presente invención, las productividades de lípido total y los perfiles de ácidos grasos de las cepas transformadas de 
ONC-T18 se analizaron para su uso potencial en métodos para el cambio de perfiles de ácidos 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 recogió y 
se liofilizó en las mismas condiciones que las descritas en el Ejemplo 9. La extracción de FAME y el análisis por GC 
se realizaron como se describe en el Ejemplo 10.

Se descubrió que los perfiles de ácidos grasos de las cepas transformadas fueron muy similares a los de su cepa 5
parental cuando se cultivaron en ONC-T18-GM0 que contenía 35 g/l de sal marina artificial. Cuatro de las ocho 
cepas transformadas produjeron más lípidos totales que su cepa parental, lo que demuestra, además, que el 
proceso de transformación en sí y la presencia y/o expresión del transgén no afectaron significativamente a los 
perfiles de ácidos grasos, ni interrumpieron genes potencialmente implicados en vías metabólicas de lípidos de la 
mayor parte de las cepas derivadas. Por tanto, parece que las cepas conservan la integridad genética de las cepas 10
parentales después del proceso de transformación (Fig. 18A).

La capacidad de transformar cepas de Thraustochytrium proporciona una enorme oportunidad de modificar 
genéticamente estos microbios y canalizar vías metabólicas. Sorprendentemente, cuando las cepas transformadas 
se cultivaron en ONC-T18-GM0 que contenía 18 g/l de sal marina, dos cepas mostraron un nivel significativamente 15
mayor de producción de ácidos grasos C16 que su cepa parental. Estos resultados son útiles en el desarrollo de 
esta cepa ONC-T18 en una plataforma para la producción de biocombustibles de ácidos grasos de cadena corta.
Estos resultados demuestran que, durante el proceso de selección 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).20

Las relaciones de lípido total a la biomasa fueron mayores en las cepas que producen altos niveles de ácidos grasos 
de cadena corta que en las cepas de bajo nivel de producción (Fig. 18C); dichas relaciones más altas pueden ser 
beneficiosas para la extracción de petróleo corriente abajo y la reducción de los costes de procesamiento.

25
El cultivo en ONC-T18-GM0 de sal marina baja (18 g/l) potenció la productividad de lípido total general para la 
mayoría de las cepas sometidas a ensayo (Fig. 18D).

Por ejemplo, puede ser deseable aumentar la producción de ácidos grasos de cadena corta (es decir, ácidos grasos 
con menos de 16 carbonos) o de un AGPI particular, como se ha mencionado en el presente documento en el 30
análisis de la vía biosintética de AGPI. Por ejemplo, puede ser deseable aumentar la producción de EPA (por 
ejemplo, mediante la mutación o la anulación de los genes de PKS y los genes de la Δ5 elongasa) o de ARA (por 
ejemplo, mediante la regulación negativa de cualquiera de los genes de PKS y/o la regulación positiva del gen de la 
Δ12 elongasa).

35
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.

40
La estabilidad de los transgenes es importante para ciertas aplicaciones de ingeniería 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 estimación 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 inóculos de cuatro cepas de cada 45
transformación, así como sus cepas de tipo silvestre parentales en placas de agar ONC-T18-GM0 en ausencia de 
zeocina y se incubaron a 25 ºC durante siete días. (Cada transformación se había ejecutado usando una de las
cinco construcciones diferentes de plásmidos, cada una de las cuales lleva diversos casetes de expresión del gen 
resistente a zeocina impulsados por una combinación de diferentes promotores y terminadores). Después, usando el 
mismo método, las cepas se transfirieron sobre una nueva placa de agar ONC-T18-GM0 recién preparado y se 50
incubaron a 25 ºC durante 7 días; se realizaron pases de colonias 6 veces. Por último, las cepas se transfirieron de 
nuevo en placas de agar ONC-T18-GM0 ya sea sin o con zeocina a una concentración media de 200 µg/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-GM0 que tienen zeocina 55
a una concentración media de 200 µg/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. Además, no 
se observó ninguna resistencia en las cepas de tipo silvestre, indicando que no hubo ninguna mutación espontánea 60
para estos rasgos y no hubo contaminación detectable. La presencia del transgén ble en las cepas transformadas 
después de seis pases de colonias se confirmó 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 demostró 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 útil para la mutagénesis en Traustoquitridios.

