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DESCRIPCION
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,
presentada el 9 de abril de 2013; de la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. N° 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 acido 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", tamafio de
archivo 331 kilobytes (kb), creado el 6 de diciembre de 2013.

Campo de la invencion

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

Antecedentes

La presente invencion 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 proteinas que regulan la fotosintesis.

En sistemas de crecimiento de algas abiertos a gran escala, los cultivos deben crecer a densidades y profundidades
de cultivo razonablemente altas en la regién 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 irradiacion promedio.
El estado foto-fisiolégico 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 recoleccion de luz auxiliar relativamente grande asociado con
los centros de reaccion fotosintética. Sin embargo, una antena de recoleccion de luz mas grande en cada célula
individual agrava el auto-oscurecimiento del cultivo, lo que lleva a un nivel de irradiacién promedio incluso mas bajo,
lo que provoca como respuesta un aumento adicional en el tamafio de la antena de las células de algas. El resultado
general es un cultivo con muy poca penetracion de la luz, lo que garantiza que la mayoria del sistema de crecimiento
abierto esté a oscuras. Ademas, la gran y eficiente antena de recoleccion de luz impulsa la saturacion de la
fotosintesis a intensidades de luz relativamente bajas. Por lo tanto, en la capa superficial de los estanques, donde
hay luz disponible, una parte importante de la luz incidente supera la luz requerida para impulsar las tasas
fotosintéticas maximas. 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 aclimatacion con poca luz disminuye la eficiencia general del uso de la luz de un cultivo
en estanque al aumentar el auto-oscurecimiento y disminuir el nivel de irradiancia de saturacion para la fotosintesis.
Los métodos anteriores para disminuir el tamafio de antena de recoleccién de luz en algas se han enfocado
Unicamente en la antena, dirigiendo directamente la biosintesis de polipéptidos de recoleccion de luz, o reduciendo
su ensamblaje o funcién indirectamente al interrumpir la biosintesis de la clorofila, el control de traduccion de
proteinas o los mecanismos de localizacion de proteinas. Como resultado, las cepas obtenidas de pigmento
reducido a menudo se desequilibran en la recoleccion de luz, el transporte de electrones vy la fijacion de carbono, lo
que puede afectar adversamente a la productividad del cultivo.

La mayoria de los fotoautétrofos 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 recoleccién de energia de
excitacién en exceso bajo alta irradiacion. La caracteristica mas obvia de la respuesta de aclimatacion a la
irradiancia es un cambio en el nivel de pigmentacion, tipicamente asociado con cambios en la abundancia de la
antena de recoleccion 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 inactivacién no fotoquimica.

La aclimatacion a la irradiancia es, sin embargo, una respuesta, en gran parte, pleiotrépica, que implica cambios en
la composicion y la funcion en multiples niveles dentro de la maquinaria fotosintética y en todo el organismo. La
regulacion de la aclimatacion a la irradiancia en fotoautétrofos oxigenados estad mal definida y una mayor
comprension de la red reguladora subyacente puede permitir la manipulaciéon beneficiosa de la composicion y la
funcién de la maquinaria fotosintética.
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Sumario
La proteccion buscada para esta invencién es como se define en las reivindicaciones.

La presente invencion describe los resultados de un procedimiento de seleccion inclinado hacia el aislamiento de
mutantes que retienen tantas caracteristicas como sea posible del estado foto-fisiolégico aclimatado de luz intensa
natural, que incluye una menor antena de captacion de luz, en equilibrio con todos los demas aspectos del proceso
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 disefid especificamente para aislar los
componentes reguladores globales asociados con la aclimatacion fotosintética a la irradiancia. Con base en la
implementacion de la pantalla LIHLA, se proporcionan genes que codifican nuevos reguladores de la aclimatacion de
luz (por sus siglas en inglés, “Light Acclimation Regulators”, LAR1, LAR2 y LAR3). Estos genes han demostrado ser,
mediante analisis transcriptomicos y fotofisiolégicos, reguladores globales de la aclimatacion fotosintética a la
irradiancia.

En un aspecto, se proporciona en este documento un mutante de algas desrregulado en la aclimatacion a poca luz,
en donde el mutante de algas exhibe al menos una reduccion del 20% en clorofila en condiciones de poca luz con
respecto a un alga de tipo silvestre de la misma cepa y en donde, ademas, el mutante de alga exhibe una mayor
inactivacion fotoquimica (qP) en todas las irradiancias fisiologicamente relevantes por encima de 400 pyE - m? - s
con respecto a un alga de tipo silvestre de la misma cepa; exhibe inicio de inactivacion no fotoquimica (NPQ) a una
intensidad de luz mas 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 mas baja en todas las irradiancias fisiologicas por encima de 400 YyE - m? - s que es
exhibida por un alga de tipo silvestre de la misma cepa, en donde, ademas, el mutante estda mutado en un gen que
codifica un polipéptido que comprende un dominio de dedo de cinc PF02135 TAZ, en donde el polipéptido
comprende la proteina LAR1 (SEQ ID NO: 4 ), la proteina No-LAR1 (SEQ ID NO: 8), o un homologo de la proteina
LAR1 (SEQ ID NO: 4) o la proteina No-LAR1 (SEQ ID NO: 8) que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID
NO: 4 0 SEQ ID NO: 8.

