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DESCRIPCIÓN

Mutantes de algas que tienen un fenotipo aclimatado a la luz intensa en compartimentos

Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad bajo U.S.C. § 119 (e) de la solicitud de patente provisional de EE.UU. No. 
61/733.956, presentada el 6 de diciembre de 2012; de la solicitud de patente provisional de EE.UU. No. 61/810.216, 5
presentada el 9 de abril de 2013; de la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. Nº 61/869.590, presentada el 23 
de agosto de 2013; y del documento de patente 61/881.342 presentado el 23 de septiembre de 2013.

Referencia a un listado de secuencias

Esta solicitud contiene referencias a secuencias de ácido nucleico que se han presentado al mismo tiempo con este 
documento en el archivo de texto de listado de secuencia "SGI1700-4WO Sequence Listing_ST25.txt", tamaño de 10
archivo 331 kilobytes (kb), creado el 6 de diciembre de 2013.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a mutantes de algas que tienen un contenido reducido de clorofila y una mayor 
eficacia fotosintética. La presente invención también se refiere, en algunas realizaciones, a genes que codifican 
reguladores de aclimatación a la luz, a constructos que incluyen al menos una porción de los genes reguladores, y a 15
métodos de ingeniería de microorganismos fotosintéticos que usan dichos constructos.

Antecedentes

La presente invención se refiere a cepas de algas mutantes que tienen nuevos rasgos fotosintéticos, a métodos para 
generar, identificar y/o aislar tales mutantes y a genes que codifican proteínas que regulan la fotosíntesis.

En sistemas de crecimiento de algas abiertos a gran escala, los cultivos deben crecer a densidades y profundidades 20
de cultivo razonablemente altas en la región de 20-30 cm. Este entorno de cultivo proporciona un auto-
oscurecimiento significativo, lo que garantiza que cada célula experimente solo un bajo nivel de irradiación promedio. 
El estado foto-fisiológico predominante de una célula de alga en estas condiciones es un estado aclimatado a poca 
luz, que se caracteriza por un sistema de antena de recolección de luz auxiliar relativamente grande asociado con 
los centros de reacción fotosintética. Sin embargo, una antena de recolección de luz más grande en cada célula25
individual agrava el auto-oscurecimiento del cultivo, lo que lleva a un nivel de irradiación promedio incluso más bajo, 
lo que provoca como respuesta un aumento adicional en el tamaño de la antena de las células de algas. El resultado 
general es un cultivo con muy poca penetración de la luz, lo que garantiza que la mayoría del sistema de crecimiento 
abierto esté a oscuras. Además, la gran y eficiente antena de recolección de luz impulsa la saturación de la 
fotosíntesis a intensidades de luz relativamente bajas. Por lo tanto, en la capa superficial de los estanques, donde 30
hay luz disponible, una parte importante de la luz incidente supera la luz requerida para impulsar las tasas 
fotosintéticas máximas. Este exceso de irradiancia se disipa a través de canales térmicos y se pierde en forma de 
calor. La eficiencia del uso de la luz en los sistemas de crecimiento abierto es muy baja y se ha sugerido que hasta 
el 80% de la irradiancia activa fotosintética, incidente sobre la superficie del estanque, se pierde en forma de calor.

Por lo tanto, la respuesta de aclimatación con poca luz disminuye la eficiencia general del uso de la luz de un cultivo 35
en estanque al aumentar el auto-oscurecimiento y disminuir el nivel de irradiancia de saturación para la fotosíntesis. 
Los métodos anteriores para disminuir el tamaño de antena de recolección de luz en algas se han enfocado 
únicamente en la antena, dirigiendo directamente la biosíntesis de polipéptidos de recolección de luz, o reduciendo 
su ensamblaje o función indirectamente al interrumpir la biosíntesis de la clorofila, el control de traducción de 
proteínas o los mecanismos de localización de proteínas. Como resultado, las cepas obtenidas de pigmento 40
reducido a menudo se desequilibran en la recolección de luz, el transporte de electrones y la fijación de carbono, lo 
que puede afectar adversamente a la productividad del cultivo.

La mayoría de los fotoautótrofos se aclimatan a diferentes niveles de irradiancia para maximizar la captura de la luz 
en condiciones de poca luz o para evitar los efectos potencialmente nocivos de la recolección de energía de 
excitación en exceso bajo alta irradiación. La característica más obvia de la respuesta de aclimatación a la 45
irradiancia es un cambio en el nivel de pigmentación, típicamente asociado con cambios en la abundancia de la 
antena de recolección de luz auxiliar. Navakoudis el al. (BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA. BIOENERGETICS,
2007, Vol. 1767(7): 948-955) describe un mutante de alga que tiene un menor contenido de clorofila y que tiene 
minimizada la inactivación no fotoquímica. 

La aclimatación a la irradiancia es, sin embargo, una respuesta, en gran parte, pleiotrópica, que implica cambios en 50
la composición y la función en múltiples niveles dentro de la maquinaria fotosintética y en todo el organismo. La 
regulación de la aclimatación a la irradiancia en fotoautótrofos oxigenados está mal definida y una mayor 
comprensión de la red reguladora subyacente puede permitir la manipulación beneficiosa de la composición y la 
función de la maquinaria fotosintética.
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Sumario

La protección buscada para esta invención es como se define en las reivindicaciones.

La presente invención describe los resultados de un procedimiento de selección inclinado hacia el aislamiento de
mutantes que retienen tantas características como sea posible del estado foto-fisiológico aclimatado de luz intensa
natural, que incluye una menor antena de captación de luz, en equilibrio con todos los demás aspectos del proceso 5
fotosintético. Esta pantalla genética avanzada (denominada pantalla “aclimatada a la luz intensa en compartimentos”
(LIHLA, por sus siglas en inglés, “Locked In High Light Aclimated”)), se diseñó específicamente para aislar los 
componentes reguladores globales asociados con la aclimatación fotosintética a la irradiancia. Con base en la 
implementación de la pantalla LIHLA, se proporcionan genes que codifican nuevos reguladores de la aclimatación de 
luz (por sus siglas en inglés, “Light Acclimation Regulators”, LAR1, LAR2 y LAR3). Estos genes han demostrado ser, 10
mediante análisis transcriptómicos y fotofisiológicos, reguladores globales de la aclimatación fotosintética a la 
irradiancia.

En un aspecto, se proporciona en este documento un mutante de algas desrregulado en la aclimatación a poca luz, 
en donde el mutante de algas exhibe al menos una reducción del 20% en clorofila en condiciones de poca luz con 
respecto a un alga de tipo silvestre de la misma cepa y en donde, además, el mutante de alga exhibe una mayor 15
inactivación fotoquímica (qP) en todas las irradiancias fisiológicamente relevantes por encima de 400 μE · m-2 · s-1

con respecto a un alga de tipo silvestre de la misma cepa; exhibe inicio de inactivación no fotoquímica (NPQ) a una 
intensidad de luz más alta que la intensidad de luz a la que aparece NPQ en un alga de tipo silvestre de la misma 
cepa y exhibe una NPQ más baja en todas las irradiancias fisiológicas por encima de 400 μE · m-2 · s-1  que es
exhibida por un alga de tipo silvestre de la misma cepa, en donde, además, el mutante está mutado en un gen que 20
codifica un polipéptido que comprende un dominio de dedo de cinc PF02135 TAZ, en donde el polipéptido 
comprende la proteína LAR1 (SEQ ID NO: 4 ), la proteína No-LAR1 (SEQ ID NO: 8), o un homólogo de la proteína 
LAR1 (SEQ ID NO: 4) o la proteína No-LAR1 (SEQ ID NO: 8) que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID 
NO: 4 o SEQ ID NO: 8.

La descripción describe mutantes de algas que tienen un fenotipo "aclimatado a la luz intensa en compartimentos" o25
"LIHLA", en el que los mutantes exhiben propiedades fotosintéticas de células de algas con aclimatación a la luz 
intensa en ambas altas y bajas intensidades de luz. Los mutantes se caracterizan por una cantidad reducida de 
clorofila por célula y pueden exhibir, por ejemplo, una reducción del 20% o mayor en clorofila por célula, y 
preferiblemente un 25% o más, un 30% o más, 40% o más, o una reducción del 50% o superior de la clorofila por 
célula en condiciones de poca luz, en comparación con las células de tipo silvestre. Además, los mutantes LIHLA 30
tienen al menos una de las siguientes propiedades fotosintéticas con respecto a las células de tipo silvestre, cuando 
tanto los mutantes LIHLA como las células de tipo silvestre se aclimatan a la poca luz: un aumento de la inactivación 
fotoquímica (qP) respecto a todas las intensidades de luz fisiológicamente relevantes mayores de 400 μE · m-2 · s-1 

(por ejemplo, sobre todas las intensidades de luz fisiológicamente relevantes mayores que 350 μE · m-2 · s-1,
mayores que 300 μE · m-2 · s-1, mayores que 250 μE · m-2 · s-1, o mayores que 200 μE · m-2 · s-1); un aumento de la 35
tasa fotosintética máxima (Pmax) sobre una base de clorofila, teniendo los mutantes al menos un 70% de Pmax de las 
células de tipo silvestre por célula, y preferiblemente un 75% o más, 80% o más, 85% o más, 90% o más, o 
sustancialmente la misma tasa fotosintética máxima (Pmax) que las células de tipo silvestre o una Pmax más alta en 
comparación con las células de tipo silvestre por célula; saturación de la fotosíntesis a niveles de irradiancia más 
altos (mayor Ek); retraso en el inicio de la inactivación no fotoquímica (NPQ) en respuesta al aumento de la 40
intensidad de la luz; niveles reducidos de NPQ en todas las irradiancias fisiológicamente relevantes mayores de 500 
μE · m-2 · s-1, por ejemplo, mayor que 450 μE · m-2 · s-1, mayor que 400 μE · m-2 · s-1, mayor que 350 μE · m-2 · s-1, 
mayor que 300 μE · m-2 · s-1, mayor que 250 μE · m-2 · s-1, mayor que 200 μE · m-2 · s-1, mayor que 150 μE · m-2 · s-1, 
o mayor que 100 μE · m-2 · s-1. Además, un mutante LIHLA puede tener una velocidad de transporte de electrones 
máxima para el fotosistema II (ETRPSII) que es al menos tan alta como la ETRPSII de una célula de tipo silvestre y,45
preferiblemente, al menos aproximadamente 1,5 veces la velocidad de la ETRPSII de tipo silvestre, o al menos 
aproximadamente 2 veces la tasa de la ETRPSII de tipo silvestre.

En algunos ejemplos, un mutante LIHLA tiene al menos un 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% o 50% de reducción en 
clorofila con respecto a una célula de tipo silvestre, exhibe una mayor inactivación fotoquímica (qP) respecto a todas 
las intensidades de luz fisiológicamente relevantes mayores que 400 μE · m-2 · s-1 con respecto a una célula de tipo 50
silvestre; tiene una mayor tasa fotosintética máxima (Pmax) por cada base de clorofila (por ejemplo, al menos 1,5 
veces la Pmax de células de tipo silvestre, por ejemplo, al menos 2 veces la Pmax de células de tipo silvestre), con al 
menos un 75% o al menos 80% de la Pmax de células de tipo silvestre por célula; experimenta la saturación de la 
fotosíntesis a niveles de irradiación más altos (mayor Ek) que el tipo silvestre; exhibe una aparición retrasada de 
NPQ en respuesta a la intensidad de luz creciente en comparación con las células de tipo silvestre; y tiene niveles 55
más bajos de NPQ respecto a todas las irradiancias mayores de aproximadamente 500 μE · m-2 · s-1 que las células 
de tipo silvestre, cuando tanto los mutantes LIHLA como las células de tipo silvestre se aclimatan a poca luz. 
Adicionalmente, un mutante LIHLA puede tener una velocidad máxima de transporte de electrones PSII (ETRPSII) 
que sea al menos equivalente a la velocidad de transporte de electrones PSII de tipo silvestre y que puede ser, por 
ejemplo, aproximadamente 1,5 veces la tasa de transporte de electrones PSII de tipo silvestre o superior. Además, 60
un mutante LIHLA puede tener una tasa máxima de transporte de electrones PSI (ETRPSII) que es sustancialmente 
equivalente o mayor que la tasa de transporte de electrones PSI de tipo silvestre. Además, un cultivo que 
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comprende un mutante LIHLA, donde el cultivo está expuesto a la luz de una fuente de luz, puede tener una mayor 
cantidad de penetración de luz en el cultivo que un cultivo que comprenda un alga de tipo silvestre comparable (es 
decir, un alga silvestre de la cepa progenitora).

Adicionalmente a cualquiera de los rasgos anteriores, un mutante LIHLA puede tener cualquier combinación de los 
siguientes rasgos con respecto a células tipo silvestre o control: mayor Fv/Fm, mayor ΦPSII, y una α menor, o 5
pendiente inicial de la curva P/I. Por ejemplo, un mutante LIHLA aclimatado a poca luz puede tener un Fv/Fm mayor, 
un ΦPSII aumentado, y, opcionalmente, una α menor con respecto a las células tipo silvestre o control aclimatadas a
poca luz.

La descripción describe mutantes que tienen un fenotipo LIHLA (p. ej., con respecto a las células de tipo silvestre 
aclimatadas a poca luz, los mutantes aclimatados a poca luz tienen la clorofila reducida en al menos un 20%, un qP 10
más alto en irradiaciones superiores a 400 μE · m-2 · s-1, al menos 1,5 veces o al menos 2 veces la Pmax de las 
células de tipo silvestre en una base de clorofila y al menos 70% o al menos 80% de Pmax de las células de tipo 
silvestre por célula, la aparición de NPQ a mayor irradiancia y NPQ inferior a todas las irradiaciones superiores a 500 
μE · m-2 · s-1, Ek superior, y preferiblemente, una ETRPSII superior, en la que los mutantes se desrregulan en la 
expresión de al menos veinte, al menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, al menos sesenta, al menos 15
setenta, al menos ochenta, al menos noventa, o al menos 100 genes que están regulados en respuesta a la 
intensidad de la luz en células de tipo silvestre. Por ejemplo, los mutantes proporcionados en este documento 
pueden desrregularse en la expresión de genes que se expresan diferencialmente cuando se aclimatan células de 
tipo silvestre aclimatadas de luz intensa a poca intensidad de luz.

Además, en este documento se proporcionan mutantes que tienen al menos una mutación en un gen que codifica 20
una proteína reguladora, en la que una proteína reguladora puede ser una proteína que afecta directa o 
indirectamente la transcripción de múltiples genes, por ejemplo, al menos diez, al menos veinte, al menos treinta, al 
menos cuarenta, al menos cincuenta, al menos sesenta, al menos ochenta, o al menos 100 genes. En algunos 
ejemplos no limitantes, ese mutante está mutado en un gen que codifica un factor de transcripción o un activador 
transcripcional.25

Un mutante, como se proporciona en este documento, puede ser un mutante que surge espontáneamente, derivado 
de una mutación clásica (por ejemplo, UV, irradiación gamma o mutagénesis química) o puede ser obtenido 
mediante ingeniería genética (por ejemplo, recombinación homóloga, atenuación génica por antisentido o RNAi, o 
modificación del genoma, por ejemplo, usando meganucleasas, nucleasas con dedos de cinc, talens o sistemas 
CRISPR/cas).30

También se proporciona en este documento una cepa de alga mutante o recombinante que exhibe propiedades 
fotosintéticas alteradas con respecto a una cepa silvestre o de control, por ejemplo, la cepa progenitora de la que se 
deriva el mutante, en la que la cepa incluye un gen mutado o atenuado que en la cepa de tipo silvestre codifica un 
polipéptido que incluye un dominio de dedo de cinc TAZ. El polipéptido puede incluir una secuencia de aminoácidos 
que puede tener al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al 35
menos 70%, al menos 75%, por ejemplo, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. En diversos ejemplos, 
el polipéptido puede tener al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, o al menos 50%, al menos 
55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% o al menos 85%, al menos 90%, o 
al menos 95% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoácidos codificada por los genes LAR1 como 40
se proporciona en este documento, por ejemplo, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8. En algunos ejemplos, una cepa de 
alga mutante puede tener un gen mutado o atenuado que en una cepa de tipo silvestre codifica un polipéptido que 
tiene al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% 
de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ 
ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18. El polipéptido puede 45
incluir un dominio de dedo de cinc TAZ. La cepa de alga mutante o recombinante que tiene un gen mutado o 
atenuado que codifica un polipéptido que tiene un dominio de dedo de cinc TAZ puede exhibir aclimatación alterada 
a poca luz con respecto a células de tipo silvestre de la misma cepa, y puede tener un fenotipo LIHLA como se 
describe en este documento.

También se proporciona en este documento una cepa de alga mutante o recombinante que exhibe propiedades 50
fotosintéticas alteradas con respecto a células de tipo silvestre o células de control de la misma cepa de fondo, por 
ejemplo, la cepa de tipo silvestre que es un progenitor de la cepa mutante o recombinante, en donde la cepa 
mutante o recombinante incluye un gen mutado o atenuado que en la cepa tipo silvestre o control codifica un 
polipéptido que incluye un dominio de unión al ADN de tipo myb. El polipéptido puede incluir una secuencia de 
aminoácidos que puede tener al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al 55
menos 90%, o al menos un 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22 o 
SEQ ID NO: 23. En varios ejemplos, el polipéptido puede tener al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al 
menos 65%, o al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de 
identidad de secuencia con un polipéptido codificado por un gen LAR2 como se proporciona en este documento, por 
ejemplo, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21. En algunos ejemplos, una cepa de alga mutante puede tener un gen 60
mutado o atenuado en un gen que codifica en una cepa de tipo silvestre un polipéptido que tiene al menos 65%, al 
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menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de 
secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, 
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO: 32. El polipéptido puede incluir un dominio de unión 
a ADN de tipo myb. La cepa de alga mutante o recombinante que tiene un gen mutado o atenuado que codifica un 
polipéptido que tiene un dominio de unión al ADN de tipo myb puede exhibir una aclimatación alterada a poca luz, y 5
puede tener un fenotipo LIHLA como se describe en el presente documento.

Se proporciona adicionalmente en este documento una cepa de alga mutante o recombinante que exhibe 
propiedades fotosintéticas alteradas con respecto a células de tipo silvestre o células de control de la misma cepa de 
fondo, por ejemplo la cepa de tipo silvestre que es un progenitor de la cepa mutante o recombinante, en donde la 
cepa mutante o recombinante incluye un gen mutado o atenuado que en la cepa tipo silvestre o de control codifica 10
un polipéptido que tiene un dominio que tiene al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al 
menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 64. En varios ejemplos, la cepa mutante o recombinante incluye un gen mutado o atenuado que codifica un 
polipéptido que tiene al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o 
al menos 95% de identidad de secuencia de aminoácidos con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en 15
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76 y 
SEQ ID NO: 78. En algunos ejemplos, una cepa de alga mutante puede tener un gen mutado o atenuado que en una 
cepa de tipo silvestre codifica un polipéptido que tiene al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, 
al menos 85%, al menos 90% o, al menos, 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66. La cepa de alga mutante o recombinante que tiene un gen mutado o atenuado que 20
codifica un polipéptido al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90% o 
al menos 95% de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, 
SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76 o SEQ ID NO: 78 puede exhibir una aclimatación 
alterada a poca luz, y puede tener un fenotipo LIHLA como se describe en el presente documento.

La descripción describe un mutante, como se proporciona en este documento, que tiene un gen mutado que codifica 25
una proteína reguladora o una célula recombinante diseñada para tener una estructura alterada o expresión de un 
gen que codifica una proteína reguladora que puede mutarse en un gen que codifica un regulador global de la 
respuesta de aclimatación a la luz, en la que, por ejemplo, al menos diez, al menos quince, al menos veinte, al 
menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, o al menos 100 genes pueden desrregularse en la cepa 
mutante en condiciones de poca luz (p. ej., menor o igual a aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1, menor o igual a 30
aproximadamente 150 μE · m-2 · s-1, menor o igual a aproximadamente 100 μE · m-2 · s-1, o menor o igual a 
aproximadamente 50 μE · m-2 · s-1) con respecto a la cepa de tipo natural o control en condiciones de poca luz. Por 
ejemplo, el nivel de expresión de al menos diez, al menos quince, al menos veinte, al menos treinta, al menos 
cuarenta, al menos cincuenta, o al menos 100 genes puede diferir en un log2 veces de 1 o mayor en la cepa mutante 
en condiciones de poca luz con respecto a la cepa tipo natural o control en condiciones de poca luz. La célula 35
mutante o recombinante puede tener, por ejemplo, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al 
menos nueve, al menos diez, al menos once, al menos doce, al menos trece, al menos catorce, al menos quince, al 
menos dieciséis, al menos diecisiete, al menos dieciocho, al menos diecinueve, al menos veinte, al menos treinta, al 
menos cuarenta, o al menos cincuenta genes que están regulados negativamente en la cepa mutante con respecto 
a la cepa tipo silvestre en condiciones de poca luz. Por ejemplo, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al 40
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once o al 
menos doce genes de la proteína de unión de clorofila de recolección de luz (LHC) pueden estar regulados 
negativamente en un mutante LIHLA con poca luz en comparación con una célula de tipo natural o de control con 
poca luz. Además, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, o al menos seis genes de 
proteínas no LHC que codifican proteínas que funcionan en la fotosíntesis pueden estar reguladas negativamente en 45
un mutante LIHLA. Además, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos 
siete, al menos ocho, al menos nueve o al menos diez genes que codifican proteínas que no funcionan en la 
fotosíntesis se pueden regular positivamente en el mutante con respecto a la cepa tipo silvestre o de control en 
condiciones de poca luz. Al menos cinco, al menos diez, al menos veinte o al menos treinta genes desrregulados 
pueden tener un nivel de expresión (p. ej., un nivel de abundancia de transcripción) que difiere en un log2 veces de al 50
menos 1, por ejemplo, puede estar presente en el mutante LIHLA a un nivel de dos veces o más del nivel de tipo 
silvestre, o 50% o menos del nivel tipo silvestre o de control, en las mismas condiciones.

Un mutante LIHLA que tiene un gen mutado que codifica una proteína reguladora puede ser además un mutante que 
permita una mayor penetración de la luz en el cultivo. Por ejemplo, un cultivo de un mutante LIHLA puede permitir la 
entrada de más luz al cultivo que es capaz de penetrar en un cultivo de una cepa de control o de tipo silvestre55
comparable. Por ejemplo, al menos un 50% más de luz, al menos un 60% más de luz, al menos un 70% más de luz, 
al menos un 80% más de luz, al menos un 90% más de luz o al menos un 100% más de luz, puede penetrar 
aproximadamente 2 cm por debajo de la superficie de un estanque de un cultivo mutante LIHLA que tiene una 
densidad de aproximadamente 4,5 x 107 células/ml en comparación con la cantidad de luz que puede penetrar 
aproximadamente 2 cm por debajo de la superficie de un estanque de un cultivo o células tipo silvestre o control que 60
tengan aproximadamente la misma densidad de células.

Además, un mutante LIHLA que tiene un gen mutado que codifica una proteína reguladora en algunos ejemplos 
puede crecer hasta una densidad celular más alta que una cepa de control o de tipo silvestre. Por ejemplo, un 

E13860017
30-07-2018ES 2 682 279 T3

 



6

mutante LIHLA puede crecer hasta una densidad celular más alta que una cepa tipo silvestre o de control después 
de al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once, al 
menos doce, al menos trece, al menos catorce, o al menos quince días en el cultivo.

En varios ejemplos, un mutante LIHLA que se rompe en la expresión o función de un regulador global de la 
respuesta de aclimatación de luz tiene, al menos, una reducción del 25% en la clorofila con respecto a las células de 5
tipo silvestre con poca luz (por ejemplo, menos de aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1), y está desrregulada en la 
expresión de múltiples genes regulados por la luz, por ejemplo, exhibe desrregulación de al menos diez, al menos 
quince, o al menos veinte genes que están regulados en respuesta a la intensidad de la luz en una célula de tipo 
silvestre, donde la diferencia en el nivel de expresión de los genes bajo condiciones de poca luz entre el mutante 
LIHLA y una célula de tipo silvestre es al menos el doble. Además, en estos ejemplos, el mutante LIHLA exhibe un 10
qP mayor que el tipo silvestre en todas las intensidades de luz mayores que 200 μE · m-2 · s-1, exhibe una aparición 
retrasada de NPQ con respecto a la intensidad de la luz en comparación con las células de tipo silvestre y NPQ 
inferior a todas las irradiancias superiores a aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1, y exhibe un Pmax mayor por clorofila 
y un Pmax por célula que no es inferior al 70%, 75% u 80% del Pmax natural. Además, el mutante LIHLA puede tener 
una ETRPSII máxima que sea mayor que la ETRPSII máxima de las células de tipo silvestre cuando tanto el mutante 15
LIHLA como las células de tipo silvestre se aclimatan a poca luz.

Un mutante LIHLA de algas puede ser, por ejemplo, una microalga tal como un género seleccionado del grupo que 
consiste en Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, Boekelovia, Bolidomonas, 
Borodinella, Botrydium, Botryococcus, Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas, Chlorococcum, 
Chlorogonium, Chlorella, Chroomonas, Chrysosphaera, Cricosphaera, Crypthecodinium, Cryptomonas, 20
Cyanidioschyzon, Cyclotella, Cylindrotheca, Cymatopleura, Dixoniella, Dunaliella, Ellipsoidon, Emiliania, Entomoneis,
Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena, Eustigmatos, Franceia, Fragilaria, Fragilariopsis, Gloeothamnion, 
Haematococcus, Halocafeteria, Hantzschia, Heterosigma, Hymenomonas, Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium, 
Monodus, Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, Navicula, Neochloris, Nephrochloris, Nephroselmis, 
Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, Parachlorella, Parietochloris, Pascheria, Pavlova, 25
Pelagomonas, Phœodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas, Pleurochrysis, Pleurococcus, Prototheca, 
Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pseudostaurastrum, Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, 
Schizochlamydella, Skeletonema, Spyrogyra, Stichococcus, Tetrachlorella, Tetraselmis, Thalassiosira, Tribonema, 
Vaucheria, Viridiella, Vischeria y Volvox. Por ejemplo, el mutante puede ser una diatomea (Bacillariófito) tal como, 
pero no limitada a, una especie de Achnanthes, Amphora, Chaetoceros, Cyclotella, Cylindrotheca, Cymatopleura, 30
Entomoneis, Fragilaria, Fragilariopsis, Navicula, Nitzschia, Phœodactylum o Thalassiosira. Alternativamente, un 
mutante LIHLA puede ser un eustigmatofito, tal como, por ejemplo, una especie de Eustigmatos, Monodus, 
Nannochloropsis o Vischeria.

También se proporciona un método para aislar un mutante de algas desrregulado en aclimatación de poca luz. El 
método incluye: mutagenizar una población de algas; seleccionar la población mutagenizada de algas respecto a35
una baja fluorescencia de clorofila; seleccionar mutantes que retengan una baja fluorescencia de clorofila cuando se 
aclimatan a condiciones de poca luz; y seleccionar los mutantes seleccionados por fluorometría para identificar 
mutantes de algas de fluorescencia baja en clorofila y estables con poca luz que tienen coeficientes de extinción 
fotoquímicos (qP) al menos tan altos como las algas tipo silvestre. El método puede incluir identificar mutantes de 
algas de fluorescencia baja en clorofila y estables con poca luz que tienen coeficientes de extinción fotoquímicos 40
(qP) que son más altos que los de las algas de tipo silvestre a intensidades de luz mayores que aproximadamente 
400 μE · m-2 · s-1, mayores que aproximadamente 300 μE · m-2 · s-1 o mayores que aproximadamente 200 μE · m-2 ·
s-1. El cribado para baja fluorescencia de clorofila puede hacerse por clasificación celular activada por fluorescencia 
(FACS). El método incluye además seleccionar las algas con bajo contenido en clorofila para reducir la clorofila, por 
ejemplo, una reducción del 20% o superior, una reducción del 30% o superior, una reducción del 40% o superior, o 45
una reducción del 50% o superior, en clorofila por célula, en condiciones de poca luz. El método incluye además 
seleccionar mutantes de algas con baja clorofila para Pmax aumentada por clorofila con respecto a células de tipo 
silvestre, y para Pmax por célula a al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90% o al 
menos 95% de Pmax por célula de las células de tipo silvestre. El método incluye además seleccionar mutantes de 
algas con bajo contenido en clorofila para la aparición retardada de NPQ en respuesta al aumento de la intensidad 50
de la luz en comparación con la aparición de NPQ en respuesta a la intensidad de la luz en células de tipo silvestre, 
y para niveles inferiores de NPQ con respecto a las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz a todas las 
irradiancias superiores a aproximadamente 500 μE · m-2 · s-1, superiores a aproximadamente 400 μE · m-2 · s-1, 
superiores a aproximadamente 300 μE · m-2 · s-1, o superiores a aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1.

En varios ejemplos, el método puede incluir la selección de uno o más de Ek superior, ETRPSII máximo superior, 55
Fv/Fm más alto (eficacia fotosintética) y un mayor rendimiento cuántico fotosintético del fotosistema II, ΦPSII, con 
respecto a las células tipo silvestre. En algunos ejemplos, el método puede incluir la selección para una pendiente 
disminuida (alfa) de la curva de irradiancia fotosintética (P/I).

También se proporcionan métodos para producir productos de algas, que comprenden cultivar un mutante de algas 
que se desrregula en condiciones de poca luz como se proporciona en este documento y aislar al menos un 60
producto del cultivo. El producto puede ser un lípido, un terpenoide, un policétido, una proteína, un péptido, uno o 
más aminoácidos, un carbohidrato, un alcohol, un ácido nucleico, uno o más nucleótidos, nucleósidos o 
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nucleobases, una vitamina, un cofactor, una hormona, un antioxidante o un colorante, o el producto puede ser 
biomasa de algas. El alga mutante se puede cultivar fototróficamente y se puede cultivar en un estanque o canal de 
conducción. También se proporciona un producto preparado por un mutante de algas como se describe en el 
presente documento. También se incluye en este documento una biomasa de algas que comprende un alga mutante 
desrregulada en aclimatación a poca luz, tal como cualquiera de los mutantes de LIHLA proporcionados en este 5
documento.

La descripción describe moléculas de ácido nucleico aisladas. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico aislada 
que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 
70%, al menos 75% o al menos 80% o al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia 10
con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. El ácido nucleico puede ser un ADNc, por 
ejemplo. El polipéptido codificado por la secuencia de nucleótidos puede tener al menos 30%, al menos 35%, al 
menos 40%, al menos 45% o al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, al menos 80% o al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con un polipéptido 
codificado por un gen natural en el que la secuencia de nucleótidos es diferente de la secuencia de un gen natural. 15
Adicionalmente, la secuencia de nucleótidos puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos 
alterada con respecto a la secuencia de aminoácidos codificada por el gen de origen natural con el que tiene 
similitud de secuencia (por ejemplo, SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13, 
SEQ ID NO 14, SEQ ID NO 15, SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 17 o SEQ ID NO 18). La molécula de ácido nucleico 
aislada puede incluir una mutación en la secuencia de nucleótidos que puede resultar, por ejemplo, en una 20
sustitución, adición o deleción de un aminoácido. En algunos ejemplos, la molécula de ácido nucleico codifica un 
polipéptido truncado (por ejemplo, truncado en el extremo N o truncado en el extremo C) o internamente. En algunos 
ejemplos, la molécula de ácido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene al menos 30%, al menos 35%, al 
menos 40%, al menos 45%, o al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al 
menos 75%, al menos 80% o al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID 25
NO: 4 o SEQ ID NO: 8. Adicionalmente, el polipéptido codificado puede incluir un dominio de dedo de cinc TAZ y, en 
algunos ejemplos, puede incluir un dominio de dedo de cinc TAZ mutado. Además, la molécula de ácido nucleico 
puede comprender una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 
65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 86%, al menos 87%, al 
menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al 30
menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ 
ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, o SEQ ID NO: 40, o una parte de la misma, en donde la 
secuencia de nucleótidos difiere de la de un gen de origen natural.

Una molécula de ácido nucleico aislada, como se proporciona en este documento, puede comprender una secuencia 
de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, o 35
al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% o al 
menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 8, SEQ ID 
NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 o SEQ 
ID NO: 18 y/o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, 
al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 86%, al menos 87%, al 40
menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94 %, o al 
menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ 
ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, o SEQ ID NO: 40, o una porción de la misma o un 
complemento de al menos una porción de la misma, operativamente unida a una secuencia de expresión heteróloga. 
Alternativamente o además, una molécula de ácido nucleico aislada comprende un vector que incluye una secuencia 45
de ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45% 
o al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% o al 
menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 8, SEQ ID 
NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 o SEQ 
ID NO: 18 y/o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, 50
al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 86%, al menos 87%, al 
menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al 
menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ 
ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, o SEQ ID NO: 40, o una porción de la misma o un 
complemento de al menos una porción de la misma.55

La descripción describe moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 40%, al menos 45%, al menos 
50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, o al menos 80% o al menos 85%, 
al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22 o 
SEQ ID NO: 23. El ácido nucleico puede ser un ADNc, por ejemplo. Además, el polipéptido codificado por la 60
secuencia de nucleótidos puede tener al menos un 30%, al menos un 35%, al menos un 40%, al menos un 45%, o al 
menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% o 
al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con un polipéptido codificado por un gen 
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natural en el que la secuencia de nucleótidos es diferente en secuencia de un gen natural. La secuencia de 
nucleótidos puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos alterada con respecto a la 
secuencia de aminoácidos codificada por el gen de origen natural con el que tiene similitud de secuencia (por 
ejemplo, SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID 
NO: 30, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO: 32). La molécula de ácido nucleico aislada puede incluir una mutación en la 5
secuencia de nucleótidos que puede resultar, por ejemplo, en una sustitución, adición o deleción de un aminoácido. 
En algunos ejemplos, la molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido truncado (por ejemplo, truncado en el 
extremo N o truncado en el extremo C) o internamente. En algunos ejemplos, la molécula de ácido nucleico puede 
codificar un polipéptido que tiene al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, o al menos 50%, al 
menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75% o, al menos 80% o al menos 85%, al 10
menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21. Adicionalmente, el 
polipéptido codificado puede incluir un dominio de unión al ADN de tipo myb y, en algunos ejemplos, puede incluir un 
dominio de unión a ADN de tipo myb mutado. Además, la molécula de ácido nucleico puede comprender una 
secuencia de nucleótidos que tiene al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al 
menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 15
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94% o, al menos, 95% de identidad 
con SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 
37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, o SEQ ID NO: 40, o una parte de la misma, en donde la secuencia de 
nucleótidos difiere de la de un gen de origen natural.

La descripción describe moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden una secuencia de nucleótidos que 20
codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70%, al menos 75% o al 
menos 80% o al menos 85%, al menos 90%, o al menos el 95% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 64. El ácido nucleico puede ser un ADNc, por ejemplo. Además, el polipéptido 
codificado por la secuencia de nucleótidos puede tener al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al 
menos un 80% o al menos un 85% o, al menos, un 90%, o, al menos, un 95% de secuencia identidad con un 25
polipéptido codificado por un gen de origen natural en el que la secuencia de nucleótidos no es 100% idéntica con la 
secuencia de un gen natural. La secuencia de nucleótidos puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos alterada con respecto a la secuencia de aminoácidos codificada por el gen natural con el que tiene 
similitud de secuencia (por ejemplo, de SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID 
NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78). La molécula de ácido nucleico aislada puede incluir una 30
mutación en la secuencia de nucleótidos que puede resultar, por ejemplo, en una sustitución, adición o deleción de 
un aminoácido. En algunos ejemplos, la molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido truncado (por ejemplo, 
truncado en el extremo N o truncado en el extremo C) o internamente. En algunos ejemplos, la molécula de ácido 
nucleico puede codificar un polipéptido que tiene al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% o al 
menos 85%, al menos 90% o al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66. 35
Además, la molécula de ácido nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 65%, al 
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 86%, al menos 87% , al menos 
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o, al menos, 95% 
de identidad con la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 
74, SEQ ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78, o una parte de la misma, en donde la secuencia de nucleótidos difiere de la 40
de un gen natural.

También se describen en este documento construcciones de ácidos nucleicos para recombinación homóloga (que 
incluye, pero no se limita a, construcciones de sustitución de genes y knock-out), modificación del genoma y 
atenuación del gen (por ejemplo, construcciones de ARNi, antisentido y ribozima), que incluyen al menos una parte 
del secuencias de nucleótidos proporcionadas en este documento o sus complementos.45

Una construcción de ácido nucleico para recombinación homóloga puede incluir una secuencia de ácido nucleico 
que incluye al menos una porción de un gen natural que codifica un polipéptido como se proporciona en este 
documento que regula directa o indirectamente la respuesta de aclimatación a la luz, por ejemplo, un gen LAR u 
homólogo del mismo como se proporciona en este documento. Alternativamente o además, una construcción para 
recombinación homóloga puede incluir una secuencia de ácido nucleico que incluye una secuencia que está 50
posicionada en un genoma huésped adyacente a un gen natural que codifica un polipéptido como se proporciona en 
este documento que regula directa o indirectamente la respuesta de aclimatación a la luz. En algunos ejemplos, una 
construcción para recombinación homóloga incluye una secuencia de ácido nucleico que incluye al menos una 
porción de un gen natural que codifica un polipéptido como se proporciona en este documento, en el que el gen 
tiene al menos una sustitución, deleción, inserción o adición de aminoácidos con respecto a un polipéptido de tipo 55
silvestre. Por ejemplo, el gen, o una porción del mismo, puede incluir la inserción de un gen marcador seleccionable.