5
La zeocina es un antibiótico que rompe el ADN cromosómico en las células. Se planteó la hipótesis de que el
antibiótico zeocina sería un agente mutagénico útil para cepas de Traustoquitridios para la mejora de cepas. A
determinadas concentraciones, la zeocina puede destruir las células más tratadas, pero algunas células todavía 
sobreviven. El tratamiento de células a una concentración elevada aumenta la frecuencia de mutación, lo que puede 
facilitar la selección y el aislamiento de cepas mutadas.10

La cepa de tipo silvestre de protista marino de ONC-T 18 se escogió como sistema modelo para someter a ensayo si 
la zeocina sería eficaz para inducir la mutagénesis en esta cepa. Un asa completa de los inóculos de ONCT18,
creciendo en las placas de agar que contenían medio ONCT18-GM0 [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 NaH2PO4·H2O, 3,15 g/l 15
de FeCl3·6H2O, 4,36 g/l de Na2EDTA·2H2O, 0,6125 mg/l de CuSO4·5H2O, 0,0597 g/l de Na2MoO4·2H2O, 0,022 g/l de 
ZnSO4·7H2O, 0,01 g/l de CoCl2·6H2O, 0,18 g/l de MnCl2·4H2O, 13 mg/l de H2SeO3, 2,7 mg/l de NiSO4·6H2O, 
1,84 mg/l de Na3VO4 y 1,94 mg/l de K2CrO4) y 1,25 mg/l de vitaminas (1 mg/l de vitamina B12, 1 mg/l de biotina, 
0,20 g/l de HCl de tiamina) y 20 g de agar por litro], se inoculó en 50 ml de medio ONC-T18-GM0 líquido y se 
incubaron en una incubadora agitadora a 25 ºC a 250 rpm durante 36 horas. Se transfirió la mitad de un mililitro de 20
cultivo a un tubo de 1,5 ml y se agitó con formación de vórtice a velocidad máxima durante 30 segundos y después 
se diluyó en 50 ml de agua esterilizada. Se extendieron respectivamente cien microlitros de los inóculos diluidos en 
las placas de agar que contenían zeocina a diversas concentraciones (0, 10, 30, 50 y 100 µg/ml). Las placas se 
incubaron en incubadora a 25 ºC. Se observaron la aparición y el desarrollo de las colonias a diario. Seis días 
después de la inoculación, los tamaños de las colonias que crecían con zeocina a 10 µg/ml fueron similares a los de 25
la zeocina a 0 µg/ml y disminuyeron gradualmente a de 30 a 50 µg/ml de zeocina. Los números de colonias por 
placa también se redujeron gradualmente a 10, 30 y 50 µg/ml de zeocina. Solo se observaron unas pocas colonias a 
50 µg/ml de zeocina. Sorprendentemente, se observaron sectores de colonias con diversos cambios de morfología 
de las colonias visibles en algunas de las colonias que crecían a 50 µg/ml de zeocina, pero no se observaron en las 
colonias que crecían en la concentración más baja o sin zeocina, lo que indica que la zeocina, de hecho, es un 30
agente mutágeno eficaz para las cepas de Traustoquitridios. En estas condiciones, la zeocina fue eficaz dentro del 
intervalo de al menos 10-200 µg/ml; concentraciones más altas también pueden ser eficaces. Por ejemplo, podrían 
funcionar concentraciones en el intervalo de 200-500 µg/ml o superior. En algunos casos, se usan concentraciones 
más altas de zeocina cuando las concentraciones de sal también aumentan para contrarrestar la posible 
degradación de la zeocina debida a la sal. En las condiciones particulares utilizadas en el presente Ejemplo, la 35
zeocina funcionó mejor a 50 µg/ml.

Ejemplo 14: Un nuevo procedimiento de fermentación

Este Ejemplo describe un método de fermentación en dos etapas para la obtención de biomasa alta, lípidos totales y 40
producción de AGPI en cepas de Traustoquitridios.