La descripcion describe mutantes de algas que tienen un fenotipo "aclimatado a la luz intensa en compartimentos" o
"LIHLA", en el que los mutantes exhiben propiedades fotosintéticas de células de algas con aclimatacion 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 reduccién del 20% o mayor en clorofila por célula, y
preferiblemente un 25% o mas, un 30% o mas, 40% o mas, o una reduccién del 50% o superior de la clorofila por
célula en condiciones de poca luz, en comparacion con las células de tipo silvestre. Ademas, los mutantes LIHLA
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 inactivacion
fotoquimica (gP) respecto a todas las intensidades de luz fisiologicamente relevantes mayores de 400 uE - m? - s
(por ejemplo, sobre todas las intensidades de luz fisiologicamente relevantes mayores que 350 YE - m?2 - s,
mayores que 300 PE - m? - s*', mayores que 250 PUE - m? - s”', 0o mayores que 200 UE - m* - s"); un aumento de la
tasa fotosintética maxima (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 mas, 80% o mas, 85% o mas, 90% o mas, o
sustancialmente la misma tasa fotosintética maxima (Pmax) que las células de tipo silvestre o una Pnax mas alta en
comparaciéon con las células de tipo silvestre por célula; saturacion de la fotosintesis a niveles de irradiancia mas
altos (mayor EKk); retraso en el inicio de la inactivacion no fotoquimica (NPQ) en respuesta al aumento de la
intensidad de la luz; niveles reducidos de NPQ en todas las irradiancias fisioldgicamente relevantes mayores de 500
WE - m2 - s, por ejemplo, mayor que 450 WE - m2 - s, mayor que 400 YE - m? - s*', mayor que 350 YE - m? - s,
mayor que 300 puE - m2 - s', mayor que 250 uE - m? - s*', mayor que 200 uE - m2 - s*', mayor que 150 uE - m? - s,
o mayor que 100 uE - m*2 - s'. Ademas, un mutante LIHLA puede tener una velocidad de transporte de electrones
maxima para el fotosistema Il (ETRpsi) que es al menos tan alta como la ETRpg; de una célula de tipo silvestre y,
preferiblemente, al menos aproximadamente 1,5 veces la velocidad de la ETRps) de tipo silvestre, o al menos
aproximadamente 2 veces la tasa de la ETRpg de tipo silvestre.

En algunos ejemplos, un mutante LIHLA tiene al menos un 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% o 50% de reduccion en
clorofila con respecto a una célula de tipo silvestre, exhibe una mayor inactivacién fotoquimica (qP) respecto a todas
las intensidades de luz fisiolégicamente relevantes mayores que 400 UE - m? - s con respecto a una célula de tipo
silvestre; tiene una mayor tasa fotosintética maxima (Pmax) por cada base de clorofila (por ejemplo, al menos 1,5
veces la Pnax 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 Pnax de células de tipo silvestre por célula; experimenta la saturacion de la
fotosintesis a niveles de irradiacion mas altos (mayor Ek) que el tipo silvestre; exhibe una aparicion retrasada de
NPQ en respuesta a la intensidad de luz creciente en comparacion con las células de tipo silvestre; y tiene niveles
mas bajos de NPQ respecto a todas las irradiancias mayores de aproximadamente 500 uE - m2 - s 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 maxima de transporte de electrones PSIl (ETRps;)
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. Ademas,
un mutante LIHLA puede tener una tasa maxima de transporte de electrones PS| (ETRps)) que es sustancialmente
equivalente o mayor que la tasa de transporte de electrones PSI de tipo silvestre. Ademas, un cultivo que
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comprende un mutante LIHLA, donde el cultivo esta expuesto a la luz de una fuente de luz, puede tener una mayor
cantidad de penetracion 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 combinacion de los
siguientes rasgos con respecto a células tipo silvestre o control: mayor Fv/Fm, mayor ®PSII, y una a menor, o
pendiente inicial de la curva P/I. Por ejemplo, un mutante LIHLA aclimatado a poca luz puede tener un Fv/Fm mayor,
un ®PSII aumentado, y, opcionalmente, una a menor con respecto a las células tipo silvestre o control aclimatadas a
poca luz.