Una construcción de ácido nucleico para atenuación génica, por ejemplo, una construcción de ribozima, ARNi o 
antisentido puede incluir al menos quince, al menos veinte, al menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, 
o al menos sesenta nucleótidos que tienen al menos un 80% de identidad, tal como al menos 85%, al menos 90%, al 
menos 95%, o al menos 99% o complementariedad a al menos una porción de la secuencia de un gen de origen 60
natural, tal como un gen que codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 
60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, o al menos 80% o al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, 
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al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, o SEQ ID NO: 64. Una 
construcción de ácido nucleico para atenuación génica, por ejemplo, una construcción de ribozima, ARNi o 
antisentido puede incluir al menos quince, al menos veinte, al menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, 
o al menos sesenta nucleótidos que tienen al menos un 80%, tal como al menos 95% o aproximadamente 100% de 5
identidad o complementariedad con la secuencia de un gen natural, tal como un gen que codifica un polipéptido que 
tiene al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% o 
al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 8, SEQ 
ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ 
ID NO: 18, SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ 10
ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ 
ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78. Por ejemplo, una construcción de ácido nucleico para 
la atenuación génica, por ejemplo, una construcción de ribozima, ARNi o antisentido puede incluir al menos quince, 
al menos veinte, al menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, o al menos sesenta nucleótidos que 
tienen al menos un 80% de identidad o complementariedad con la secuencia de un gen natural, tal como un gen que 15
codifica un regulador de aclimatación de luz (por ejemplo, un gen LAR) como se proporciona en el presente 
documento. Por ejemplo, una construcción de ácido nucleico para la atenuación génica, por ejemplo, una 
construcción de ribozima, ARNi o antisentido puede incluir al menos quince, al menos veinte, al menos treinta, al 
menos cuarenta, al menos cincuenta, o al menos sesenta nucleótidos que tienen al menos un 50%, al menos 55%, 
al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al 20
menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 
93%, al menos 94%, o al menos 95% de identidad o complementariedad con la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ 
ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ 
ID NO: 40, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ 
ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ 25
ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75 o SEQ ID NO: 77, o una parte del mismo.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1 (A) Experimento de cambio de luz de Nannochloropsis tipo silvestre experimentando fisiologías de 
aclimatación de luz intensa (cuadrados) y luz limitada (triángulos). Los cultivos se hicieron crecer durante 4,6 días a 
500 μE · m-2 · s-1 (luz intensa) antes de reducir las intensidades a 100 μE · m-2 · s-1 (poca luz, triángulos) para que 30
uno de los cultivos muestre la diferencia en la fluorescencia media de la clorofila entre los tratamientos. (B) El día 8, 
se midieron medidas fotofisiológicas de qP en 20 irradiancias para ilustrar cómo las células cultivadas con luz 
intensa (cuadrados) tienen un qP más alto en comparación con las células cultivadas con luz limitada (triángulos).

La Figura 2 proporciona un mapa del vector pSG-5534 (SEQ ID NO: 1), uno de varios vectores usados para la 
mutagénesis de inserción de Nannochloropsis gaditana, que incluía un promotor TCTP (SEQ ID NO: 2) que conduce 35
un gen de resistencia a blasticidina de Apergillus (SEQ ID NO: 59), codón optimizado para Nannochloropsis. El sitio 
PI-PspI se usó para la linealización antes de la transformación.

La Figura 3 muestra el aumento en la fluorescencia de clorofila por célula en un cultivo de tipo silvestre durante la 
aclimatación a baja irradiación junto con un potencial mutante LIHLA. Las barras representan días sucesivos 
después de la transferencia a poca luz. Mientras que el cultivo de tipo silvestre se aclimata al aumentar su contenido 40
de clorofila aproximadamente 2,5 veces, el contenido de clorofila del mutante permanece muy bajo, mostrando solo 
un aumento modesto.

La Figura 4 representa los resultados del monitoreo de la fluorescencia de clorofila durante 5 días (columnas de 
izquierda a derecha: día 1, día 2, día 3, día 4, día 5) durante el cultivo de aclimatación con poca luz de la cepa LIHLA 
GE-4574 y cuatro réplicas biológicas de controles de tipo silvestre (WT-3730). La fluorescencia media de la clorofila 45
por célula se determinó mediante citometría de flujo.

La Figura 5 proporciona un gráfico del coeficiente de inactivación fotoquímico (qP) para 12 irradiancias diferentes 
para cultivos limitados en la luz de la cepa GE-4574 (diamantes) y réplicas biológicas del control de tipo silvestre 
WT-3730 (cuadrados y triángulos).

La Figura 6 proporciona un resumen de las propiedades fotofisiológicas de los mutantes de LIHLA obtenidos 50
mediante la selección de mutantes con baja concentración de clorofila después de una aclimatación con poca luz. La 
tabla proporciona valores máximos de ETRPSII (presentados como diferencia en veces del tipo silvestre), Pmax por 
célula y Pmax por miligramo de clorofila, y la cantidad de clorofila por célula para cada mutante. Las tres columnas 
más a la derecha proporcionan valores de Pmax de tipo silvestre por célula y valores de Pmax por miligramo de
clorofila, y la cantidad de clorofila por célula a partir de la misma aclimatación con poca luz.55

La Figura 7 proporciona una curva NPQ para un mutante LIHLA que tiene una mutación en el gen LAR1 (diamantes 
abiertos) en comparación con células de tipo silvestre (cuadrados negros) cuando tanto el mutante LIHLA como las 
células de tipo silvestre se aclimatan a poca luz.

E13860017
30-07-2018ES 2 682 279 T3

 



10

La figura 8 a) proporciona un gráfico de ETRPSII para la cepa mutante LAR1 LIHLA GE-5440 (triángulos), la cepa 
mutante LAR2 LIHLA GE-5404 (cuadrados) y la cepa silvestre (WT-3730, diamantes) en un rango de irradiancias ; b) 
es un gráfico que representa NPQ en un intervalo de irradiancias para el mutante LAR1 LIHLA 5440 (triángulos), 
mutante LAR2 LIHLA 5404 (cuadrados) y la cepa de tipo silvestre WT-3730 (diamantes); c) es un gráfico que 
muestra qP en respuesta a la irradiancia para el mutante LAR1 LIHLA 5440 (triángulos), mutante LAR2 LIHLA 5404 5
(cuadrados) y la cepa de tipo silvestre WT-3730 (diamantes); d) muestra las curvas P/I para mutantes LAR1 
aclimatados a la luz intensa (triángulos abiertos) o con poca luz (diamantes negros) así como para células de tipo 
silvestre aclimatadas a poca luz (círculos negros) y células silvestres aclimatadas a poca luz (cuadrados negros )

La Figura 9 es un gráfico que representa las velocidades de transporte de electrones del fotosistema II (ETRPSII) en 
función de la irradiancia para el mutante LIHLA LAR1 GE-5440 (diamantes abiertos) y WT-3730 de tipo silvestre10
(cuadrados negros) en un intervalo de intensidades de luz.

La Figura 10 es un gráfico que representa las velocidades de transporte de electrones del fotosistema I en función 
de la irradiancia para el mutante LIHLA LAR1 GE-5440 (diamantes abiertos) y el tipo silvestre WT-3730 (cuadrados 
negros) en un intervalo de intensidades de luz.

La Figura 11 muestra la penetración de la luz a varias profundidades (centímetros desde el fondo) en dos días 15
diferentes después de la inoculación con cultivos tipo silvestre (diamantes [día 1] y triángulos [día 7]) y mutante 
LAR1 GE-4574 (cuadrados [día 1] y Xs [día 7]). La densidad celular en el día 1 fue de 2 x 106 células/ml. La 
densidad celular el día 7 fue de 4,5 x 107 células/ml.

La Figura 12 representa gráficamente la cantidad de luz que alcanza varias profundidades de 400 L de minipondios 
operados en un invernadero. Los cuadrados son intensidades de luz medidas a partir de un cultivo del mutante 20
LIHLA 4906 (mutado en el gen LAR2), y los diamantes son intensidades de luz medidas a partir de un cultivo de 
Nannochloropsis de tipo silvestre (WT-3730). El eje y muestra la profundidad (distancia desde la superficie) en 
centímetros.

La Figura 13 es un mapa del locus genético que codifica el gen LAR1 en Nannochloropsis gaditana que muestra los 
sitios de las lesiones genéticas encontradas en varios mutantes de LIHLA. El dominio del dedo de cinc PFam 25
PF02135 TAZ (región azul, marcado como "Pfam 02135") está en la porción C-terminal de la proteína.

La Figura 14 es un mapa del locus genético que codifica el gen LAR2 en Nannochloropsis gaditana que muestra los 
sitios de lesiones genéticas encontradas en varios mutantes de LIHLA. El dominio de unión a ADN de pfam PF00249 
tipo myb (azul, marcado como "Pfam 00249") está en la parte N-terminal de la proteína.

La Figura 15 es un gráfico de los valores de expresión de LAR1 y LAR2 a partir del análisis de ARN-seq utilizando 30
bibliotecas de ARN para varias condiciones abióticas, así como durante los cambios de luz que demuestran la 
similitud altamente significativa de sus perfiles de expresión.

La Figura 16 proporciona un alineamiento de secuencia de la secuencia de proteína LAR1 de N. gaditana con la 
secuencia de proteína LAR1 de N. oceanica ("No-LAR1").

La Figura 17 proporciona un árbol filogenético bioinformático que muestra las relaciones entre homólogos de LAR1.35

La Figura 18 proporciona un alineamiento de secuencia de la secuencia de proteína LAR2 de N gaditana con la 
secuencia de proteína LAR2 de N. oceanica ("No-LAR2").

La Figura 19 representa gráficamente la expresión en veces normalizada con respecto a los niveles de expresión de 
tipo silvestre de varios genes medidos por qRT-PCR en mutantes LIHLA GE-4906 (mutado en el gen LAR2), GE-
5409 (mutado en el gen LAR1) y GE-5440 (mutación insercional en el gen LAR1). La expresión en veces40
normalizada para estos mismos genes a partir de datos transcriptómicos para GE-4574 (mutado en el gen LAR1) se 
proporciona como referencia.

La Figura 20 a) es un diagrama que muestra la aclimatación de las células de Nannochloropsis (en experimentos 
paralelos, tanto de tipo silvestre como de un mutante LIHLA LAR1) a la luz intensa (500 μmol fotones m-2 s-1), 
después de lo cual (en el tiempo 0 en el eje x) las células se transfirieron a poca luz durante dos días, mientras que 45
las células de control se mantuvieron bajo condiciones de luz intensa durante dos días, b) proporciona el contenido 
de clorofila de las células durante el cambio de luz: círculos, células de tipo silvestre mantenidas con luz intensa
después del tiempo 0; cuadrados, células de tipo silvestre transferidas desde luz intensa a poca luz en el tiempo 0, 
donde permanecieron durante dos días; triángulos abiertos, células mutantes LAR1 mantenidas con luz intensa
después del tiempo 0; diamantes, células mutantes LAR1 transferidas de luz intensa a poca luz en el tiempo 0, 50
donde permanecieron durante dos días, c) proporciona las curvas P/I para las células mutantes y de tipo silvestre
dos días después del cambio de luz (tiempo 0): círculos, células de tipo silvestre mantenidas con luz intensa
después del tiempo 0; cuadrados, células de tipo silvestre transferidas desde luz intensa a poca luz en el tiempo 0, 
donde permanecieron durante dos días; triángulos abiertos, células mutantes LAR1 mantenidas con luz intensa
después del tiempo 0; diamantes, células mutantes LAR1 transferidas de luz intensa a poca luz en el tiempo 0, 55
donde permanecieron durante dos días.
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La Figura 21 proporciona un diagrama de los resultados del análisis de los niveles de transcripciones (cada 
transcripción representada por un punto) en el mutante LAR1 con respecto al tipo silvestre en condiciones de poca 
luz, con abundancia de transcripción relativa en el mutante reflejada en la posición a lo largo del eje y. Las mismas 
transcripciones se ubican a lo largo del eje x para reflejar su abundancia relativa en células de tipo silvestre
aclimatadas a la luz escasa en comparación con sus niveles en células aclimatadas con luz intensa. Los genes se 5
dividen en TRAC en función de si la expresión diferencial en el tipo mutante frente al natural sigue un patrón similar 
o diferente en el tipo silvestre aclimatado a la luz intensa frente al tipo silvestre aclimatado a la luz escasa. Las 
posiciones a lo largo del eje horizontal difieren para reflejar el efecto del entorno de luz sobre la expresión de las 
transcripciones individuales; las posiciones a lo largo del eje y varían en relación con el nivel de expresión en el 
mutante con respecto al tipo silvestre. Las líneas punteadas corresponden a los valores log2 de 1 ó -1, de modo que 10
los puntos fuera de estos límites representan los genes que tienen un mayor aumento o disminución de 2 veces en 
la abundancia.

La Figura 22 proporciona gráficas de puntos lado a lado de transcripciones "TRAC I" que tienen el mismo patrón de 
regulación en el mutante LAR1 con respecto al tipo silvestre en condiciones de poca luz (diagrama izquierdo) que en 
células de tipo silvestre transferidas a la luz intensa frente a sus bajos niveles de luz (diagrama de la derecha). Una 15
línea vertical punteada en cada trazo marca la posición a lo largo del eje x donde el cambio de log2 veces es cero, 
donde cuando no hay diferencia en el nivel de expresión, indica que la expresión del gen en el mutante es el doble o 
mayor que los niveles en el tipo silvestre.

La Figura 23 proporciona gráficas de puntos lado a lado de transcripciones "TRAC I" que tienen el mismo patrón de 
regulación en el mutante LAR2 con respecto al tipo silvestre en condiciones de poca luz (diagrama izquierdo) que en 20
células naturales transferidas a niveles de luz intensa frente a su poca luz (diagrama de la derecha). Una línea 
vertical punteada en cada trazo marca la posición a lo largo del eje x, donde el cambio de log2 veces es cero, donde 
cuando no hay diferencia en el nivel de expresión indica que la expresión del gen en el mutante es el doble o mayor 
que los niveles en el tipo silvestre.

La Figura 24 proporciona gráficos de la evolución del oxígeno y el contenido total de clorofila por célula de 25
Nannochloropsis oceanica tipo silvestre (WE5473) y cuatro cepas inactivadas de LIHLA: GE6054 y GE6055 son 
genes inactivados del gen LAR1, y GE6052 y GE6053 son genes inactivados del gen LAR2.

La Figura 25 representa la extinción fotoquímica (qP) en Nannochloropsis oceanica de tipo silvestre (WE5473) 
(diamantes sólidos), a) representa dos cepas de inactivación de LIHLA LAR1, GE6054 y GE6055; y b) representa 
dos cepas inactivadas LAR2, GE6052 y GE6053.30

La Figura 26 es un gráfico que representa la correlación en niveles de expresión desrregulados de transcritos en 
mutantes LAR1 con los niveles de expresión en mutantes LAR2.

La Figura 27 es un mapa de una construcción de ARNi utilizada para inactivar el gen LAR1 en N. gaditana.

La Figura 28 representa los niveles de expresión del gen LAR1 en aislados de Nannochloropsis gaditana (1-7) 
transformados con construcciones de ARNi que se dirigen al gen LAR1, con dos aislados de tipo silvestre (WT) 35
mostrados como controles.

La Figura 29 representa las densidades celulares de tipo silvestre (WT-3730) (diamantes sólidos) y cinco mutantes 
de LIHLA en cultivos que crecieron durante 14 días en cultivos de laboratorio a escala que simulaban las 
condiciones del estanque.

La Figura 30 es un gráfico de barras que proporciona la productividad promedio por día medida por la acumulación 40
total de carbono orgánico por un mutante LIHLA y la cepa WT-3730 natural de Nannochloropsis cultivada en cultivos 
de laboratorio a escala simulando condiciones de estanque, en las que los cultivos se diluyeron diariamente en un 
15%. Se muestran los resultados de dos experimentos independientes.

La Figura 31 proporciona gráficos de evolución de oxígeno y contenido total de clorofila por célula de 
Nannochloropsis oceanica tipo silvestre (WE5473), mutante LIHLA GE-5440 y tres cepas mutantes rescatadas: 45
GE5948, GE5950 y GE5951 todas sobreexpresando la proteína LAR1 en el fondo del mutante GE-5440.

La Figura 32 proporciona gráficos que representan la inactivación fotoquímica (qP), flourescencia mínima (F0) y 
fluorescencia máxima (Fm) en Nannochloropsis oceanica tipo silvestre (WE5473), mutante LIHLA GE-5440 y tres 
cepas mutantes rescatadas: GE5948, GE5950 y GE5951, todos sobreexpresan la proteína LAR1 en el fondo del 
mutante GE-5440.50

La Figura 33 proporciona un diagrama de una región del genoma de Nannochloropsis gaditana que muestra donde 
el vector mutagenizante en un mutante LAR3 es insertado entre los genes 7250 y 7251.

La Figura 34 es un gráfico de barras que representa los niveles de expresión determinados por qRT-PCR del gen 
7251 y tres genes de LHC en relación con los niveles de tipo silvestre. El eje y es con escala log2.
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La Figura 35 es un gráfico de barras que representa los niveles de fluorescencia de clorofila del mutante LAR3 GE-
5489 transformado con varios genes considerados posibles loci de la mutación LAR3.

La figura 36 a) proporciona un mapa del locus LAR3 y b) una construcción diseñada para la recombinación 
homóloga en el locus LAR3 que incluye el gen "blast" (SEQ ID NO: 59) dirigido por el promotor TCTP de 
Nannochloropsis (SEQ ID NO: 2) como un marcador seleccionable.5

La Figura 37 proporciona parámetros fotofisiológicos de la cepa 5473 de tipo silvestre de Nannochloropsis oceanica 
y mutantes modificados genéticamente de LAR1 (cepa 6054 inactivada), LAR2 (cepa 6053 inactivada) y LAR3 (cepa 
6038 inactivada) en el fondo de Nannochloropsis oceanica. A) proporciona la clorofila por célula de tipo silvestre y 
mutantes LAR1, LAR2 y LAR3 modificados por ingeniería genética. B) proporciona Pmax por mg de clorofila para la 
cepa de tipo silvestre y mutantes de LARl y LAR3 modificados por ingeniería genética. C) proporciona valores 10
promedio de Ek para mutantes de tipo silvestre y LAR1, LAR2 y LAR3 modificados por ingeniería genética. D) 
proporciona ETRPSII en un rango de intensidades de luz para mutantes de tipo silvestre y LARI, LAR2 y LAR3 de tipo 
silvestre. E) proporciona valores de qP en un intervalo de intensidades de luz para mutantes de tipo silvestre y 
LAR1, LAR2 y LAR3 modificados por ingeniería genética.

La Figura 38 es un alineamiento de secuencia del dominio conservado del gen LAR3 con las regiones homólogas de 15
otros genes heterokontes.

La Figura 39 proporciona gráficas de puntos lado a lado de transcritos "TRAC 1" que tienen el mismo patrón de 
regulación en el mutante LAR3 con respecto al tipo silvestre en condiciones de poca luz (diagrama izquierdo) que en 
células de tipo silvestre transferidas a la luz intensa frente a sus niveles de poca luz (diagrama de la derecha). Una 
línea vertical punteada en cada trazo marca la posición a lo largo del eje x donde el cambio log2 veces es cero, 20
donde cuando no hay diferencia en el nivel de expresión indica que la expresión del gen en el mutante es el doble o 
mayor que los niveles en el tipo silvestre.

La Figura 40 es un gráfico que proporciona datos de expresión de experimentos de ARN-seq usando ARN aislado 
de células de tipo silvestre ("WE-3730"), mutante LAR2 (GE-5404) y LAR3 (células GE-5489), demostrando la 
expresión reducida característica de al menos dieciocho LHC en los mutantes LAR con respecto a las células de tipo 25
silvestre aclimatadas a poca luz.

La Figura 41 proporciona gráficas de puntos lado a lado relativos a los niveles de expresión de transcripciones de 
LHC en células aclimatadas de poca luz naturales versus, en gráficos que proceden de izquierda a derecha, un 
mutante LAR1, un mutante LAR2 y un mutante LAR3, en el que los mutantes LAR también tienen aclimatamiento a
poca luz. El gráfico de la derecha representa los niveles de expresión de los transcritos de LHC en células 30
aclimatadas de poca luz frente a las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa. Una línea vertical 
discontinua en cada trazo marca la posición a lo largo del eje x donde el cambio de log2 veces es cero, donde no hay 
diferencia en el nivel de expresión. Las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz demuestran una expresión 
aumentada, en relación con las células de tipo silvestre de LHCs aclimatadas a poca luz (gráfico más a la derecha). 
Este patrón general se observa en los tres mutantes de LAR, donde los niveles de expresión de LHC de tipo 35
silvestre aclimatado a poca luz para casi todos los LHC exceden los niveles de expresión en mutantes LAR 
aclimatados a poca luz. Los LHC de nanocloropsis ejemplificados son, procediendo de arriba hacia abajo: 2788 
(SEQ ID NO: 79); 7958 (SEQ ID NO: 80); 810 (SEQ ID NO: 81); 7677 (SEQ ID NO: 82); 6329 (SEQ ID NO: 83); 9833 
(SEQ ID NO: 84); 6477 (SEQ ID NO: 85); 9115 (SEQ ID NO: 86); 3454 (SEQ ID NO: 87); 790 (SEQ ID NO: 88); 1993 
(SEQ ID NO: 89); 1373 (SEQ ID NO: 90); 4967 (SEQ ID NO: 91); 6755 (SEQ ID NO: 92); 7521 (SEQ ID NO: 93); 554 40
(SEQ ID NO: 94); 4250 (SEQ ID NO: 95); 171 (SEQ ID NO: 96); 4422 (SEQ ID NO: 97); 5134 (SEQ ID NO: 98); 2787 
(SEQ ID NO: 99); 4249 (SEQ ID NO: 100); 3431 (SEQ ID NO: 101); y 7831 (SEQ ID NO: 102).

Descripción detallada

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria tienen el 45
mismo significado que entiende comúnmente cualquier experto habitual en la técnica a la que pertenece esta 
invención. En caso de conflicto, la presente aplicación, que incluye las definiciones, prevalecerá. A menos que el 
contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluirán los plurales y los términos en plural incluirán el 
singular. 

Aunque puedan usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento en la 50
práctica o en el ensayo de la presente invención, los métodos y materiales adecuados se describen a continuación. 
Los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Otras características y 
ventajas de la invención serán evidentes a partir de la descripción detallada y de las reivindicaciones.

Para facilitar la comprensión de la presente invención, se definen a continuación varios términos y frases.

Tal como se usa en la presente descripción y reivindicaciones, las formas singulares "un", "uno/a" y "el/la" incluyen 55
formas plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
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Como se usa en el presente documento, los términos "alrededor de" o "aproximadamente", cuando se hace 
referencia a cualquier valor numérico, pretenden indicar un valor de más o menos 10% del valor indicado. Por 
ejemplo, "alrededor de 50 grados C" (o "aproximadamente 50 grados C") abarca un rango de temperaturas de 45 
grados C a 55 grados C, inclusive. De forma similar, "aproximadamente 100 mM" (o "aproximadamente 100 mM") 
abarca un intervalo de concentraciones de 90 mM a 110 mM, inclusive. Todos los intervalos proporcionados dentro 5
de la solicitud incluyen los valores de los extremos superior e inferior del intervalo.

El término "y/o", como se usa en una frase tal como "A y/o B" en la presente memoria, pretende incluir "A y B", "A o 
B", "A" y "B".

El término "gen" se usa ampliamente para referirse a cualquier segmento de una molécula de ácido nucleico 
(típicamente ADN, pero opcionalmente ARN) que codifica un polipéptido o ARN expresado. Por lo tanto, los genes 10
incluyen secuencias que codifican ARN expresado (que puede incluir secuencias codificantes de polipéptidos o, por 
ejemplo, ARN funcionales, tales como ARN ribosómicos, ARNt, ARN antisentido, microARN, ARN de horquilla corta, 
ribozimas, etc.). Los genes pueden comprender adicionalmente secuencias reguladoras requeridas o que afectan a 
su expresión, así como secuencias asociadas con la secuencia que codifica la proteína o el ARN en su estado 
natural, tales como, por ejemplo, secuencias de intrón, secuencias no traducidas 5' o 3', etc. En algunos ejemplos, 15
un gen solo puede referirse a una porción que codifica una proteína de una molécula de ADN o ARN, que puede o 
no incluir intrones. Un gen es preferiblemente de más de 50 nucleótidos de longitud, más preferiblemente más de 
100 nucleótidos de longitud, y puede tener, por ejemplo, entre 50 nucleótidos y 500.000 nucleótidos de longitud, tal 
como entre 100 nucleótidos y 100.000 nucleótidos de longitud o entre aproximadamente 200 nucleótidos y 
aproximadamente 50.000 nucleótidos de longitud, o aproximadamente 200 nucleótidos y aproximadamente 20.000 20
nucleótidos de longitud. Los genes se pueden obtener a partir de una variedad de fuentes, incluida la clonación a 
partir de una fuente de interés o la síntesis a partir de una información de secuencia conocida o predicha.

La expresión "ácido nucleico" o "molécula de ácido nucleico" se refiere a un segmento de ADN o ARN (por ejemplo, 
ARNm) y también incluye ácidos nucleicos que tienen estructuras modificadas (p. ej., ácidos nucleicos peptídicos, 
ácidos nucleicos bloqueados) o nucleobases modificadas o de origen no natural. Las moléculas de ácido nucleico 25
pueden ser de doble cadena o monocatenarias; un ácido nucleico monocatenario que comprende un gen o una 
porción del mismo puede ser una cadena codificante (sentido) o una cadena no codificante (antisentido).

Una molécula de ácido nucleico puede "derivarse de" una fuente indicada, que incluye el aislamiento (en todo o en 
parte) de un segmento de ácido nucleico de una fuente indicada. Una molécula de ácido nucleico también puede 
derivarse de una fuente indicada mediante, por ejemplo, clonación directa, amplificación por PCR o síntesis artificial 30
a partir de la fuente de polinucleótidos indicada o basada en una secuencia asociada con la fuente de 
polinucleótidos indicada. Los genes o moléculas de ácido nucleico derivadas de una fuente o especie particular 
también incluyen genes o moléculas de ácido nucleico que tienen modificaciones de secuencia con respecto a las 
moléculas de ácido nucleico fuente. Por ejemplo, un gen o molécula de ácido nucleico derivada de una fuente (p. ej., 
un gen de referencia particular) puede incluir una o más mutaciones con respecto al gen fuente o molécula de ácido 35
nucleico que son no pretendidas o que se introducen deliberadamente, y si una o más mutaciones, incluyendo 
sustituciones, deleciones o inserciones, se introducen deliberadamente, las alteraciones de secuencia pueden 
introducirse mediante una mutación aleatoria o dirigida de células o ácidos nucleicos, mediante amplificación u otras 
técnicas de biología molecular, o mediante síntesis química, o cualquier combinación de las mismas. Un gen o 
molécula de ácido nucleico que se deriva de un gen o molécula de ácido nucleico de referencia que codifica un ARN 40
o polipéptido funcional puede codificar un ARN o polipéptido funcional que tenga al menos 75%, al menos 80%, al 
menos 85% o, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con el ARN o polipéptido funcional 
referenciado o fuente, o con un fragmento funcional del mismo. Por ejemplo, un gen o molécula de ácido nucleico 
que se deriva de un gen o molécula de ácido nucleico referenciado que codifica un ARN o polipéptido funcional 
puede codificar un ARN o polipéptido funcional que tenga al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos un 45
96%, al menos un 97%, al menos un 98%, o al menos un 99% de identidad de secuencia con el ARN o polipéptido 
funcional referenciado o fuente, o con un fragmento funcional del mismo.

Como se usa en este documento, un ácido nucleico "aislado" o proteína se elimina de su medio natural o el contexto 
en el que el ácido nucleico o proteína existe en la naturaleza. Por ejemplo, una proteína aislada o molécula de ácido 
nucleico se elimina de la célula u organismo con el que se asocia en su entorno de origen o natural. Un ácido 50
nucleico o proteína aislada puede estar, en algunos casos, parcial o sustancialmente purificado, pero no se requiere 
un nivel particular de purificación para el aislamiento. Por lo tanto, por ejemplo, una molécula de ácido nucleico 
aislada puede ser una secuencia de ácido nucleico que ha sido extirpada del cromosoma, genoma o episoma en el 
que se integra en la naturaleza.

Una molécula de ácido nucleico "purificada" o una secuencia de nucleótidos, o una secuencia de proteína o 55
polipéptido, está sustancialmente libre de material celular y componentes celulares. La molécula o proteína de ácido 
nucleico purificada puede estar libre de agentes químicos más allá del tampón o el disolvente, por ejemplo. 
"Sustancialmente libre" no pretende significar que otros componentes más allá de las nuevas moléculas de ácido 
nucleico sean indetectables.

Los términos "natural" y "silvestre" se refieren a una forma que se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, una 60
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molécula de ácido nucleico, una secuencia de nucleótidos o una proteína de origen natural o de tipo silvestre puede 
estar presente y aislada de una fuente natural, y no estar modificada intencionalmente por manipulación humana.

Como se usa en la presente memoria, "atenuado" significa reducido en cantidad, grado, intensidad o resistencia. La 
expresión gen atenuado puede referirse a una cantidad y/o velocidad de transcripción significativamente reducida 
del gen en cuestión, o de traducción, plegamiento o ensamblaje de la proteína codificada. Como ejemplos no 5
limitantes, un gen atenuado puede ser un gen mutado o alterado (por ejemplo, un gen alterado por deleción parcial o 
total, truncamiento, desplazamiento de marco o mutación de inserción) o que tiene una expresión disminuida debido 
a la alteración de secuencias reguladoras de genes.

"Molécula de ácido nucleico exógena" o "gen exógeno" se refiere a una molécula o gen de ácido nucleico que se ha 
introducido ("transformado") en una célula. Una célula transformada se puede denominar célula recombinante, en la 10
que se pueden introducir gen(es) exógeno(s) adicional(es). Un descendiente de una célula transformada con una 
molécula de ácido nucleico también se denomina "transformada" si ha heredado la molécula de ácido nucleico 
exógena. El gen exógeno puede ser de una especie diferente (y, por lo tanto, "heteróloga"), o de la misma especie 
(y, por lo tanto, "homóloga"), con relación a la célula que se transforma. Una molécula, gen o proteína de ácido 
nucleico "endógena" es una molécula, gen o proteína de ácido nucleico nativo tal como se produce en el huésped, o 15
como es producido naturalmente por éste.

El término "nativo" se usa en este documento para referirse a secuencias de ácidos nucleicos o secuencias de 
aminoácidos ya que se producen de forma natural en el huésped. La expresión "no nativo" se usa en el presente 
documento para referirse a secuencias de ácidos nucleicos o secuencias de aminoácidos que no se producen 
naturalmente en el huésped. Una secuencia de ácido nucleico o una secuencia de aminoácidos que se ha eliminado 20
de una célula, que se ha sometido a manipulación en el laboratorio y se ha introducido o reintroducido en una célula 
huésped, se considera "no nativa". Los genes sintéticos o parcialmente sintéticos introducidos en una célula 
huésped son "no nativos". Los genes no nativos incluyen además genes endógenos al microorganismo huésped 
ligados operativamente a una o más secuencias reguladoras heterólogas que se han recombinado en el genoma del 
huésped.25

Una molécula de ácido nucleico "recombinante" o "modificada" es una molécula de ácido nucleico que se ha alterado 
mediante manipulación humana. Como ejemplos no limitantes, una molécula de ácido nucleico recombinante incluye 
cualquier molécula de ácido nucleico que: 1) ha sido sintetizada o modificada total o parcialmente in vitro, por 
ejemplo, usando técnicas químicas o enzimáticas (por ejemplo, mediante el uso de síntesis química de ácidos 
nucleicos, o mediante el uso de enzimas para la replicación, polimerización, digestión (exonucleolítica o 30
endonucleolítica), ligadura, transcripción inversa, transcripción, modificación de bases (incluyendo, por ejemplo, 
metilación), integración o recombinación (incluyendo recombinación homóloga y específica de sitio) de moléculas de 
ácido nucleico); 2) incluye secuencias de nucleótidos conjuntas que no están combinadas en la naturaleza, 3) se ha 
diseñado usando técnicas de clonación molecular tales que carece de uno o más nucleótidos con respecto a la 
secuencia de moléculas de ácido nucleico natural, y/o 4) ha sido manipulado usando técnicas de clonación 35
molecular tales que tiene uno o más cambios de secuencia o reordenamientos con respecto a la secuencia de ácido 
nucleico natural. Como ejemplos no limitantes, un ADNc es una molécula de ADN recombinante, como cualquier 
molécula de ácido nucleico que se ha generado por reacción(es) de polimerasa in vitro, o a la que se han unido 
enlazantes, o que se ha integrado en un vector, tal como un vector de clonación o vector de expresión.

La expresión "proteína recombinante", como se usa en el presente documento, se refiere a una proteína producida 40
por ingeniería genética.

Cuando se aplica a organismos, el término recombinante, modificado o modificado genéticamente se refiere a 
organismos que han sido manipulados mediante la introducción de una secuencia de ácido nucleico recombinante 
heteróloga o exógena en el organismo, e incluye genes inactivados, mutaciones dirigidas y reemplazo de genes, 
reemplazo del promotor, eliminación o inserción, así como la introducción de transgenes o genes sintéticos en el 45
organismo. Los organismos recombinantes o modificados genéticamente también pueden ser organismos en los que 
se han introducido construcciones para el gen "knock down". Dichos constructos incluyen, pero sin limitación, 
construcciones de ARNi, microARN, ARNhc, ARNip, antisentido y ribozima. También se incluyen organismos cuyos 
genomas han sido alterados por la actividad de meganucleasas o nucleasas con dedos de cinc. Una molécula de 
ácido nucleico exógena o recombinante se puede integrar en el genoma del organismo recombinante/modificado 50
genéticamente o en otros casos no se integra en el genoma del organismo recombinante/modificado genéticamente. 
Como se usa en este documento, "microorganismo recombinante" o "célula hospedadora recombinante" incluye una 
progenie o derivados de los microorganismos recombinantes. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en 
las generaciones sucesivas debido a la mutación o influencias ambientales, tal progenie o derivados pueden no ser, 
de hecho, idénticos a la célula parental, pero aún están incluidos dentro del alcance del término como se usa en el 55
presente documento.

El término "promotor" se refiere a una secuencia de ácido nucleico capaz de unirse a la ARN polimerasa en una 
célula e iniciar la transcripción de una secuencia codificante corriente abajo (dirección 3'). Un promotor incluye la 
cantidad mínima de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripción a niveles detectables por encima del 
fondo. Un promotor puede incluir un sitio de iniciación de la transcripción así como dominios de unión a proteínas 60
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(secuencias consenso) responsables de la unión de la ARN polimerasa. Los promotores eucarióticos a menudo, 
pero no siempre, contienen cajas "TATA" y cajas "CAT". Los promotores procariotas pueden contener -10 y -35 
secuencias consenso promotoras procarióticas. En la técnica se conoce un gran número de promotores, que 
incluyen promotores constitutivos, inducibles y reprimibles, de una variedad de fuentes diferentes. Las fuentes 
representativas incluyen, por ejemplo, tipos de células de algas, virus, mamíferos, insectos, plantas, levaduras y 5
bacterias, y los promotores adecuados de estas fuentes están fácilmente disponibles o pueden prepararse 
sintéticamente, basándose en secuencias públicamente disponibles en línea o, por ejemplo, de los depósitos tales 
como la ATCC, así como otras fuentes comerciales o individuales. Los promotores pueden ser unidireccionales 
(iniciar la transcripción en una dirección) o bidireccionales (iniciar la transcripción en cualquier dirección). Un 
promotor puede ser un promotor constitutivo, un promotor reprimible o un promotor inducible.10

El término "heterólogo", cuando se usa en referencia a un polinucleótido, gen, ácido nucleico, polipéptido o enzima 
se refiere a un polinucleótido, gen, ácido nucleico, polipéptido o enzima que proviene de una fuente o se deriva de 
una fuente distinta de la especie de organismo huésped. Por el contrario, se usa en este documento un 
polinucleótido, gen, ácido nucleico, polipéptido o enzima "homólogo" para denotar un polinucleótido, gen, ácido 
nucleico, polipéptido o enzima que se deriva de la especie del organismo hospedador. Cuando se hace referencia a 15
una secuencia reguladora génica o a una secuencia auxiliar de ácido nucleico utilizada para mantener o manipular 
una secuencia génica (por ejemplo, un promotor, una región 5' no traducida, una región 3' no traducida, una 
secuencia de adición de poli A, una secuencia intrónica, un sitio de empalme, un sitio de unión de ribosoma, 
secuencia de entrada de ribosoma interna, región de homología de genoma, sitio de recombinación, etc.), 
"heterólogo" significa que la secuencia reguladora o secuencia auxiliar no está asociada de forma natural con el gen 20
con el que la secuencia de ácido nucleico reguladora o auxiliar se yuxtapone en un constructo, genoma, cromosoma 
o episoma. Por lo tanto, un promotor unido operativamente a un gen al que no está unido operativamente en su 
estado natural (es decir, en el genoma de un organismo no genéticamente modificado) se denomina en este 
documento "promotor heterólogo", aunque el promotor puede derivar de la misma especie (o, en algunos casos, el 
mismo organismo) como el gen al que está vinculado.25

Como se usa en el presente documento, el término "proteína" o "polipéptido" pretende abarcar un "polipéptido" 
singular así como varios "polipéptidos", y se refiere a una molécula compuesta de monómeros (aminoácidos) unidos 
linealmente por enlaces amida (también conocidos como enlaces peptídicos). El término "polipéptido" se refiere a 
cualquier cadena o cadenas de dos o más aminoácidos, y no se refiere a una longitud específica del producto. Por lo 
tanto, los péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, "proteína", "cadena de aminoácidos" o cualquier otro 30
término utilizado para referirse a una cadena o cadenas de dos o más aminoácidos se incluyen dentro de la 
definición de "polipéptido" y el término "polipéptido" puede usarse en lugar de, o de manera intercambiable, con 
cualquiera de estos términos.