El ciclo de vida de la cepa ONC-T18 se estudió en detalle a través de las observaciones microscópicas de las 
células de cultivos que crecían en diversas condiciones, tales como relaciones de fuentes de C:N, nivel de oxígeno 
disuelto y temperaturas. Se descubrió que a baja concentración de oxígeno con una alta relación de carbono a 45
nitrógeno (C:N) (por ejemplo, dentro del intervalo de 40:1 a 1:~0 y específicamente a 1:1 a 1:~0 y temperatura 
ambiente, la cepa ONC-T18 creció vigorosamente y se propagó principalmente a través de la producción de 
zoosporas, dando como resultado un gran número de pequeñas células vegetativas que contenían cuerpos oleosos
relativamente pequeños y menos subcelulares. Por el contrario, a una alta relación de C:N, nivel bajo de oxígeno y 
temperatura relativamente baja (por ejemplo, dentro del intervalo de 10-30 ºC, y, específicamente, a 20-25 ºC), la 50
cepa ONC-T18 se propagó principalmente a través de división celular vegetativa directamente, dando como 
resultado una gran población de células gigantes que contenían cuerpos oleosos subcelulares notablemente 
voluminosos. Por tanto, se desarrolló un método de fermentación en dos etapas para maximizar la biomasa, el lípido 
total y la productividad de AGPI. Este es un método óptimo para el cultivo y la selección de cepas de 
Traustoquitridios de lípidos y AGPI altos. Se realizaron los tres ensayos siguientes:55

Ensayo I: La cepa ONC-T18 de tipo silvestre se inoculó en 10 ml de medio ONC-T18-GM0 líquido. Los cultivos 
se cultivaron a 25 ºC en una incubadora agitadora ajustada a 250 rpm durante 2 días. Después, el inóculo (DO660

= 12) se inoculó en 100 ml de medio ONC-T18-GM0 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 ºC durante 2 días, 60
después se cambió a 150 rpm y 20 ºC y se cultivaron durante otros 4 días. La biomasa de los cultivos se recogió
mediante la transferencia de los cultivos celulares en un tubo Falcon de 50 ml y centrifugando a 4000 rpm
usando un SORVALL LEGEND RT + centrífuga (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EE.UU.). La biomasa flotó
sobre la superficie del medio líquido como una capa compactada. El medio líquido se liberó mediante la 
perforación de un agujero muy pequeño en la parte inferior del tubo Falcon usando una aguja de jeringa 18G 1 65
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1/2. El sedimento de la biomasa en el tubo se congeló en un congelador a -80 ºC durante la noche y después se 
liofilizó usando un liofilizador durante tres días. Se pesó la biomasa de cada muestra.
Ensayo II: El inóculo se preparó como se describe en el Ensayo I. Después, el inóculo (DO660 = 6) se inoculó en 
50 ml de medio ONC-T18-GM0 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 ºC durante 2 días, después se cambió a 5
150 rpm y 20 ºC. 2 días después de la inoculación, se añadieron 5 ml de glucosa al 50 % esterilizada en 
autoclave en cada matraz de cultivo, después, 4 días después de la inoculación, se añadieron 6 ml de glucosa. 
Después de 6 días postinoculación, se recogieron las biomasas de los cultivos como se describe en el Ensayo I.
Ensayo III: Los inóculos se prepararon como se describe en el Ensayo I. Después, el inóculo (DO660 = 6) se 
inoculó en 50 ml de medio ONC-T18-GM0 en matraces con deflectores de 250 ml. Los cultivos se desarrollaron 10
en una incubadora agitadora ajustada a 250 rpm a 25 ºC. 2 y 4 días después de la inoculación, se añadieron 5 y 
6 ml de glucosa al 50 % esterilizada en autoclave en cada uno de los matraces de cultivo, respectivamente, 
como se hizo en el Ensayo III. El día 6 después de la inoculación, se recogieron las biomasas de cultivos como 
se describe en el Ensayo II.

15
Se analizaron los contenidos totales de lípidos y de DHA de cada muestra usando el método de transesterificación 
directa. Se mezclaron aproximadamente 20 mg de biomasa celular secada por congelación y se mezclaron 3 ml de 
tampón de reacción de transesterificación (metanol:ácido clorhídrico:cloroformo) mediante agitación con formación 
de vórtice durante 10 segundos y después se incubaron en un baño de agua a 90 ºC durante dos horas. Después de 
la finalización de la transesterificación, las muestras se retiraron y se enfriaron a temperatura ambiente. Se añadió 20
un ml de agua y se mezcló con formación de vórtice durante 10 segundos. Después se extrajeron los ésteres 
metílicos de ácidos grasos (FAME) mediante la adición de 2 ml del disolvente de hexano:cloroformo (v/v, 4:1), 3 
veces, y agitación con formación de vórtice durante 10 segundos y se dejó reposar hasta que se completaron las
separaciones de fases.