La descripcion describe mutantes que tienen un fenotipo LIHLA (p. €j., 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 gqP
mas alto en irradiaciones superiores a 400 YE - m? - s, al menos 1,5 veces o al menos 2 veces la Pnax de las
células de tipo silvestre en una base de clorofila y al menos 70% o al menos 80% de Pnax de las células de tipo
silvestre por célula, la aparicion de NPQ a mayor irradiancia y NPQ inferior a todas las irradiaciones superiores a 500
WE - m? - s, Ek superior, y preferiblemente, una ETRpg superior, en la que los mutantes se desrregulan en la
expresion de al menos veinte, al menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, al menos sesenta, al menos
setenta, al menos ochenta, al menos noventa, o al menos 100 genes que estan 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 expresion de genes que se expresan diferencialmente cuando se aclimatan células de
tipo silvestre aclimatadas de luz intensa a poca intensidad de luz.

Ademas, en este documento se proporcionan mutantes que tienen al menos una mutacion en un gen que codifica
una proteina reguladora, en la que una proteina reguladora puede ser una proteina que afecta directa o
indirectamente la transcripcion de multiples 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 estd mutado en un gen que codifica un factor de transcripciéon o un activador
transcripcional.

Un mutante, como se proporciona en este documento, puede ser un mutante que surge espontaneamente, derivado
de una mutacion clasica (por ejemplo, UV, irradiacion gamma o mutagénesis quimica) o puede ser obtenido
mediante ingenieria genética (por ejemplo, recombinacion homadloga, atenuacion génica por antisentido o RNAI, o
modificacion del genoma, por ejemplo, usando meganucleasas, nucleasas con dedos de cinc, talens o sistemas
CRISPR/cas).

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 aminoacidos
que puede tener al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al
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 aminoacidos 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 aminoacidos codificada por los genes LAR1 como
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 aminoacidos 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
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 aclimatacién 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
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 unién al ADN de tipo myb. El polipéptido puede incluir una secuencia de
aminoacidos que puede tener al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al
menos 90%, o al menos un 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos 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
mutado o atenuado en un gen que codifica en una cepa de tipo silvestre un polipéptido que tiene al menos 65%, al

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2682279 T3

menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de
secuencia de aminoacidos 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 unioén
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 unién al ADN de tipo myb puede exhibir una aclimatacién alterada a poca luz, y
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
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 aminoacidos 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 aminoacidos con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
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 aminoacidos 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
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 aminoacidos 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 aclimatacién
alterada a poca luz, y puede tener un fenotipo LIHLA como se describe en el presente documento.

La descripcion describe un mutante, como se proporciona en este documento, que tiene un gen mutado que codifica
una proteina reguladora o una célula recombinante disefiada para tener una estructura alterada o expresion de un
gen que codifica una proteina reguladora que puede mutarse en un gen que codifica un regulador global de la
respuesta de aclimatacion 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 uE - m* - s™', menor o igual a
aproximadamente 150 YE - m? - s', menor o igual a aproximadamente 100 UE - m?2 - s, o menor o igual a
aproximadamente 50 uE - m2 - s™') con respecto a la cepa de tipo natural o control en condiciones de poca luz. Por
ejemplo, el nivel de expresion 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 logz 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
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 estan 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
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 proteina de unién de clorofila de recoleccién de luz (LHC) pueden estar regulados
negativamente en un mutante LIHLA con poca luz en comparacion con una célula de tipo natural o de control con
poca luz. Ademas, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, o al menos seis genes de
proteinas no LHC que codifican proteinas que funcionan en la fotosintesis pueden estar reguladas negativamente en
un mutante LIHLA. Ademas, 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 proteinas que no funcionan en la
fotosintesis 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 expresion (p. €j., un nivel de abundancia de transcripcion) que difiere en un log; veces de al
menos 1, por ejemplo, puede estar presente en el mutante LIHLA a un nivel de dos veces o mas del nivel de tipo
silvestre, 0 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 proteina reguladora puede ser ademas un mutante que
permita una mayor penetracion de la luz en el cultivo. Por ejemplo, un cultivo de un mutante LIHLA puede permitir la
entrada de mas luz al cultivo que es capaz de penetrar en un cultivo de una cepa de control o de tipo silvestre
comparable. Por ejemplo, al menos un 50% mas de luz, al menos un 60% mas de luz, al menos un 70% mas de luz,
al menos un 80% mas de luz, al menos un 90% mas de luz o al menos un 100% mas 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 comparacion 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
tengan aproximadamente la misma densidad de células.