Los números de acceso genético y proteico, comúnmente proporcionados en este documento entre paréntesis 
después del nombre de un gen o especie, son identificadores únicos para un registro de secuencia públicamente 35
disponible en el sitio web del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) (ncbi.nlm.nih.gov) mantenido 
por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos. El número de identificación de secuencia "identificador 
Genlnfo" (GI) es específico de una secuencia de nucleótidos o aminoácidos. Si una secuencia cambia de alguna 
manera, se asigna un nuevo número de GI. Se encuentra disponible una herramienta de historial de revisiones de 
secuencia para rastrear los diversos números de GI, números de versión y fechas de actualización para las 40
secuencias que aparecen en un registro de GenBank específico. La búsqueda y obtención de secuencias de ácidos 
nucleicos o genes o secuencias de proteínas basadas en números de acceso y números GI es bien conocida en las 
técnicas de, por ejemplo, biología celular, bioquímica, biología molecular y genética molecular.

Como se usa en este documento, las expresiones "identidad porcentual" u "homología", con respecto a las 
secuencias de ácidos nucleicos o polipéptidos, se definen como el porcentaje de residuos de nucleótidos o 45
aminoácidos en la secuencia candidata que son idénticos a los polipéptidos conocidos, después de alinear las 
secuencias para el máximo porcentaje de identidad e introducción de huecos, si es necesario, para lograr el máximo 
porcentaje de homología. Las inserciones o deleciones N-terminales o C-terminales no se interpretará que afectan a 
la homología, y las deleciones y/o inserciones internas en la secuencia polipeptídica de menos de aproximadamente 
30, menos de aproximadamente 20 o menos de aproximadamente 10 residuos de aminoácidos no se interpretará 50
como que afectan a la homología. La homología o identidad a nivel de secuencia de nucleótidos o aminoácidos se 
puede determinar mediante el análisis BLAST (herramienta de búsqueda de alineación local básica) utilizando el 
algoritmo empleado por los programas blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx (Altschul (1997), Nucleic Acids Res 25, 
3389 - 3402, y Karlin (1990), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 2264-2268), que están diseñados para la búsqueda de 
similitud de secuencia. El enfoque utilizado por el programa BLAST es primero considerar segmentos similares, con 55
y sin espacios, entre una secuencia problema y una secuencia de la base de datos, luego evaluar la significación 
estadística de todas las coincidencias que se identifican, y finalmente resumir solo aquellas coincidencias que 
satisfacen un umbral de significación preseleccionado. Para una discusión de cuestiones básicas en la búsqueda de 
similitud de bases de datos de secuencias, véase Altschul (1994), Nature Genetics 6, 119-129. Los parámetros de 
búsqueda para el histograma, las descripciones, alineaciones, espera (es decir, el umbral de significación estadística 60
para informar de coincidencias con las secuencias de las bases de datos), corte, matriz y filtro (baja complejidad) 
pueden tener la configuración predeterminada. La matriz de puntuación predeterminada utilizada por blastp, blastx, 
tblastn y tblastx es la matriz BLOSUM62 (Henikoff (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915-10919), 
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recomendada para secuencias problema de más de 85 de longitud (bases de nucleótidos o aminoácidos).

Para blastn, diseñado para comparar secuencias de nucleótidos, la matriz de puntuación se establece por las 
relaciones de M (es decir, el puntaje de recompensa para un par de residuos coincidentes) a N (es decir, la 
puntuación de penalización para residuos no coincidentes), donde los valores predeterminados para M y N pueden 
ser +5 y -4, respectivamente. Se pueden ajustar cuatro parámetros de blastn de la siguiente manera: Q = 10 5
(penalización de creación de hueco); R = 10 (penalización por extensión de hueco); wink = l (genera aciertos de 
palabra en cada posición wink a lo largo de la consulta); y gapw = 16 (establece el ancho de la ventana dentro de la 
cual se generan las alineaciones de huecos). Los ajustes de parámetros de Blastp equivalentes para la comparación 
de secuencias de aminoácidos pueden ser: Q = 9; R = 2; wink = l; y gapw = 32. Una comparación Bestfit entre 
secuencias, disponible en el paquete GCG versión 10.0, puede usar los parámetros de ADN GAP = 50 (penalización 10
de creación de hueco) y LEN = 3 (penalización de extensión de hueco), y las configuraciones equivalentes en las 
comparaciones de proteínas pueden ser GAP = 8 y LEN = 2.

Por lo tanto, cuando se hace referencia a las secuencias de polipéptido o ácido nucleico de la presente invención, se 
incluyen identidades de secuencia de al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 70%, 
al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 15
87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90% , al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al 
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o aproximadamente 100% de identidad de 
secuencia con el polipéptido de longitud completa o secuencia de ácido nucleico, o fragmentos de los mismos que 
comprenden una secuencia consecutiva de al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 125, al menos 150 o 
más residuos de aminoácidos de la proteína completa; variantes de tales secuencias, por ejemplo, en las que se ha 20
insertado al menos un residuo de aminoácido N- y/o C-terminal en, y/o dentro de, la(s) secuencia(s) descrita(s) que 
contiene(n) la inserción y la sustitución. Las variantes contempladas pueden incluir adicional o alternativamente 
aquellas que contienen mutaciones predeterminadas mediante, p. ej. , recombinación homóloga o mutagénesis 
dirigida a sitio o PCR, y los polipéptidos o ácidos nucleicos correspondientes de otras especies, que incluyen, pero 
no se limitan a, los descritos en este documento, los alelos u otras variantes naturales de la familia de polipéptidos o 25
ácidos nucleicos que contienen una inserción y sustitución; y/o derivados en los que el polipéptido se ha modificado 
covalentemente por medios de sustitución, químicos, enzimáticos u otros apropiados con un resto distinto de un 
aminoácido de origen natural que contiene la inserción y la sustitución (por ejemplo, un resto detectable, tal como 
una enzima) .

Como se usa en el presente documento, la frase "sustitución conservativa de aminoácidos" o "mutación 30
conservativa" se refiere a la sustitución de un aminoácido por otro aminoácido con una propiedad común. Una forma 
funcional de definir propiedades comunes entre aminoácidos individuales es analizar las frecuencias normalizadas 
de cambios de aminoácidos entre las proteínas correspondientes de organismos homólogos (Schulz (1979) 
Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). De acuerdo con tales análisis, se pueden definir grupos de 
aminoácidos donde los aminoácidos dentro de un grupo se intercambian preferentemente entre sí y, por lo tanto, se 35
parecen mucho en su impacto sobre la estructura proteica general (Schulz (1979) Principles of Protein Structure, 
Springer-Verlag). Los ejemplos de grupos de aminoácidos definidos de esta manera pueden incluir: un "grupo 
cargado/polar" que incluye Glu, Asp, Asn, Gln, Lys, Arg y His; un "grupo aromático o cíclico" que incluye Pro, Phe, 
Tyr y Trp; y un "grupo alifático" que incluye Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Met, Ser, Thr y Cys. Dentro de cada grupo, los 
subgrupos también se pueden identificar. Por ejemplo, el grupo de aminoácidos cargados/polares se puede 40
subdividir en subgrupos que incluyen: el "subgrupo con carga positiva" que comprende Lys, Arg y His; el "subgrupo 
cargado negativamente" que comprende Glu y Asp; y el "subgrupo polar" que comprende Asn y Gln. En otro 
ejemplo, el grupo aromático o cíclico se puede subdividir en subgrupos que incluyen: el "subgrupo de anillo de 
nitrógeno" que comprende Pro, His y Trp; y el "subgrupo de fenilo" que comprende Phe y Tyr. En otro ejemplo 
adicional, el grupo alifático se puede subdividir en subgrupos que incluyen: el "subgrupo alifático no polar grande" 45
que comprende Val, Leu y Ile; el "subgrupo alifático ligeramente polar" que comprende Met, Ser, Thr y Cys; y el 
"subgrupo de residuos pequeños" que comprende Gly y Ala. Los ejemplos de mutaciones conservativas incluyen 
sustituciones de aminoácidos de aminoácidos dentro de los subgrupos anteriores, tales como, aunque sin limitación: 
Lys para Arg o viceversa, de manera que se puede mantener una carga positiva; Glu para Asp o viceversa, de 
manera que se pueda mantener una carga negativa; Ser para Thr o viceversa, de modo que se pueda mantener un -50
OH libre; y Gln para Asn o viceversa, de modo que se pueda mantener un -NH2 libre. Una "variante conservativa" es 
un polipéptido que incluye uno o más aminoácidos que se han sustituido para reemplazar uno o más aminoácidos 
del polipéptido de referencia (por ejemplo, un polipéptido cuya secuencia se describe en una publicación o base de 
datos de secuencias, o cuya secuencia ha sido determinada por secuenciación de ácidos nucleicos) con un 
aminoácido que tiene propiedades comunes, por ejemplo, que pertenece al mismo grupo o subgrupo de 55
aminoácidos como se delineó anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "expresión" incluye la expresión de un gen al menos en el nivel de 
producción de ARN, y un "producto de expresión" incluye el producto resultante, por ejemplo, un polipéptido o ARN 
funcional (p. ej., un ARN ribosomal, un ARNt, un ARN antisentido, un micro ARN, un ARNhc, una ribozima, etc.), de 
un gen expresado. La expresión "expresión aumentada" incluye una alteración en la expresión génica para facilitar la 60
producción de ARNm aumentada y/o la expresión de polipéptido aumentada. La "producción incrementada" incluye 
un aumento en la cantidad de expresión del polipéptido, en el nivel de la actividad enzimática de un polipéptido, o 
una combinación de ambos, en comparación con la producción nativa o la actividad enzimática del polipéptido.
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Algunos aspectos de la presente invención incluyen la deleción, silenciamiento, inactivación o disminución 
incompleta, sustancial o completa de la expresión de secuencias de polinucleótidos particulares. Los genes pueden 
estar parcial, sustancialmente o completamente eliminados, silenciados, inactivados, o su expresión puede estar 
regulada negativamente para afectar la actividad realizada por el polipéptido que codifican, tal como la actividad de 
una enzima. Los genes pueden delecionarse parcial, sustancialmente o completamente, silenciarse, inactivarse o 5
regularse negativamente mediante la inserción de secuencias de ácido nucleico que interrumpen la función y/o 
expresión del gen (p. ej., Inserción viral, mutagénesis por transposón, ingeniería de meganucleasas, recombinación 
homóloga, u otros métodos conocidos en la técnica). Los términos "eliminar", "eliminación" y "inactivación" se 
pueden usar indistintamente con los términos "deleción", "deleción parcial", "deleción sustancial" o "deleción
completa". En ciertas realizaciones, puede modificarse por ingeniería genética un microorganismo de interés 10
mediante recombinación homóloga dirigida al sitio para eliminar un gen particular de interés. En otras realizaciones 
más, los constructos de ARNi o ADN antisentido (ADNas) pueden usarse para silenciar, inactivar o regular 
parcialmente, sustancialmente o completamente, un gen particular de interés.

Se puede entender que estas inserciones, deleciones u otras modificaciones de ciertas moléculas de ácido nucleico 
o secuencias de polinucleótidos particulares abarcan "modificación(es) genética(s)" o "transformación(es)" de 15
manera que las cepas resultantes de los microorganismos o células huésped pueden entenderse que están
"modificados genéticamente", "diseñado genéticamente" o "transformados". 

Tal como se usa en la presente memoria, "regulación positiva" o "sobre-regulación" incluye un aumento en la 
expresión de un gen o molécula de ácido nucleico de interés o la actividad de una enzima, por ejemplo, un aumento 
en la expresión génica o actividad enzimática en comparación con la expresión o actividad en un gen o enzima por 20
lo demás idéntico que no se ha regulado positivamente.

Como se usa en el presente documento, "regulado por disminución" o "regulación negativa" incluye una disminución 
en la expresión de un gen o molécula de ácido nucleico de interés o la actividad de una enzima, p. ej., una 
disminución en la expresión génica o actividad enzimática, en comparación con la expresión o actividad en un gen o 
enzima por lo demás idéntica, que no se ha regulado negativamente.25

Como se usa en el presente documento, "mutante" se refiere a un organismo que tiene una mutación en un gen que 
ha surgido espontáneamente o es el resultado de una mutagénesis clásica, por ejemplo, usando irradiación gamma, 
UV o mutágenos químicos. "Mutante", como se usa en el presente documento, también se refiere a una célula 
recombinante que tiene una estructura alterada o expresión de un gen como resultado de la ingeniería genética que 
puede incluir, como ejemplos no limitantes, la sobreexpresión, incluida la expresión de un gen en diferentes tiempos, 30
biológicos, o regulación ambiental y/o en un grado diferente al que se produce naturalmente y/o la expresión de un 
gen que no se expresa naturalmente en la célula recombinante; recombinación homóloga, que incluye knock-outs y 
knock-ins (por ejemplo, reemplazo génico con genes que codifican polipéptidos que tienen mayor o menor actividad 
que el polipéptido de tipo silvestre, y/o polipéptidos dominantes negativos); atenuación génica a través de ARNi, 
ARN antisentido, o ribozimas, o similares; y la ingeniería del genoma utilizando meganucleasas, tecnologías TALEN 35
y/o CRISPR, y similares.

El término "Pfam" se refiere a una gran colección de dominios proteicos y familias de proteínas mantenidas por el 
Consorcio Pfam y disponibles en varios sitios web patrocinados a nivel mundial, que incluyen: pfam.sanger.ac.uk/ 
(Welcome Trust, Sanger Institute); pfam.sbc.su.se/ (Stockholm Bioinformatics Center); pfam.janelia.org/ (Janelia 
Farm, Instituto Médico Howard Hughes); pfam.jouy.inra.fr/ (Institut national de la Recherche Agronomique); y 40
pfam.ccbb.re.kr. El último lanzamiento de Pfam es Pfam 26.0 (noviembre de 2011) basado en la versión de la base 
de datos de proteínas UniProt 15.6, un compuesto de Swiss-Prot versión 57.6 y TrEMBL versión 40.6. Los dominios 
y familias de Pfam se identifican utilizando alineamientos de secuencias múltiples y modelos de Markov ocultos 
(HMM). Las asignaciones de familia o dominio de Pfam-A son asignaciones de alta calidad generadas por un 
alineamiento de semillas curadas utilizando miembros representativos de una familia de proteínas y modelos de 45
perfil de Markov ocultos basados en el alineamiento de semillas. (A menos que se especifique lo contrario, las 
coincidencias de una proteína problema con un dominio o familia Pfam son coincidencias Pfam-A). Todas las 
secuencias identificadas que pertenecen a la familia se usan entonces para generar automáticamente una alineación 
completa para la familia (Sonnhammer (1998) Nucleic Acids Research 26, 320-322; Bateman (2000) Nucleic Acids 
Research 26, 263-266; Bateman (2004) Nucleic Acids Research 32, Database Issue, D138-D141, Finn (2006) 50
Nucleic Acids Research Database Issue 34, D247-251, Finn (2010) Nucleic Acids Research Database Issue 38, 
D211-222). Al acceder a la base de datos de Pfam, por ejemplo, utilizando cualquiera de los sitios web de referencia 
anteriores, las secuencias de proteínas pueden consultarse contra los HMM utilizando el software de búsqueda de 
homología HMMER (por ejemplo, HMMER2, HMMER3, o una versión superior, hmmer.janelia.org/). Las 
coincidencias significativas que identifican a una proteína consultada como perteneciente a una familia pfam (o que 55
tienen un dominio Pfam particular) son aquellas en las que la puntuación de bit es mayor o igual que el umbral de 
recopilación para el dominio Pfam. Los valores de expectativa (valores e) también se pueden usar como un criterio 
para la inclusión de una proteína consultada en un Pfam o para determinar si una proteína consultada tiene un 
dominio Pfam particular, donde valores bajos de e (mucho menos que 1,0, por ejemplo menos de 0,1, o menor o 
igual a 0,01) representan bajas probabilidades de que una coincidencia se deba al azar.60

Cuando se hace referencia a un organismo fotosintético, tal como una alga, la expresión "aclimatado a poca luz" 
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significa que tiene un aumento de clorofila y de las propiedades fotosintéticas del organismo fotosintético después de 
haber estado expuesto a una baja intensidad de luz durante un período de tiempo suficiente para que se estabilicen
los cambios en la clorofila y las propiedades fotosintéticas en condiciones de poca luz. Poca luz puede ser, por 
ejemplo, menos de 200 μE · m-2 · s-1 y preferiblemente alrededor de 100 μE · m-2 · s-1 o menos o 50 μE · m-2 · s-1 o 
menos, y el período de tiempo para la aclimatación puede ser de al menos aproximadamente cuatro horas, al menos 5
aproximadamente seis horas, al menos aproximadamente ocho horas, o al menos aproximadamente doce horas, al 
menos 24 horas o al menos 48 horas.

Un "ADNc" es una molécula de ADN que comprende al menos una parte de la secuencia de nucleótidos de una 
molécula de ARNm, con la excepción de que la molécula de ADN sustituye a la nucleobase timina, o T, en lugar de 
uridina, o U, que aparece en la secuencia de ARNm. Un ADNc puede ser de doble cadena o monocatenario y puede 10
ser, por ejemplo, el complemento de la secuencia de ARNm. En ejemplos preferidos, un ADNc no incluye una o más 
secuencias de intrón que se producen en el gen de origen natural al que corresponde el ADNc (es decir, el gen tal 
como aparece en el genoma de un organismo). Por ejemplo, un ADNc puede tener secuencias desde aguas arriba
de un intrón de un gen que se produce naturalmente yuxtapuesto a secuencias aguas abajo del intrón del gen de 
origen natural, donde las secuencias aguas arriba y aguas abajo no se yuxtaponen en una molécula de ADN en la 15
naturaleza (es decir, las secuencias no están yuxtapuestas en el gen natural). Un ADNc puede producirse mediante 
transcripción inversa de moléculas de ARNm, o puede sintetizarse, por ejemplo, mediante síntesis química y/o 
usando una o más enzimas de restricción, una o más ligasas, una o más polimerasas (que incluyen, entre otras, 
polimerasas tolerantes a altas temperaturas que pueden usarse en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), 
una o más recombinasas, etc., basadas en el conocimiento de la secuencia de ADNc, donde el conocimiento de la 20
secuencia de ADNc puede basarse opcionalmente en la identificación de regiones de codificación a partir de 
secuencias del genoma o compiladas a partir de los cDNA de las secuencias múltiples parciales.

Un mutante de algas "desrregulado en aclimatación con poca luz" (o "Bloqueado en Aclimatación de luz intensa" o 
mutante LIHLA) es un mutante que no exhibe los cambios en el fenotipo y la expresión génica que son 
característicos de una célula de alga de tipo silvestre aclimatada a poca luz, incluyendo: un aumento sustancial en la 25
clorofila y un aumento sustancial en la expresión de la mayoría de los genes de proteína compleja de recolección de 
luz (LHCP). Un mutante de algas desrregulado en aclimatación con poca luz, cuando se aclimata a la poca luz, tiene
disminuida la expresión con respecto a las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz, de genes múltiples (por 
ejemplo, al menos diez, al menos veinte, al menos treinta, al menos cuarenta o al menos cincuenta genes) que se 
regulan positivamente durante la aclimatación con poca luz de células de tipo silvestre. Además, un mutante de 30
algas desrregulado en aclimatación con poca luz tiene aumentada la expresión de los genes con respecto a las 
células silvestres aclimatadas a poca luz (por ejemplo, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos 
ocho, al menos nueve, o al menos diez genes) que se regulan negativamente durante la aclimatación con poca luz 
de las células de tipo silvestre. Además, como se describe en la presente memoria, un mutante de algas 
desrregulado en aclimatación con poca luz puede tener propiedades fotosintéticas que son significativamente 35
diferentes de las propiedades fotosintéticas de las células de tipo silvestre cuando las células mutantes y de tipo 
silvestre se aclimatan a poca luz.

"Propiedades fotosintéticas", "propiedades fotosintéticas", "propiedades fotofisiológicas" o "parámetros 
fotofisiológicos" incluyen, sin limitación, la tasa fotosintética máxima, Pmax (calculada por célula o por mg de base de 
clorofila), la intensidad a la que se satura la fotosíntesis, Ek, medido por la evolución de oxígeno, y α ("alfa") la 40
pendiente inicial de la curva de fotosíntesis (evolución de oxígeno) versus intensidad de irradiancia (P/I). Las 
propiedades fotosintéticas adicionales incluyen diversos parámetros que se pueden medir usando la detección de 
fluorescencia, que incluyen, por ejemplo, la eficiencia fotosintética, Fv/Fm; el rendimiento cuántico fotosintético del 
fotosistema II (PSII), (ΦPSII; extinción fotoquímica, o la proporción de centros PSII abiertos, qP; inactivación no 
fotoquímica, NPQ; velocidad de transporte de electrones PSII, ETRPSII; velocidad de transporte de electrones PSI, 45
ETRPSI; tamaño de sección transversal de PSI, y el tamaño de corte transversal de PSII. La enumeración en este 
documento no es exhaustiva, y los términos no excluyen otros parámetros que midan varios aspectos de la 
fotosíntesis.

La referencia a las propiedades que son "sustancialmente iguales" pretende significar que las propiedades están 
dentro del 25%, y preferiblemente dentro del 20%, del valor de referencia.50

Mutantes LIHLA

Se proporcionan en este documento mutantes de algas que se desrregulan en aclimatación en condiciones de poca 
luz. Un mutante de algas desrregulado en aclimatación en condiciones de poca luz puede ser una microalga 
eucariota, por ejemplo, de una especie de microalgas eucarióticas marinas o de agua dulce. La transferencia de 
algas silvestres de luz intensa a poca luz resulta particularmente en un aumento en la cantidad de clorofila por célula 55
(Chl/célula), junto con niveles más altos de las proteínas del complejo de recolección de luz (LHC). En los mutantes 
de algas descritos en este documento, la transferencia de luz intensa a poca luz no produce un aumento sustancial 
de la clorofila, y los niveles de ARNm para casi todos los transcritos de proteína LHC permanecen en niveles 
similares a los de las células silvestres en condiciones de estado aclimatado a alta iluminación. Se dice que tales 
mutantes están desrregulados en condiciones de aclimatación a poca luz, y se denominan en el presente documento 60
mutantes con aclimatación a la luz intensa en compartimentos o "LIHLA". "Poca luz" o "condiciones de poca luz" se 
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refiere a la intensidad de la luz en las longitudes de onda de radiación fotosintéticamente activa (PAR) (de 
aproximadamente 400 a aproximadamente 700 nm), y puede variar según la especie de alga pero, en general, se 
puede considerar que es menos de 200 μE · m-2 · s-1, preferiblemente menos de 150 μE · m-2 · s-1, y más 
preferiblemente 100 μE · m-2 · s-1 o menos, o 50 μE · m-2 · s-1 o menos. "Luz intensa" o las "condiciones de luz 
intensa" también pueden variar según la especie de alga pero, en general, es al menos 350 μE · m-2 · s-1, 5
preferiblemente al menos 400 μE · m-2 · s-1, y más preferiblemente 500 μE · m-2 · s-1 o superior, y puede ser 600 μE ·
m-2 · s-1 o superior. Los mutantes tienen una tasa fotosintética máxima (Pmax) por célula comparable a (por ejemplo, 
dentro del 70% de tipo silvestre, dentro del 80% o tipo silvestre, o dentro del 90% o 95% de tipo silvestre) o más alta 
que la Pmax de células tipo silvestre, al tiempo que permite una mayor penetración de la luz en un cultivo de algas de 
células mutantes. Un mutante LIHLA, como se proporciona en este documento, puede alcanzar una densidad celular 10
más alta en cultivo en comparación con una cepa de tipo silvestre.

Las propiedades de un mutante de algas LIHLA, que incluyen, sin limitación, propiedades fotosintéticas, perfiles de 
expresión génica, contenido de clorofila, propiedades de crecimiento y características de cultivo, como se menciona 
en esta solicitud, se comparan con las mismas propiedades de un organismo de tipo silvestre de la misma especie 
que el mutante LIHLA, preferiblemente la cepa progenitora del mutante LIHLA. Las propiedades de un mutante 15
LIHLA que tiene un gen LAR alterado, atenuado, o directamente o indirectamente manipulado genéticamente que da 
como resultado una estructura o expresión alterada del gen LAR también se puede comparar con las mismas 
propiedades de una célula de control que no tiene un gen LAR alterado, atenuado, o manipulado genéticamente de 
otra manera, directa o indirectamente, que da como resultado una estructura o expresión alterada del gen LAR 
(independientemente de si la célula es de tipo silvestre). Una célula de control es sustancialmente idéntica a la del 20
mutante LIHLA excepto que no tiene un gen LAR alterado, atenuado, manipulado genéticamente, directamente o 
indirectamente, que da como resultado una estructura o expresión alterada del gen LAR. Por ejemplo, una célula de 
control puede ser una célula recombinante o una célula mutada en un gen distinto del gen LAR cuyos efectos se 
están evaluando, etc.

Como se demuestra en la presente memoria, un mutante LIHLA, es decir, un mutante fotosintético de algas 25
desrregulado en aclimatación a poca luz, exhibe una reducción en el contenido de clorofila en condiciones de poca 
luz con respecto a un alga silvestre o de control de la misma cepa en las mismas condiciones de luz. Los mutantes 
se caracterizan por una cantidad reducida de clorofila por célula y pueden exhibir, por ejemplo, una reducción del 
20% o más en la clorofila, una reducción del 25% o mayor en la clorofila, una reducción del 30% o mayor en la 
clorofila, una reducción del 35% o mayor en la clorofila, una reducción del 40% o mayor en la clorofila, una reducción 30
del 45% o mayor en la clorofila, una reducción del 50% o mayor en la clorofila, una reducción del 55% o mayor en la 
clorofila, una reducción del 60% o mayor en la clorofila, una reducción del 65% o mayor en la clorofila, una reducción 
del 70% o mayor en la clorofila, una reducción del 75% o mayor en la clorofila, o una reducción del 80% o mayor en 
la clorofila. Preferiblemente, un mutante LIHLA muestra una reducción en la clorofila de al menos aproximadamente 
40%, al menos aproximadamente 45%, o al menos aproximadamente 50% por célula en comparación con una célula 35
de tipo silvestre que se desarrolla en condiciones de poca luz. La reducción en la clorofila es preferiblemente una 
reducción en la clorofila total. En algunos ejemplos, la clorofila b no se reduce selectivamente en el mutante. En 
ejemplos particulares, un mutante LIHLA está en una cepa de algas que no tiene clorofila b de forma natural, por 
ejemplo, un mutante LIHLA puede ser una especie de algas diatomeas o eustigmatofitas.

Un mutante LIHLA también exhibe una extinción fotoquímica más alta, qP (véase, por ejemplo, Maxwell y Johnson 40
(2000) J. Exper. Botany 51: 659-668), en absoluto irradiaciones fisiológicamente relevantes por encima de 
aproximadamente 400 μE · m-2 · s-1, por encima de aproximadamente 350 μE · m-2 · s-1, por encima de 
aproximadamente 300 μE · m-2 · s-1, por encima de aproximadamente 250 μE · m-2 · s-1, por encima de 
aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1, por encima de aproximadamente 150 μE · m-2 · s-1, o por encima de 
aproximadamente 100 μE · m-2 · s-1 con respecto a un alga silvestre o de control de la misma cepa cuando ambos 45
mutantes, un tipo silvestre, están aclimatados a poca luz. Una cepa LIHLA también puede exhibir una eficacia 
fotoquímica máxima más alta, Fv/Fm, en comparación con una cepa de tipo silvestre aclimatada a poca luz. 
Además, una cepa LIHLA puede tener un valor más alto para ΦPSII, la eficiencia operativa del fotosistema II, que el 
valor para ΦPSII de una cepa silvestre.

Además del bajo contenido en clorofila y una mayor qP con respecto a la cepa de tipo silvestre o de control, el inicio 50
de la inactivación no fotoquímica, o NPQ, de un mutante LIHLA puede ocurrir a una intensidad de luz más alta en 
comparación con la intensidad de luz del inicio NPQ en una cepa tipo silvestre o de control. Asimismo, además de 
exhibir el inicio de NPQ bajo una intensidad de luz más alta, un mutante LIHLA exhibe menos NPQ que las células 
de tipo silvestre o de control en todas las intensidades de luz fisiológicamente relevantes mayores que 
aproximadamente 400 μE · m-2 · s-1, tal como intensidades de luz superiores a aproximadamente 300 μE · m-2 · s-1, 55
superiores a aproximadamente 250 μE · m-2 · s-1, superiores a aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1, superiores a 150 
μE · m-2 · s-1, o superiores a 100 μE · m-2 · s-1, por ejemplo, puede exhibir un NPQ más bajo a intensidades de luz de 
aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1 a 2000 μE · m-2 · s-1 o de aproximadamente 100 μE · m-2 · s-1 a 2000 μE · m-2 ·
s-1.

Además, un mutante LIHLA tiene una tasa fotosintética máxima más alta en una base por clorofila que una célula 60
silvestre o de control. Por ejemplo, un mutante LIHLA puede tener aproximadamente 1,5 veces o más, entre 
aproximadamente 1,5 veces y aproximadamente cinco veces, entre aproximadamente 1,5 veces y aproximadamente 
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4 veces, entre aproximadamente 2 veces y aproximadamente 4 veces, entre aproximadamente 2 veces y 
aproximadamente 3,5 veces, o entre aproximadamente 2 veces y aproximadamente 3 veces la Pmax de una célula de 
control o tipo silvestre. Además, un mutante LIHLA puede tener al menos aproximadamente un 70%, al menos 
aproximadamente un 75%, o al menos aproximadamente un 80% de la velocidad fotosintética máxima por célula 
como alga de tipo silvestre de la misma cepa (por ejemplo, la cepa progenitora) o una cepa de control. La tasa 5
fotosintética se puede medir como la tasa de evolución del oxígeno, que se mide en un rango de intensidades de luz, 
para saturar la fotosíntesis, para obtener la tasa máxima, o Pmax. Un mutante de LIHLA puede tener, por ejemplo, 
sustancialmente la misma tasa fotosintética máxima que una célula de control o de tipo silvestre o una tasa de 
fotosíntesis máxima más alta que una célula de control o de tipo silvestre. Por "sustancialmente la misma tasa 
fotosintética máxima" se entiende que la tasa fotosintética máxima es al menos aproximadamente un 80% o al 10
menos aproximadamente un 85% de la tasa fotosintética máxima de tipo silvestre, y preferiblemente al menos 
aproximadamente un 90% de la tasa de tipo silvestre o a al menos aproximadamente un 95% de la tasa de tipo 
silvestre. Además, el mutante fotosintético de algas puede tener una mayor irradiancia de saturación para la 
fotosíntesis (Ek) que un alga tipo silvestre de la misma cepa o una cepa de control y, en algunos ejemplos, también 
puede mostrar una disminución en la pendiente inicial de la curva de irradiancia fotosintética (alfa, α) con respecto a 15
células de tipo silvestre o células de control.

En algunos ejemplos, un mutante LIHLA tiene al menos un 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% o 50% de reducción en 
la clorofila con respecto a una célula de tipo silvestre, exhibe una mayor inactivación fotoquímica (qP) respecto a
todas las intensidades de luz fisiológicamente relevantes mayores que 400 μE · m-2 · s-1 con respecto a una célula 
de tipo silvestre; tiene una tasa mayor de fotosíntesis máxima (Pmax) en una base por clorofila (por ejemplo, al menos 20
1,5 veces la Pmax de las células de tipo silvestre, por ejemplo, al menos 2 veces la Pmax de las células de tipo 
silvestre), con al menos un 75% de la Pmax de células de tipo silvestre por célula; experimenta la saturación de la 
fotosíntesis a niveles de irradiación más altos (mayor Ek) que el tipo silvestre; exhibe una aparición retrasada de 
NPQ en respuesta a una intensidad de luz creciente en comparación con las células de tipo silvestre; y tiene niveles 
más bajos de NPQ respecto a todas las irradiancias mayores que aproximadamente 500 μE · m-2 · s-1 que las 25
células de tipo silvestre, cuando tanto los mutantes LIHLA como las células de tipo silvestre se aclimatan a poca luz.
En algunos ejemplos, un mutante LIHLA tiene al menos un 40%, 45% o 50% de reducción en la clorofila con 
respecto a una célula de tipo silvestre, exhibe un aumento de la inactivación fotoquímica (qP) respecto a todas las 
intensidades de luz fisiológicamente relevantes mayores que 200 μE · m-2 · s-1 con respecto a una célula de tipo 
silvestre; tiene una mayor tasa fotosintética máxima (Pmax) respecto a una base por clorofila (por ejemplo, al menos 2 30
veces la Pmax de células de tipo silvestre, por ejemplo, entre aproximadamente dos veces y aproximadamente tres 
veces la Pmax de células de tipo silvestre), con al menos un 80% de Pmax de células de tipo silvestre por célula; 
experimenta la saturación de la fotosíntesis a niveles de irradiación más altos (mayor Ek) que el tipo silvestre; exhibe 
una aparición retrasada de NPQ en respuesta a una intensidad de luz creciente en comparación con las células de 
tipo silvestre; y tiene niveles más bajos de NPQ que las células de tipo silvestre en todas las irradiancias mayores de 35
aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1 o mayores de aproximadamente 100 μE · m-2 · s-1, cuando tanto los mutantes 
LIHLA como las células de tipo silvestre se aclimatan a poca luz. En algunos ejemplos, un mutante LIHLA tiene una 
mutación en un gen que codifica un regulador de la respuesta de aclimatación a la luz y las características anteriores 
están en comparación con una célula control que no tiene una mutación en un gen que codifica un regulador de 
aclimatación de luz.40

Adicionalmente, un mutante de LIHLA puede tener una actividad PSII (tasa de transporte de electrones a través de 
PSII, ETRPSII) sustancialmente equivalente o mayor que la de las células control o de tipo silvestre. Por ejemplo, la 
ETRPSII de un mutante LIHLA puede estar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 4 veces la ETRPSII de una 
célula silvestre o de control, por ejemplo, entre aproximadamente 1,5 veces y aproximadamente 3,5 veces, o entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 2 veces la ETRPSII de una célula de tipo silvestre o control, entre 45
aproximadamente 1,5 veces y aproximadamente 3,5 veces la ETRPSII de una célula silvestre o de control, o más de 3 
veces la ETRPSII de una célula silvestre o de control, por ejemplo, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 4 
veces. Alternativamente o además, en diversos ejemplos, un mutante de LIHLA puede tener actividad de PSI (tasa
de transporte de electrones a través de PSI, ETRPSI) sustancialmente equivalente a la de una cepa tipo silvestre o de 
control.50

Un cultivo de un mutante LIHLA de algas, como se proporciona en este documento, puede permitir una mayor 
penetración de luz en el cultivo que un alga silvestre o de control cuando el alga silvestre o de control se cultiva de la 
misma manera y la penetración de la luz en el cultivo se mide a la misma densidad de cultivo que la densidad celular 
de la cepa mutante LIHLA. Además, un mutante LIHLA de algas puede alcanzar densidades celulares más altas en 
un cultivo líquido durante un período de, por ejemplo, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, 55
al menos nueve, al menos diez, al menos once, al menos doce, al menos trece, al menos catorce, al menos quince, 
entre quince y veinte, al menos veinte, entre veinte y treinta, o al menos treinta días para un cultivo de al menos 0,5 
litros, por ejemplo, al menos 1 litro, al menos 2 litros, al menos 5 litros, al menos 10 litros, al menos 20 litros, al 
menos 50 litros o al menos 100 litros.