25
El análisis cromatográfico de gases (CG) de los FAME se realizó usando dos patrones internos (200 µl). Uno, el 
ácido hexacosaenoico (C23:0) se añadió antes de la transesterificación y el otro, el ácido nonadecaenoico (C19:0) 
se añadió directamente antes del análisis. Los análisis se realizaron en un Agilent 6890 GC (Agilent Technologies, 
Palo Alto, CA, EE.UU.) instalado con una columna capilar de sílice fundida Omegawax 320 (Sigma-Aldrich, San Luis, 
MO, EE.UU.) con un diámetro interno de 30 m X 0,32 mm (espesor de la película 0,25 µm) y detector de ionización 30
de llama fijado en 250 ºC, relación de división 50:1 para detector FID a 275 ºC. El volumen de inyección fue de 1 µl. 
El gas vehículo fue H2 con un flujo constante de 5,0 ml por minuto. La confirmación de la identidad del FAME se 
realizó usando un espectrómetro de masas Trace GC-DSQ (Thermo Electron, Boston, EE.UU.) y la comparación de 
los tiempos de retención para los patrones del laboratorio.

35
Los resultados (Tabla 5) indicaron que las condiciones de fermentación utilizadas en el Ensayo II fueron las mejores 
para la producción alta de lípidos 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. Basándose 40
en estos hallazgos, pueden esperarse rendimientos de DHA tan altos como de aproximadamente 45 a 
aproximadamente 95 g/l.

El aumento del oxígeno disuelto, por ejemplo, mediante el uso de un matraz con deflectores y alta velocidad de 
agitación en el Ensayo III puede potenciar significativamente la productividad de biomasa, pero la productividad de 45
DHA fue considerablemente menor que en el Ensayo II. Por tanto, la optimización de los parámetros de la 
fermentación tales como la relación de C:N, la concentración de glucosa, el oxígeno disuelto y la temperatura, así 
como la dinámica de estos parámetros durante los procesos de fermentación, repercute en la producción rentable de 
lípidos y AGPI en cepas de Traustoquitridios. Sin desear estar ligado por ninguna teoría particular, los inventores 
proponen que los rendimientos aumentados observados en el Ensayo II, en comparación con el Ensayo I, pueden 50
atribuirse al menos en parte a la mayor concentración de glucosa y/o a los menores niveles de oxígeno disuelto en el 
Ensayo II.

Tabla 5 Productividades de biomasa, lípidos totales y DHA de Thraustochytrium sp. ONC-T18 en diversas
condiciones de fermentación55

Ensayo Biomasa (g/l) Lípidos totales (mg/g) DHA (g/l)

I 7,10 211,20 0,45

II 41,32 671,09 5,94

III 46,50 661,07 3,06

Ejemplo 15: Aplicación de un agente mutagénico

Este Ejemplo describe la aplicación de un agente mutagénico, zeocina, para la mejora de cepas de Traustoquitridios.
60
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Los inóculos 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-GM0 líquido. Los cultivos se cultivaron a 25 ºC en una incubadora agitadora ajustada a 250 rpm
durante 3 días hasta que la DO660 fue superior a 2. Después, los inóculos (DO660 = 6) de cada cepa, incluyendo la 5
cepa de tipo silvestre, se inocularon respectivamente en 50 ml de medio ONC-T18-GM0 en matraces de 250 ml. Las 
siguientes condiciones y procedimientos experimentales utilizados fueron los mismos que en el Ejemplo 14, ensayo 
II.

Tabla 6 Productividades de biomasa, lípidos totales y DHA de cuatro cepas seleccionadas y su cepa parental10
de tipo silvestre Thraustochytrium sp. ONC-T18

Cepas Biomasa (g/l) Lípidos 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, lípidos totales y DHA en comparación con su cepa parental de tipo silvestre (Tabla 6). Sin embargo, 
la cepa 3a produjo más biomasa, más lípidos y DHA que su cepa de tipo silvestre. La alta productividad de DHA de 15
la cepa 3a es debida no solo a su alta productividad de biomasa, sino también a la alta relación de DHA a biomasa. 
Este resultado indicó que el agente mutagénico descubierto puede usarse para mejorar la aptitud de una cepa 
microbiana (tal como, por ejemplo, la capacidad de usar fuentes de carbono más baratas tales como la corriente de 
residuos, glicerol, almidón, celulosa y hemicelulosa), calidad y cantidad de producto tal como ARA, DHA y/o EPA, 
productividad de AGPI y ácidos grasos y/o perfiles lipídicos favorables para aplicaciones de biocombustibles.20

Los materiales producidos pueden separarse de cepas de producción y/o componentes de medios por cualquiera de 
una diversidad de medios. En algunas realizaciones, la extracción de los materiales producidos se facilita, por 
ejemplo, realizando una o más etapas que alteren la secreción de ácidos grasos y/o que debiliten la pared celular.