Ademas, un mutante LIHLA que tiene un gen mutado que codifica una proteina reguladora en algunos ejemplos
puede crecer hasta una densidad celular mas alta que una cepa de control o de tipo silvestre. Por ejemplo, un
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mutante LIHLA puede crecer hasta una densidad celular mas 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 dias en el cultivo.

En varios ejemplos, un mutante LIHLA que se rompe en la expresion o funcion de un regulador global de la
respuesta de aclimatacién de luz tiene, al menos, una reduccion del 25% en la clorofila con respecto a las células de
tipo silvestre con poca luz (por ejemplo, menos de aproximadamente 200 UE - m2 - s™), y esta desrregulada en la
expresion de multiples genes regulados por la luz, por ejemplo, exhibe desrregulaciéon de al menos diez, al menos
quince, o al menos veinte genes que estan regulados en respuesta a la intensidad de la luz en una célula de tipo
silvestre, donde la diferencia en el nivel de expresion de los genes bajo condiciones de poca luz entre el mutante
LIHLA y una célula de tipo silvestre es al menos el doble. Ademas, en estos ejemplos, el mutante LIHLA exhibe un
gP mayor que el tipo silvestre en todas las intensidades de luz mayores que 200 UE - m2 - s, exhibe una aparicion
retrasada de NPQ con respecto a la intensidad de la luz en comparacion con las células de tipo silvestre y NPQ
inferior a todas las irradiancias superiores a aproximadamente 200 UE - m? - s, y exhibe un Pnax mayor por clorofila
y un Pmax por célula que no es inferior al 70%, 75% u 80% del Pmax natural. Ademas, el mutante LIHLA puede tener
una ETRps; maxima que sea mayor que la ETRps maxima de las células de tipo silvestre cuando tanto el mutante
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,
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,
Pelagomonas, Phceodactylum, 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 (Bacillariéfito) tal como,
pero no limitada a, una especie de Achnanthes, Amphora, Chaetoceros, Cyclotella, Cylindrotheca, Cymatopleura,
Entomoneis, Fragilaria, Fragilariopsis, Navicula, Nitzschia, Phoeodactylum 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 aclimatacion de poca luz. El
método incluye: mutagenizar una poblaciéon de algas; seleccionar la poblacién mutagenizada de algas respecto a
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 fluorometria para identificar
mutantes de algas de fluorescencia baja en clorofila y estables con poca luz que tienen coeficientes de extincion
fotoquimicos (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 extincion fotoquimicos
(gP) que son mas altos que los de las algas de tipo silvestre a intensidades de luz mayores que aproximadamente
400 uE - m? - s, mayores que aproximadamente 300 uE - m? - s' 0o mayores que aproximadamente 200 uE - m -
s™!. El cribado para baja fluorescencia de clorofila puede hacerse por clasificacion celular activada por fluorescencia
(FACS). El método incluye ademas seleccionar las algas con bajo contenido en clorofila para reducir la clorofila, por
ejemplo, una reduccion del 20% o superior, una reduccion del 30% o superior, una reduccion del 40% o superior, 0
una reduccioén del 50% o superior, en clorofila por célula, en condiciones de poca luz. El método incluye ademas
seleccionar mutantes de algas con baja clorofila para Pmnax 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 Pnax por célula de las células de tipo silvestre. EI método incluye ademas seleccionar mutantes de
algas con bajo contenido en clorofila para la aparicion retardada de NPQ en respuesta al aumento de la intensidad
de la luz en comparacion con la aparicion 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 YE - m? - s, superiores a aproximadamente 400 yE - m2 - s,
superiores a aproximadamente 300 YE - m= - s, o superiores a aproximadamente 200 yE - m2 - s,

En varios ejemplos, el método puede incluir la seleccion de uno o mas de Ek superior, ETRps; maximo superior,
Fv/IFm mas alto (eficacia fotosintética) y un mayor rendimiento cuantico fotosintético del fotosistema I, ®PSII, con
respecto a las células tipo silvestre. En algunos ejemplos, el método puede incluir la seleccion para una pendiente
disminuida (alfa) de la curva de irradiancia fotosintética (P/).

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
producto del cultivo. El producto puede ser un lipido, un terpenoide, un policétido, una proteina, un péptido, uno o
mas aminoacidos, un carbohidrato, un alcohol, un acido nucleico, uno o mas nucleétidos, nucledsidos 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 fototréficamente y se puede cultivar en un estanque o canal de
conduccion. 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 aclimatacion a poca luz, tal como cualquiera de los mutantes de LIHLA proporcionados en este
documento.