Además de las propiedades anteriores, un mutante LIHLA de algas puede desrregularse transcripcionalmente en 60
global en condiciones de poca luz; es decir, un mutante LIHLA puede desrregularse en la expresión de múltiples 
genes que están regulados diferencialmente en la cepa silvestre durante la aclimatación a poca luz. Por ejemplo, un 
mutante LIHLA puede exhibir una expresión desrregulada de al menos diez, al menos veinte, al menos treinta, al 
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menos cuarenta, al menos cincuenta, o al menos 100 genes que se expresan diferencialmente en respuesta a una 
intensidad de luz, por ejemplo, que se expresan diferencialmente en células de tipo silvestre durante la aclimatación 
a poca luz. Los genes que se desrregulan en un mutante LIHLA de algas con poca luz incluyen, pero no se limitan a, 
genes que codifican proteínas del complejo de recolección de luz (LHC). Por ejemplo, bajo condiciones de poca luz, 
con respecto a una célula de tipo silvestre, un mutante LIHLA puede tener una menor expresión de al menos diez, al 5
menos doce, al menos quince, o al menos veinte genes sensibles a la luz, incluyendo al menos cinco, al menos diez, 
o al menos doce, genes de la proteína LHC, y pueden tener una mayor expresión con respecto a una célula de tipo 
silvestre de al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, o al menos seis genes que no codifican
proteínas complejas de recolección de luz. Un mutante LIHLA puede exhibir desrregulación de al menos veinte, al 
menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, al menos sesenta, al menos setenta, al menos ochenta, al 10
menos noventa, o al menos 100 genes donde la diferencia en el nivel de transcripción de los genes es al menos un 
log2 de 1. Además, al menos cinco, al menos diez, al menos doce, al menos catorce, al menos dieciséis, al menos 
dieciocho, al menos veinte, o al menos veintidós, genes que codifican proteínas LHC pueden estar regulados 
negativamente en el mutante con respecto al tipo silvestre cuando ambos son cultivados con poca luz por al menos 
un log2 de 1. Además, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, o al menos 15
diez genes pueden estar regulados positivamente en un mutante LIHLA con respecto a una célula de tipo silvestre
cuando ambos son cultivados con poca luz por al menos un log2 de 1.

Un mutante LIHLA de algas puede ser, por ejemplo, una microalga tal como, pero no limitada a, una especie de un 
género seleccionado del grupo que consiste en Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, 
Boekelovia, Bolidomonas, Borodinella, Botrydium, Botryococcus, Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, 20
Chlamydomonas, Chlorococcum, Chlorogonium, Chlorella, Chroomonas, Chrysosphaera, Cricosphaera, 
Crypthecodinium, Cryptomonas, Cyclotella, Dunaliella, Ellipsoidon, Emiliania, Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena, 
Eustigmatos, Franceia, Fragilaria, Fragilaropsis, Gloeothamnion, Haematococcus, Halocafeteria, Hantzschia, 
Heterosigma, Hymenomonas, Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium, Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, 
Navicula, Neochloris, Nephrochloris, Nephroselmis, Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, 25
Parachlorella, Parietochloris, Pascheria, Pavlova, Pelagomonas, Phœodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas, 
Pleurochrysis, Pleurococcus, Prototheca, Pseudochlorella, Pseudoneochloris, Pseudostaurastrum, Pyramimonas, 
Pyrobotrys, Scenedesmus, Schizochlamydella, Skeletonema, Spyrogyra, Stichococcus, Tetrachlorella, Tetraselmis, 
Thalassiosira, Tribonema, Vaucheria, Viridiella, Vischeria y Volvox. En algunos ejemplos, un mutante LIHLA es una 
especie que no tiene naturalmente clorofila b, tal como una diatomea o eustigmatofita. En algunos ejemplos, un 30
mutante LIHLA es eustigmatofito tal como Ellipsoidon, Eustigmatos, Monodus, Nannochloropsis o Vischeria o una 
diatomea tal como, pero no limitado a, una especie de Amphora, Chaetoceros, Cyclotella, Fragilaropsis, Navicula, 
Nitzschia, Pavlova, Phaiodactylum, o Thalassiosira.

Un mutante fotosintético de algas que se desrregula en aclimatación a poca luz (es decir, un mutante LIHLA) puede 
ser un mutante generado por cualquier método factible, que incluye, pero no se limita a, irradiación UV, irradiación 35
gamma o mutagénesis química. Los métodos para generar mutantes de cepas microbianas son bien conocidos.

Un mutante LIHLA de algas, como se proporciona en este documento, también puede ser un mutante de algas 
modificado genéticamente en el que uno o más genes, tales como, por ejemplo, el gen LAR1, LAR2 o LAR3 u 
homólogos del mismo, como se describe en la presente memoria, se han dirigido por recombinación homóloga para 
la eliminación o el reemplazo génico (por ejemplo, con una forma mutada del gen que puede codificar un polipéptido 40
que tiene actividad reducida con respecto al polipéptido de tipo silvestre). Se incluyen aspectos de la ingeniería de 
un microorganismo en el que la introducción, adición, integración o incorporación de ciertas moléculas de ácido 
nucleico o secuencias de polinucleótidos particulares en microorganismos o células huésped afecta a la expresión 
de un gen en el microorganismo. Por ejemplo, un microorganismo de interés puede diseñarse mediante 
recombinación homóloga dirigida al sitio para insertar un gen particular de interés con o sin una secuencia de control 45
de la expresión tal como un promotor en un locus genómico particular, o insertar un promotor en un locus genético 
del microorganismo huésped para afectar a la expresión de un gen particular o conjunto de genes en el locus.

Por ejemplo, el gen inactivado o reemplazo por recombinación homóloga puede ser por transformación de un 
fragmento de ácido nucleico (p. ej., ADN) que incluye una secuencia homóloga a la región del genoma que se va a 
alterar, donde la secuencia homóloga se interrumpe por una secuencia extraña, típicamente un gen marcador 50
seleccionable que permite la selección para la construcción integrada. Las secuencias flanqueantes homólogas del 
genoma en cualquier lado de la secuencia extraña o de la secuencia del gen mutado pueden ser, por ejemplo, al 
menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al 
menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al menos 1.750 o al menos 2.000 
nucleótidos de longitud. Se puede proporcionar un constructo genético inactivado o gen "knock in" en el cual una 55
secuencia extraña está flanqueada por secuencias génicas diana en un vector que puede opcionalmente 
linealizarse, por ejemplo, fuera de la región que se someterá a recombinación homóloga, o se puede proporcionar
como un fragmento lineal que no está en el contexto de un vector, por ejemplo, la construcción knock-out o knock-in 
puede ser un fragmento aislado o sintetizado, que incluya pero no se limite a un producto de PCR. En algunos 
casos, se puede usar un sistema marcador dividido para generar inactivados génicos por recombinación homóloga, 60
donde pueden introducirse dos fragmentos de ADN que pueden regenerar un marcador seleccionable e interrumpir 
el locus genético de interés a través de tres eventos cruzados (Jeong et al. 2007) FEMS Microbiol Lett 273: 157 -
163).
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Alternativamente o además, se puede generar un mutante LIHLA expresando un gen que codifica un regulador, en 
el que el gen ha sido mutado para codificar un regulador mutante negativo dominante. Por ejemplo, un gen regulador 
puede mutarse en una región que se una a un ácido nucleico o active una o más proteínas en una vía reguladora, de 
modo que la proteína pueda interactuar con (por ejemplo, unirse a) uno o más componentes de una ruta pero donde
la interacción no dé como resultado la activación de proteínas adicionales en la ruta. En tales casos, el gen puede 5
integrarse en el cromosoma del organismo huésped que puede ser o no el locus del gen de tipo silvestre, o puede 
introducirse en la célula como parte de una molécula de ácido nucleico episomal.

Alternativamente o además, un mutante de LIHLA genéticamente modificado puede modificarse para incluir una 
construcción para atenuar la expresión génica reduciendo la cantidad, estabilidad o traducibilidad del ARNm de un 
gen que codifica una proteína que regula la aclimatación a baja intensidad de luz. Por ejemplo, un alga se puede 10
transformar con una construcción de ARN antisentido, RNAi o ribozima que se dirige a un ARNm de un regulador 
aclimatado a la luz usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, una construcción de ARN antisentido que 
incluye la totalidad o una parte de la región transcrita de un gen puede introducirse en una microalga para disminuir 
la expresión génica (Shroda et al. (1999) The Plant Cell 11: 1165-78; Ngiam et al. (2000) Appl. Environ. Microbiol. 
66: 775-782; Ohnuma et al. (2009) Protoplasma 236: 107 - 112; Lavaud et al. (2012) PLoS One 7: e36806). 15
Alternativamente o además, una construcción de ARNi (por ejemplo, una construcción que codifica un ARN de 
horquilla corta) dirigida a un gen regulador puede introducirse en un alga para reducir la expresión del regulador 
(véase, por ejemplo, Cerruti et al. (2011) Eukaryotic Cell (2011) 10: 1164 - 1172; Shroda et al. (2006) Curr. Genet. 
49:69- 84). Otras estrategias de ingeniería genética para generar mutantes de LIHLA incluyen TALEN o ingeniería 
de genoma de nucleasa de dedo de cinc (Perez-Pinera et al. (2012) Curr. Opin. Chem. Biol. 16: 268 - 277) o 20
tecnología CRISPR (por ejemplo, DiCarlo et al. (2013) Nucl Acids Res 41: doi: 10.1093/nar/gtkl35).

Para la expresión antisentido, una secuencia de ácido nucleico del gen regulador de interés está operativamente 
unida a un promotor de modo que la cadena antisentido del ARN se transcribirá. La secuencia de ácido nucleico 
puede ser solo una porción del gen regulador de interés, o puede ser el gen completo de interés. La secuencia de 
nucleótidos puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 30 nucleótidos a aproximadamente 3 kilobases o mayor, 25
por ejemplo, de 30-50 nucleótidos de longitud, de 50 a 100 nucleótidos de longitud, de 100 a 500 nucleótidos de 
longitud, de 500 nucleótidos a 1 kb de longitud, de 1 kb a 2 kb de longitud, o de 2 a 5 kb. Por ejemplo, una secuencia 
antisentido puede ser de aproximadamente 100 nucleótidos a aproximadamente 1 kb de longitud. La construcción 
puede transformarse en algas usando cualquier método factible, que incluye cualquiera de los descritos en este 
documento.30

Las construcciones de ARN catalítico (ribozimas) pueden diseñarse para formar pares de bases con un ARNm que 
codifica un gen tal como se proporciona en este documento para escindir el ARNm diana. En algunos ejemplos, las 
secuencias de ribozimas pueden integrarse dentro de una construcción de ARN antisentido para mediar en la 
escisión de la diana. Se pueden considerar varios tipos de ribozimas, su diseño y uso se conocen en la técnica y se 
describen, por ejemplo, en Haseloff et al. (1988) Nature 334: 585-591.35

Además de la literatura científica anterior, el uso de construcciones de ARNi se describe en los documentos 
US2005/0166289 y WO 2013/016267, por ejemplo. Un ARN bicatenario con homología con el gen diana se 
suministra a la célula o se produce en la célula mediante la expresión de una construcción de ARNi, por ejemplo, 
una construcción de horquilla corta de ARNi (sh). La construcción puede incluir una secuencia que sea idéntica al 
gen diana, o al menos un 70%, 80%, 90%, 95% o entre 95% y 100% idéntica a una secuencia del gen diana. La 40
construcción puede tener al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 100, al menos 200, al 
menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, o al menos 1 kb 
de secuencia homóloga respecto al gen diana. Los vectores de expresión se pueden diseñar usando promotores 
seleccionados para la expresión continua o inducible de una construcción de ARNi, tal como una construcción que 
produce un ARNhc.45

Un mutante LIHLA en algunos ejemplos puede generarse a través de la dirección de un gen que codifica un 
regulador de aclimatación a baja intensidad de luz. Un regulador puede ser cualquier proteína que afecte directa o 
indirectamente a la aclimatación a la luz y puede ser, como ejemplos no limitantes, un factor de transcripción, un 
activador transcripcional, una proteína alostérica, una quinasa, una fosfatasa, una acetilasa, una deacetilasa, una 
metilasa, una desmetilasa, una nucleótido ciclasa o una fosfodiesterasa. Preferiblemente, un regulador afecta directa 50
o indirectamente a la expresión de genes múltiples implicados en la aclimatación a la luz, que incluyen genes de 
proteínas LHC, así como genes que no codifican proteínas LHC.

Por ejemplo, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica la proteína LAR1 ("Regulador de la 
Aclimatación de Luz 1") (anteriormente denominado Regulador-59) de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 4) o 
cualquiera de sus ortólogos, tales como la proteína LAR1 de Nannochloropsis oceanica ("No-LAR1"; SEQ ID NO: 8), 55
o un homólogo de la proteína LAR1 o No-LAR1 que tiene al menos un 30% de identidad con la SEQ ID NO: 4 o SEQ 
ID NO: 8 en cualquier especie de alga. Por ejemplo, un mutante de LIHLA puede mutarse en un gen que codifica el 
polipéptido de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ 
ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, o SEQ ID NO: 18, o puede mutarse en un gen natural que codifica un 
polipéptido que tiene al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al 60
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 
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86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente un 
100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11 , SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 
13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, o SEQ ID NO: 18, donde el polipéptido incluye 
una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 40%, al menos 45%, o al menos 50%, al menos 55%, al 5
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 
86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente un 
100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10.

La proteína LAR1 de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 4) y la proteína No-LAR1 de Nannochloropsis oceanica 10
(SEQ ID NO: 8) incluyen cada una un dominio de dedo de cinc TAZ (dominio pFam PF02135), un dominio 
comúnmente encontrado en activadores transcripcionales, que comprende los aminoácidos 554-632 de SEQ ID NO: 
4 y 631-711 de SEQ ID NO: 8. Las secuencias de aminoácidos que comprenden un dominio de dedo de cinc TAZ 
más las secuencias conservadas en cualquier lado del dominio de dedo de cinc TAZ (referido en este documento
como un dominio de dedo de cinc TAZ extendido, véase el Ejemplo 8), se proporcionan en este documento como 15
SEQ ID NO: 9 para la proteína LAR1 de N. gaditana y SEQ ID NO: 10 para la proteína LAR1 de N. oceanica (No-
LAR1).

Como se demuestra en el Ejemplo 12, la proteína LAR1 de N. gaditana (SEQ ID NO: 4) y la proteína No-LAR1 de N. 
oceanica (SEQ ID NO: 8) son homólogos funcionales u ortólogos en diferentes especies. Como se detalla en el 
Ejemplo 8, las secuencias de aminoácidos de la proteína LAR1 de N. gaditana (SEQ ID NO: 4) y la proteína No-20
LAR1 de N. oceanica (SEQ ID NO: 8) son aproximadamente idénticas en un 49,7%, mientras que el dominio de 
dedo de cinc TAZ extendido de la proteína LAR1 de N. gaditana (SEQ ID NO: 9) y el dominio de dedo de cinc TAZ 
extendido de la proteína No-LAR1 de N. oceanica (SEQ ID NO: 10) de estos ortólogos tienen aproximadamente un 
81,8% de identidad de secuencia de aminoácidos. Análisis adicionales de genes relacionados en bases de datos 
públicas y privadas encontraron una agrupación filogenética distinta de genes que codificaban proteínas que tenían 25
dominios de dedo de cinc TAZ con al menos un 40% de identidad con la SEQ ID NO: 9 (Tabla 3). Estos genes 
codifican supuestos ortólogos de la proteína LAR1.

Por lo tanto, en varios ejemplos, el gen que está mutado en un mutante LIHLA puede ser un gen que codifica un 
polipéptido que tiene al menos un 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 
55%, que tiene al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al 30
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 86%, al menos 87%, al menos 
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al 
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8, o al menos un 80%, o al menos 85%, por 
ejemplo, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 35
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 
aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 11, SEQ ID 
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18. El 
polipéptido que codifica el gen regulador puede incluir un dominio de dedo de cinc TAZ y puede reclutar a pFam 
PF02135, por ejemplo, con una puntuación de bit mayor que el límite de recopilación (19,0) y un valor de E inferior a 40
1,00E-2 o inferior a 1,00E-10. Además, el polipéptido codificado que es al menos un 30% idéntico a SEQ ID NO: 4 o 
SEQ ID NO: 8, o es al menos un 80% o al menos un 85% idéntico a SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18 
puede incluir una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 
55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al 45
menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 
aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID 
NO: 10.

En ejemplos particulares, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica un polipéptido que incluye una 50
secuencia de aminoácidos que codifica un dominio de dedo de cinc TAZ que tiene al menos un 40%, al menos 64%, 
al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, o al menos 80%, o al 
menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al menos 95% con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 9 o SEQ ID NO: 10, donde el polipéptido incluye un dominio de dedo de cinc TAZ. Por ejemplo, un mutante 55
LIHLA puede mutarse en un gen que codifica un polipéptido que tiene al menos un 50% de identidad con SEQ ID 
NO: 4 o SEQ ID NO: 8, y el polipéptido puede incluir una secuencia de aminoácidos que codifica un dominio de dedo
de cinc, en el que la secuencia de aminoácidos tiene al menos un 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, 
al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95% de identidad con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10.60

La descripción también describe mutantes LIHLA que están mutados en genes que comprenden una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 

E13860017
30-07-2018ES 2 682 279 T3

 



24

75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al menos 95% de identidad con SEQ ID 
NO: 3 o SEQ ID NO: 7, en donde el gen codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoácidos que tiene 
al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al 
menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 5
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98% o, al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 9 o SEQ ID NO: 10. Además, el polipéptido codificado por el gen puede reclutar a pfam PF02135. Además, el 
polipéptido codificado por el gen puede tener al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, que 
tiene al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al 10
menos 75%, al menos 80% o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8.

La descripción describe mutantes de LIHLA que están mutados en genes que comprenden una secuencia de 15
nucleótidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al menos 95% de identidad con SEQ ID 
NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, o SEQ 
ID NO: 40, o una parte de la misma. El gen que está mutado en el mutante LIHLA puede codificar, en un alga de tipo 20
silvestre, un polipéptido que incluye una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al 
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 
86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, o al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10.

En ejemplos adicionales, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica la proteína LAR2 ("Regulador de 25
Aclimatación de Luz 2") (anteriormente denominado Regulador-216) de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 6) o 
cualquiera de sus ortólogos, tal como la proteína LAR2 de Nannochloropsis oceanica (No-LAR2; SEQ ID NO: 21), o 
un homólogo de la proteína LAR2 o la proteína No-LAR2 de cualquier especie de alga que tiene al menos un 50% 
de identidad con la SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21.

La proteína LAR2 de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 6) y la proteína No-LAR2 de Nannochloropsis oceanica 30
(SEQ ID NO: 21) incluyen cada una un dominio de unión a ADN tipo myb (dominio pFam PF00249), un dominio 
comúnmente encontrado en reguladores transcripcionales, que comprenden los aminoácidos 101 - 144 de SEQ ID 
NO: 6, y los aminoácidos 66 - 109 de SEQ ID NO: 21. Una versión extendida de este dominio en N. gaditana (SEQ 
ID NO: 22) es 81% idéntica al dominio de unión a ADN de tipo myb extendido de N. oceanica (SEQ ID NO: 23).

Como se muestra en el Ejemplo 12, la proteína LAR2 de N. gaditana (SEQ ID NO: 6) y la proteína No-LAR2 de N. 35
oceanica (SEQ ID NO: 21) son homólogos funcionales en diferentes especies u "ortólogos". Como se detalla en el 
Ejemplo 8, las secuencias de aminoácidos de la proteína LAR2 de N. gaditana (SEQ ID NO: 6) y la proteína No-
LAR2 de N. oceanica (SEQ ID NO: 21) son aproximadamente 69% idénticas, mientras que los dominios de unión a 
ADN de tipo myb extendidos de la proteína LAR2 de N. gaditana (SEQ ID NO: 22) y la proteína N.-LAR2 de N. 
oceanica (SEQ ID NO: 23) son aproximadamente idénticos en un 81%. Análisis adicionales de genes relacionados 40
tanto en bases de datos públicas como privadas encontraron una agrupación filogenética distinta de genes que 
codifican proteínas que tienen dominios de unión al ADN de tipo myb con al menos un 80% de identidad con la SEQ 
ID NO: 22 (Tabla 4). Estos genes codifican supuestos ortólogos de la proteína LAR2.

Por lo tanto, en varios ejemplos, el gen que está mutado en un mutante LIHLA puede ser un gen que codifica un 
polipéptido que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 45
75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 
97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21, o al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al 
menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 50
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o aproximadamente 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ 
ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO: 32. El polipéptido codificado por el gen puede incluir un 
dominio de unión a ADN tipo myb y puede reclutar para pfam PF00249, por ejemplo, con una puntuación de bit más 
alta que el límite de recopilación (24,4) y un valor de E inferior a 1,00E-2 o inferior a 1,00E-10. Además, el 55
polipéptido codificado que es al menos un 50% idéntico con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21, o al menos un 80% o 
al menos 85% idéntico con SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ 
ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO: 32 puede incluir una secuencia que tiene al menos un 
80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al 
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 60
98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23.
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En ejemplos particulares, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica un polipéptido que incluye un 
dominio de unión al ADN de tipo myb, en el que la secuencia de aminoácidos tiene al menos un 65%, al menos 70%, 
al menos 75%, al menos 80%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95% de 
identidad con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. Por ejemplo, un mutante LIHLA 5
puede mutarse en un gen que codifica un polipéptido que tiene al menos un 65% de identidad con SEQ ID NO: 6 o 
SEQ ID NO: 21, y el polipéptido puede incluir una secuencia de aminoácidos que codifica un dominio de unión a 
ADN tipo myb, en el que la secuencia de aminoácidos tiene al menos un 80%, o al menos 85%, por ejemplo al 
menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 
93%, al menos 94%, al menos 95% de identidad con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 10
23.

La descripción describe mutantes de LIHLA que están mutados en genes que comprenden una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, por ejemplo, al menos 80%, o al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al menos 95% de identidad de 15
secuencia con SEQ ID NO: 64, en donde el gen codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos un 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 63 o SEQ ID NO: 66.20

Además, la descripción describe mutantes de LIHLA que están mutados en genes que comprenden una secuencia 
de nucleótidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al menos 95% de identidad con SEQ ID 
NO: 62, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, o SEQ 25
ID NO: 77, o una parte del mismo. El gen que está mutado en el mutante LIHLA puede codificar, en un alga de tipo 
silvestre, un polipéptido que incluya una secuencia de aminoácidos que tenga al menos un 50%, al menos 55%, al 
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 
86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, o al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 64.30

En ejemplos adicionales, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica la proteína LAR3 ("Regulador de 
Aclimatación de Luz 3") de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 63) o cualquiera de sus ortólogos, tal como la 
proteína LAR3 de Nannochloropsis oceanica (No-LAR2; SEQ ID NO: 66), o un homólogo de la proteína LAR3 o la 
proteína No-LAR2 de cualquier especie de alga que tenga al menos un 50% de identidad con la SEQ ID NO: 63 o 
SEQ ID NO: 66.35

La proteína LAR3 de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 63) y la proteína No-LAR3 de Nannochloropsis
oceanica (SEQ ID NO: 66) incluyen cada una un dominio conservado de aproximadamente 100 aminoácidos (SEQ 
ID NO: 64), que comprende los aminoácidos 302 - 404 de SEQ ID NO: 63, y los aminoácidos 303 - 405 de SEQ ID 
NO: 66.

Como se demuestra en el Ejemplo 16, la proteína LAR3 de N. gaditana (SEQ ID NO: 63) y la proteína No-LAR3 de N 40
oceanica (SEQ ID NO: 66) son homólogos funcionales en diferentes especies, u "ortólogos". Como se detalla en el 
Ejemplo 17, las secuencias de aminoácidos de la proteína LAR3 de N. gaditana (SEQ ID NO: 63) y la proteína No-
LAR3 de N. oceanica (SEQ ID NO: 66) son aproximadamente un 56% idénticas, mientras que el dominio conservado 
de la proteína LAR3 de N. gaditana (SEQ ID NO: 64) y la proteína No-LAR2 de N. oceanica (aminoácidos de SEQ ID 
NO: 23) son aproximadamente idénticas en un 96%.45

Por lo tanto, en varios ejemplos, el gen que está mutado en un mutante LIHLA puede ser un gen que codifica un 
polipéptido que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 
97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de 50
aminoácidos de SEQ ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66, o al menos un 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, 
al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente el 
100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID 
NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78. Además, el polipéptido 55
codificado que es al menos un 50% idéntico con SEQ ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66, o al menos 80% o al menos 85% 
idéntico a SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ 
ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78 pueden incluir una secuencia que tenga al menos un 80%, o al menos 85%, por 
ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, 
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, o 60
aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 63 o la SEQ 
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ID NO: 66.

En ejemplos particulares, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica un polipéptido que incluye una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 80% 
o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95% de identidad con la SEQ ID NO: 64. Por ejemplo, 5
un mutante de LIHLA puede mutarse en un gen que codifica un polipéptido que tiene al menos un 65% de identidad 
con la SEQ ID NO: 63 o la SEQ ID NO: 66.

La descripción describe mutantes de LIHLA que están mutados en genes que comprenden secuencias de 
nucleótidos que tienen al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, por ejemplo, al menos 80%, o al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 10
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al menos 95% de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 65, en el que el gen codifica un polipéptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos un 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 
88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al 
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 64. 15
Además, el polipéptido codificado por el gen puede tener al menos un 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 
97%, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66.20

La descripción describe mutantes de LIHLA que están mutados en genes que comprenden una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 
75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al 
menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, o al menos 95% de identidad con SEQ ID 
NO: 62, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, o SEQ 25
ID NO: 77, o una parte del mismo. El gen que está mutado en el mutante LIHLA puede codificar, en un alga de tipo 
silvestre, un polipéptido que incluya una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al 
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 
86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, o al menos 95% de identidad con la SEQ ID NO: 64.30

Métodos de aislamiento de mutantes de LIHLA

La descripción describe un método para aislar mutantes de algas que están desrregulados en aclimatación a poca 
luz. Los métodos incluyen: mutagenizar una población de algas; seleccionar la población mutagenizada de algas 
para una baja fluorescencia de clorofila; seleccionar los mutantes que retengan una baja fluorescencia de clorofila 
cuando los mutantes se mantengan en condiciones de poca luz; y seleccionar dichos mutantes seleccionados 35
mediante fluorometría para identificar mutantes de algas de fluorescencia de clorofila baja estables a poca luz que 
tienen coeficientes fotoquímicos (qP) que son más altos que los coeficientes qP de las algas de tipo silvestre. Por 
ejemplo, los mutantes pueden cribarse para tener coeficientes qP más altos que las algas de tipo silvestre a 
intensidades de luz mayores que 400 μE · m-2 · s-1, mayores que 350 μE · m-2 · s-1, mayores que 300 μE · m-2 · s-1, 
mayores que 250 μE · m-2 · s-1, o mayores que 200 μE · m-2 · s-1, mayores que 150 μE · m-2 · s-1, por ejemplo, o 40
mayores que 100 μE · m-2 · s-1.

La mutagénesis puede ser por cualquier método, por ejemplo, mutagénesis insercional, mutagénesis química o por 
irradiación con radiación gamma o ultravioleta. Los métodos para generar mutantes de cepas microbianas son bien 
conocidos. Por ejemplo, irradiación gamma, irradiación UV y tratamiento con cualquiera de un gran número de 
mutágenos químicos posibles (p. ej., 5-bromo desoxiuridina, etil metano sulfonato (EMS), metil metano sulfonato 45
(MMS), dietilsulfato (DES), nitrosoguanidina (NTG), compuestos de ICR, etc.) o el tratamiento con compuestos como 
los antibióticos enediyna que causan la rotura cromosómica (p. ej., bleomicina, adriamicina, neocarzinostatina) son 
métodos que se han empleado para la mutagénesis de algas, hongos y quitridios (véase, por ejemplo, la patente de 
Estados Unidos 8.232.090, la Solicitud de Patente de Estados Unidos 20120088831, la Solicitud de Patente de 
Estados Unidos 20100285557, la Solicitud de Patente de Estados Unidos 20120258498). En la técnica se conoce 50
una gran cantidad de mutágenos químicos que incluyen, pero no se limitan a, agentes intercalantes, agentes 
alquilantes, agentes desaminadores, análogos de base. Los agentes intercalantes incluyen, como ejemplos no 
limitantes, los derivados de acridina o los derivados de fenantridina tales como el bromuro de etidio (también 
conocido como bromuro de 2,7-diamino-10-etil-6-fenilfenantridinio o bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-
fenilfenantridinio). Los ejemplos no limitantes de agentes alquilantes incluyen derivados de nitrosoguanidina (por 55
ejemplo, N-metil-N'-nitro-nitrosoguanidina), metanosulfonato de etilo (EMS), etil etanosulfonato, dietilsulfato (DES), 
metanosulfonato de metilo (MMS), ácido nitroso o HNO2, y las mostazas nitrogenadas o compuestos ICR. Los 
ejemplos no limitantes de análogos de bases que pueden usarse como mutágenos incluyen el compuesto 5-bromo-
uracilo (también conocido como desoxinucleósido-5-bromodesoxiuridina), 5-bromo desoxiuridina y 2-aminopurina.

La mutagénesis puede incluir adicional o alternativamente la introducción de moléculas de ácido nucleico exógeno 60
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en la célula microbiana de interés, como se ejemplifica en este documento. Por ejemplo, una molécula de ácido 
nucleico exógena introducida en la célula puede integrarse en un locus genético mediante integración aleatoria o 
dirigida, afectando a la expresión de los genes en los que se inserta el ADN extraño o genes que están próximos al 
ADN extraño en el genoma (p. ej. patente de los Estados Unidos 7.019.122; Patente de los Estados Unidos 
8.216.844). Típicamente, la molécula de ácido nucleico introducida incluye un gen marcador seleccionable para la 5
selección de transformantes que han integrado la construcción de la molécula de ácido nucleico exógeno. La 
molécula de ácido nucleico exógeno puede incluir un elemento transponible o un componente del mismo, tal como, 
por ejemplo, repeticiones invertidas que pueden reconocerse por una transposasa y/o un gen que codifica una 
transposasa, o la molécula de ácido nucleico exógeno puede basarse al menos en parte en un virus, tal como un 
virus integrador.10

Para la mutagénesis de inserción aleatoria, una construcción incluye preferiblemente un marcador seleccionable que 
puede usarse para seleccionar transformantes que tienen una construcción integrada y, opcionalmente, también 
puede servir como marcador de segregación y marcador molecular para el aislamiento y la identificación de un gen 
interrumpido por el gen marcador seleccionable integrado. Alternativamente, se puede dirigir un locus genético 
específico, como se ilustra en el Ejemplo 12 de este documento. El locus genético puede codificar un regulador de 15
aclimatación a la luz, tal como, pero no limitado a, LAR1 o un homólogo del mismo, o LAR2 o un homólogo del
mismo. La construcción para la disrupción génica puede incluir, por ejemplo, un gen marcador seleccionable 
flanqueado por secuencias del locus genético de interés, por ejemplo, al menos una porción del gen que codifica un 
regulador y, opcionalmente, secuencias genómicas adicionales que rodean al gen. Dichas secuencias flanqueantes 
pueden comprender, por ejemplo, al menos 50 nucleótidos, al menos 100 nucleótidos, al menos 500 nucleótidos, o 20
al menos 1 kilobase de la secuencia genómica.

Alternativamente o además, una molécula de ácido nucleico que codifica una variante de un regulador de 
aclimatación a la luz (por ejemplo, LAR1 o un homólogo de LAR1, LAR2 o un homólogo de LAR2, u otro regulador) 
puede introducirse en una célula de alga para generar un mutante LIHLA. El gen que codifica una variante puede 
dirigirse al locus del gen correspondiente para efectuar una sustitución génica, o puede transformarse en la célula 25
para integrarse aleatoriamente o dirigirse a otro locus, o puede proporcionarse en un episoma. Como ejemplo no 
limitante, el gen puede codificar una variante que se trunca, se elimina internamente o incluye uno o más cambios de 
aminoácidos. En algunos ejemplos, la variante actúa como un negativo dominante para inhibir, en todo o en parte, la 
vía reguladora en la que participa el regulador de aclimatación a poca luz.

En otros ejemplos adicionales, se puede introducir una molécula de ácido nucleico que codifica un regulador de 30
aclimatación a la poca luz, una construcción de ribozima, ARNi o antisentido para generar un mutante de LIHLA. Por 
ejemplo, una construcción que incluye secuencias que son complementarias ("antisentido") con respecto a una 
cadena codificante del gen regulador de la aclimatación a la luz puede incluir secuencias antisentido 
correspondientes a al menos una porción de un gen de alga nativo que codifica una proteína LAR1 o un homólogo 
de la misma, una proteína LAR2 o un homólogo de la misma u otro regulador de aclimatación de la luz.35

Las algas y las bacterias fotosintéticas se pueden transformar mediante cualquier método adecuado, que incluye, 
como ejemplos no limitantes, la captación natural de ADN (Chung et al. (1998) FEMS Microbiot Lett. 164: 353-361; 
Frigaard et al. (2004) Methods Mol. Biol. 274: 325-40; Zang et al. (2007) J. Microbiol. 45: 241-245), conjugación 
(Wolk et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 1561-1565), transducción, transformación de perlas de vidrio 
(Kindle et al. (1989) J. Cell Biol. 109: 2589-601; Feng et al. (2009) Mol. Biol. Rep. 36: 1433-9; Pat. U.S. Nº 40
5.661.017), transformación de triquitas de carburo de silicio (Dunahay et al. (1997) Methods Mol. Biol. (1997) 62: 
503-9), biolística (Dawson et al. (1997) Curr. Microbiol. 35: 356-62; Hallmann et al. (1997) Proc. Natl. Acad. USA 94: 
7469 - 7474; Jakobiak et al. (2004) Protist 155: 381 - 93; Tan et al. (2005) J. Microbiol. 43: 361-365; Steinbrenner et
al. (2006) Appl Environ. Microbiol. 72: 7477-7484; Kroth (2007) Methods Mol. Biol. 390: 257-267; Pat. U.S. Nº 
5.661.017), electroporación (Kjaerulff et al. (1994) Photosynth. Res. 41: 277-283; Iwai et al. (2004) Plant Cell Physiol. 45
45: 171-5; Ravindran et al. (2006) J. Microbiol. Methods 66: 174 - 6; Sun et al. (2006) Gene 377: 140 - 149; Wang et 
al. (2007) Appl. Microbiol. Biotechnol. 76: 651-657; Chaurasia et al. (2008) J. Microbiol. Methods 73: 133 - 141; 
Ludwig et al. (2008) Appl. Microbiol. Biotechnol. 78: 729-35), transformación mediada por láser o incubación con 
ADN en presencia o después del pretratamiento con cualquiera de los dendrímeros de poli(amidoamina) (Pasupathy 
et al. (2008) Biotechnol. J. 3: 1078 - 82), polietilenglicol (Ohnuma et al. (2008) Plant Cell Physiol. 49: 117-120), 50
lípidos catiónicos (Muradawa et al. (2008) J. Biosci. Bioeng. 105: 77-80), dextrano, fosfato de calcio o cloruro de 
calcio (Mendez-Alvarez et al. (1994) J. Bacteriol. 176: 7395-7397), opcionalmente después del tratamiento de las 
células con enzimas degradantes de la pared celular (Perrone et al. (1998) Mol. Biol. Cell 9: 3351-3365). La 
transformación mediada por Agrobacterium también se puede realizar en células de algas, por ejemplo, después de 
eliminar o dañar la pared de las células del alga (por ejemplo, el documento WO 2000/62601, Kumar et al. (2004) 55
Plant Sci. 166: 731 - 738). Los métodos biolísticos son particularmente exitosos para la transformación de los 
cloroplastos de especies de plantas y algas eucarióticas (véase, por ejemplo, Ramesh et al. (2004) Methods Mol. 
Biol. 274: 355-307; Doestch et al. (2001) Curr. Genet. 39: 49-60; Pat. U.S. No. 7.294.506; documentos WO 
2003/091413; WO 2005/005643; y WO 2007/133558.

Preferiblemente, la población que se ha sometido a un procedimiento de mutagénesis, ya sea por medios físicos o 60
químicos, o por ingeniería genética, se criba mediante clasificación celular activada por fluorescencia (FACS). El 
procedimiento FACS puede usar una entrada, por la cual se excluyen las células que tienen fluorescencia por 
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encima de un cierto valor, o el procedimiento FACS puede tomar, por ejemplo, el 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 
2,5, 3,0, 4,0, 5,0, o el 10% más bajo de células, en términos de intensidad de fluorescencia de clorofila por célula. 
Alternativamente, la entrada puede ser el nivel de fluorescencia de la clorofila de las células de tipo silvestre cuando 
se aclimatan a la luz intensa. Una exploración FACS puede ir seguida de un cribado aislado de una sola colonia para 
un contenido reducido de clorofila, que puede ser mediante inspección visual, por ejemplo, usando luz visible para 5
observar una coloración pálida, o mediante fluorescencia, por ejemplo, con la ayuda de una cámara. 
Alternativamente o además, el nivel de clorofila de aislados clonales se puede medir y comparar cuantitativamente.
Los niveles de clorofila se evalúan (bioquímicamente, visualmente y/o por fluorescencia) después de una 
aclimatación con poca luz para asegurar un fenotipo de aclimatación desrregulada con poca luz.