25
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 lípidos y DHA.

30
Se extendieron células individuales de ONC-T18 sobre las placas de agar que contenían medio ONC-T18-GM0 y 
50 µg/ml de zeocina. De diez a 15 días después de la inoculación, las colonias se detectaron visualmente. Las 
colonias grandes sin cambios visibles en la morfología se aislaron aleatoriamente y se desarrollaron en nuevas 
cepas. La productividad de biomasa, lípidos totales y DHA de nuevas cepas se compararon. Se descubrió 
inicialmente que una cepa ONC-T18/35/Z50 era capaz de producir significativamente más biomasa, lípidos totales y 35
DHA, los que se ha confirmado repetidamente con condiciones, métodos y procedimientos de fermentación 
optimizados descritos en el Ejemplo 14, Ensayo II. En los ensayos de fermentación de dos etapas usando medio 
ONC-T18-GM0 que contenía 35 g/l de sal marina, la nueva cepa ONC-T18/35/Z50 produjo un 5 % más biomasa, un 
7 % más de lípido total y un 14 % más de DHA que su cepa parental ONC-T18. Usando el mismo medio, pero que 
contenía 18 g/l de sal marina, la nueva cepa ONCT18/35/Z50 produjo aproximadamente un 10 % más de biomasa, 40
un 20 % más de lípido total y un 36 % más de DHA que su cepa parental ONCT18 (Fig. 19). Además, las relaciones 
de DHA y lípido total a biomasa, en la nueva cepa ONC-T18/3 5/Z50 de alto nivel de producción de DHA, son más 
altas que las de su cepa parental, lo que demuestra que la nueva cepa tiene una capacidad más robusta de convertir
fuentes de carbono tales como la glucosa en lípidos y DHA. Esta nueva cepa es útil no solo en la mejora de los 
rendimientos, sino también en la reducción de los costes de fermentación y de procesamiento corriente abajo para la 45
producción de lípidos biológicos y AGPI, tales como DHA de microalgas.
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<210> 1
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 150

<210> 2
<211> 20
<212> ADN55
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético5

<400> 3

<210> 410
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 4

20
<210> 5
<211> 724
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

25
<400> 5

<210> 630
<211> 490
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 635

E12755051
07-08-2018ES 2 678 997 T3

 



43

<210> 7
<211> 22
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 7

<210> 8
<211> 1915
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 8

<210> 925
<211> 1115
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 930
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<210> 10
<211> 1004
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 10
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<210> 11
<211> 23
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 11

<210> 12
<211> 2015
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 12

<210> 1325
<211> 727
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 1330
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<210> 14
<211> 590
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 14

10

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 1520
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<210> 16
<211> 23
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 16

<210> 17
<211> 86915
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 17
20

<210> 18
<211> 640
<212> ADN25
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 18
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<210> 19
<211> 950
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 19

10

<210> 20
<211> 33
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

5
<400> 20

<210> 21
<211> 3010
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético15

<400> 21

<210> 2220
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 22

30
<210> 23
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 23

40

<210> 24
<211> 1216
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.45

<400> 24
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<210> 25
<211> 33
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 25

<210> 26
<211> 3015
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 26

<210> 2725
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 27
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<210> 28
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 2810

<210> 29
<211> 1764
<212> ADN15
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 29
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<210> 30
<211> 4235
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53

<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 30
5
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<210> 31
<211> 3964
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 31

10
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<210> 32
<211> 4319
<212> ADN5
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 32
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<210> 33
<211> 78
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 33

<210> 3415
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 34

25
<210> 35
<211> 7032
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

30
<400> 35
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<210> 36
<211> 53
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 36

<210> 37
<211> 5115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 37

<210> 3825
<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 385

<210> 39
<211> 55
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

15
<400> 39

<210> 40
<211> 2020
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético25

<400> 40

<210> 4130
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 41

40
<210> 42
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 42

50

<210> 43
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial55

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 4360

<210> 44
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<211> 7360
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 445
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<210> 45
<211> 48
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 45

<210> 46
<211> 4815
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 46

<210> 4725
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 47

35
<210> 48
<211> 7199
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

40
<400> 48
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<210> 49
<211> 48
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 49