La descripcién describe moléculas de acido nucleico aisladas. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico aislada
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos
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 aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. El acido nucleico puede ser un ADNc, por
ejemplo. El polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos 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 nucleétidos es diferente de la secuencia de un gen natural.
Adicionalmente, la secuencia de nucleétidos puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
alterada con respecto a la secuencia de aminoacidos 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 acido nucleico
aislada puede incluir una mutaciéon en la secuencia de nucledtidos que puede resultar, por ejemplo, en una
sustitucion, adicion o delecion de un aminoacido. En algunos ejemplos, la molécula de acido 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 acido 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
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. Ademas, la molécula de acido nucleico
puede comprender una secuencia de nucleétidos 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
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 nucleoétidos difiere de la de un gen de origen natural.

Una molécula de acido nucleico aislada, como se proporciona en este documento, puede comprender una secuencia
de nucledtidos 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 nucleétidos 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
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 porcién de la misma o un
complemento de al menos una porcién de la misma, operativamente unida a una secuencia de expresion heteréloga.
Alternativamente o ademas, una molécula de acido nucleico aislada comprende un vector que incluye una secuencia
de acido 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 nucledtidos 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
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 porcién de la misma o un
complemento de al menos una porcion de la misma.

La descripcion describe moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o
SEQ ID NO: 23. El acido nucleico puede ser un ADNc, por ejemplo. Ademas, el polipéptido codificado por la
secuencia de nucleétidos 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 nucleétidos es diferente en secuencia de un gen natural. La secuencia de
nucledtidos puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos alterada con respecto a la
secuencia de aminoacidos 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 acido nucleico aislada puede incluir una mutacion en la
secuencia de nucleotidos que puede resultar, por ejemplo, en una sustitucion, adiciéon o delecion de un aminoacido.
En algunos ejemplos, la molécula de acido 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 acido 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
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 unién al ADN de tipo myb y, en algunos ejemplos, puede incluir un
dominio de unién a ADN de tipo myb mutado. Ademas, la molécula de acido nucleico puede comprender una
secuencia de nucledtidos 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 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
nucledtidos difiere de la de un gen de origen natural.

La descripcion describe moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos 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
aminoacidos de la SEQ ID NO: 64. El acido nucleico puede ser un ADNc, por ejemplo. Ademas, el polipéptido
codificado por la secuencia de nucleétidos 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
polipéptido codificado por un gen de origen natural en el que la secuencia de nucleétidos no es 100% idéntica con la
secuencia de un gen natural. La secuencia de nucleétidos puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos alterada con respecto a la secuencia de aminoacidos 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 acido nucleico aislada puede incluir una
mutacion en la secuencia de nucleétidos que puede resultar, por ejemplo, en una sustitucion, adicion o delecion de
un aminoacido. En algunos ejemplos, la molécula de acido 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 acido
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.
Ademas, la molécula de acido nucleico puede comprender una secuencia de nucleétidos 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 nucleétidos difiere de la
de un gen natural.

También se describen en este documento construcciones de acidos nucleicos para recombinacion homologa (que
incluye, pero no se limita a, construcciones de sustitucion de genes y knock-out), modificacion del genoma y
atenuacion del gen (por ejemplo, construcciones de ARNi, antisentido y ribozima), que incluyen al menos una parte
del secuencias de nucleétidos proporcionadas en este documento o sus complementos.

Una construccion de acido nucleico para recombinacion homéloga puede incluir una secuencia de acido nucleico
que incluye al menos una porcion de un gen natural que codifica un polipéptido como se proporciona en este
documento que regula directa o indirectamente la respuesta de aclimatacion a la luz, por ejemplo, un gen LAR u
homologo del mismo como se proporciona en este documento. Alternativamente o ademas, una construccion para
recombinacion homoéloga puede incluir una secuencia de acido nucleico que incluye una secuencia que esta
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 aclimatacion a la luz. En algunos ejemplos, una
construccion para recombinacion homologa incluye una secuencia de acido nucleico que incluye al menos una
porcidon de un gen natural que codifica un polipéptido como se proporciona en este documento, en el que el gen
tiene al menos una sustitucién, delecion, insercién o adicién de aminoacidos con respecto a un polipéptido de tipo
silvestre. Por ejemplo, el gen, o una porcion del mismo, puede incluir la insercién de un gen marcador seleccionable.