El coeficiente de inactivación fotoquímica qP se puede medir por fluorometría (por ejemplo, fluorometría Dual PAM). 10
La evaluación de qP se realiza preferiblemente después de que los aislados se aclimaten al crecimiento a poca luz, 
por ejemplo, a una luz de menos de o aproximadamente 400 μE · m-2 · s-1, menos de o aproximadamente 350 μE ·
m-2 · s-1, menos de o aproximadamente 300 μE · m-2 · s-1, o menos de o aproximadamente 250 μE · m-2 · s-1, o 
menos de o aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1, menos de o aproximadamente 150 μE · m-2 · s-1, menos de o 
aproximadamente 100 μE · m-2 · s-1, o menos de o aproximadamente 50 μE · m-2 · s-1. Preferiblemente, los aislados 15
se criban para un fenotipo de clorofila bajo estable después de uno a cinco días de aclimatación a poca luz antes de 
medir qP. Los aislados que tienen un qP mayor que el de las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz, al 
menos a irradiaciones superiores a aproximadamente 400 μE · m-2 · s-1, o superiores a aproximadamente 350 μE ·
m-2 · s-1, superiores a aproximadamente 300 μE · m-2 · s-1, superiores a aproximadamente 250 μE · m-2 · s-1, y 
preferiblemente a irradiaciones superiores a aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1 se identifican como mutantes de 20
LIHLA putativos.

Los aislados que tienen un fenotipo de clorofila baja estable en condiciones de poca luz, por ejemplo, al menos una 
reducción del 20% en clorofila, preferiblemente al menos una reducción del 30% en clorofila, y más preferiblemente 
al menos un 40%, al menos un 45% o al menos una reducción del 50% en la clorofila con respecto a las células de 
tipo silvestre en condiciones de poca luz, y que presentan un qP mayor a irradiancias mayores de 400 μE · m-2 · s-1, 25
por ejemplo, mayores que 200 μE · m-2 · s-1, se analizan en busca de la tasa fotosintética midiendo la evolución del 
oxígeno.

La evolución del oxígeno se mide en un rango de irradiancias. La irradiancia a la que se satura la fotosíntesis (Ek) 
también puede calcularse, y los mutantes pueden seleccionarse para tener un Ek mayor que las células de tipo 
silvestre aclimatadas a poca luz. Los aislados que muestran una Pmax (la tasa máxima de fotosíntesis) mayor que la 30
Pmax de la cepa de tipo silvestre en base a la clorofila, y sustancialmente la misma Pmax que la cepa de tipo silvestre
por célula, se seleccionan como mutantes LIHLA. Un mutante LIHLA puede tener una Pmax por célula que es al 
menos un 70% de la Pmax natural, al menos un 75% de la Pmax natural, al menos un 80% de la Pmax natural, al menos 
un 85% de la Pmax natural, o al menos un 90% o al menos un 95% de la Pmax natural, y puede tener una Pmax por 
célula que sea más alta que la Pmax por célula de una cepa de tipo silvestre comparable.35

Los mutantes pueden evaluarse adicionalmente para determinar las diferencias en la inactivación no fotoquímica
(NPQ) con respecto a las células de tipo silvestre. Preferiblemente, un mutante seleccionado inicia la NPQ a una 
mayor irradiancia que la cepa de tipo silvestre, y preferiblemente, la NPQ es más baja en todas las irradiancias 
mayores de aproximadamente 500 μE · m-2 · s-1, mayor que 450 μE · m-2 · s-1, mayor que alrededor de 400 μE · m-2 ·
s-1, mayor que 350 μE · m-2 · s-1, mayor que aproximadamente 300 μE · m-2 · s-1, mayor que 250 μE · m-2 · s-1, mayor 40
que aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1, mayor que 150 μE · m-2 · s-1, o mayor que 100 μE · m-2 · s-1 en un mutante 
seleccionado con respecto a la cepa de tipo silvestre.

En algunos ejemplos, las células mutagenizadas se criban para determinar la disminución en la cantidad de clorofila 
por célula, un aumento en Pmax por mg de clorofila sin sustancialmente reducción en Pmax por célula, mayor qP y Ek 
que las células de tipo silvestre, junto con una disminución en alfa, la pendiente de la curva de irradiancia 45
fotosintética, y el inicio de NPQ a una irradiancia más alta que en las células de tipo silvestre. Además, las células 
pueden cribarse por su mayor penetración de la luz en el cultivo.

Además, las tasas de transporte de electrones para el fotosistema II y/o PSI pueden medirse por fluorometría para 
identificar mutantes que no están sustancialmente alterados en la función del fotosistema.

Los mutantes también pueden analizarse para determinar la expresión génica, por ejemplo, después de la 50
aclimatación a poca luz, y los perfiles de expresión génica pueden compararse con los perfiles de expresión génica 
de las células silvestres aclimatadas a luz intensa y poca luz para identificar los mutantes con perfiles de expresión 
en condiciones de poca luz que demuestren una diferencia con respecto al perfil de expresión de las células de tipo 
silvestre con poca luz, similar a la diferencia en los perfiles de expresión de las células de tipo silvestre aclimatadas 
a la luz intensa en comparación con las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz.55

Moléculas de ácido nucleico

La descripción describe moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican reguladores que funcionan en la 
aclimatación de células fotosintéticas a la intensidad de la luz, que incluyen las secuencias de complemento de tales 
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secuencias de ácido nucleico. Las moléculas de ácido nucleico proporcionadas en este documento pueden usarse, 
por ejemplo, para generar construcciones de dirección de genes como se describe en este documento, y para 
construcciones de ARNi, y ribozimas, así como para construcciones de expresión. Las moléculas de ácido nucleico 
también pueden codificar reguladores variantes que actúan como proteínas negativas dominantes que pueden 
producirse en una célula de alga para producir un fenotipo mutante LIHLA, y también pueden usarse en estrategias 5
para obtener genes adicionales que codifican polipéptidos que desempeñan un papel en la aclimatación a la luz.

En algunos ejemplos, una molécula de ácido nucleico aislada como se proporciona en este documento comprende 
una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que 
codifica un dominio de dedo de cinc TAZ extendido que tiene al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al 
menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, o al menos 80% de identidad con SEQ ID 10
NO: 9 o SEQ ID NO: 10. La molécula de ácido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una mutación, con
respecto a un gen de tipo silvestre, por ejemplo, un gen puede codificar un polipéptido que tiene al menos un 40%, al 
menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 
80%, al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al 
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 15
98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de cualquiera de SEQ ID NO: 4; 
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, 
SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18, en el que el polipéptido tiene al menos una mutación con respecto a un gen de 
tipo silvestre. La mutación puede estar opcionalmente en un dominio de dedo de cinc TAZ (por ejemplo, en una 
secuencia que tenga al menos un 50%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75% o al menos 80% de identidad 20
con la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10). El polipéptido codificado por el gen puede reclutar a pfam PF02135 con una 
puntuación de bit al menos tan alta como el punto de corte de reunión para pfam PF02135 (por ejemplo, 19,0) 
cuando se consulta frente a la base de datos Pfam. Además, el polipéptido codificado por el gen puede tener al 
menos un 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, que tiene al menos 
40%, al menos 45% , al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al 25
menos 80% o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 
90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al 
menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8. La molécula de ácido nucleico puede codificar un polipéptido que tenga una 
mutación, con respecto a un gen de tipo silvestre, en un dominio de dedo de cinc TAZ (por ejemplo, en una 30
secuencia que tenga al menos un 50%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, o al menos 80% de identidad 
con la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10). Alternativamente o además, la molécula de ácido nucleico puede 
codificar un polipéptido truncado, desplazado en marco o suprimido internamente.

La descripción describe, en diversos ejemplos, moléculas de ácido nucleico que codifican polipéptidos que tienen al 
menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80% o al menos un 85%, por ejemplo al menos un 86%, al menos un 35
87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al 
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ 
ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, o SEQ ID NO: 18, en donde los polipéptidos incluyen 
un dominio de dedo de cinc TAZ extendido que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos un 40% de 40
identidad con SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. Los polipéptidos pueden tener, por ejemplo, al menos un 85%, al 
menos un 90%, o al menos un 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 
4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 
16, SEQ ID NO: 17, o SEQ ID NO: 18, en la que los polipéptidos incluyen un dominio de dedo de cinc TAZ extendido
que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos un 40% de identidad con la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10.45
Las moléculas de ácido nucleico en varios ejemplos son ADNc, no tienen la secuencia de un gen natural y/o son 
construcciones para recombinación homóloga o atenuación génica.

La descripción describe moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden secuencias de nucleótidos que 
tienen al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 
80% o al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, 50
al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al 
menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 
NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, o SEQ 
ID NO: 40, así como moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias de nucleótidos complementarias a 
cualquiera de ellas, donde la secuencia de nucleótidos preferiblemente no es idéntica a la secuencia de nucleótidos 55
del gen de origen natural. También se incluyen moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias de 
nucleótidos que tienen al menos un 80%, o al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con al menos una porción de un gen de 
origen natural, en el que la molécula de ácido nucleico es una construcción para recombinación homóloga o 60
atenuación génica (por ejemplo, una construcción para la expresión de ARNi, antisentido o ribozima), y en la que el 
gen de origen natural codifica un polipéptido que tiene al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 
55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80% o al menos 85%, por ejemplo al 
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menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos de cualquiera de SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID 
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18. El gen 
de origen natural que está dirigido por la construcción antisentido, ARNi o ribozima puede, en algunos ejemplos,5
tener al menos un 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, 
al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al 
menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, 10
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39 o SEQ ID NO: 40.

La descripción describe un ácido nucleico proporcionado en este documento que codifica un polipéptido que tiene al 
menos un 50% de identidad con la SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8, en el que el polipéptido incluye un dominio de 
dedo de cinc TAZ extendido que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. Por 
ejemplo, un ácido nucleico como se proporciona en este documento puede codificar un polipéptido que tiene al 15
menos un 85% de identidad con SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8, donde el polipéptido incluye un dominio de dedo de 
cinc TAZ extendido que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos un 85% de identidad con SEQ ID NO: 9 o 
SEQ ID NO: 10.

En otros ejemplos, una molécula de ácido nucleico aislada como se proporciona en este documento comprende una 
secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que codifica 20
un dominio de unión a ADN de tipo myb extendido que tiene al menos un 80% o al menos 85%, por ejemplo al 
menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad con 
SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. La molécula de ácido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una
mutación, con respecto a un gen de tipo silvestre, por ejemplo, un gen que codifica un polipéptido que tiene al 25
menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al 
menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de 
cualquiera de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, 30
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO: 32, en donde el polipéptido tiene al menos una mutación con 
respecto a un gen de tipo silvestre. La mutación puede estar opcionalmente en un dominio de unión al ADN de tipo 
myb (por ejemplo, en una secuencia que tenga al menos un 80% o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al 
menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad con SEQ ID NO: 35
22 o SEQ ID NO: 23). El polipéptido codificado por el gen puede reclutar a pfam PF00249 con una puntuación de bit 
al menos tan alta como el punto de corte de reunión para pfam PF00249 (p. ej., 24,4) cuando se consulta contra la 
base de datos Pfam. Además, el polipéptido codificado por el gen puede tener al menos un 40%, al menos 45%, al 
menos 50%, al menos 55%, que tiene al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, 
al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 40
87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al 
menos 95%, al menos 96%, al menos 97% o, al menos 98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad 
de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21. La molécula de ácido nucleico 
puede codificar un polipéptido que tiene una mutación, con respecto a un gen de tipo silvestre, en un dominio de 
unión a ADN de tipo myb (por ejemplo, en una secuencia que tiene al menos un 50%, al menos 65%, al menos 70%, 45
al menos 75%, o al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23). Alternativamente o además, la 
molécula de ácido nucleico puede codificar un polipéptido truncado, modificado en el marco o eliminado 
internamente.

La descripción describe, en diversos ejemplos, moléculas de ácido nucleico que codifican polipéptidos que tienen al 
menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, o al menos un 85%, por ejemplo, al menos un 86%, al menos 50
un 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, 
al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ 
ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 o SEQ ID NO: 32, en la que los polipéptidos incluyen un dominio de 
dedo de cinc TAZ extendido que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos un 40% de identidad con SEQ 55
ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. Los polipéptidos pueden tener, por ejemplo, al menos un 85%, al menos 90%, o al 
menos un 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 21, SEQ 
ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO: 32, en 
la que los polipéptidos incluyen un dominio de dedo de cinc TAZ extendido que tiene una secuencia de aminoácidos 
con al menos un 40% de identidad con SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. Las moléculas de ácido nucleico en varios 60
ejemplos son ADNc, no tienen la secuencia de un gen natural y/o son construcciones para la recombinación 
homóloga o atenuación génica.

La descripción describe además moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden secuencias de nucleótidos 
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que tienen al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 
80%, o al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, 
al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al 
menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 20, SEQ ID 
NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 o SEQ ID NO: 47, así 5
como moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias de nucleótidos complementarias a cualquiera de 
ellas, donde la secuencia de nucleótidos no es idéntica a la secuencia de nucleótidos del gen natural. También se 
incluyen moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias de nucleótidos que tienen al menos un 80%, o al 
menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99%10
de identidad de secuencia con al menos una porción de un gen de origen natural, en el que la molécula de ácido 
nucleico es una construcción para recombinación homóloga o atenuación génica (por ejemplo, una construcción 
para la expresión de ARNi, antisentido o ribozima), y en la que el gen natural codifica un polipéptido que tiene al 
menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al 
menos 75%, al menos 80% o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 15
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de 
cualquiera de SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO: 32. El gen de origen natural que está dirigido por la construcción 
antisentido, ARNi o ribozima puede tener al menos un 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 20
50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, 
al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al 
menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 41, SEQ ID 
NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 o SEQ ID NO: 47.25

La descripción describe un ácido nucleico proporcionado en este documento que codifica un polipéptido que tiene al 
menos un 65% de identidad con la SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21, en el que el polipéptido incluye un dominio de 
unión a ADN de tipo myb extendido que tiene al menos un 85% de identidad con SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. 
Por ejemplo, un ácido nucleico, como se proporciona en este documento, puede codificar un polipéptido que tiene al 
menos un 85% de identidad con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21, donde el polipéptido incluye un dominio de unión a 30
ADN de tipo myb extendido que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos un 95% de identidad con la SEQ 
ID NO: 22 o la SEQ ID NO: 23.

En otros ejemplos, una molécula de ácido nucleico aislada como se proporciona en este documento comprende una 
secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende un dominio que codifica la secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos un 80% o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%. al menos 88%, 35
al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al 
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad con SEQ ID NO: 64. La molécula de ácido 
nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una mutación, con respecto a un gen de tipo silvestre, por ejemplo, 
un gen que codifica un polipéptido que tiene al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al 
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 40
86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos de cualquiera de SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ 
ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78, en donde el polipéptido tiene al 
menos una mutación con respecto a un gen de tipo silvestre. La mutación puede estar opcionalmente en un dominio 45
conservado del polipéptido (por ejemplo, en una secuencia que tiene al menos un 80% o al menos 85%, por ejemplo 
al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al 
menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de 
identidad con SEQ ID NO: 64). Además, el polipéptido codificado por el gen puede tener al menos un 40%, al menos 
45%, al menos 50%, al menos 55%, que tiene al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al 50
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, por ejemplo al menos 
86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos el 99%, o aproximadamente el 
100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 63 o la SEQ ID NO: 66. La 
molécula de ácido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una mutación con respecto a un gen de tipo 55
silvestre en un dominio conservado del polipéptido (por ejemplo, en una secuencia que tiene al menos un 50%, al 
menos 65%, al menos 70 %, al menos 75%, o al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 64). Alternativamente 
o además, la molécula de ácido nucleico puede codificar un polipéptido truncado, modificado en el marco o 
eliminado internamente.

La descripción describe, en diversos ejemplos, moléculas de ácido nucleico que codifican polipéptidos que tienen al 60
menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80% o al menos un 85%, por ejemplo al menos un 86%, al menos un 
87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al 
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la 
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secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, 
SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78, en el que los polipéptidos incluyen un dominio que tiene una 
secuencia de aminoácidos con al menos un 40% de identidad con SEQ ID NO: 64. Los polipéptidos pueden tener, 
por ejemplo, al menos un 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 5
74, SEQ ID NO: 76, o SEQ ID NO: 78, en el que los polipéptidos incluyen un dominio conservado que tiene una 
secuencia de aminoácidos con al menos un 40% de identidad con la SEQ ID NO: 64. Las moléculas de ácido 
nucleico en varios ejemplos son ADNc, no tienen la secuencia de un gen natural y/o son construcciones para 
recombinación homóloga o atenuación génica.

La descripción describe moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden secuencias de nucleótidos que 10
tienen al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 
80% o al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, 
al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al 
menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 65, SEQ 
ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, o SEQ ID NO: 77, así como moléculas 15
de ácido nucleico que comprenden secuencias de nucleótidos complementarias a cualquiera de las mismas, donde 
la secuencia de nucleótidos no es idéntica a la secuencia de nucleótidos del gen de origen natural. También se 
incluyen moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias de nucleótidos que tienen al menos un 80%, o al 
menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99%20
de identidad de secuencia con al menos una porción de un gen de origen natural, en la que la molécula de ácido 
nucleico es una construcción para recombinación homóloga o atenuación génica (por ejemplo, una construcción 
para la expresión de ARNi, antisentido o ribozima), y en la que el gen de origen natural codifica un polipéptido que 
tiene al menos un 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, 
al menos 75%, al menos 80% o al menos 85%, por ejemplo al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 25
89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al 
menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de 
cualquiera de SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, 
SEQ ID NO: 76 o SEQ ID NO: 78. El gen de origen natural que está dirigido por la construcción antisentido, ARNi o 
ribozima puede tener al menos un 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 30
55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, o al menos 85%, al menos 86%, 
al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al 
menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de 
secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, 
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75 o SEQ ID NO: 77.35

La descripción describe un ácido nucleico proporcionado en este documento que codifica un polipéptido que tiene al 
menos un 65% de identidad con la SEQ ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66, en el que el polipéptido incluye un dominio que 
tiene al menos un 85% de identidad con SEQ ID NO: 64. Por ejemplo, un ácido nucleico como se proporciona en 
este documento puede codificar un polipéptido que tiene al menos un 85% de identidad con SEQ ID NO: 63 o SEQ 
ID NO: 66, donde el polipéptido incluye un dominio que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos un 95% 40
de identidad con SEQ ID NO: 64.

La descripción describe variaciones de las secuencias de nucleótidos descritas en este documento, tales como las 
que codifican fragmentos funcionales o variantes de los polipéptidos como se describen en este documento. Tales 
variantes pueden ser de origen natural, o de origen no natural, tales como las inducidas por diversos mutágenos y 
procesos mutagénicos. Las variaciones pretendidas incluyen, pero no se limitan a, la adición, deleción y sustitución 45
de uno o más nucleótidos que pueden dar como resultado cambios conservadores o no conservadores de 
aminoácidos, incluyendo adiciones y deleciones. También se contempla la optimización de codones de secuencias 
de nucleótidos que codifican polipéptidos para la expresión en una célula huésped de interés.

La descripción describe constructos que comprenden una secuencia de ácido nucleico como se proporciona en el 
presente documento que puede incluir además una o más secuencias que regulan o median la transcripción, 50
traducción o integración de secuencias de nucleótidos en un genoma huésped. Por ejemplo, la invención 
proporciona construcciones de expresión que comprenden uno o más "elementos de control de la expresión" o 
secuencias que regulan la transcripción de la expresión de un gen unido operativamente, o la traducción del ARN 
transcrito. Por ejemplo, un elemento de control de la expresión puede ser un promotor que se puede unir 
operativamente a un gen de interés o secuencia codificante de shRNA o antisentido en una construcción de 55
expresión o “casete de expresión”. Diversos promotores de algas se describen en la publicación de solicitud de 
patente estadounidense 2013/0023035, en la solicitud de patente estadounidense 13/486.930 presentada el 1 de 
junio de 2012, en la solicitud US 13/693.585 presentada el 4 de diciembre de 2012 y en la solicitud estadounidense 
13/915.522 presentada el 11 de junio de 2013. Un promotor utilizado en una construcción puede, en algunos casos,
ser regulable, por ejemplo, inducible.60

Un promotor inducible puede responder, por ejemplo, a la intensidad de la luz o la temperatura alta o baja, y/o puede 
responder a compuestos específicos. El promotor inducible puede ser, por ejemplo, un promotor sensible a la 

E13860017
30-07-2018ES 2 682 279 T3

 



33

hormona (por ejemplo, un promotor que responde a ecdisona, tal como se describe en la Patente de Estados Unidos 
Nº 6.379.945), un promotor metalotioniano (por ejemplo, la Patente de Estados Unidos Nº 6.410.828), un promotor 
relacionado con la patogénesis (PR) que puede responder a un producto químico tal como, por ejemplo, ácido 
salicílico, etileno, tiamina y/o BTH (Patente de los Estados Unidos Nº 5.689.044), o similares, o alguna combinación 
de los mismos. Un promotor inducible también puede responder a la luz o a la oscuridad (Patente de Estados Unidos 5
Nº 5.750.385, Patente de Estados Unidos Nº 5.639.952, Patente de Estados Unidos Nº 8.314.228), metales 
(Eukaryotic Cell 2: 995 - 1002 (2003)) o temperatura (Patente de Estados Unidos Nº 5.447.858; Abe et al. Plant Cell 
Physiol. 49: 625-632 (2008); Shroda et al. Plant J. 21: 121 - 131 (2000)). Los ejemplos anteriores no son limitantes 
en cuanto a los tipos de promotores o promotores específicos que pueden usarse. La secuencia promotora puede 
ser de cualquier organismo, siempre que sea funcional en el organismo huésped. Los promotores inducibles se 10
pueden formar fusionando una o más partes o dominios de un promotor inducible conocido a al menos una porción 
de un promotor diferente que puede operar en la célula huésped, p. ej. conferir inducibilidad a un promotor que 
opera en la especie huésped.

Cuando la construcción de ácido nucleico no contiene un promotor en enlace operable con la secuencia de ácido 
nucleico que codifica el gen de interés (por ejemplo, un gen de deshidrogenasa) la secuencia de ácido nucleico se 15
puede transformar en las células de manera que se una operativamente a un promotor endógeno mediante, por 
ejemplo, recombinación homóloga, integración específica de sitio, y/o integración del vector. En algunos casos, las 
secuencias huésped genómicas incluidas en una construcción de ácido nucleico para mediar la recombinación 
homóloga en el genoma del huésped pueden incluir secuencias reguladoras de genes, por ejemplo, una secuencia 
promotora, que puede regular la expresión de un gen o secuencia antisentido o ARNi de la construcción de ácido 20
nucleico. En dichos ejemplos, el o los transgenes del constructo pueden unirse operativamente a un promotor que 
sea endógeno al microorganismo huésped. El(los) promotor(es) endógeno(s) puede(n) ser regulable(s), por ejemplo, 
inducible(s).

Las construcciones para recombinación homóloga en un genoma de algas (por ejemplo, para alteración o reemplazo 
génico de un gen regulador) pueden incluir una secuencia de nucleótidos de un gen regulador, tal como cualquiera 25
proporcionado en este documento, o secuencias del genoma de algas que están adyacentes al gen regulador en el 
organismo huésped. Por ejemplo, una construcción para recombinación homóloga puede incluir al menos 50, al 
menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, 
al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al menos 1.750, o al menos 2.000 nucleótidos de un 
gen regulador que incluye un dominio de dedo de cinc TAZ, tal como cualquiera descrito en este documento, y/o 30
ADN genómico adyacente al mismo. Por ejemplo, las secuencias para mediar la recombinación homóloga en una 
construcción pueden incluir una o más secuencias de nucleótidos de, o adyacentes a, un gen de algas natural que 
codifica una proteína de dominio de dedo de cinc TAZ, en donde la proteína de dominio de dedo de cinc TAZ 
comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 40%, por ejemplo, al menos 45%, al menos 50%, 
al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al 35
menos 90%, al menos 95%, o al menos 99% de identidad con SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. La construcción 
puede incluir al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, 
al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al menos 1.750, o al
menos 2.000 nucleótidos de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 7 y/o una región adyacente del genoma de 
Nannochloropsis.40

Alternativamente, las secuencias para mediar la recombinación homóloga en una construcción pueden incluir una o 
más secuencias de nucleótidos de, o adyacentes a, un gen de algas natural que codifica una proteína de dominio de 
unión a ADN de tipo myb, en el que la proteína de dominio de unión a ADN de tipo myb comprende una secuencia 
de aminoácidos que tiene al menos un 80%, por ejemplo, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% de identidad, 
o al menos un 99% de SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. Por ejemplo, una construcción para recombinación 45
homóloga puede incluir al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al 
menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al menos 
1.750, o al menos 2.000 nucleótidos de un gen regulador que incluye un dominio de unión al ADN de tipo myb, tal 
como cualquiera descrito en este documento, y/o ADN genómico adyacente al mismo. Por ejemplo, las secuencias 
para mediar la recombinación homóloga en una construcción pueden incluir una o más secuencias de nucleótidos 50
de, o adyacentes a, un gen de algas natural que codifica una proteína de dominio de unión a ADN de tipo myb, en el 
que la proteína de dominio de unión a ADN de tipo myb comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos un 40%, por ejemplo, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 
70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos 99% de identidad con 
SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. La construcción puede incluir al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 55
300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al 
menos 1.200, al menos 1.500, al menos 1.750, o al menos 2.000 nucleótidos de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20 y/o 
una región adyacente del genoma de Nannochloropsis.

Además, alternativamente, las secuencias para mediar en la recombinación homóloga en una construcción pueden 
incluir una o más secuencias de nucleótidos de, o adyacentes a, un gen de algas o heterokonte natural que codifica 60
una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 80%, por ejemplo, al menos 
85%, al menos 90%, al menos 95% de identidad, o al menos un 99% de SEQ ID NO: 64. Por ejemplo, una 
construcción para recombinación homóloga puede incluir al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, 
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al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 
1.200, al menos 1.500, al menos 1.750, o al menos 2.000 nucleótidos de un gen que incluye un dominio conservado, 
como cualquiera de los descritos en este documento, y/o ADN genómico adyacente al mismo. Por ejemplo, las 
secuencias para mediar la recombinación homóloga en una construcción pueden incluir una o más secuencias de 
nucleótidos de, o adyacentes a, un gen de algas o heterokonte de origen natural que codifica una proteína que 5
comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 40%, por ejemplo, al menos 45%, al menos 50%, 
al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al 
menos 90%, al menos 95%, o al menos un 99% de identidad con SEQ ID NO: 64. La construcción puede incluir al 
menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al 
menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al menos 1.750, o al menos 2.000 10
nucleótidos de SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 65 y/o una región adyacente del genoma de Nannochloropsis.

También se proporcionan constructos para expresar el ARN (ARNi) antisentido o interferente o ribozimas para 
generar mutantes de LIHLA. Dichos constructos pueden incluir una o más secuencias que son complementarias, o 
antisentido, con respecto a las secuencias de ácido nucleico proporcionadas en la presente memoria que codifican 
polipéptidos reguladores. Por ejemplo, en este documento se proporcionan constructos de moléculas de ácido 15
nucleico para la expresión de ARN antisentido, ARNhc, microARN o una ribozima que comprende una secuencia de 
nucleótidos complementaria a al menos una porción de un gen de algas de origen natural que codifica una proteína 
de dominio de dedo de cinc TAZ, donde la proteína de dominio de dedo de cinc TAZ comprende una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos un 40%, por ejemplo, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, 
al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o al 20
menos 99% de identidad con respecto a SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. La construcción puede incluir una 
secuencia complementaria de al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 
500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al 
menos 1.750, o al menos 2.000 nucleótidos de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 7 y/o una región no codificante de un 
ARNm que comprende SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 7.25

Construcciones adicionales para expresar ARN antisentido o interferente (ARNi) o ribozimas para generar mutantes 
de LIHLA pueden incluir una o más secuencias que son complementarias, o antisentido, con respecto a las 
secuencias de ácido nucleico proporcionadas en este documento que codifican polipéptidos reguladores. Por 
ejemplo, en este documento se proporcionan constructos de moléculas de ácido nucleico para la expresión de ARN 
antisentido, ARNhc, microARN o una ribozima que comprende una secuencia de nucleótidos complementaria a al 30
menos una porción de un gen de algas de origen natural que codifica una proteína de dominio de unión a ADN de 
tipo myb, donde la proteína de dominio de unión a ADN de tipo myb comprende una secuencia de aminoácidos que 
tiene al menos 40%, por ejemplo, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al 
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos 99% de 
identidad con respecto a SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. La construcción puede incluir una secuencia 35
complementaria de al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 
600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al menos 1.750, 
o al menos 2.000 nucleótidos de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20 y/o una región no codificante de un ARNm que 
comprende SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20.

Construcciones adicionales para expresar ARN antisentido o interferente (ARNi) o ribozimas para generar mutantes 40
de LIHLA pueden incluir una o más secuencias que son complementarias, o antisentido, con respecto a las 
secuencias de ácido nucleico proporcionadas en este documento que codifican polipéptidos reguladores. Por 
ejemplo, en este documento se proporcionan construcciones de moléculas de ácido nucleico para la expresión de 
ARN antisentido, ARNhc, microARN o una ribozima que comprende una secuencia de nucleótidos complementaria a 
al menos una porción de un gen de algas de origen natural que codifica un polipéptido que comprende una 45
secuencia de aminoácidos que tiene al menos 40%, por ejemplo, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al 
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 
95%, o al menos 99% de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 64. La construcción puede incluir una secuencia 
complementaria de al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 
600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, al menos 1.000, al menos 1.200, al menos 1.500, al menos 1.750, 50
o al menos 2.000 nucleótidos de SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 65 y/o una región no codificante de un ARNm que 
comprende SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 65.

Métodos de producción de productos de algas

También se proporcionan en la presente memoria métodos para producir productos de algas cultivando algas que 
tienen una mayor eficacia fotosintética, tales como los mutantes de LIHLA descritos en este documento. Los 55
métodos incluyen cultivar un mutante fotosintético de algas desrregulado en aclimatación a poca luz en un medio 
adecuado para proporcionar un cultivo de algas y recuperar biomasa o al menos un producto del cultivo. El cultivo de 
algas es preferiblemente un cultivo fotoautótrofo, y el medio de cultivo preferiblemente no incluye una cantidad 
sustancial de carbono reducido, es decir, el cultivo no incluye carbono reducido en una forma o en un nivel que las 
algas puedan usar para crecer.60

Las algas se pueden cultivar en cualquier recipiente adecuado, incluidos frascos o biorreactores, donde las algas 
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pueden estar expuestas a luz artificial o natural. El cultivo que comprende algas mutantes que están desrreguladas 
en su respuesta a poca luz puede cultivarse en un ciclo de luz/oscuridad que puede ser, por ejemplo, un ciclo de 
luz/oscuridad natural o programado, y como ejemplos ilustrativos, puede proporcionar doce horas de luz a doce 
horas de oscuridad, catorce horas de luz a diez horas de oscuridad, dieciséis horas de luz a ocho horas de 
oscuridad, etc.5

Cultivar se refiere al fomento intencional del crecimiento (por ejemplo, aumentos en el tamaño celular, contenido 
celular y/o actividad celular) y/o propagación (por ejemplo, aumentos en el número de células a través de la mitosis) 
de una o más células mediante el uso de condiciones controladas y/o seleccionadas. La combinación de tanto el 
crecimiento como la propagación puede denominarse proliferación. Como se demuestra en los ejemplos, los 
mutantes proporcionados en la presente que muestran una adaptación desrregulada a baja intensidad de luz pueden 10
alcanzar una mayor densidad celular del cultivo a lo largo del tiempo, por ejemplo, durante un período de una 
semana o más, con respecto a un cultivo de células de alga silvestre de la misma cepa que no están desrreguladas 
en la aclimatación a poca luz. Por ejemplo, un mutante LIHLA puede cultivarse durante al menos cinco, al menos 
seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once, al menos doce, al menos trece, 
al menos catorce o al menos quince días, o al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez 15
semanas o más.

Los ejemplos no limitantes de condiciones seleccionadas y/o controladas que se pueden usar para cultivar el 
microorganismo recombinante pueden incluir el uso de un medio definido (con características conocidas tales como 
pH, fuerza iónica y/o fuente de carbono), temperatura especificada, tensión de oxígeno, niveles de dióxido de
carbono, crecimiento en un biorreactor o similares, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el 20
microorganismo o la célula hospedadora pueden crecer de manera mixotrófica, usando luz y una fuente reducida de 
carbono. Alternativamente, el microorganismo o la célula huésped pueden cultivarse fototróficamente. Al crecer 
fototroficamente, la cepa de algas puede usar de forma ventajosa la luz como fuente de energía. Se puede usar una 
fuente de carbono inorgánico, tal como CO2 o bicarbonato, para la síntesis de biomoléculas por el microorganismo. 
"Carbono inorgánico", como se usa en el presente documento, incluye compuestos o moléculas que contienen 25
carbono que no pueden ser utilizados como fuente de energía sostenible por un organismo. Típicamente, el 
"carbono inorgánico" puede estar en forma de CO2 (dióxido de carbono), ácido carbónico, sales de bicarbonato, 
sales de carbonato, sales de hidrogenocarbonato o similares, o combinaciones de los mismos, que no pueden 
oxidarse más para obtener energía sostenible ni usarse como una fuente de poder reductor por parte de los 
organismos. Un microorganismo cultivado fotoautótroficamente puede cultivarse en un medio de cultivo en el cual el 30
carbono inorgánico es sustancialmente la única fuente de carbono. Por ejemplo, en un cultivo en el que el carbono 
inorgánico es sustancialmente la única fuente de carbono, cualquier molécula de carbono orgánico (reducido) o 
compuesto de carbono orgánico que pueda proporcionarse en el medio de cultivo no puede ser absorbido y/o 
metabolizado por la célula para energía y/o no está presente en una cantidad suficiente para proporcionar energía 
sostenible para el crecimiento y la proliferación del cultivo celular.35

Los microorganismos y las células hospedadoras que pueden ser útiles de acuerdo con los métodos de la presente 
invención se pueden encontrar en diversas ubicaciones y entornos en todo el mundo. El medio de crecimiento 
particular para la propagación y generación óptimas de lípidos y/u otros productos puede variar y puede optimizarse 
para promover el crecimiento, la propagación o la producción de un producto tal como un lípido, proteína, pigmento, 
antioxidante, etc. En algunos casos, ciertas cepas de microorganismos pueden ser incapaces de crecer en un medio 40
de crecimiento particular debido a la presencia de algún componente inhibidor o la ausencia de algún requerimiento 
nutricional esencial de la cepa particular del microorganismo o la célula huésped.

Los medios de crecimiento sólidos y líquidos están generalmente disponibles a partir de una amplia variedad de 
fuentes, como lo son las instrucciones para la preparación de medios particulares adecuados para una amplia 
variedad de cepas de microorganismos. Por ejemplo, varios medios de agua dulce y agua salada pueden incluir los45
descritos en Barsanti (2005) Algae: Anatomy, Biochemistry & Biotechnology, CRC Press para medios y métodos 
para cultivar algas. Las recetas de medios algales también se pueden encontrar en los sitios web de varias 
colecciones de cultivos de algas, que incluyen, como ejemplos no limitantes, la Colección de Cultivo de Algas UTEX 
(www.sbs.utexas.edu/utex/media.aspx); Colección de Cultivos de Algas y Protozoos (www.ccap.ac.uk); y Katedra 
Botaniky (botany.natur.cuni.cz/algo/caup-media.html).50

Los métodos de cultivo pueden incluir opcionalmente inducir la expresión de uno o más genes para la producción de 
un producto, tal como, sin limitación, una proteína que participa en la producción de un lípido, una o más proteínas, 
antioxidantes o pigmentos, y/o que regula una ruta metabólica en el microorganismo. La expresión inductora puede 
incluir añadir un nutriente o compuesto al cultivo, eliminar uno o más componentes del medio de cultivo, aumentar o 
disminuir la luz y/o la temperatura, y/u otras manipulaciones que promuevan la expresión del gen de interés. Dichas 55
manipulaciones pueden depender en gran medida de la naturaleza del promotor (heterólogo) operativamente unido 
al gen de interés.

La descripción describe microorganismos desrregulados en aclimatación a baja intensidad de luz que pueden 
cultivarse en un "fotobiorreactor" equipado con una fuente de luz artificial, y/o tener una o más paredes que son lo 
suficientemente transparentes para iluminar, incluida la luz solar, para permitir, facilitar y/o mantener el crecimiento y 60
la proliferación de microorganismos aceptables. Para la producción de productos de ácido graso o triglicéridos, los 
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microorganismos fotosintéticos o las células huésped pueden cultivarse adicional o alternativamente en matraces 
agitados, tubos de ensayo, viales, placas de microtitulación, placas de Petri o similares, o combinaciones de los 
mismos.