<210> 50
<211> 4815
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 50

<210> 5125
<211> 48
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético5

<400> 51

<210> 5210
<211> 6526
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp. ONC-T18

<400> 5215
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<210> 53
<211> 47
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 53

<210> 54
<211> 5915
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 545

<210> 55
<211> 7374
<212> ADN10
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 55

15
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<210> 56
<211> 54
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 56

<210> 57
<211> 5415
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 57

<210> 5825
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 58

35
<210> 59
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 59

45

<210> 60
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Oligonucleótido sintético
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<400> 60

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

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

<400> 62

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

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 63

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

<220>20
<223> Oligonucleótido sintético

<400> 64

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

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

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

10
<400> 66

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

<220>
<223> Oligonucleótido sintético20

<400> 67

<210> 6825
<211> 1724
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 68
5
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que comprende el promotor de un gen de Thraustochytrium que 
comprende una secuencia nucleotídica idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 10, y el terminador de un gen 
de Thraustochytrium.5

2. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, en la que la secuencia nucleotídica del terminador es 
idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 14.

3. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, en la que la secuencia nucleotídica del terminador es 10
idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 18.

4. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente una secuencia 
heteróloga unida operativamente al promotor del gen de Thraustochytrium y al terminador del gen de
Thraustochytrium.15

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

6. Una célula hospedadora que comprende una molécula de ácido nucleico de la reivindicación 4 o 5.20

7. La célula de la reivindicación 6, en la que la célula hospedadora es una célula de Thraustochytrium.

8. La célula de la reivindicación 7, en la que la célula de Thraustochytrium contiene adicionalmente una o más 
modificaciones en uno o más genes que codifican un polipéptido enzimático o parte de un complejo de polipéptidos 25
enzimáticos implicados en la vía biosintética de AGPI de Thraustochytrium.

9. La célula de la reivindicación 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 ingeniería genética cuando se cultivan en condiciones 
comparables.30

10. La célula de la reivindicación 8, en la que el polipéptido enzimático o complejos de polipéptidos enzimáticos se 
seleccionan de entre el grupo que consiste en ácido graso sintasa (FAS), Δ5 elongasa, Δ12 elongasa, Δ4 
desaturasa, policétido AGPI sintasa (PKS), Δ9 desaturasa y omega-3 desaturasa.

35
11. Un método para proporcionar un AGPI, comprendiendo el método:

proporcionar una célula de Thraustochytrium que está modificada en comparación con una célula de 
Thraustochytrium de referencia en que la célula modificada contiene al menos un promotor de Thraustochytrium
que comprende una secuencia nucleotídica idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 10 40
y al menos un terminador de célula de Thraustochytrium que comprende una secuencia nucleotídica idéntica en 
al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 14 o la SEQ ID NO: 18 y, opcionalmente, una o más modificaciones 
genéticas que aumentan la producción de uno o más AGPI por la célula modificada en comparación con la célula 
de referencia cuando las células modificadas y de referencia se cultivan en condiciones comparables; y
cultivar la célula de Thraustochytrium modificada en condiciones y durante un tiempo suficiente para conseguir la 45
producción de los uno o más AGPI.

12. El método de la reivindicación 11, en el que la célula de Thraustochytrium modificada contiene al menos un 
polipéptido heterólogo expresado, en el que el al menos un polipéptido heterólogo se expresa a partir de un gen que 
está unido operativamente al promotor de un gen de Thraustochytrium, el terminador de Thraustochytrium o ambos.50

13. El método de la reivindicación 12, en el que el al menos un polipéptido heterólogo comprende al menos un 
polipéptido de biosíntesis de AGPI heterólogo y, opcionalmente, en el que la modificación genética comprende al 
menos una mutación de nucleótidos que aumenta la expresión o actividad de un polipéptido de biosíntesis de AGPI
endógeno o heterólogo.55

14. El método de la reivindicación 11, en el que el promotor de Thraustochytrium comprende una secuencia 
nucleotídica idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 10 y el terminador de Thraustochytrium comprende una 
secuencia nucleotídica idéntica en al menos un 80 % a la SEQ ID NO: 18.

60
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCIÓN

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es únicamente para la comodidad del lector. No forma parte del 
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilación de las referencias, no pueden 
excluirse errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.5

Documentos de patentes citados en la divulgación

• WO IB2006003977 • US 5340742 A10
• US 20090117194 A • US 6607900 B
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