Una construccion de acido nucleico para atenuacion génica, por ejemplo, una construccion 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 nucledétidos 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 porcién de la secuencia de un gen de origen
natural, tal como un gen que codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
una secuencia de aminoacidos 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
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, o SEQ ID NO: 64. Una
construccion de acido nucleico para atenuacién génica, por ejemplo, una construccién 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 nucledtidos que tienen al menos un 80%, tal como al menos 95% o aproximadamente 100% de
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
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 construccion de acido nucleico para
la atenuacion génica, por ejemplo, una construccion 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 nucleétidos que
tienen al menos un 80% de identidad o complementariedad con la secuencia de un gen natural, tal como un gen que
codifica un regulador de aclimatacién de luz (por ejemplo, un gen LAR) como se proporciona en el presente
documento. Por ejemplo, una construccién de acido nucleico para la atenuacién génica, por ejemplo, una
construccion 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 nucleétidos 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
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
ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75 0 SEQ ID NO: 77, o una parte del mismo.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 (A) Experimento de cambio de luz de Nannochloropsis tipo silvestre experimentando fisiologias de
aclimatacion de luz intensa (cuadrados) y luz limitada (triangulos). Los cultivos se hicieron crecer durante 4,6 dias a
500 uE - m? - s (luz intensa) antes de reducir las intensidades a 100 uE - m2 - s™' (poca luz, triangulos) para que
uno de los cultivos muestre la diferencia en la fluorescencia media de la clorofila entre los tratamientos. (B) El dia 8,
se midieron medidas fotofisiologicas de gP en 20 irradiancias para ilustrar como las células cultivadas con luz
intensa (cuadrados) tienen un gP mas alto en comparacion con las células cultivadas con luz limitada (triangulos).

La Figura 2 proporciona un mapa del vector pSG-5534 (SEQ ID NO: 1), uno de varios vectores usados para la
mutagénesis de insercion de Nannochloropsis gaditana, que incluia un promotor TCTP (SEQ ID NO: 2) que conduce
un gen de resistencia a blasticidina de Apergillus (SEQ ID NO: 59), codén optimizado para Nannochloropsis. El sitio
PI-Pspl se us6 para la linealizacion antes de la transformacion.

La Figura 3 muestra el aumento en la fluorescencia de clorofila por célula en un cultivo de tipo silvestre durante la
aclimatacion a baja irradiacion junto con un potencial mutante LIHLA. Las barras representan dias sucesivos
después de la transferencia a poca luz. Mientras que el cultivo de tipo silvestre se aclimata al aumentar su contenido
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 dias (columnas de
izquierda a derecha: dia 1, dia 2, dia 3, dia 4, dia 5) durante el cultivo de aclimatacién con poca luz de la cepa LIHLA
GE-4574 y cuatro réplicas biologicas de controles de tipo silvestre (WT-3730). La fluorescencia media de la clorofila
por célula se determiné mediante citometria de flujo.

La Figura 5 proporciona un grafico del coeficiente de inactivacion fotoquimico (qP) para 12 irradiancias diferentes
para cultivos limitados en la luz de la cepa GE-4574 (diamantes) y réplicas biolégicas del control de tipo silvestre
WT-3730 (cuadrados y triangulos).

La Figura 6 proporciona un resumen de las propiedades fotofisioldgicas de los mutantes de LIHLA obtenidos
mediante la seleccién de mutantes con baja concentracion de clorofila después de una aclimatacion con poca luz. La
tabla proporciona valores maximos de ETRpsi (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
mas a la derecha proporcionan valores de Pnax de tipo silvestre por célula y valores de Pnax por miligramo de
clorofila, y la cantidad de clorofila por célula a partir de la misma aclimatacién con poca luz.

La Figura 7 proporciona una curva NPQ para un mutante LIHLA que tiene una mutacién en el gen LAR1 (diamantes
abiertos) en comparacion con células de tipo silvestre (cuadrados negros) cuando tanto el mutante LIHLA como las
células de tipo silvestre se aclimatan a poca luz.
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La figura 8 a) proporciona un grafico de ETRps) para la cepa mutante LAR1 LIHLA GE-5440 (triangulos), la cepa
mutante LAR2 LIHLA GE-5404 (cuadrados) y la cepa silvestre (WT-3730, diamantes) en un rango de irradiancias ; b)
es un grafico que representa NPQ en un intervalo de irradiancias para el mutante LAR1 LIHLA 5440 (triangulos),
mutante LAR2 LIHLA 5404 (cuadrados) y la cepa de tipo silvestre WT-3730 (diamantes); c) es un grafico que
muestra gP en respuesta a la irradiancia para el mutante LAR1 LIHLA 5440 (triangulos), mutante LAR2 LIHLA 5404
(cuadrados) y la cepa de tipo silvestre WT-3730 (diamantes); d) muestra las curvas P/l para mutantes LAR1
aclimatados a la luz intensa (triangulos abiertos) o con poca luz (diamantes negros) asi como para células de tipo
silvestre aclimatadas a poca luz (circulos negros) y células silvestres aclimatadas a poca luz (cuadrados negros )

La Figura 9 es un grafico que representa las velocidades de transporte de electrones del fotosistema Il (ETRps))) en
funcién de la irradiancia para el mutante LIHLA LAR1 GE-5440 (diamantes abiertos) y WT-3730 de tipo silvestre
(cuadrados negros) en un intervalo de intensidades de luz.