Adicionalmente o alternativamente, los microorganismos fotosintéticos recombinantes o las células hospedadoras 
pueden cultivarse en estanques, canales, recipientes de crecimiento basados en el mar, zanjas, conductos, 5
conducciones o similares, o combinaciones de los mismos. En tales sistemas, la temperatura puede no estar 
regulada, o pueden emplearse diversos métodos o dispositivos de calentamiento o enfriamiento. Al igual que con los 
biorreactores estándar, una fuente de carbono inorgánico (tal como, pero sin limitarse a, CO2, bicarbonato, sales de 
carbonato y similares), incluidos, entre otros, aire, aire enriquecido en CO2, gases de combustión, o similares, o 
combinaciones de los mismos, se pueden suministrar al cultivo. Cuando se suministran gases de combustión y/u 10
otras fuentes de compuestos inorgánicos que pueden contener CO además de CO2, puede ser necesario pretratar 
dichas fuentes de manera que el nivel de CO introducido en el (foto)biorreactor no constituya un peligro y/o dosis 
letal con respecto al crecimiento, proliferación y/o supervivencia de los microorganismos.

Los mutantes LIHLA de algas pueden incluir uno o más genes no nativos que codifican un polipéptido para la 
producción de un producto, tal como, pero limitado a, un lípido, un colorante o pigmento, un antioxidante, una 15
vitamina, un nucleótido, un ácido nucleico, un aminoácido, una hormona, una citocina, un péptido, una proteína o un 
polímero. Por ejemplo, el polipéptido codificado puede ser una enzima, regulador metabólico, cofactor, proteína 
transportadora o transportador.

Los métodos incluyen cultivar un mutante LIHLA que incluye al menos un gen no nativo que codifica un polipéptido 
que participa en la producción de un producto, para producir biomasa o al menos un producto de algas. Productos,20
tales como lípidos y proteínas, pueden recuperarse del cultivo por medios de recuperación conocidos por los 
expertos en la técnica, tales como por extracción de cultivo completo, por ejemplo, usando disolventes orgánicos. En 
algunos casos, la recuperación de los productos de ácidos grasos se puede mejorar mediante la homogeneización 
de las células. Por ejemplo, lípidos tales como ácidos grasos, derivados de ácidos grasos y/o triglicéridos se pueden 
aislar de las algas mediante la extracción de las algas con un disolvente a temperatura y/o presión elevadas, como 25
se describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos, comúnmente asignada, US 2016/0137951 titulada 
"Solvent Extraction of Products form Algae", presentada el 29 de febrero de 2012.

La biomasa puede cosecharse, por ejemplo, mediante centrifugación o filtración. La biomasa puede secarse y/o 
congelarse. Se pueden aislar productos adicionales a partir de biomasa, tales como, por ejemplo, lípidos o una o 
más proteínas.30

La descripción describe una biomasa de algas que comprende biomasa de un mutante LIHLA de algas, tal como 
cualquiera descrito en este documento, por ejemplo, un mutante LIHLA de algas que incluye una mutación en un 
gen que codifica un polipéptido que tiene al menos un 40% de identidad con SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8, un gen 
que codifica un polipéptido que tiene al menos 50% de identidad con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21, un gen que 
codifica un polipéptido que tiene al menos 50% de identidad con SEQ ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66. Se incluye 35
además un producto de algas producido por un mutante LIHLA, tal como cualquiera de los descritos en este 
documento, que incluye un mutante LIHLA de algas que incluye una mutación en un gen que codifica un polipéptido 
que tiene al menos un 40% de identidad con SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8, un gen que codifica un polipéptido que 
tiene al menos 50% de identidad con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21, o un gen que codifica un polipéptido que tiene 
al menos un 50% de identidad con la SEQ ID NO: 64. 40

Ejemplos

Ejemplo 1. Determinación de métricas útiles para el estado de aclimatación con iluminación intensa.

Una cepa silvestre de Nannochloropsis gaditana, WT-3730, que es un aislado subcultivado de la cepa CCMP1894 
de N. gaditana, obtenida del Centro Nacional Provasoli-Guillard de Algas marinas y Microbiota (NCMA, Maine, 
EE.UU.), anteriormente Colección de Cultivos del Fitoplancton Marino (CCMP) se usó como el fondo natural para 45
todos los experimentos y la manipulación genética. Las células WT-3730 de N. gaditana fueron aclimatadas a 
intensidades de luz intensa (500 μE · m-2 · s-1) y poca luz (100 μE · m-2 · s-1) para evaluar las características del 
estado de aclimatación a la luz intensa que podría ser explotado durante la detección de derivados de LIHLA. Como 
se muestra en la Figura 1A, se cultivaron dos cultivos de tipo silvestre bajo una alta intensidad de luz durante 4 días 
para lograr una alta aclimatación a la luz. La fluorescencia de la clorofila se controló como una métrica para el 50
proceso de aclimatación de luz intensa, que se caracteriza por una disminución de la fluorescencia asociada con una 
disminución en la recolección de luz de las proteínas de unión a la clorofila.

Una vez que la fluorescencia de la clorofila había alcanzado un nivel mínimo (aproximadamente 4,6 días), se retuvo 
un cultivo a la luz intensa mientras que el otro se transfirió a baja intensidad de luz. Los cultivos se dejaron crecer 
durante varios días después del cambio de luz y se siguió controlando la fluorescencia de la clorofila. Para el cultivo 55
con poca luz cambiada, la fluorescencia de la clorofila aumentó a lo largo del período de crecimiento (representado 
por los triángulos en la Figura 1A), lo que indica una baja respuesta de la aclimatación a la luz, con un aumento del 
tamaño de la antena. El cultivo que se mantuvo a la luz intensa mostró un pequeño aumento con el tiempo en la 
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fluorescencia de la clorofila (representada por los cuadrados en la Figura 1A) que refleja un pequeño aumento en la 
recolección de luz asociada con un auto-sombreado a medida que las células crecían a densidades mayores. Para 
el Día 8, la fluorescencia de la clorofila era aproximadamente 3 veces mayor en las células que crecían en 
condiciones de poca luz en comparación con la fluorescencia de clorofila de las células mantenidas con luz intensa. 
En este punto, se controlaron varios parámetros de fluorescencia modulada por amplitud de pulso (PAM) para 5
revelar las diferencias fisiológicas asociadas con el estado aclimatado con luz intensa. Se observaron diferencias en 
varios parámetros de fluorescencia de PAM; sin embargo, el parámetro qP, que refleja la presión de excitación de 
PSII, demostró ser un indicador particularmente fiable de la aclimatación de luz intensa en relación con el estado de 
baja iluminación aclimatada. La Figura 1B muestra que las células cambiadas a la luz intensa, representadas por los 
cuadrados, tienen mayor qP a todas las irradiancias mayores que aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1. Por lo tanto, 10
se eligió el parámetro qP como un parámetro de selección secundario inicial para comparar cultivos aclimatados con 
poca luz de tipo silvestre y supuestas algas mutantes de LIHLA.

Ejemplo 2. Mutagénesis por inserción de Nannochloropsis gaditana.

En experimentos separados, varias construcciones que incluían un gen de resistencia a blasticidina o bleomicina, 
codón optimizado para la expresión de Nannochloropsis y clonado corriente abajo de un promotor de 15
Nannochloropsis (véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente de Estados Unidos Nº 13/915.522, presentada el 11 de 
junio de 2013 y Solicitud de Patente de Estados Unidos Nº 13/486.930, presentada el 1 de junio de 2012) fueron 
transformadas en células de Nannochloropsis gaditana. Se proporciona un ejemplo de una de tales construcciones 
en la Figura 2, y la secuencia de una de tales construcciones se proporciona como SEQ ID NO: 1. La construcción 
incluye el gen de la resistencia a la blasticidina de Aspergillus optimizado para el codón para la expresión de 20
Nannochloropsis, unido operativamente a un promotor de TCTP de Nannochloropsis (SEQ ID NO: 2). Para la 
transformación, las células de Nannochloropsis gaditana se cultivaron en medio PM064 y se recogieron a una 
concentración entre 1-3 x 107 células/ml. Las células se centrifugaron a 2500 x g durante 10 minutos a 25ºC para 
sedimentar las células. Después, las células se resuspendieron en una solución estéril de sorbitol 385 mM y se 
centrifugaron de nuevo, luego se lavaron dos veces más en sorbitol para eliminar todas las trazas del medio. El 25
sedimento celular se resuspendió en sorbitol hasta una concentración final de 1x1010 células/ml. El ADN plasmídico 
linealizado de la construcción se alicuotó en tubos de micro fuga a una concentración entre 0,5-5 μg de ADN, y se 
mezclaron 100 ml de la mezcla de células con el ADN. La mezcla se transfirió a cubetas de electroporación enfriada 
con una distancia de separación de 2 mm. El electroporador se ajustó a 50 μF de capacitancia, 500 ohmios de 
resistencia y 2,2 kV de voltaje. Después de la electroporación, las muestras se resuspendieron en 1 ml de sorbitol y 30
se incubaron en hielo durante unos minutos. Las células se transfirieron a tubos cónicos de 15 ml que contenían 10 
ml de medio reciente y se dejaron recuperar durante la noche a la luz tenue (~ 5 μmol fotones m-2sec-1). Al día 
siguiente, las células se sembraron en placas PM024 que contenían zeocina 5 μg/ml o 100 μg/ml de blasticidina a 
una concentración entre 5-7 x 108 células/ml. Las placas fueron incubadas bajo luz constante (~ 80 μmol fotones m-

2sec-1) hasta que aparecieron las colonias (alrededor de 2-3 semanas).35

En un experimento separado, las células de Nannochloropsis gaditana se trataron con UV para inducir mutaciones y 
se sometieron a la selección de LIHLA. Para la mutagénesis por UV, las células se cultivaron hasta la mitad de la 
fase logarítmica y luego se diluyeron a 1x106 células/ml con medio de crecimiento PM064. Las suspensiones 
celulares se transfirieron mediante una pipeta a una placa de Petri de 100 mm y se colocaron dentro de un 
Stratalinker 2400 con la tapa de la placa retirada. La irradiación UV se llevó a cabo con 10.000, 25.000 y 50.000 40
μJ/cm2. Después de la irradiación, las suspensiones celulares se pipetearon en un matraz de agitación envuelto en 
papel de aluminio para evitar la exposición a la luz durante veinticuatro horas después de la irradiación.

El medio PM024 incluye: 35 ppt de Instant Ocean Sales, 10X de solución de enriquecimiento de agua marina F/2 de 
Guillard (50X stock de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, cat. No. G0154; concentraciones finales de componentes en los 
medios: nitrato de sodio 8,825 mM; Fosfato de sodio monobásico 0,32 mM; 0,205 μΜ de biotina; 0,420 μΜ de cloruro 45
de cobalto * 6H2O; 0,400 μΜ de sulfato cúprico * 5H2O; EDTA disódico 0,11713 mM * 2H2O; 9,095 μΜ de cloruro de 
manganeso · 4H2O; Molibdato de sodio 0,248 μΜ · 2H2O; 2,965 μΜ de tiamina · HCl; 0,037 μΜ de Vitamina B12; 
0,765 μΜ de sulfato de cinc · 7H2O).)

El medio PM064 incluye: 35 ppm de Instant Ocean Salts, 5X de solución de enriquecimiento de agua marina F/2 de 
Guillard (50X stock de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, cat. No. G0154; concentraciones finales de componentes en los 50
medios: nitrato de sodio 4,413 mM; Fosfato de sodio monobásico 0,16 mM; 0,103 μΜ de biotina; 0,240 μΜ de cloruro 
de cobalto * 6H2O; 0,200 μΜ de sulfato cúprico * 5H2O; EDTA disódico 0,0585 mM * 2H2O; 4,54 μΜ de cloruro de 
manganeso · 4H2O; 0,124 μΜ de molibdato sódico · 2H2O; 1,48 μΜ de tiamina · HCl; 0,0185 μΜ de Vitamina B12; 
0,382 μΜ de sulfato de cinc · 7H2O).

Ejemplo 3. Selecciones y evaluación fisiológica del mutante LIHLA GE-4574.55

Inicialmente, se cribaron bibliotecas mutantes marcadas de inserción al azar de Nannochloropsis transformados para 
una pigmentación reducida usando técnicas de citometría de flujo. Las colonias resistentes a antibióticos que 
aparecen en las placas de transformación se resuspendieron en cultivo líquido y se aclimataron a bajas intensidades 
de luz y se clasificaron por citometría de flujo usando un citómetro de flujo BD FACSAria II (BD Biosciences, San 
Jose, CA) de manera que se seleccionaron células con baja fluorescencia de clorofila. En general, se seleccionó 60
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aproximadamente del 0,5 al 2% de la población total de células con la menor fluorescencia de clorofila de este 
primer procedimiento de selección. En algunos casos, los transformantes aclimatados con poca luz se seleccionaron 
mediante FACS, en el que la clasificación se ajustó al nivel de fluorescencia de clorofila de un cultivo aclimatado con 
luz intensa natural. Se llevó a cabo un cribado primario adicional de colonias putativas de LIHLA aisladas mediante 
citometría de flujo mediante la selección de fenotipos visuales verdes pálidos o amarillos en placas. Con el fin de 5
explorar las supuestas colonias de LIHLA a partir de otros mutantes de pigmento reducido y falsos positivos, las 
colonias seleccionadas se sometieron a una selección de cultivo secundario de rendimiento medio para aclimatar los 
aislados a condiciones de poca luz antes de las mediciones foto-fisiológicas. La fluorescencia de la clorofila se 
controló durante la aclimatación a poca luz para seleccionar las colonias que conservaban la fluorescencia clorofílica 
reducida característica del estado aclimatado a la luz intensa. La Figura 3 muestra un ejemplo de un mutante LIHLA 10
y un cultivo de tipo silvestre que se someten a aclimatación de intensidad de luz intensa a poca, donde se monitorizó 
la fluorescencia de la clorofila diariamente. En estas condiciones, el cultivo de tipo silvestre aumentó su clorofila por 
célula durante diez días, mientras que en el mutante LIHLA, la clorofila aumentó solo ligeramente. Este rasgo, de 
retener sustancialmente el mismo bajo contenido de clorofila de una célula aclimatada a la luz intensa incluso 
cuando estaba aclimatada a condiciones de poca luz, es una característica de identificación de los mutantes de 15
LIHLA. En las mismas condiciones de transferencia de luz intensa a poca luz y posterior aclimatación con poca luz, 
las células de tipo silvestre característicamente aumentan drásticamente su contenido de clorofila por célula.

Las líneas celulares que retuvieron la fluorescencia de clorofila reducida a una densidad de cultivo más alta (que 
promueve una respuesta de aclimatación a poca luz en el tipo silvestre) se analizaron después a través de medidas 
fotofisiológicas más avanzadas después de la aclimatación a poca luz.20

Ejemplo 4. Evaluación fisiológica de los clones que tenían menos clorofila en condiciones de poca luz

Los parámetros fotofisiológicos PSII basados en fluorescencia se usaron para identificar cepas con rendimiento 
cuántico de PSII máximo similar o incrementado (Fv/Fm) y un coeficiente de inactivación fotoquímico (qP) mayor que 
la cepa de tipo silvestre, determinada en 12 niveles de irradiación. Fv/Fm se midió usando un fluorómetro Dual PAM 
(Walz, Effeltrich, Alemania). Una alícuota de 3 ml de células con una densidad celular de 1 x 108 células por ml 25
(aproximadamente 5 mg de clorofila por ml) se adaptó a la oscuridad durante cinco minutos, después de lo cual se 
usó un rayo de medición de baja intensidad para obtener F0. Las células se expusieron luego a luz saturante para 
cerrar todos los centros de reacción, y luego se utilizó un segundo haz de medición de baja intensidad para obtener 
Fm (Maxwell y Johnson, (2000) J. Exper. Bot. 51: 659-668). La inactivación fotoquímica, o qP, es una medida de la 
proporción de centros de PSII abiertos, y también se midió usando el fluorómetro Dual PAM (Walz, Effeltrich, 30
Alemania).

El contenido de clorofila de los mutantes se determinó extrayendo células congeladas con 80% de acetona 
tamponada con Na2CO3, centrifugando y analizando el sobrenadante mediante HPLC (Lafarde et al. (2000) Appl 
Environ Microbiol 66: 64-72).

La inactivación no fotoquímico, o NPQ, también se midió usando un fluorómetro Dual PAM (Walz, Effeltrich, 35
Alemania) en un rango de intensidades de luz. Los mutantes LIHLA exhibieron el inicio de NPQ a una intensidad de 
luz más alta que la requerida para el inicio de NPQ en células de tipo silvestre. Además, los mutantes LIHLA 
exhibieron un NPQ más alto en todos las intensidades de luz más altas que 100 μmol fotones m-2 s-1.

La evolución del oxígeno se midió usando un electrodo de oxígeno de tipo Clark. Una alícuota de células que 
contenía 5 μg de clorofila por ml, o 108 células, se transfirió a la cámara del electrodo de oxígeno que se iluminó con 40
una lámpara a 1500 μmol fotones m-2 s-1. También se añadió bicarbonato de sodio (5 mM) a la cámara para 
asegurar que las células no tuvieran un límite de carbono. Las células de algas se expusieron a una intensidad de 
luz creciente mientras que la concentración de oxígeno se midió continuamente. La concentración de oxígeno se 
trazó en función de la intensidad de la luz para proporcionar una curva de irradiancia de fotosíntesis (P/I) que 
demostró la saturación lumínica de la fotosíntesis en las cepas, donde la velocidad de saturación luminosa de la 45
evolución de oxígeno se denomina Pmax. El valor de Pmax se calculó sobre una base por miligramo de clorofila y por 
célula. Ek, la irradiancia de saturación para la fotosíntesis, también se calculó a partir de la evolución del oxígeno vs. 
la curva de intensidad de la luz (curva P/I) (Tailing J. (1957) New Phytologist 56: 29-50. Se observó que los mutantes 
LIHLA tenían una α menor, la pendiente inicial de la curva P/I.

Ejemplo 5. Caracterización Funcional del Mutante LIHLA GE-457450

Se descubrió que uno de los aislados seleccionados para una caracterización adicional, la cepa GE-4574, tenía una 
reducción de aproximadamente 45% en la fluorescencia media de clorofila por célula en comparación con el tipo 
silvestre después de una aclimatación con poca luz (véase, por ejemplo, la Figura 4). Además del contenido 
reducido de clorofila, esta cepa también mostró una mayor Fv/Fm (Tabla 1) y mayor qP (Figura 5) a todas las 
intensidades de luz mayores de 200 μmol fotones m-2 s-1 que se probaron. El valor de qP se midió esencialmente de 55
acuerdo con Maxwell y Johnson, (2000) J. Exper. Bot. 51: 659-668. 

Tabla 1: Rendimiento cuántico máximo de PSII para la cepa GE-4574 y duplicados biológicos de Nannochloropsis 
de control de tipo silvestre (WT-3730).
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Cepa Fv/Fm

WT-3730 0,74

WT-3730 0,74

GE-4574 0,81

Es digno de mención que el valor de qP del mutante GEH-4574 LIHLA es significativamente mayor que el qP del tipo 
silvestre, en un rango de niveles de irradiación (Figura 5). Por ejemplo, a una irradiancia de ~650 μmol fotones m-2 s-

1, la cepa GE-4574 tiene un valor de qP 1,7 veces mayor que el tipo silvestre, y a ~1000 μmol fotones m-2 s-1 e 
incluso ~2200 μmol fotones m-2 s-1, el qP de la cepa GE-4574 es más del doble que el observado en la cepa de tipo 5
silvestre.

Se implementaron otros filtros foto-fisiológicos para verificar el mantenimiento de una fotosíntesis equilibrada, 
consistente con un fenotipo LIHLA, en oposición a las deficiencias fotosintéticas que podrían reducir la productividad. 
Las mediciones de la máxima evolución de oxígeno por célula (Pmax) y el fotosistema I (PSI) se realizaron en cultivos 
aclimatados a poca luz. La Pmax para GE-4574 se redujo en aproximadamente un 10% por célula con respecto al tipo 10
silvestre pero fue 2,5 veces mayor que el valor de tipo silvestre cuando se normalizó a la concentración de clorofila 
(Tabla 2). Los parámetros PSI se midieron controlando la diferencia entre las señales de transmitancia de 875 nm y 
830 nm. Esto proporciona la proporción de centros de PSI oxidados a reducidos, y puede convertirse en una tasa de 
transporte de electrones (ETR) para PSI. Los parámetros de PSI para GE-4574 no indicaron deficiencias que 
pudieran perjudicar el crecimiento o la capacidad de realizar la fotosíntesis. Se encontró que las velocidades de 15
transporte de electrones a través de PSI (ETRPSI) y PSII (ETRPSII) en mutantes de LIHLA eran sustancialmente 
equivalentes o mayores que las ETRPSI y ETRPSII de las células de tipo silvestre.

Tabla 2: Evolución máxima de oxígeno por célula y concentración de clorofila para el mutante LIHLA GE-4574 y 
duplicados biológicos del control tipo silvestre de Nannochloropsis (WT-3730).

ID de cepa Pmax/célula (μmol O2 horas-1 célula-1) Pmax/[clorofila] (μmol O2 horas-1 mg-1) Clorofila total (pg/célula)

WT-3730 0,18 151,1 0,12

WT-3730 0,19 161,0 0,12

GE-4574 0,17 404,9 0,04

20

Se aislaron originalmente un total de 35 mutantes usando el filtro para la clorofila reducida, el aumento de qP sobre 
irradiancias mayores que 200 μmol fotones m-2 s-1, un aumento en Pmax por clorofila con Pmax per células de al 
menos 70% de células de tipo silvestre, mayor Ek que las células de tipo silvestre, y la aparición de NPQ a una 
mayor irradiación de la requerida para las células tipo silvestre, con NPQ reducido sobre irradiancias mayores de 
200 μmol fotones m-2 s-1. Muchos de los mutantes que se aislaron tenían las siguientes características en 25
comparación con las células de tipo silvestre bajo condiciones aclimatadas a poca luz: contenido de clorofila 
reducido de aproximadamente 30% a aproximadamente 75% de los niveles de tipo silvestre (típicamente, 
aproximadamente de dos a tres veces de disminución en la clorofila por célula); un aumento de aproximadamente 
dos a tres veces en Pmax por clorofila, con menos de aproximadamente 25%, y típicamente no más de 
aproximadamente un 15% de disminución en Pmax por célula; aproximadamente la misma o mayor velocidad de 30
transporte de electrones fotosintéticos (por ejemplo, ETRPSII típicamente al menos 1,5 veces o al menos 2 veces la 
velocidad de tipo silvestre); aumento de qP en todas las irradiancias mayores de 200 μmol fotones m-2 s-1; mayor Ek 
con respecto a las células de tipo silvestre; α disminuída (pendiente inicial de la curva de irradiancia de la 
fotosíntesis); inicio de NPQ a mayor irradiancia; disminución de NPQ en todas las irradiancias mayores de 200 μmol
fotones m-2 s-1, y típicamente a todas las irradiancias mayores de 100 μmol fotones m-2 s-1. La Figura 6 proporciona 35
una lista de mutantes que tienen estas características junto con su contenido de clorofila, ETRPSII y Pmax. Los 
mutantes en la tabla se caracterizan por el locus genético que se encontró que era responsable del fenotipo mutante 
(LAR1, LAR2 o LAR3), como se describe a continuación en los ejemplos 7 y 10.

La Figura 7 es un gráfico de NPQ frente a la intensidad de la luz para uno de los mutantes de LIHLA (diamantes 
abiertos), que posteriormente se determinó que era un mutante LAR1, y la cepa progenitora de tipo silvestre40
(cuadrados negros). El mutante LIHLA demuestra el inicio tardío de NPQ con respecto a la irradiancia, y demuestra 
una NPQ drásticamente menor que el tipo silvestre en todas las irradiancias mayores de 200 μmol fotones m-2 s-1.

La figura 8a proporciona un gráfico del ETRPSII para un mutante LAR1 LIHLA (triángulos), un mutante LAR2 LIHLA 
(cuadrados) y la cepa de tipo silvestre (diamantes) sobre todas las irradiancias mayores de 200 μmol fotones m-2 s-1.
La figura 8b muestra que NPQ se reduce drásticamente para los mutantes LIHLA en un rango de irradiancias 45
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mayores de 100 μmol fotones m-2 s-1 comparado con el tipo silvestre (mutante LAR1, triángulos, mutante LAR2, 
cuadrados, tipo silvestre, diamantes). La figura 8c es un gráfico que muestra un qP más alto en respuesta a la 
irradiancia para irradiancias mayores de 200 μmol fotones m-2 s-1 para un mutante LAR1 LIHLA (triángulos), un 
mutante LAR2 LIHLA (cuadrados) y la cepa tipo silvestre (diamantes). La figura 8d proporciona curvas P/I para 
mutantes LAR1 aclimatados a la luz intensa (triángulos abiertos) o a poca luz (diamantes oscuros), así como células 5
silvestres aclimatadas a la luz intensa (círculos oscuros) y aclimatadas a poca luz (cuadrados oscuros), con el 
mutante LIHLA que demuestra mayor Ek y mayor Pmax por clorofila que las células de tipo silvestre a intensidades 
tanto altas como bajas de luz.

La Figura 9 y la Figura 10 muestran resultados ejemplares de pruebas de transporte de electrones a través del 
Fotosistema II (ETRPSII) y el Fotosistema I (ETRPSI) respectivamente en un mutante LIHLA LAR1. El mutante LIHLA 10
muestra una ETRPSII más alta en una amplia gama de irradiancias y no muestra un deterioro discernible de ETRPSI.

Ejemplo 6. Penetración de la luz en estanques de cultivo de mutantes LIHLA

Los cultivos de cepas mutantes también se cribaron para una mejor penetración de la luz en el cultivo con respecto a 
la penetración de la luz en cultivos de cepas de tipo silvestre. También se evaluó la penetración de la luz en un 
sistema de crecimiento abierto utilizado para cultivar Nannochloropsis de tipo silvestre, así como el mutante GE-15
4574. Se cultivaron cultivos de Nannochloropsis gaditana de tipo silvestre (WT-3730) y mutantes GE-4574 en 
estanques de invernadero de 400 L en medio de crecimiento repleto de nitrógeno durante siete días en un ciclo de 
luz de 14 horas/10 horas de oscuridad. Se usaron células de tipo silvestre de Nannochloropsis y GE-4574 mutante 
para inocular estanques a una densidad celular de 2 x 106 células/ml. La penetración de la luz en el estanque se 
midió usando un sensor cuántico esférico de 4 Pi el día 1 así como el día 7 (proporcionando densidades celulares de 20
2 x 106 y 4,5 x 107 células/ml, respectivamente). La Figura 11 muestra que el primer día de cultivo, inmediatamente 
después de la inoculación, la diferencia en la penetración de la luz en los cultivos era sustancial, experimentando el 
cultivo del mutante GE-4574 niveles de luz mucho más altos, con respecto al cultivo de tipo silvestre, en todas las 
profundidades medidas. Por ejemplo, la cantidad de luz a aproximadamente 20 cm desde el fondo del estanque (es 
decir, aproximadamente 10 cm por debajo de la superficie) del cultivo de tipo silvestre es equivalente a la que se 25
encuentra aproximadamente a 10 cm del fondo (es decir, a aproximadamente 20 cm debajo de la superficie del 
estanque) del cultivo mutante.

Cuando los cultivos alcanzaron una mayor densidad (día 7), la diferencia en la penetración de la luz en los cultivos 
de tipo silvestre y mutante fue menos pronunciada, pero aún significativa, a profundidades superiores a 20 
centímetros desde el fondo del estanque (es decir, dentro de aproximadamente 10 cm de la superficie del estanque). 30
Por ejemplo, aproximadamente 500 μE · m-2 · s-1 de luz estaba disponible a 28 cm del fondo del estanque que 
contenía el cultivo mutante GE-4574, mientras que a la misma profundidad solo alrededor de 250 μE · m-2 · s-1 de luz 
estaba disponible en el estanque que contenía el cultivo de tipo silvestre. Por lo tanto, el mutante LIHLA permite una 
mayor penetración de la luz en el estanque que la cepa de tipo silvestre cultivada en condiciones idénticas, lo que 
permite que la fotosíntesis se produzca a mayores distancias de la superficie del estanque y a mayores densidades 35
celulares.

En un experimento separado, se cultivaron cultivos de tipo silvestre y GE4906 (un mutante LAR2) en minipondios de 
invernadero de 400 L (5 estanques por cepa) con iluminación suplementaria mediante dos lámparas superiores en 
un ciclo de luz de 14 horas/10 horas de oscuridad. Las algas se cultivaron en medio PM074 (10X F/2) con nitrato 
adicional 4 mM añadido a los cultivos el día 7. Inicialmente, cada uno de los estanques se diluyó diariamente durante 40
dos días para permitir que la cepa de tipo silvestre se aclimatara en condiciones de iluminación intensa. Un conjunto 
de cultivos de simulador de lámpara se dejó crecer más allá del inicio de la limitación de la luz; a los estanques 
restantes se les permitió hacer una asíntota y luego se diluyeron diariamente para mantener las cepas dentro de su 
rango óptimo de productividad. El perfil de profundidad para los cultivos de tipo silvestre y mutante se registró a una 
densidad de biomasa permanente de 300 mg/l, que correspondía a una OD730 de 0,75.45

Los datos que proporcionan la irradiancia (medida usando un sensor cuántico esférico de 4 Pi) a varias 
profundidades del estanque se proporcionan en la Figura 12 y demuestran que, en cuanto al mutante LIHLA mutado 
en LAR1 GE4574 (Figura 11), el mutante LIHLA GE4906 mutado en LAR2 permite una mayor penetración de luz en 
el cultivo, experimentando el cultivo mutante GE4906 niveles de luz mucho más altos, con respecto al cultivo de tipo 
silvestre, en todas las profundidades medidas.50

Ejemplo 7. Genotipado de mutantes LIHLA LAR1 y LAR2

Se aislaron múltiples mutantes que tenían el fenotipo LIHLA de 1) al menos una reducción del 40% en clorofila por 
célula con respecto al tipo silvestre según se midió por fluorescencia y espectroscopia, 2) mayor qP con respecto al 
tipo silvestre sobre irradiancias fisiológicamente relevantes (p. ej., mayor que aproximadamente 200 μE · m-2 · s-1 o 
mayor que aproximadamente 100 μE · m-2 · s-1), 3) equivalente (una diferencia del 20% o menos, y preferiblemente 55
una diferencia de aproximadamente 10% o menos) o mayor Pmax por célula en comparación con el tipo silvestre y al 
menos un Pmax dos veces más alto por unidad de clorofila en comparación con una célula de tipo silvestre, 4) mayor 
Ek con respecto al tipo silvestre, y 5) aparición de NPQ a irradiancias más altas con respecto al tipo silvestre, con un 
NPQ más bajo a toda irradiancia más alta que alrededor de 200 μE · m-2 · s-1. De todos los mutantes que se 
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confirmaron mediante análisis fotofisiológicos que tenían los fenotipos LIHLA basados en estos parámetros, todos 
menos uno se mapearon por secuenciación de ADN para mostrar lesiones en uno de los dos genes. Trece 
mutaciones distintas se mapearon en un único gen anotado en una secuencia de genoma de Nannochloropsis 
gaditana patentada. Se encontró que el gen identificado, al que se hace referencia en este documento como 
"Regulador de Aclimatación a la luz 1" o LAR1 (SEQ ID NO: 3) (anteriormente denominado Regulador 59), codifica 5
un polipéptido (SEQ ID NO: 4) que recluta para pfam PF02135 o el pfam "dedo de cinc TAZ ", y por lo tanto se 
determinó que codifica un regulador de la transcripción del dedo de cinc TAZ putativo (Ponting et al. (1996) Trends 
Biochem. Sci. 21: 11-13). Las mutaciones encontradas en el gen LAR1 incluyeron inserciones marcadas, inserciones 
sin marcador y deleciones cortas que daban como resultado mutaciones de cambio de marco, así como una 
eliminación corta que creaba tanto una mutación del sentido erróneo como del punto de deleción. La Figura 13 10
muestra la posición y el tipo de mutaciones confirmadas para 13 mutantes de LIHLA asociados a LAR1. La 
confirmación de la posición de la lesión genética fue a través de una combinación de técnicas de caminata 
cromosómica, PCR y secuenciación de ADN, incluida la secuenciación del genoma utilizando un secuenciador 
MiSeq interno (Illumina, San Diego, CA).

Para la re-secuenciación del genoma de la cepa LIHLA, se usaron ADN genómicos completos de mutantes de 15
Nannochloropsis gaditana para la preparación de la biblioteca de ADN de Nextera de acuerdo con el protocolo 
recomendado (Illumina Inc., San Diego, CA). Las bibliotecas generadas se secuenciaron por secuenciación de pares 
en un Instrumento Illumina MiSeq.

Además de las mutaciones encontradas en el gen LAR1, se identificaron cinco mutaciones distintas en un gen 
denominado "Regulador de Aclimatación a la luz 2" o LAR2 (SEQ ID NO: 5) (anteriormente denominado Regulador 20
216), entre los mutantes LIHLA aislados. Este locus se identificó en la secuencia patentada del genoma de 
Nannochloropsis gaditana como que codificaba de un factor de transcripción tipo myb. Se descubrió que el 
polipéptido codificado por este gen (SEQ ID NO: 6) reclutaba a pfam PF00249 ("dominio de unión a ADN de tipo 
myb"). Las lesiones genéticas LAR2 también se identificaron mediante una combinación de abordajes de caminata 
cromosómica y secuenciación; las posiciones y la naturaleza de las lesiones genéticas LAR2 se muestran en la 25
Figura 14.

Se analizaron los conjuntos de datos transcriptómicos de Nanncochloropsis (n = 113 bibliotecas de RNA-seq) para 
predecir genes con una función probablemente similar a LAR1 mediante el análisis de coexpresión. El análisis de 
coexpresión se realizó de dos maneras: 1) calculando las medidas de distancia por pares entre LAR1 y todos los 
otros genes y 2) realizando la inferencia de la red de genes en todos los genes de Nannochloropsis gaditana usando 30
el algoritmo GENIE3 (Huynh-Thu et al. 2010) PLOS One 5 (9) el2776.doi: 10). Según todas las métricas, LAR2 fue 
clasificado como el gen más similar a LAR1, y el inverso también fue cierto. Trazar los valores de expresión de LAR1 
y LAR2 para todas las condiciones abióticas (por ejemplo, temperatura, limitación de nutrientes, intensidad de luz, 
etc.) demuestra la similitud significativa de sus perfiles de expresión lo que sugiere una corregulación potencial de 
estos factores (Figura 15). Los resultados del análisis de inferencia de red también clasificaron a LAR2 como el gen 35
superior con un patrón de expresión dependiente relativo a LAR1. Esto indica (como lo respalda su fenotipo 
altamente similar de los mutantes) que las proteínas codificadas por los genes LAR1 y LAR2 están en la misma ruta, 
y sugiere que pueden interactuar entre sí. Este análisis puede continuarse además para identificar otros miembros 
potenciales de la red de regulación de fotoaclimatación. Los mutantes LAR, como se proporcionan en este 
documento, pueden proporcionar un fondo útil para una manipulación genética adicional.40

Ejemplo 8. Homólogos LAR1 y LAR2

Existe una similitud significativa entre el gen LAR1 de N. gaditana WT-3730 y un gen identificado en 
Nannochloropsis oceanica (cepa ID WT5473) (No-LAR1, SEQ ID NO: 7, que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 
8) sobre el dominio del dedo de cinc anotado PF02135 TAZ (supuesto Dedo de Cinc Adaptador de la Transcripción) 
cerca del extremo C terminal de acuerdo con una alineación a pares de las secuencias de proteína de longitud 45
completa (Figura 16). El dominio del dedo de cinc PFam PF02135 TAZ del polipéptido LAR1 de N gaditana WT-
3730, aminoácidos 554-632, se proporciona como SEQ ID NO: 9. El dominio del dedo de cinc PFam PF02135 TAZ 
del polipéptido WT5473 No-LAR1, aminoácidos 630-706, se proporciona como SEQ ID NO: 10. (La validación 
funcional del ortólogo LAR1 de N oceanica No-LAR1 se demuestra en el Ejemplo 13, a continuación). Para descubrir 
potenciales ortólogos adicionales de LAR1, se realizaron búsquedas en 66 ensamblajes eucarióticos internos y 50
disponibles públicamente (principalmente algas y plantas) para las secuencias de proteínas anotadas con el dominio 
PF02135 (según la puntuación de hmmscan en I-Evalue <0,01). Se extrajeron trescientas sesenta y cuatro 
secuencias de proteínas que contenían el dominio TAZ, y se alinearon usando Muscle (Edgar (2004) Nucl. Acids 
Res. 32: 1792-1797). Se construyó un árbol filogenético de máxima probabilidad (con 100 réplicas de arranque) 
usando Mega (Kumar et al. (2008) Briefings in Bioinformatics 9: 299-306). Una rama particular que contenía la 55
proteína WT-3730 LAR1 agrupó el mismo conjunto de proteínas 87/100 veces y, por lo tanto, representa una 
agrupación probable de ortólogos LAR1 en otros estramenopilas y diatomeas (Figura 17). Cada proteína parece ser 
de una biblioteca de secuencias única (que corresponde a un conjunto único de ADNc o ADNg, cepa o especie) 
excepto en el caso de dos proteínas de Ectocarpus silicosus (conjunto del genoma de Ghent).