La Figura 10 es un grafico que representa las velocidades de transporte de electrones del fotosistema | en funcion
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 penetracion de la luz a varias profundidades (centimetros desde el fondo) en dos dias
diferentes después de la inoculacion con cultivos tipo silvestre (diamantes [dia 1] y triangulos [dia 7]) y mutante
LAR1 GE-4574 (cuadrados [dia 1] y Xs [dia 7]). La densidad celular en el dia 1 fue de 2 x 10® células/ml. La
densidad celular el dia 7 fue de 4,5 x 107 células/ml.

La Figura 12 representa graficamente 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
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
centimetros.

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
PF02135 TAZ (region azul, marcado como "Pfam 02135") esta en la porcion C-terminal de la proteina.

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 unién a ADN de pfam PF00249
tipo myb (azul, marcado como "Pfam 00249") esta en la parte N-terminal de la proteina.

La Figura 15 es un grafico de los valores de expresion de LAR1 y LAR2 a partir del analisis de ARN-seq utilizando
bibliotecas de ARN para varias condiciones abidticas, asi como durante los cambios de luz que demuestran la
similitud altamente significativa de sus perfiles de expresion.

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

La Figura 17 proporciona un arbol filogenético bioinformatico que muestra las relaciones entre homologos de LAR1.

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

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

La Figura 20 a) es un diagrama que muestra la aclimatacion de las células de Nannochloropsis (en experimentos
paralelos, tanto de tipo silvestre como de un mutante LIHLA LAR1) a la luz intensa (500 pmol fotones m2 s),
después de lo cual (en el tiempo 0 en el eje x) las células se transfirieron a poca luz durante dos dias, mientras que
las células de control se mantuvieron bajo condiciones de luz intensa durante dos dias, b) proporciona el contenido
de clorofila de las células durante el cambio de luz: circulos, 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 dias; triangulos 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 O,
donde permanecieron durante dos dias, c) proporciona las curvas P/l para las células mutantes y de tipo silvestre
dos dias después del cambio de luz (tiempo 0): circulos, 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 dias; triangulos 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 O,
donde permanecieron durante dos dias.
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La Figura 21 proporciona un diagrama de los resultados del analisis de los niveles de transcripciones (cada
transcripcion representada por un punto) en el mutante LAR1 con respecto al tipo silvestre en condiciones de poca
luz, con abundancia de transcripcion relativa en el mutante reflejada en la posicion 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 comparacion con sus niveles en células aclimatadas con luz intensa. Los genes se
dividen en TRAC en funcion de si la expresion diferencial en el tipo mutante frente al natural sigue un patrén 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 expresion de las
transcripciones individuales; las posiciones a lo largo del eje y varian en relacion con el nivel de expresion en el
mutante con respecto al tipo silvestre. Las lineas punteadas corresponden a los valores log, de 1 6 -1, de modo que
los puntos fuera de estos limites representan los genes que tienen un mayor aumento o disminucién de 2 veces en
la abundancia.

La Figura 22 proporciona graficas de puntos lado a lado de transcripciones "TRAC I" que tienen el mismo patrén de
regulacion 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
linea vertical punteada en cada trazo marca la posicion a lo largo del eje x donde el cambio de log, veces es cero,
donde cuando no hay diferencia en el nivel de expresion, indica que la expresion del gen en el mutante es el doble o
mayor que los niveles en el tipo silvestre.

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

La Figura 24 proporciona graficos de la evolucion del oxigeno y el contenido total de clorofila por célula de
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 extincion fotoquimica (gP) en Nannochloropsis oceanica de tipo silvestre (WE5473)
(diamantes solidos), a) representa dos cepas de inactivacion de LIHLA LAR1, GE6054 y GE6055; y b) representa
dos cepas inactivadas LAR2, GE6052 y GE6053.

La Figura 26 es un grafico que representa la correlacion en niveles de expresion desrregulados de transcritos en
mutantes LAR1 con los niveles de expresion en mutantes LAR2.

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

La Figura 28 representa los niveles de expresion 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)
mostrados como controles.

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

La Figura 30 es un grafico de barras que proporciona la productividad promedio por dia medida por la acumulacion
total de carbono organico 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 graficos de evolucion de oxigeno y contenido total de clorofila por célula de
Nannochloropsis oceanica tipo silvestre (WE5473), mutante LIHLA GE-5440 y tres cepas mutantes rescatadas:
GE5948, GE5950 y GE5951 todas sobreexpresando la proteina LAR1 en el fondo del mutante GE-5440.