Utilizando la secuencia de dominio LAR1 TAZ (SEQ ID NO: 9) como una consulta a las secuencias de longitud 60
completa de proteínas con dominios TAZ pronosticados, los hits superiores corresponden al subárbol definido del 
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árbol filogenético del dedo de cinc TAZ. Parece haber una diferencia sustancial en el valor E y el puntaje de bits para 
las coincidencias de similitud blastp fuera de la rama putativa de ortólogos TAZ. A pesar de la identidad de 
secuencia tan baja como 42% sobre el dominio TAZ, el análisis sugiere que las proteínas destacadas en la tabla son 
ortólogos probables en otras especies (Tabla 3).
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También hay una considerable identidad/similitud de secuencia entre los ortólogos N. gaditana (WT-3730) y N. 
oceanica (WT-5473) en el extremo N de LAR1, incluyendo un tramo perfectamente conservado de treinta 
aminoácidos: AKQQQLLKDSLTADLKLLLHEFERFQQATA (SEQ ID NO: 19). Utilizando la secuencia N-terminal 
(primeros 300 aminoácidos) de LAR1 como consulta en una búsqueda DELTA-Blast (Tiempo de Búsqueda Mejorado 
de Dominio Acelerado BLAST) sobre la base de datos de proteínas NCBI no redundante, se identificó una 5
coincidencia significativa con una proteína XP_001952448.1, anotada como "PREDECIDA: nucleosoma-subunidad
del factor de remodelación NURF301-tipo isoforma 1 [Acyrthosiphon pisum]". La región de similitud de secuencia en 
XP 001952448.1 es adyacente al dominio de PHD anotado. Se cree que NURF301 media en el reconocimiento de la 
histina H3 lisina a través del dominio PHD.

Un enfoque similar se llevó a cabo para identificar supuestos ortólogos de LAR2 en otras especies. El alineamiento10
de LAR2 de N. gaditana (WT-3730) con un ortólogo identificado de N. oceanica (WT-5473) (No-LAR2, secuencia de 
gen proporcionada como SEQ ID NO: 20; polipéptido codificado proporcionado como SEQ ID NO: 21) muestra una 
identidad completa sobre el dominio de unión a ADN de tipo Myb PF00249 predicho (Figura 18). Una versión 
extendida del dominio pfam PF00249 tipo myb del polipéptido LAR2 de N. gaditana WT-3730, aminoácidos 71-351, 
se proporciona como SEQ ID NO: 22. Se proporciona una versión extendida del dominio de pfam PF00249 tipo myb 15
del polipéptido No-LAR2 de N. oceanica WT-5473, aminoácidos 36-325, como SEQ ID NO: 23. (La validación
funcional del ortólogo LAR2 de N. oceanica se muestra en los Ejemplos 12 y 13). Una característica notable de este 
tipo particular de proteínas de unión a ADN tipo Myb es un motivo de aminoácido "SHAQKY" (SEQ ID NO: 24) al 
final del dominio similar a Myb. Para LAR2, el motivo es ligeramente diferente: "THAQKY" (SEQ ID NO: 25). Por lo 
tanto, se realizaron búsquedas en 66 ensamblajes eucarióticos internos y públicos (principalmente algas y plantas) 20
de secuencias de proteínas anotadas con el dominio PF00249 (anotado por hmmscan en I-Evalue <0,01) que 
contiene un motivo de seis aminoácidos THAQKY (SEQ ID NO: 25) o SHAQKY (SEQ ID NO: 24). Se identificaron un 
total de 1.409 proteínas con el dominio PF00249 y el motivo de seis aminoácidos.

Se utilizó tanto el dominio anotado PFAM como una versión extendida del dominio PFAM como consultas para la 
comparación blastp contra el conjunto de 1.409 proteínas de unión al ADN tipo Myb. Se utilizó una versión extendida 25
del dominio PF00249 porque el modelo PF00249 es relativamente corto (48 aminoácidos) y parece haber una 
similitud de secuencia extendida entre los ortólogos WT-3730 y WT-5473 en una región más grande. Sin embargo, 
usando ambas versiones de secuencia como consulta, se obtuvieron los mismos resultados principales que se 
muestran en la Tabla 4.

Los homólogos putativos en otras especies (diatomeas y estramenopiles) se identifican en un nivel superior de 30
identidad de secuencia (> 80%) sobre el dominio de tipo Myb en comparación con las homologías observadas para 
el dominio TAZ. Los emparejamientos en otras cepas y especies con un puntaje de similitud blastp mayor por valor E 
al dominio similar a Myb LAR2 en comparación con otras proteínas con dominios similares dentro de WT-3730 se 
consideran supuestos ortólogos como se destaca en la Tabla 4.

35
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Los datos transcriptómicos que demuestran una fuerte coexpresión de los genes LAR1 y LAR2 en WT-3730 (Figura 
15) sugieren una probable interacción o función relacionada de las proteínas codificadas. Entre las especies 
perfiladas, se predicen probables ortólogos para LAR1 (dominio de Taz) y LAR2 (dominio tipo Myb) en Ectocarpus 
silicosus, Navicula (cepa WT-0229), Thalassiosira pseudonana y Phaeodactylum tricornutum. Bajo la hipótesis de 
que las proteínas LAR1 y LAR2 interactúan, el análisis filogenético TAZ sugiere que podría haber ortólogos para la 5
proteína LAR2 tipo Myb también en Cyclotella (cepa WT-0293) y Aureococcus anophagefferens.

Ejemplo 9. Transcriptómica de tipo silvestre y mutante LIHLA de Nannochloropsis aclimatado a luz intensa y poca 
luz

Con el fin de evaluar la respuesta transcripcional de todo el genoma de Nannochloropsis gaditana de tipo silvestre
durante la aclimatación a poca y luz intensa, se llevaron a cabo experimentos de desplazamiento de luz transitoria. 10
Las células se aclimataron por separado a la irradiación baja y alta cultivando a la intensidad de luz indicada durante 
5 días con dilución de cultivo el día 3 para garantizar una exposición a la luz constante de las células, con todas las 
demás variables (por ejemplo, temperatura) estrechamente controladas y luego se transfirieron matraces 
experimentales de alta a baja (HL) y baja a alta (LH) irradiancia, mientras que los matraces de control se 
mantuvieron bajo las condiciones de irradiación previamente aclimatadas (poca o luz intensa).15

Se probó previamente un rango de altas intensidades de luz para determinar el nivel apropiado de alta irradiación de 
luz para obtener un estado aclimatado de luz intensa sostenido en WT-3730 dentro del rango de densidad celular de 
96 horas de crecimiento logístico y para probar la capacidad de esta cepa para adaptarse a una alta irradiancia. Se 
seleccionó una intensidad de luz de 500 μmol fotones · m-2· s-1 PAR porque 1) esta era la irradiación máxima más 
alta a la que las células de tipo silvestre podían cultivarse sin aglutinación inducida por estrés a la densidad de 20
células de partida deseada de 2x 106 células/ml, manteniendo aún la aclimatación a la luz intensa a la densidad 
celular final después de 96 h de crecimiento logístico; y ambos 2) las tasas más altas de evolución de oxígeno 
máximo por unidad de clorofila (Pmax), y 3) la mayor diferencia en la cantidad de clorofila por célula (Chl/célula) (de 
los 50 μmol fotones . m-2 s-1 control PAR de poca luz) se determinaron a esta intensidad. Tanto Pmax como Chl/célula
son indicadores ampliamente aceptados de aclimatación fotosintética a los cambios en la intensidad de la luz. En las 25
células de tipo silvestre, se indujo un aumento de aproximadamente 2 veces en Pmax, mientras que la cantidad de 
clorofila por célula (Chl/célula) disminuyó 2-3 veces durante en el transcurso de 48 horas después de pasar de poca 
a la luz intensa. Estos cambios se reprodujeron consistentemente cuando las células de Nannochloropsis se 
cambiaron de poca a la luz intensa.

Los experimentos de cambio de poca a la luz intensa y de luz intensa a poca de escala transcriptómica de WT-3730 30
se repitieron 3 veces para generar triplicados biológicos para cuatro puntos de tiempo durante la aclimatación de luz 
intensa a poca luz. Los cultivos se aclimataron durante 48 horas antes del cambio de luz. Los cultivos se hicieron 
crecer en volúmenes de 100 ml comenzando a aproximadamente 2 x 106 células/ml y se hicieron crecer a 
aproximadamente 1 x 107 células/ml en el momento del cambio. Las células se cultivaron axénicamente en matraces 
de cultivo de tejidos de 100 cm de Corning de perfil bajo (Parte nº 3816), se sellaron con tapones de goma 35
previamente tratados en autoclave penetrados por tubos de PTFE rojo 1/16 "ID x 1/8" OD (Cole-Parmer parte Nº.
EW-96130 -02) y se mezclaron mediante burbujeo con mezclas de CO2:aire al 1% filtradas con 0,2 μΜ a una 
velocidad de 15 mL/min (+/- 3 mL/min). Para cada experimento, se sedimentaron 40 ml de muestras de cultivo y se 
congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido en 4 puntos de tiempo (0h (T0), 4 h, 24 h y 48 h). La 
reproducibilidad de una respuesta deseada a las condiciones de luz intensa y poca luz se validó de nuevo en este 40
experimento: se mejoró la evolución de O2 en los matraces adaptados a la luz intensa y se observó una disminución 
de 2-3 veces en Chl/célula a las 24 y 48 horas después del cambio de luz intensa. Estos cambios fueron 
completamente reversibles durante el cambio de luz intensa a poca.

El contenido de clorofila, la tasa fotosintética (Pmax) y los parámetros de fluorescencia de la clorofila Dual PAM (por 
ejemplo, qP) también se controlaron para mostrar que tuvo lugar una aclimatación fisiológicamente exitosa. El ARN 45
se extrajo de muestras de sacrificio extraídas en diversos momentos durante el cambio de luz y se sometió a 
secuenciación profunda de todo el genoma utilizando HiSeq.

El ARN se extrajo de muestras adaptadas de poca a la luz intensa recogidas a las 0, 4, 24 y 48 h después del 
cambio de luz de todos los experimentos. La calidad final del ARN se determinó mediante análisis Agilent 
Bioanalyzer 2100. Todas las muestras tenían números de integridad de ARN mayores que 7, con la mayoría entre 8 50
y 9. Al menos 10 μg de ARN de cada muestra se envió a Ambry Genetics (San Diego, CA) para la secuenciación del 
transcrito. Además de la secuenciación del ARN poliA, 16 de las 24 muestras también fueron tratadas con 
agotamiento de ARNr RiboZero™ (Kit de hoja de planta) del ARNr para la secuenciación total del ARN. La 
secuenciación de ARN total tratada con RiboZero permitió la cuantificación de transcritos codificados por 
cloroplastos no capturados por la secuenciación de poliA del ARN. El análisis de Ribo-Zero tratado frente a muestras 55
purificadas de ARN poliA reveló patrones similares de transcripciones de genes codificados en el núcleo, aunque las 
muestras tratadas con RiboZero permitieron un análisis adicional de la transcripción de genes mitocondriales y 
cloroplastos.

Además, el mutante LIHLA GE-4574 se aclimató a poca luz usando las mismas condiciones que se usaron para la 
aclimatación de poca luz del tipo salvaje. El ARN se extrajo tanto de células de tipo silvestre (WT-3730) como de 60
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células mutantes de LIHLA GE-4574 en diversos momentos durante la aclimatación de luz y se sometió a un perfil 
transcriptómico.

Las muestras de ARN se agotaron de ARNr por dos métodos independientes. Las muestras se dividieron en dos 
partes alícuotas y se purificaron con polyA o se trataron usando el kit magnético RiboZero™ (Hoja de Planta) 
después de lo cual se fragmentaron y secuenciaron por Ambry Genetics (Aliso Viejo, CA). El ARNm se secuenció 5
usando la secuenciación por síntesis (Illumina HiSeq) para generar lecturas de extremo de 100 pares usando el 
procedimiento de ARNm Seq (descrito en Mortazavi et al. (2008) Nature Methods 5: 621-628. Las lecturas 
mapeables se alinearon con la secuencia del genoma de referencia de N. gaditana usando TopHat 
(tophat.cbcb.umd.edu/). Los niveles de expresión se calcularon para cada gen anotado normalizado para la longitud 
del gen y el número total de lecturas mapeables por muestra utilizando el componente Cuffdiff del software Cufflinks10
(cufflinks.cbcb.umd.edu). Los niveles de expresión en unidades de fragmentos por kilobase por millón (FPKM) se 
mostraron para cada gen en cada muestra usando parámetros estándar. FPKM es una medida de los niveles 
transcripcionales relativos que se normaliza para las diferencias en la longitud del transcrito.

El análisis global de las transcripciones con diferencias significativas (FDR menor o igual a 0,05) en sus niveles de 
expresión entre el mutante LIHLA GE-4574 y la cepa progenitora de tipo silvestre WT-3730 bajo las mismas 15
condiciones de poca luz, mostró el patrón de expresión diferencial de estos genes. El paquete de software edgeR se 
usó para probar genes para la expresión diferencial entre las dos cepas, véase Robinson et al. (2009) Bioinformatics 
26: 139-140. De los 340 genes expresados que se analizaron, la abundancia de transcripciones del mutante LIHLA 
GE-4574 cultivado con poca luz en relación con su abundancia en células de tipo silvestre bajo condiciones de poca 
luz, parecían increíblemente similares al WT durante el cambio de poca a la luz intensa (LH) y opuesto al WT 20
durante el cambio de luz intensa a poca (HL). Es decir, en base al análisis transcriptómico, la mayoría de los genes 
regulados por la luz que se encontraron que tenían niveles de transcripción alterados en cultivos de tipo silvestre
aclimatados a poca luz con respecto a sus niveles de transcripción con luz intensa, se encontraron desrregulados en 
el mutante LIHLA; es decir, no tenían, en células mutantes aclimatadas a poca luz, la abundancia de transcripción 
observada en células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz. Esta desrregulación a gran escala de los genes que 25
son regulados diferencialmente por la luz, en un mutante con un perfil transcripcional de luz intensa bloqueado, 
sugiere enérgicamente que la proteína LAR1 es un regulador global positivo de la respuesta de aclimatación a poca 
luz en Nannochloropsis. El perfil transcripcional de los genes anotados como polipéptidos de recolección de luz bajo 
condiciones de cambio de luz fue particularmente llamativo, con casi la totalidad de los transcritos de LHCP 
reducidos en abundancia en el mutante bajo crecimiento a poca luz con respecto a los niveles de tipo silvestre y 30
reducidos de forma similar en el tipo silvestre bajo crecimiento a la luz intensa pero presente en mayor abundancia 
en el tipo silvestre bajo crecimiento a poca luz.

Ejemplo 10. qRT-PCR de genes regulados durante la aclimatación a poca luz

Uno de los mutantes LIHLA aislados (GE5440) portaba una única inserción en el gen LAR1 ("Regulador de la 
Aclimatación a la luz - dominio del dedo de cinc") (SEQ ID NO: 3) y tenía solo una mutación puntual conservativa 35
adicional en una región intergénica de otra región del genoma (según lo determinado por la secuenciación del 
genoma (MiSeq)). Con el fin de averiguar si este mutante también se desrregulaba en la respuesta transcriptómica a 
poca luz, se realizó RT-PCR en una selección de transcripciones génicas (proporcionadas en la Tabla 5) que eran 
representativas de la respuesta transcripcional a la luz en el tipo silvestre. Un mutante LAR1 adicional con buenas 
propiedades de crecimiento, GE5409, y un mutante LAR2, GE4906, también se incluyeron en este análisis.40

Tabla 5. Genes regulados diferencialmente en células mutantes LIHLA en relación con el tipo silvestre

Gen 
ID

Gen Abundancia relativa 
(arriba/abajo)

Cambio veces Log2 en 
abundancia

7003 Proteína desconocida ↑ 3,1

2936 Proteína pronosticada ↑ 1,9

4948 Enzima metabólica ↑ 1,7

5289 Proteína con dominio de unión a peptidoglicano ↑ 1,3

4070 Subunidad de enzima ↑ 1,1

2286 Proteína relacionada con la fotosíntesis ↓ -1,4

1517 Proteína relacionada con la fotosíntesis ↓ -1,5

1584 Proteína relacionada con la fotosíntesis ↓ -1,6
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2281 Proteína pronosticada ↓ -1,7

1091 Proteína relacionada con la fotosíntesis ↓ -1,8

9309 Proteína del complejo de cosecha de luz 3 ↓ -2.1

8780 Proteína del complejo de cosecha de luz 2 ↓ -2,4

2073 Proteína del complejo de cosecha de luz (VCP1) ↓ -2,5

0480 Proteína del complejo de cosecha de luz 3 ↓ -2,6

8185 Proteína del complejo de cosecha de luz 3 ↓ -2,6

6440 Proteína del complejo de cosecha de luz 3 ↓ -2,7

0651 Proteína inducible por luz temprana HV60 ↓ -2,7

0881 Proteína del complejo de cosecha de luz 2 ↓ -2,8

3534 Proteína del complejo de cosecha de luz 2 ↓ -2,9

7454 Proteína del complejo de cosecha de luz (VCP2) ↓ -3,1

2796 Proteína del complejo de cosecha de luz 10 ↓ -3,1

4746 Proteína del complejo de cosecha de luz 2 ↓ -3,6

0194 Proteína del complejo de cosecha de luz 5 ↓ -3,9

0499 Proteína del complejo de cosecha de luz 5 ↓ -4,4

Como se proporciona en un gráfico de resumen en la Figura 19, todos los mutantes probados demostraron la 
desrregulación, con respecto a la cepa de tipo silvestre, de los genes que se expresaban diferencialmente cuando 
las células de tipo silvestre se cambiaban de luz intensa a poca luz. La respuesta transcripcional global fue similar 
para todos los mutantes examinados; es decir, todos los genes ensayados que estaban regulados positivamente en 5
relación con el tipo silvestre en el conjunto de datos transcriptómicos del mutante LAR1 GE4574 original (Ejemplo 9) 
se regularon positivamente en estas cepas mutantes adicionales que se perfilaron. Además, todos los genes 
regulados negativamente en relación con el tipo silvestre en el conjunto de datos transcriptómicos del mutante LAR1
GE4574 original también se regularon negativamente, y se regularon negativamente en una proporción similar, en 
estas cepas mutantes.10

Ejemplo 11. Transcriptómica para el análisis de genes regulados por LARl

En otros experimentos de transcriptómica, el mutante LIHLA LAR1 GE5440 se cultivó con luz intensa (500 μE · m-2 ·
s-1) antes de cambiar a poca luz (50 μE · m-2 · s-1) y cultivar durante dos días más, o, como control, manteniendo las 
células aclimatadas a la luz intensa con luz intensa durante dos días adicionales. Las células de N. gaditana de tipo 
silvestre se sometieron exactamente a la misma pauta: se aclimataron a la luz intensa antes de cambiar a poca luz y 15
se cultivaron durante dos días, o se mantuvieron continuamente con luz intensa (diagramado en la Figura 20A). La 
Figura 20B muestra la cantidad de clorofila por célula a lo largo del tiempo de estos experimentos de cambio de luz, 
donde las células silvestres aclimatadas a alta luminosidad (cuadrados) aumentaron su contenido de clorofila 
aproximadamente dos veces durante los dos días siguientes a un cambio de luz intensa a poca luz, pero 
disminuyeron su clorofila levemente cuando, en lugar de cambiar a poca luz, se mantuvieron bajo luz intensa20
durante los dos días adicionales (círculos). Por el contrario, el mutante LAR1 aumentó su clorofila solo ligeramente 
durante los dos días siguientes a un cambio de luz intensa a poca (diamantes), dando como resultado un nivel de 
clorofila que era esencialmente el mismo que el nivel de clorofila de las células silvestres mantenidas con luz 
intensa, demostrando claramente el fenotipo "Bloqueado en Aclimatación a la luz intensa". Las células mutantes de 
LAR1 control que permanecieron con luz intensa durante el experimento (triángulos) mantuvieron su bajo nivel de 25
clorofila, similar al tipo silvestre. Bajo estas condiciones, la curva de irradiancia para la fotosíntesis (Figura 20C) 
mostró que la evolución del oxígeno fotosintético a irradiancias más altas que 200 μE · m-2 · s-1 fue el más bajo en 
células de tipo silvestre que se cambiaron de luz intensa a poca (cuadrados). La Pmax por clorofila fue algo más alta 
en células de tipo silvestre que se mantuvieron bajo luz intensa (círculos). Sorprendentemente, el mutante LAR1 
LIHLA demostró un Pmax mayor y Ek que el tipo silvestre, independientemente de si se mantuvieron con luz intensa30
(triángulos) o se cambiaron a poca luz (diamantes). Pmax por clorofila fue aproximadamente el doble del valor para el 
mutante LIHLA encontrado en células de tipo silvestre, que tenía aproximadamente el doble de contenido de 
clorofila, indicando que el Pmax por célula era aproximadamente equivalente al Pmax de las células de tipo silvestre.
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El ARN se extrajo en los puntos temporales 0, 4 h, 24 h y 48 h, donde el punto temporal 0 h fue el tiempo en que las 
células se desplazaron de luz intensa a poca luz (véase la Figura 20A) y se analizó como se proporcionó en el 
Ejemplo 9. Se utilizó RNA-seq para analizar la respuesta transcripcional global bajo condiciones de luz intensa en 
estado estacionario (500 μE · m-2 · s-1) o condiciones de cambio de luz intensa (500 μE · m-2 · s-1) a poca luz (50 μE ·
m-2 · s-1) para el tipo silvestre y el mutante LAR1.5

El log2 de veces el valor de cambio de la respuesta de tipo silvestre al cambio a poca luz (es decir, el nivel de 
transcripción a poca luz (24 horas después del cambio) en comparación con el nivel de expresión a la luz intensa
(pre-cambio) para cada gen se trazó con respecto al eje horizontal relativo al log2 de veces el valor de cambio del 
mismo gen para el mutante LA1 aclimatado a poca luz frente al tipo silvestre aclimatado a poca luz en el eje vertical. 
La agrupación resultante de los puntos graficados, que representan los genes expresados diferencialmente en el 10
punto de tiempo de 24 horas (24 horas después de pasar de luz intensa a poca), reveló categorías discretas de 
ascendencia reguladora de la transcripción (TRAC) que fueron numeradas de -I+ a IV + y de I- a IV- (Figura 21). Los 
TRAC hacen posible la organización de la regulación transcripcional del mutante LAR1 en relación con la respuesta 
de tipo silvestre a la luz posible: TRAC 0 son genes de categoría nula que no variaron significativamente en las 
condiciones de respuesta en el límite de significación (índice de descubrimiento falso, FDR, de 0,05 o menos) 15
seleccionado en los puntos de tiempo probados. La expresión del gen TRAC I está desacoplada de la variable 
abiótica (intensidad de la luz) por la variable genética probada (mutación LAR). Muchas proteínas fotosintéticas 
están en esta categoría, junto con muchas desconocidas. Los genes TRAC II están regulados por la intensidad de la 
luz, y también regulados diferencialmente, pero en mayor grado, en el mutante. Los genes TRAC III son aquellos 
que se encuentran expresados diferencialmente entre el mutante y el tipo silvestre cuando se aclimatan a las 20
mismas condiciones ambientales (poca luz), aunque no se expresan significativamente diferencialmente en el tipo 
silvestre en respuesta al cambio de luz. Los genes TRAC IV no mostraron expresión diferencial estadísticamente 
significativa entre el mutante y el tipo silvestre cuando se aclimataron a las mismas condiciones ambientales (poca 
luz); sin embargo, se ha encontrado que se regulan diferencialmente en respuesta al cambio de luz.

Los genes TRAC I incluyen una proporción significativa de genes fotosintéticos sensibles a la luz, incluidos los LHC, 25
VCP, genes de biogénesis de clorofila, genes de ensamblaje de tilacoides, así como muchos genes que codifican 
proteínas desconocidas. Dichos genes, y otros identificados mediante este análisis, se pueden usar para la 
ingeniería adicional de cepas, por ejemplo, para alterar su expresión para modular el fenotipo LIHLA. La
sorprendente similitud de la expresión de los genes TRAC I con los genes regulados por la intensidad de la luz en 
células de tipo silvestre se muestra en los gráficos lado a lado de la Figura 22 en los que los genes que están 30
regulados positivamente en el tipo silvestre con luz intensa también se regulan positivamente en el mutante LAR1 
LIHLA con respecto al tipo silvestre en aclimatación a poca luz, y los genes que están regulados negativamente en 
el mutante en condiciones de poca luz en comparación con el tipo silvestre también se regulan negativamente en 
células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa.

La Figura 22 representa, en gráficos de gráficos de puntos uno al lado del otro, 127 genes TRAC I individuales 35
representados por puntos ordenados verticalmente. En el gráfico de la derecha, cada punto que representa un gen 
se posiciona horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresión en células silvestres aclimatadas a la luz 24 
horas en relación con su nivel de expresión en células aclimatadas a la luz intensa, con genes con mayor expresión 
relativa en células aclimatadas a poca luz (es decir, el mayor grado de "sobreexpresión" en células aclimatadas a 
poca luz frente a células aclimatadas a la luz intensa) representados por puntos situados más hacia la derecha (log240
valores positivos) y genes que tienen niveles más bajos de expresión en células silvestres aclimatadas a condiciones 
de poca luz frente a las aclimatadas a la luz intensa representadas por puntos situados a la izquierda (log2 valores 
negativos). El eje x se calibra en una escala logarítmica 2 (log2), tal que "0" en el eje x indica que no hay cambios en 
los niveles de expresión basados en la aclimatación a la luz, "1" en el eje x representa una duplicación en el nivel de 
una transcripción, y "-1" en el eje x representa una reducción a la mitad en el nivel de una transcripción expresada 45
en células aclimatadas a 24 horas de poca luz en relación con las células aclimatadas a la luz intensa. Por ejemplo, 
se sabe que los genes LHC se sobreexpresan bajo aclimatación a poca luz con respecto a sus niveles de expresión 
en células aclimatadas a la luz intensa; casi todos los genes caracterizados por el dominio pfam como LHC están 
representados por puntos encontrados en el extremo superior de la escala mostrada en la Figura 22, y su posición 
horizontal está a la derecha (lado positivo) de la línea punteada vertical a lo largo del eje x. El gráfico adyacente de 50
la izquierda está alineado con el gráfico de la derecha, de modo que los puntos que representan el mismo gen se 
encuentran en la misma posición vertical en el gráfico de la izquierda que en el gráfico de la derecha, pero en el 
gráfico de la izquierda los puntos se posicionan horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresión relativa en 
células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz con respecto a las células mutantes LIHLA LAR1 (cuando ambas 
están aclimatadas a poca luz). El gráfico muestra que para un gran número de genes, los niveles de expresión 55
relativa en el tipo silvestre frente al mutante LIHLA LAR1 son sorprendentemente similares a los niveles de 
expresión relativos en células tipo silvestre aclimatadas a poca luz frente a una aclimatación a la luz intensa, siendo 
regulados positivamente los genes regulados positivamente en las células tipo silvestre aclimatadas a poca luz en 
las células de tipo silvestre en comparación con las células mutantes LAR1 LIHLA, y siendo regulados
negativamente los genes regulados negativamente en células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz en las células 60
de tipo silvestre con respecto a las células mutantes LAR1 LIHLA. Por lo tanto, el patrón de expresión génica en el 
mutante LAR1 LIHLA demuestra que los mutantes LIHLA se desrregulan globalmente en condiciones de 
aclimatación de poca luz, ya que bajo condiciones de aclimatación de poca luz su patrón de expresión génica se 
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asemeja mucho al de las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa.

Ejemplo 12. Transcriptómica de un mutante LAR2

Los análisis transcriptómicos de un mutante LAR2 se realizaron de una manera similar pero simplificada como se 
describe para LAR1 en el Ejemplo 9. Los cultivos triplicados de WT-3730 y mutante LAR2 GE-5404 se llevaron todos 
a aclimatación a poca luz como se representa en la Figura 3. Las células se sedimentaron por centrifugación (4000 x5
g durante 5 minutos) y los sedimentos celulares se resuspendieron en tampón de lisis (Tris 50 mM, pH 8,0, EDTA 20 
mM, pH 8,0, NaCl 300 mM) después de lo cual las resuspensiones se transfirieron a un tubo de microcentrífuga de 2 
ml que contenía aproximadamente 0,5 ml de perlas de zirconio de 200 μm. Las células se lisaron mecánicamente 
batiendo perlas durante 3 minutos y luego los residuos se sedimentaron durante 2 minutos a 11,8 x g. A los
sobrenadantes que contenían ARN se añadió SDS al ~1,5% p/v y se incubó durante 15 minutos a 50ºC. Después de 10
la incubación, se extrajo el ARN con un volumen igual de Fenol ácido: CHCl3 seguido de una segunda extracción 
con 24 ml de 1-bromo-3-cloropropano. El ARN purificado se precipitó con una concentración final de LiCl 2,5 M con 
incubación durante la noche a 20ºC. El sedimento de ARN se lavó una vez con etanol al 80%, se secó y luego se 
resuspendió en agua. El ARN se trató con ADNsa sin ADN siguiendo el protocolo del fabricante (Life Technologies, 
Carlsbad, CA). La calidad final del ARN se determinó mediante análisis de Agilent Bioanalyzer 2100 de acuerdo con 15
las instrucciones del fabricante (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). El ARNm se enriqueció usando selección 
de poliA y luego se usó para generar bibliotecas Illumina TruSeq Stranded mRNA LT (siguiendo las instrucciones del 
fabricante, Illumina Inc., San Diego, CA). Se utilizó RNA-seq para analizar la respuesta transcripcional global bajo 
una condición aclimatada de estado estacionario a poca luz (50 μE·m-2·s-1) para el tipo silvestre y el mutante LAR2. 
La Figura 23 es otra representación gráfica de puntos (como se describe en el Ejemplo 11, Figura 22), en este caso 20
de la similitud de patrones de expresión génica en un mutante LAR2 LIHLA (GE-5404 que contiene una inserción del 
vector en la región promotora del gen LAR2, ver la Figura 14) en comparación con el tipo silvestre. La Figura 23 
representa, en gráficos de lado a lado para ser vistos juntos, 186 genes individuales representados por puntos 
ordenados verticalmente. Los genes representados son genes TRAC I a partir del análisis transcriptómico de células 
tipo silvestre con aclimatación de poca luz vs. luz intensa y células de tipo silvestre vs. mutantes GE5404 LAR2 bajo 25
poca luz, es decir, están desrreguladas en el mutante LAR2 LIHLA bajo aclimatación a poca luz. En el gráfico de la 
derecha, cada punto que representa un gen se coloca horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresión en 
células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz en relación con su nivel de expresión en células aclimatadas a la luz 
intensa, con los genes con la expresión relativa más alta en células aclimatadas a poca luz (es decir, el mayor grado 
de "sobreexpresión" en células aclimatadas a poca luz frente a células aclimatadas a la luz intensa) representados 30
por puntos posicionados a la derecha (log2 valores positivos) y con los genes con niveles de expresión más bajos en 
células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz vs. luz intensa representados por puntos situados a la izquierda (log2

valores negativos). El gráfico del lado izquierdo está alineado con el gráfico de la derecha, de modo que los puntos 
que representan el mismo gen se encuentran en la misma posición vertical en el gráfico izquierdo que en el gráfico 
derecho, pero en el gráfico izquierdo los puntos se colocan horizontalmente de acuerdo a su nivel de expresión 35
relativa en células de tipo silvestre frente a células mutantes LIHLA LAR2 (cuando ambas están aclimatadas a poca 
luz). El gráfico muestra que para una gran cantidad de genes, los niveles de expresión relativa en el mutante de tipo 
silvestre frente a LIHLA LAR2 son sorprendentemente similares a los niveles de expresión relativa en células tipo 
silvestre aclimatadas a poca luz vs. aclimatadas a la luz intensa, con los genes regulados positivamente en células 
tipo silvestre aclimatadas a poca luz siendo regulados positivamente en las células de tipo silvestre en comparación 40
con las células mutantes LAR2 LIHLA, y los genes regulados negativamente en células de tipo silvestre aclimatadas 
a poca luz estando regulados negativamente en las células de tipo silvestre con respecto a las células mutantes 
LAR2 LIHLA. Por lo tanto, el patrón de expresión génica en el mutante LAR2 LIHLA muestra que los mutantes LIHLA 
están globalmente desrregulados en aclimatación a poca luz, ya que bajo condiciones de poca luz su patrón de 
expresión génica se asemeja al de las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa.45

Ejemplo 13. Inactivación de ortólogos LAR1 y LAR2 en Nannochloropsis oceanica.

Para demostrar aún más que las mutaciones en LAR1 y LAR2 son responsables del fenotipo LIHLA, y también para 
determinar la funcionalidad de genes homólogos de otras especies de algas, se identificaron ortólogos de estos 
reguladores en Nannochloropsis oceanica, una especie en la que se ha demostrado la recombinación homóloga. 
Las construcciones que incluían el ortólogo LAR1 de N. oceanica (gen No-LAR1, SEQ ID NO: 7) interrumpido por un 50
gen de resistencia a blasticidina (SEQ ID NO: 48) y ortólogo LAR2 de N. oceanica (gen No-LAR2, SEQ ID NO: 20) 
interrumpido por un gen de resistencia a blasticidina (SEQ ID NO: 49) se linealizaron y se transformaron 
independientemente en la cepa W-5473 de N. oceanica esencialmente de acuerdo con el procedimiento 
proporcionado en el Ejemplo 2. Las colonias resistentes a antibióticos se aislaron y cribaron por PCR para la 
integración de la construcción inactivada mediante recombinación homóloga. Los aislamientos inactivados55
recombinantes se cribaron según su fluorescencia en clorofila baja.

La figura 24B muestra la clorofila total por célula de la cepa de tipo silvestre WE-5473 aclimatada a poca luz de 
Nannochloropsis oceanica, que se usó para generar los inactivados, así como la clorofila por célula de mutantes 
inactivados LAR1 aclimatados a poca luz (GE-6054 y GE-6055) y mutantes inactivados LAR2 (GE6052 y GE6053). 
En todas las cepas inactivadas, consistentes con el fenotipo LIHLA, la cantidad de clorofila por célula se reduce al 60
menos en un 50%. La Figura 24 también proporciona gráficos que muestran las tasas de evolución de oxígeno para 
las cepas de tipo silvestre y de inactivación. En una base por célula, las tasas de evolución de oxígeno de los 

E13860017
30-07-2018ES 2 682 279 T3

 



51

mutantes inactivados son algo inferiores a las del tipo silvestre (Figura 24A), aunque las tasas de evolución de 
oxígeno por clorofila de los mutantes inactivados son significativamente más altas que las tasas de evolución del 
oxígeno por clorofila del tipo silvestre (Figura 24C). La Figura 25 muestra los resultados de los estudios de 
fluorescencia para determinar qP de dos cepas inactivadas del gen LAR1 y dos cepas inactivadas del gen LAR2. 
Los parámetros de fluorescencia de la cepa silvestre de N. oceanica WE-5473 se proporcionan en los mismos 5
gráficos para su comparación. Para ambos inactivados, consistente con el fenotipo LIHLA visto en los mutantes de 
N. gaditana, qP es significativamente mayor en los inactivados en todas las irradiancias sobre 100 μmol fotones m-2

s-1 que en la cepa progenitora de tipo silvestre. Por lo tanto, el homólogo de LAR1 en N. oceanica, que muestra 
aproximadamente el 49,5% de identidad con el polipéptido LAR1 de N. gaditana y aproximadamente el 82% de 
identidad sobre el dominio de TAZ extendido (Tabla 3), demostró ser un homólogo funcional u ortólogo de LARl de 10
N. gaditana. La homología de LAR2 en N. oceanica, que demuestra aproximadamente el 69% de identidad con el 
polipéptido LAR1 de N. gaditana y el 100% de identidad sobre el dominio del dominio de unión de ADN tipo myb 
extendido (Tabla 4), se demostró que era un homólogo funcional, u ortólogo, de LAR2 de N. gaditana.

Los inactivados LARl y LAR2 en N. oceanica se usaron en experimentos adicionales de transcriptómica para 
analizar los patrones de expresión génica en estos mutantes de aclimatación de luz globalmente desrregulados. Los 15
genes que se expresaron diferencialmente en el mutante LARl inactivado bajo aclimatación a poca luz con respecto 
al N. oceanica tipo silvestre bajo aclimatación a poca luz fueron sorprendentemente similares a los genes que se 
expresaron diferencialmente en el mutante LAR2 inactivado bajo aclimatación a poca luz con respecto al tipo 
silvestre de N. oceanica bajo aclimatación a poca luz. Esto se representa en la Figura 28, donde el valor para el log2

cambio en veces de LAR1 en el nivel de expresión (mutante vs. tipo salvaje) para cada gen se representa frente al 20
log2 cambio en veces de LAR2 en el nivel de expresión (mutante vs. tipo salvaje) para el mismo gen. Se puede ver 
que el trazado de la expresión diferencial para LAR1 vs. LAR2 muestra que casi todos los puntos caen en una línea 
diagonal directa de 1:1, lo que indica que estos genes inactivados producen efectos transcripcionales globales casi 
idénticos.

Además de los inactivados de N. oceanica, se generaron líneas knock-down de N. gaditana que exhibían las 25
características de LIHLA del mutante LAR1 (ver Figura 6) usando la construcción de RNAi mostrada en la Figura 27. 
La construcción de ARNi dirigida al gen LAR1 (SEQ ID NO: 50) se introdujo en N. gaditana, dando como resultado 
niveles variables de transcripción de LAR1 en diferentes líneas de inactivación (Figura 28). La Tabla 6 proporciona 
datos que muestran que la caída de LARl-ARNi exhibía características fotofisiológicas de otros mutantes LAR1, que 
incluyen más del doble de Pmax por clorofila sin disminución de Pmax por célula, ETRPSII máximo superior y Ek mayor.30

Tabla 6. Foto-fisiología de la línea inactivada de ARNi LAR1 de N. gaditana

Células/ml Chl mg/L 
prom.

pmol 
O2/hora/célula  

μmol 
O2/hora/mg chl  

ETRPSII

max 
Cambio en veces 
de ETRPSII max

Ek 
(μE)

WT-3730 4,84 E07 15,717 0,022 68,72 45,3 1,00 190,4

LAR1-ARNi 1,05 E08 15,314 0,023 154,76 93,5 2,06 353,9

Ejemplo 14. Cultivos mutantes de LIHLA en el sistema de cultivo a escala reducida

Para las pruebas de laboratorio de los cultivos de LIHLA, se colocó una caja de luz junto a una serie de matraces de 
cultivo que incluían 500 ml de medio PM074 (10x f/2) para replicar un día soleado en un invernadero con un ciclo de 35
12 horas de luz/12 horas de oscuridad con una irradiancia máxima de ~1800 μmol fotones m-2 s-1. Se alimentó 
continuamente una mezcla de 1% de CO2. Los cultivos se diluyeron a una densidad celular de 2x107 células ml-1

durante 3 días para una aclimatación en estado estacionario. El día 7, se añadió un nitrato 4 mM adicional. Las 
células se dejaron crecer durante 12 días y los recuentos celulares se registraron diariamente.

Se descubrió que todos los mutantes LIHLA de Nannochloropsis gaditana GE-5492, GE-4908 y GE-5494 (gen LAR1 40
alterado), GE5491 (gen LAR2 alterado) y GE5489 (gen LAR3 alterado, descrito a continuación en el ejemplo 16) 
alcanzaron un mayor densidad celular que la cepa de tipo silvestre WT-3730, como se representa gráficamente en la 
Figura 29.

En un experimento separado, se cultivaron la cepa silvestre WT-3730 y el mutante LIHLA LAR1 NE-5282 en una 
serie de matraces de cultivo en el mismo sistema a escala reducida que incluía 500 ml de medio PM074 (10x f/2) 45
para replicar un día de sol en un invernadero (14 horas de luz a 10 horas de oscuridad) con una irradiación máxima 
de ~1800 μmol fotones m-2 s-1. Se alimentó una mezcla de CO2 al 1% a los cultivos continuamente. Los cultivos se 
diluyeron diariamente eliminando 15% en volumen del cultivo y reemplazándolo con 15% a una densidad celular de 
27 durante 3 días para un volumen en estado estacionario del cultivo y reemplazándolo con medio recién preparado. 
Las células se dejaron crecer durante 10 días y el carbono orgánico total se midió diariamente diluyendo 2 ml de 50
cultivo celular hasta un volumen total de 20 ml con agua DI. Se inyectaron tres inyecciones por medición en un 
analizador TOC-Vcsj de Shimadzu para la determinación del carbono total (TC) y el carbono inorgánico total (TIC). 
El horno de combustión se ajustó a 720ºC, y se determinó el TOC restando TIC de TC. El rango de calibración de 4 
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puntos fue de 2 ppm a 200 ppm correspondiente a 20-2000 ppm para cultivos no diluidos con un coeficiente de 
correlación de r2> 0,999. El experimento fue repetido una vez. La Figura 30 muestra que el mutante LIHLA tenía una 
acumulación de biomasa diaria promedio ligeramente más alta. Aunque el aumento fue pequeño por día, dichos 
aumentos pueden acumularse para proporcionar ventajas en cultivos a largo plazo.

Ejemplo 15. Complementación de mutantes LIHLA5

Con el fin de confirmar adicionalmente que las lesiones en el gen LAR1 y el gen LAR2 son responsables del fenotipo 
LIHLA, el mutante de N. gaditana GE5440, que tiene una inserción de construcción de vector en el gen LAR1 (Figura 
13), se transformó con una construcción de la expresión en el que el gen LAR1 (SEQ ID NO: 3) se unió 
operativamente a un promotor TCTP de Nannochloropsis (SEQ ID NO: 2). La construcción se transformó en el 
mutante de N. gaditana GE5440 esencialmente de acuerdo con los métodos proporcionados en el Ejemplo 2. El 10
análisis de qRT-PCR se realizó para confirmar que los genes LAR1 intactos transformados se expresaban en las 
células. Las cepas LAR1 complementadas, cepas del mutante LAR1 parental y células "abuelas" de tipo silvestre se 
cultivaron bajo niveles de irradiación moderadamente bajos (100 μE · m-2 · s-1 durante 10 días y se diluyeron
diariamente a una densidad celular de 1x108 células ml-1. Durante este crecimiento semicontinuo, a poca luz se 
aclimata el control WT, se monitoreó la autofluorescencia de clorofila por célula hasta que fue alta y estable, lo que 15
indica que se había logrado una aclimatación en condiciones de poca luz en estado estacionario. Entonces las 
células se adaptaron a la oscuridad y se controlaron mediante fluroescencia, como se describió anteriormente.

Como se muestra en la Figura 31, los mutantes complementados GE-5948, GE-5950 y GE-5951 han aumentado la 
clorofila por célula en comparación con el mutante GE-5440, aunque el nivel de clorofila natural por célula no se ha 
restaurado completamente en los mutantes complementados. De forma similar, los mutantes rescatados (GE5948, 20
GE5950, GE5951) tienen tasas de evolución de O2 por célula con las tasas de aproximación de tipo silvestre, y las 
tasas de evolución de O2 por célula son muy similares a las tasas de tipo silvestre. La Figura 32 muestra que los 
mutantes complementados han restaurado en gran medida los valores de F0 y Fm, así como los valores de qP que 
se aproximan a los valores de tipo silvestre, proporcionando una confirmación adicional de que LAR1 es un 
regulador de la aclimatación a la luz y que las mutaciones en el gen LAR1 son responsables del Bloqueo en el 25
fenotipo de Aclimatación a la luz intensa. 

Ejemplo 16. Genotipado de un mutante LAR3

Entre las treinta y cinco cepas de LIHLA aisladas, todas excepto una cepa, GE-5489, tenían una mutación en el 
locus LAR1 o LAR2. La re-secuenciación de los loci LAR1 y LAR2 en la cepa GE-5489 indicó que los genes LAR1 y 
LAR2 estaban intactos en GE-5489, indicando que un locus genético diferente era responsable del fenotipo LIHLA 30
en esta cepa.

La secuenciación del genoma completo de GE-5489 identificó la ubicación genómica del vector insertado, así como 
varias deleciones de pares de bases únicas y polimorfismos de un solo nucleótido en otras partes del genoma. Se 
encontró que GE-5489 tenía el vector introducido insertado en una región intergénica ~200 pb aguas abajo del locus 
7250 y ~300 pb cadena arriba del locus 7251 (Figura 33). Además, la resecuenciación del genoma identificó, con 35
alta confianza, varias mutaciones adicionales presentes en esta cepa en relación con la cepa parental WT-3730, 
incluidas las deleciones del desplazamiento del marco de un solo par de bases en proteínas conservadas predichas 
E2-352 y E2-2665.

Para determinar la identidad del gen cuya interrupción era responsable del fenotipo LIHLA, se investigó la posibilidad 
de que el sitio de inserción del vector podría haber afectado a la expresión del supuesto gen de LPAAT putativo 40
7251. Se realizó un análisis de PCR de transcripción inversa cuantitativa (qRT-PCR) de GE-5489 para determinar si 
la abundancia de transcripción del gen 7251 difería de la observada en la cepa de tipo silvestre WT-3730. Además 
del gen E1-7251, se incluyeron tres genes de LHC en este experimento qRT-PCR, que en otros mutantes de LIHLA 
se ha demostrado que carecen de la regulación positiva característica en condiciones de poca luz observadas en 
cepas de tipo silvestre.45

Para qRT-PCR, el ARN se aisló a partir de células WT-3730 de tipo natural de N. gaditana aclimatadas a poca luz
(50 μΕ) y el mutante LAR3 GE-5489 como se describe en el Ejemplo 12. El ARN tratado con ADNasa se transcribió 
de forma inversa usando Bio-Rad iScript de acuerdo con los protocolos del fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA). El 
ADNc resultante se utilizó luego como plantilla en las reacciones de qPCR usando Bio-Rad SsoAdvanced, 
nuevamente de acuerdo con los protocolos del fabricante. 50

Tabla 6. Cebadores para qRT-PCR de genes expresados diferencialmente

Gen diana Cebador Secuencia

5307251 5-19 GTGAAACCAGCACTCAATCTCTC (SEQ ID NO: 51)

5307251 5-20 AGTTCGAATATCCTGCAATCGT (SEQ ID NO: 52)
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5310499 F3 GGGAGGCTGAGATCAAGCAC (SEQ ID NO: 53)

5310499 F4 CAGGAGCCCTACCGTCATGT (SEQ ID NO: 54)

5310194 F5 TACTTGCAGGAGGCCGAGAT (SEQ ID NO: 55)

5310194 F6 AGGGAGCTAACAGCGTGGAC (SEQ ID NO: 56)

5312796 G1 TGCCCCGAAGAAGCTAGATG (SEQ ID NO: 57)

5312796 G2 CACGACCCAGCCTAGGAAAC (SEQ ID NO: 58)

El análisis demostró que los tres transcritos de proteína LHC ensayados por qRT-PCR estaban regulados 
negativamente de forma similar con respecto al tipo silvestre, como se observó en las otras cepas de LIHLA 
investigadas. El gráfico que se muestra en la Figura 34 proporciona una escala logarítmica 2 en el eje y, y las barras 
representan la expresión en veces de los genes evaluados en el mutante LAR3 GE-5489 con respecto al tipo 5
silvestre WT-3730. La Figura 34 demuestra que el supuesto gen LPAAT E1-7251 se expresa en el mutante LAR3 
GE-5489 a un nivel esencialmente idéntico al tipo silvestre, mientras que cada uno de los genes de LHC ensayados 
10499, 10194 y 12796 se expresan a niveles varias veces más bajos en el mutante LAR3 GE-5489 con respecto a la 
cepa de tipo silvestre WT-3730, como se esperaba para los mutantes de LIHLA, cuando tanto el mutante LAR3 
como la cepa de tipo silvestre están aclimatados a poca luz. Experimentos adicionales tampoco lograron identificar 10
los cambios consistentes en la abundancia del transcrito para los transcritos sentido o antisentido del gen E1-7250 
que se encuentra cadena arriba del sitio de inserción del vector o un supuesto ARN no codificante que flanquea el 
sitio de inserción del vector. Un análisis similar de los niveles de transcripción para el gen E1-7250 que está cadena 
arriba del sitio de inserción del vector tampoco pudo mostrar ninguna diferencia en la expresión de ese locus en 
relación con el tipo silvestre.15

Aunque el análisis de transcripción no proporcionó indicaciones claras del locus responsable, dos enfoques 
adicionales confirmaron la identidad del gen LAR3 responsable del fenotipo LIHLA en GE-5489. En un enfoque, se 
llevaron a cabo experimentos de complementación para recuperar el fenotipo de tipo silvestre en la cepa GE-5489. 
En un segundo enfoque, se crearon inactivados dirigidos de varios loci en la especie relacionada Nannochloropsis 
oceanica. En ambos casos, se identificó una proteína conservada pronosticada (E2-352 en N. gaditana y ortólogo 20
E1-8005 en N. oceanica) como el locus responsable del fenotipo LIHLA (Tabla 6).

Tabla 6. Validación genética del gen E2-352 como locus LAR3

Gen diana ID Gen Complementación, mutante N. gaditana 
GE-5489 

Inactivación (KO) ortólogo N. 
oceanica

Proteína PHD-dedo E1-7250 No se complementó Fluorescencia de clorofila del tipo 
silvestre

LPAAT supuesto E1-7251 No se complementó KO sin éxito

Supuesto ARN no
codificante 

No se complementó Fluorescencia de clorofila del tipo 
silvestre

Proteína "1" predicha 
conservada

E2-352 Complementación parcial Fenotipo LIHLA 

Proteína "2" predicha 
conservada 

E2-2665 No se puede clonar No se puede clonar

Los experimentos de complementación en N. gaditana dieron como resultado una complementación parcial para 
recuperar cerca de los niveles de clorofila por célula silvestre a través de la expresión heteróloga del marco de 25
lectura abierto E2-352 ("proteína 1 predicha conservada") en GE5489. En estos experimentos, los vectores 
linealizados que incluían el gen que se iba a analizar junto con el promotor nativo y las secuencias terminadoras se 
transformaron en el mutante LIHLA GE-5489 esencialmente según el procedimiento proporcionado en el Ejemplo 2. 
Los transformantes se sembraron en placas que contenían higromicina y después de 2-3 semanas, las colonias se 
recogieron, se sembraron y luego se cultivaron en cultivo líquido para una aclimatación a poca luz antes de la 30
selección usando un citómetro de flujo BD Accuri C6 (BD Biosciences, San Jose, CA) para determinar la 
fluorescencia media de la clorofila del cultivo en una base por célula. Las células de tipo silvestre (cepa de N. 
gaditana WT-3730), que contienen un vector vacío, también fueron aclimatadas a poca luz para usarse como control 
de los niveles de fluorescencia de clorofila por célula. La Figura 35 proporciona un gráfico que muestra la 
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fluorescencia media de clorofila por célula de cepas transformadas con el supuesto ARN no codificante, el supuesto 
gen LPAAT (E1-7251, la proteína PHD-dedo (E1-7250), un vector vacío como control y la "proteína 1 predicha 
conservada" (gen E2-352). La Figura 35 muestra claramente que la complementación con una proteína pronosticada 
conservada intacta (E2-352) da como resultado la recuperación de los niveles casi silvestres de clorofila media por 
célula.5

Los inactivados dirigidos de genes ortólogos en una especie relacionada confirmaron estos resultados (Tabla 5). Las 
construcciones inactivadas para el locus LAR3 de N. oceanica incluyeron un gen de resistencia a la blasticidina 
(SEQ ID NO: 59) flanqueado en ambos lados por secuencias que variaban de 1-2 kb del locus que se estaba
probando. La Figura 36 proporciona un diagrama de la construcción inactivada LAR3 que muestra las secuencias 
del locus LAR3 de N. oceanica (flanco izquierdo, SEQ ID NO: 60) en cualquier lado del gen de resistencia a la 10
blasticidina (SEQ ID NO: 61). El fragmento de inactivación lineal se generó por PCR y se transformó en N. oceanica 
esencialmente de acuerdo con el protocolo en el Ejemplo 2.

El análisis fisiológico detallado de la cepa LAR3 de N. Oceanica inactivada junto con las cepas inactivadas LAR1 y 
LAR2 de N. oceanica muestra claramente que el inactivado dirigido de este gen produce una fisiología similar a la 
identificada en las otras cepas LIHLA (Figura 37). Se ha demostrado que las cepas inactivadas LAR1 (6054), LAR2 15
(6053) y LAR3 (6538) genéticamente modificadas tienen un contenido de clorofila significativamente reducido por 
célula (Figura 37A) y una Ek mayor (Figura 37C) con respecto a la cepa de N. oceanica de tipo silvestre 5473. 
Además, las velocidades de transporte de electrones del fotosistema II (ETRPSII) también se incrementan a 
intensidades de luz superiores a 100 o superiores a 200 para los inactivados LAR1, LAR2 y LAR3 (Figura 37D), 
como lo es qP (Figura 37E). La Figura 37B muestra los niveles más altos de evolución de oxígeno (Pmax) por clorofila 20
para los inactivados LARl y LAR3.

Ejemplo 17. Homólogos LAR3

E2-352 (el gen LAR3, SEQ ID NO: 62) codifica una proteína predicha (SEQ ID NO: 63) de 841 aminoácidos y un 
peso molecular de 86,23 kDa. La alineación de secuencias múltiples (MUSCLE) de las secuencias traducidas de 
LAR3 y los 5 éxitos de homología principales de otros heterokontes/estramenopiles muestra una secuencia de ~100 25
aa que está altamente conservada (Figura 38). Esta sección corresponde a los residuos 302-405 de LAR3 (SEQ ID 
NO: 64). Esta región conservada puede usarse como un gancho para identificar los supuestos homólogos en otras 
especies tales como Cydotella y Navicula. La identidad de secuencia en esta región es de aproximadamente el 80% 
para las mejores coincidencias en estas cepas. En el valor E <1, no hay coincidencias con los dominios PFAM-A 
conocidos en esta región altamente conservada. Existe una coincidencia significativa con un dominio PFAM-B 30
(Pfam-B 10967) sobre los residuos 299 a 414 de LAR3 en el valor E <2,1E-12, pero esta alineación automatizada de 
PFAM-B no está caracterizada.

El dominio conservado de la proteína LAR3 de N. gaditana (SEQ ID NO: 64) tiene una identidad del 96% con los 
aminoácidos 303 a 405 del ortólogo LAR3 de Nannochloropsis oceanica (SEQ ID NO: 66, codificado por SEQ ID 
NO: 65). En toda la proteína LAR3, el ortólogo LAR3 de N. gaditana y N. oceanica son 56% idénticos en el nivel de 35
aminoácidos. La equivalencia funcional de estas proteínas se demuestra mediante los experimentos de inactivado
realizados en N. oceanica en el Ejemplo 16, anterior, que dieron como resultado el fenotipo LIHLA.

El dominio conservado de la proteína LAR3 de N. gaditana (SEQ ID NO: 64) tiene un 62% de identidad con los 
aminoácidos 138 a 236 de un "producto de proteína no identificado" de Phytophthora ramorum (SEQ ID NO: 68, 
codificado por SEQ ID NO: 67); 86% de identidad con los aminoácidos 263 a 364 de una "supuesta proteína no 40
caracterizada" de Ectocarpus siliculosus (SEQ ID NO: 70, codificada por SEQ ID NO: 69); 86% de identidad con los 
aminoácidos 591 a 692 de una "proteína hipotética" de Aureococcus anophagefferens (SEQ ID NO: 72, codificada 
por SEQ ID NO: 71); 76% de identidad con los aminoácidos 116 a 217 de una "proteína predicha" de Thalassiosira 
pseudonana (SEQ ID NO: 74, codificada por SEQ ID NO: 73); 87% de identidad con los aminoácidos 55 a 156 de 
una "proteína predicha" de Phaeodactylum tricornutum (SEQ ID NO: 76, codificada por SEQ ID NO: 75); y una 45
identidad del 78% con los aminoácidos 176 a 263 de una "proteína no caracterizada" de Thalassiosira oceanica 
(SEQ ID NO: 78, codificada por SEQ ID NO: 77). Estos polipéptidos son supuestos ortólogos de los polipéptidos 
LAR3 de Nannochloropsis.

Ejemplo 18. Transcriptómica de LAR3

El perfil transcriptómico del mutante LAR3 GE-5489 se realizó exactamente como para el mutante LAR2 descrito en 50
el Ejemplo 12. La Figura 39 es el mismo tipo de representación gráfica del gráfico de puntos de la similitud de los 
patrones de expresión génica en un mutante LIHLA en comparación con el tipo silvestre como se proporciona para 
un mutante LAR1 LIHLA en la Figura 22 y el mutante LAR2 en la Figura 23. La Figura 39 representa, en gráficos de 
lado a lado para ser vistos juntos, 327 genes individuales representados por puntos ordenados verticalmente. Los 
genes representados son genes TRAC I a partir del análisis transcriptómico de células silvestres con aclimatación a55
poca luz vs. luz intensa y células mutantes de tipo silvestre vs. GE5489 LAR3 bajo poca luz, es decir, están 
desrreguladas en el mutante LAR3 LIHLA bajo aclimatación a poca luz. En el gráfico de la derecha, cada punto que 
representa un gen se coloca horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresión en células de tipo silvestre 
aclimatadas a poca luz en relación con su nivel de expresión en células aclimatadas a la luz intensa, con genes con 
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la expresión relativa más alta en células aclimatadas a poca luz (es decir, el mayor grado de "sobreexpresión" en 
células aclimatadas a poca luz frente a células aclimatadas a la luz intensa) representadas por puntos situados a la 
derecha (log2 valores positivos) y genes que tienen niveles de expresión más bajos en células de tipo silvestre
aclimatadas a poca luz vs. luz intensa representadas por puntos situados a la izquierda (log2 valores negativos). El 
gráfico del lado izquierdo está alineado con el gráfico de la derecha, de modo que los puntos que representan el 5
mismo gen se encuentran en la misma posición vertical en el gráfico izquierdo que en el gráfico derecho, pero en el 
gráfico izquierdo los puntos se colocan horizontalmente de acuerdo a su nivel de expresión relativa en células de 
tipo silvestre frente a células mutantes LIHLA LAR3 (cuando ambas están aclimatadas a poca luz). El gráfico 
muestra que, para un gran número de genes, los niveles de expresión relativa en el tipo silvestre frente al mutante 
de LIHLA LAR3 son notablemente similares a los niveles de expresión relativa en células aclimatadas a poca luz vs. 10
aclimatadas a la luz intensa, con los genes regulados positivamente en las células de tipo silvestre aclimatadas a 
poca luz estando regulados positivamente en las células de tipo silvestre en comparación con las células mutantes 
LAR3 LIHLA, y los genes regulados negativamente en células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz estando
reguladas negativamente en las células de tipo silvestre con respecto a las células mutantes LAR3 LIHLA. Por lo 
tanto, el patrón de expresión génica en el mutante LAR3 LIHLA demuestra que los mutantes LIHLA se desrregulan 15
globalmente en aclimatación a poca luz, ya que bajo condiciones de aclimatación a poca luz su patrón de expresión 
génica se asemeja al de las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa. Además de todas las 
características fenotípicas y fisiológicas de una cepa LIHLA, GE-5489 muestra una desrregulación global similar de 
los genes de la fotosíntesis y específicamente aquellos involucrados en la aclimatación a poca luz. Incluso en 
condiciones de aclimatación a poca luz, la gran mayoría de las proteínas del complejo de recolección de luz (LHC) 20
están significativamente reguladas negativamente en esta cepa (Figura 40). Esta desrregulación global de los genes 
relacionados con la fotosíntesis también es evidente entre todos los genes que se encuentran en los estramenopiles 
fotosintéticos, pero no en los estramenopiles no fotosintéticos, los genes "fotocorte".

Se ha demostrado que tres mutantes LIHLA independientes que tienen mutaciones en diferentes genes (LAR1, 
LAR2 y LAR3) se desrregulan globalmente en la aclimatación a poca luz. Se demuestra que más de 100 genes que 25
están regulados hacia arriba o hacia abajo por células de tipo silvestre en aclimatación a poca luz no están 
regulados, es decir, no están regulados de manera similar, por mutantes LAR1, LAR2 y LAR3 aclimatados a poca 
luz. Entre los genes desrregulados están los genes que codifican las proteínas de unión a la clorofila de 
recuperación de luz o LHC. Las secuencias de LHC analizadas en este experimento se identificaron en el conjunto 
del genoma interno de Nannochloropsis gaditana mediante la inclusión del dominio pfam PF00504 (proteína de 30
unión a clorofila a-b) en las secuencias polipeptídicas codificadas. Las secuencias de ácido nucleico se proporcionan 
como SEQ ID NO: 79 - SEQ ID NO: 102. La Figura 41 proporciona gráficos de puntos alineados para mutantes 
LAR1, LAR2 y LAR3, así como células de tipo silvestre, en las que los genes analizados codifican LHC o proteínas 
relacionadas. De arriba a abajo, los genes de Nannochloropsis analizados son, desde la parte superior a la parte 
inferior de la gráfica, la SEQ ID NO: 79, anotada como que codifica una proteína de unión a clorofila a/c de 35
fucoxantina; SEQ ID NO: 80, también anotada como que codifica una proteína de unión a clorofila a/c de
fucoxantina; SEQ ID NO: 81, anotada como que codifica una proteína compleja de recolección de luz 5 (precursor); 
SEQ ID NO: 82, también anotada como que codifica una proteína compleja de recolección de luz 5 (precursor); SEQ 
ID NO: 83, anotada como que codifica una proteína 10 del complejo de recolección de luz (precursor); SEQ ID NO: 
84, también anotada como que codifica una proteína 10 del complejo de recolección de luz (precursor); SEQ ID NO: 40
85, anotada como que codifica una proteína Beta-Ig-H3/fasciclina; SEQ ID NO: 86, anotada como que codifica una 
proteína inducible por la luz temprana de masa molecular baja HV60; SEQ ID NO: 87, anotada como que codifica 
una proteína 2 de complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 88, anotada como que codifica la proteína 3 del 
complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 89, anotada como que codifica una proteína 3 del complejo de 
recolección de luz; SEQ ID NO: 90, anotada como que codifica una proteína 2 de complejo de recolección de luz; 45
SEQ ID NO: 91, anotada como que codifica una proteína de unión a clorofila a/b del complejo I de recolección de 
luz; SEQ ID NO: 92, anotada como que codifica una proteína 2 del complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 93, 
también anotada como que codifica una proteína 2 del complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 94, anotada
como que codifica una proteína del complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 95, también anotada como que 
codifica una proteína 2 de complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 96, anotada como que codifica una proteína 50
3 del complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 97, anotada como que codifica una proteína 2 del complejo de 
recolección de luz; SEQ ID NO: 98, anotada como que codifica una proteína 2 del complejo de recolección de luz; 
SEQ ID NO: 99, anotada como que codifica una proteína de unión de fucoxantina clorofila a/c; SEQ ID NO: 100, 
anotada como que codifica una proteína 3 del complejo de recolección de luz; SEQ ID NO: 101, anotada como que 
codifica una proteína del complejo de recolección de luz; y SEQ ID NO: 102, anotada como que codifica un 55
precursor de beta-Ig-H3/fasciclina.

El gráfico de la izquierda muestra a lo largo del eje x la relación de expresión de cada uno de los 22 genes LHC en el 
tipo silvestre aclimatado a poca luz en comparación con las células LAR1 aclimatadas a poca luz, el siguiente gráfico 
muestra la expresión de tipo silvestre aclimatada a poca luz de cada gen LHC como una relación de su expresión en 
células LAR2 aclimatadas a poca luz, el tercer gráfico muestra la expresión de tipo silvestre aclimatada a poca luz de 60
cada gen LHC como una relación de su expresión en células LAR3 aclimatadas a poca luz, y el gráfico más a la 
derecha muestra la expresión de tipo silvestre aclimatada a poca luz de cada gen de LHC como una relación de su 
expresión en células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa. Los gráficos muestran que la expresión de al 
menos 20 genes LHC en células silvestres aclimatadas a poca luz difiere de la expresión del LHC en células 
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mutantes LIHLA aclimatadas a poca luz de una manera muy similar a la diferencia entre células tipo silvestre 
aclimatadas a poca luz y aclimatadas a la luz intensa. Es decir, los mutantes LIHLA se asemejan a las células de 
tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa en su patrón de expresión de LHC, a pesar de que están aclimatadas a 
poca luz.

Listado de secuencias5

MUTANTES DE ALGAS QUE TIENEN UN FENOTIPO ACLIMATADO A LA LUZ INTENSA EN COMPARTIMENTOS

Secuencia artificial
ADN

Constructo pSG-05534 para mutagénesis de inserción

06-12-2012

04-09-2013

23-08-2013

23-09-2013
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REIVINDICACIONES

1. Un mutante de algas desrregulado en aclimatación a poca luz, en donde el mutante de algas exhibe al menos una 
reducción del 20% en clorofila en condiciones de poca luz con respecto a un alga de tipo salvaje de la misma cepa y 
además en el que el mutante de algas:

exhibe un mayor inactivación fotoquímica (qP) a todas las irradiancias fisiológicamente relevantes por encima de 400 5
μE·m-2·s-1 con respecto a un alga de tipo silvestre de la misma cepa; exhibe un inicio de inactivación no fotoquímica 
(NPQ) a una intensidad de luz más alta que la intensidad de luz a la cual aparece NPQ en un alga de tipo salvaje de 
la misma cepa y exhibe un NPQ más bajo en todas las irradiancias fisiológicas por encima de 400 μE·m-2·s-1 que es 
exhibida por un alga de tipo salvaje de la misma cepa; 

adicionalmente en el que el mutante está mutado en un gen que codifica un polipéptido que comprende un dominio 10
de dedo de cinc pfam PF02135 TAZ, en el que el polipéptido comprende la proteína LAR1 (SEQ ID Nº: 4), la 
proteína No-LAR1 (SEQ ID Nº: 8) o un homólogo de la proteína LAR1 (SEQ ID NO: 4) o proteína No-LAR1 (SEQ ID 
NO: 8) que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8, con la condición de que el alga 
no se obtenga exclusivamente por medio de un proceso esencialmente biológico.

2. Un mutante de algas según la reivindicación 1, en donde el mutante tiene aproximadamente la misma tasa 15
fotosintética máxima (Pmax) que un alga de tipo silvestre de la misma cepa, o en el que el mutante tiene una 
irradiancia de saturación más alta para la fotosíntesis (Ek) que un alga silvestre de la misma cepa.

3. Un mutante de algas según la reivindicación 1, en el que un cultivo del mutante tiene una mayor penetración de la 
luz en el cultivo que un cultivo de un alga de tipo silvestre de la misma cepa.

4. Un mutante de algas según la reivindicación 1, en donde el mutante muestra la desrregulación de al menos veinte 20
genes sensibles a la luz, opcionalmente en donde la abundancia de transcritos de los genes sensibles a la luz difiere 
en el mutante con respecto a una célula silvestre por al menos log2 1,0.

5. Un mutante de algas según la reivindicación 1, en donde el mutante se ha generado por irradiación UV, irradiación 
gamma o mutagénesis química, o en el que el mutante es un mutante modificado genéticamente, opcionalmente en 
el que el mutante se ha modificado genéticamente mediante mutagénesis insercional.25

6. Un mutante de algas de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el mutante exhibe una velocidad máxima de 
transporte de electrones del fotosistema II (ETRPSII) más alta que un alga de tipo silvestre de la misma cepa.

7. Un mutante de algas según la reivindicación 1, en el que el mutante pertenece a un género seleccionado del 
grupo que consiste en Achnanthes, Amphiprora, Amphora, Ankistrodesmus, Asteromonas, Boekelovia, Bolidomonas, 
Borodinella, Botrydium, Botryococcus, Bracteococcus, Chaetoceros, Carteria, Chlamydomonas, Chlorococcum, 30
Chlorogonium, Chlorella, Chroomonas, Chrysosphaera, Cricosphaera, Crypthecodinium, Cryptomonas, Cyclotella, 
Dunaliella, Ellipsoidon, Emiliania, Eremosphaera, Ernodesmius, Euglena, Eustigmatos, Franceia, Fragilaria, 
Gloeothamnion, Haematococcus, Halocafeteria, Heterosigma, Hymenomonas, Isochrysis, Lepocinclis, Micractinium, 
Monodus, Monoraphidium, Nannochloris, Nannochloropsis, Navicula, Neochloris, Nephrochloris, Nephroselmis, 
Nitzschia, Ochromonas, Oedogonium, Oocystis, Ostreococcus, Pavlova, Parachorella, Pelagomonas, 35
Phœodactylum, Phagus, Picochlorum, Platymonas, Pleurochrysis, Pleurococcus, Prototheca, Pseudochlorella, 
Pseudoneochloris, Pseudostaurastrum, Pyramimonas, Pyrobotrys, Scenedesmus, Skeletonema, Spyrogyra, 
Stichococcus, Tetraselmis, Thalassiosira, Tribonema, Vaucheria, Viridiella, Vischeria y Volvox.

8. Una biomasa de algas que comprende un mutante de algas según la reivindicación 1.

9. Un método para producir un producto de algas, que comprende cultivar un mutante de algas según la 40
reivindicación 1 y aislar al menos un producto del cultivo, opcionalmente en el que el producto es biomasa de algas, 
o en el que el producto es un lípido, una proteína, un péptido, uno o más aminoácidos, uno o más nucleótidos, una 
vitamina, un cofactor, una hormona, un antioxidante o un pigmento o colorante.

10. Un método según la reivindicación 9, en el que el alga se cultiva fototróficamente, opcionalmente en el que el 
alga se cultiva en un estanque o conducto.45

11. Un método según la reivindicación 9, en el que el producto es un lípido.

12. Un método según la reivindicación 11, en el que el mutante de algas se modifica por ingeniería genética para 
incluir al menos un gen exógeno que codifica un polipéptido que participa en la producción de un lípido.
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LIMS ID

Genotipo 
(mutación 
detectada)

ETRmax 
(X veces 
mayor 

que WT)

pmol 
O2/min 
/célula

μmol 
O2/min 
/mg chl

Promedio 
total Chl 

(pg/célula)

WT pmol 
O2/min 
/célula

WT μmol 
O2/min/mg 

chl

Promedio 
total WT 

(pg/célula)

GE4574 LAR1 2,62 0,017 405 0,04 0,019 161 0,13

GE4904 LAR1 2,44 0,023 353 0,07 0,028 150 0,21

GE4908 LAR1 2,23 0,024 330 0,07 0,028 150 0,21

GE4911 LAR1 2,1 0,022 320 0,07 0,028 150 0,21

GE5099 LAR1 2,1 0,086 1654 0,05 0,086 534 0,16

GE5117 LAR1 2,6 0,094 1753 0,05 0,086 534 0,16

NE5282 LAR1 2,00 0,029 374 0,08 0,029 145 0,20

NE5284 LAR1 2,22 0,026 429 0,06 0,029 145 0,20

NE5287 LAR1 2,03 0,024 347 0,07 0,029 145 0,20

NE5292 LAR1 2,76 0,031 422 0,07 0,029 145 0,20

GE5406 LAR1 2,22 0,019 254 0,08 0,017 107 0,16

GE5409 LAR1 2,5 0,026 444 0,06 0,025 163 0,16

GE5438 LAR1 2,51 0,022 391 0,06 0,025 163 0,16

GE5439 LAR1 2,79 0,020 374 0,05 0,025 163 0,16

GE5440 LAR1 2,7 0,022 389 0,06 0,029 145 0,20

GE5441 LAR1 2,81 0,023 395 0,06 0,029 145 0,20

GE5492 LAR1 2,91 N/A 225 7,18 mg/L N/A 101 19,34 mg/L

GE5494 LAR1 2,95 N/A 239 2,72 mg/L N/A 86 11,75 mg/L

GE5838 LAR1 1,53 0,33 492 0,13 0,037 229 0,16

GE4906 LAR2 2,33 0,023 358 0,07 0,028 150 0,21

GE5098 LAR2 1,47 0,094 1341 0,07 0,086 534 0,16

GE5404 LAR2 2,28 0,025 244 0,10 0,017 107 0,16

GE5405 LAR2 1,88 0,026 220 0,12 0,017 107 0,16

GE5407 LAR2 2,1 0,026 232 0,11 0,017 107 0,16

GE5408 LAR2 2,18 0,035 294 0,12 0,025 163 0,16

GE5491 LAR2 2,47 N/A 237 7,8 mg/L N/A 101 19,34 mg/L

GE5489 LAR3 1,88 N/A 203 8,58 N/A 101 19,34 mg/L

FIG 6
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FIG. 7

FIG. 8

Irradiancia (μE)

μmol fotones m2·s-1 μmol fotones m2·s-1

Fotosíntesis vs. irradiancia 
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Estrés abiótico Cambio de luz
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Figura 17

Dedo de cinc TAZ Thalassiosira pseudonana JGI v3 SGIv2

177 Dedo de cinc TAZ 0293 nuclear v1.3 (PASA+rastros 
intrón+rastros blastx+transcritos no alternativos
Dedo de cinc TAZ Phaeodactylum tricornutum JGI v2 SGIv2

154 Cadena A de proteína de unión CREB WT0229 Navicula 
ADNc ensamblaje CLC
Cadena A de proteína de unión CREB Ectocarpus siliculosus Ghent

Subunidad del complejo de reconocimiento de origen Ectocarpus 
silicosus Ghent
Dedo de cinc TAZ Aureococcus anophagefferens JGI v1

180 Dedo de cinc TAZ ve03730 anotación genoma nuclear v2012 05 29

50 Dedo de cinc TAZ nannochloropsis oceanica CCMP1779

184 Dedo de cinc TAZ ve05473 Nannochloropsis Oceanica, genoma 
nuclear con anotación v130301
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WT vs. mutante Lar1 de luz intensa a poca luz

Irradiancia, cambio de luz intensa a poca Contenido de clorofila por célula
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