La Figura 32 proporciona graficos que representan la inactivacion fotoquimica (gP), flourescencia minima (Fo) y
fluorescencia maxima (Fm) en Nannochloropsis oceanica tipo silvestre (WE5473), mutante LIHLA GE-5440 y tres
cepas mutantes rescatadas: GE5948, GE5950 y GE5951, todos sobreexpresan la proteina LAR1 en el fondo del
mutante GE-5440.

La Figura 33 proporciona un diagrama de una region 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 grafico de barras que representa los niveles de expresion determinados por gRT-PCR del gen
7251 y tres genes de LHC en relacién con los niveles de tipo silvestre. El eje y es con escala logs.
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La Figura 35 es un grafico de barras que representa los niveles de fluorescencia de clorofila del mutante LAR3 GE-
5489 transformado con varios genes considerados posibles loci de la mutacion LARS.

La figura 36 a) proporciona un mapa del locus LAR3 y b) una construccion disefiada para la recombinacion
homoéloga 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.

La Figura 37 proporciona parametros fotofisioldgicos de la cepa 5473 de tipo silvestre de Nannochloropsis oceanica
y mutantes modificados genéticamente de LAR1 (cepa 6054 inactivada), LAR2 (cepa 6053 inactivada) y LARS3 (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 ingenieria genética. B) proporciona Pmax por mg de clorofila para la
cepa de tipo silvestre y mutantes de LARI y LAR3 modificados por ingenieria genética. C) proporciona valores
promedio de Ek para mutantes de tipo silvestre y LAR1, LAR2 y LAR3 modificados por ingenieria genética. D)
proporciona ETRps; en un rango de intensidades de luz para mutantes de tipo silvestre y LARI, LAR2 y LARS de tipo
silvestre. E) proporciona valores de gP en un intervalo de intensidades de luz para mutantes de tipo silvestre y
LAR1, LAR2 y LAR3 modificados por ingenieria genética.

La Figura 38 es un alineamiento de secuencia del dominio conservado del gen LARS3 con las regiones homologas de
otros genes heterokontes.

La Figura 39 proporciona graficas de puntos lado a lado de transcritos "TRAC 1" que tienen el mismo patrén de
regulacion 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
linea vertical punteada en cada trazo marca la posicion a lo largo del eje x donde el cambio log, veces es cero,
donde cuando no hay diferencia en el nivel de expresion indica que la expresion del gen en el mutante es el doble o
mayor que los niveles en el tipo silvestre.

La Figura 40 es un grafico que proporciona datos de expresion de experimentos de ARN-seq usando ARN aislado
de células de tipo silvestre ("WE-3730"), mutante LAR2 (GE-5404) y LARS3 (células GE-5489), demostrando la
expresion reducida caracteristica de al menos dieciocho LHC en los mutantes LAR con respecto a las células de tipo
silvestre aclimatadas a poca luz.

La Figura 41 proporciona graficas de puntos lado a lado relativos a los niveles de expresion de transcripciones de
LHC en células aclimatadas de poca luz naturales versus, en graficos que proceden de izquierda a derecha, un
mutante LAR1, un mutante LAR2 y un mutante LARS3, en el que los mutantes LAR también tienen aclimatamiento a
poca luz. El grafico de la derecha representa los niveles de expresion de los transcritos de LHC en células
aclimatadas de poca luz frente a las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa. Una linea vertical
discontinua en cada trazo marca la posicion a lo largo del eje x donde el cambio de log; veces es cero, donde no hay
diferencia en el nivel de expresion. Las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz demuestran una expresion
aumentada, en relacion con las células de tipo silvestre de LHCs aclimatadas a poca luz (grafico mas a la derecha).
Este patron general se observa en los tres mutantes de LAR, donde los niveles de expresion de LHC de tipo
silvestre aclimatado a poca luz para casi todos los LHC exceden los niveles de expresidon 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
(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).

Descripcion detallada
Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende cominmente cualquier experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
invencion. En caso de conflicto, la presente aplicacion, que incluye las definiciones, prevalecera. A menos que el
contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran los plurales y los términos en plural incluiran el
singular.

Aunque puedan usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento en la
practica o en el ensayo de la presente invencion, los métodos y materiales adecuados se describen a continuacion.
Los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Otras caracteristicas y
ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion detallada y de las reivindicaciones.

Para facilitar la comprension de la presente invencion, se definen a continuacion varios términos y frases.

Tal como se usa en la presente descripcion y reivindicaciones, las formas singulares "un", "uno/a" y "el/la" incluyen
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 mas 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
de la solicitud incluyen los valores de los extremos superior e inferior del intervalo.

El término "y/0", 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 acido nucleico
(tipicamente ADN, pero opcionalmente ARN) que codifica un polipéptido o ARN expresado. Por lo tanto, los genes
incluyen secuencias que codifican ARN expresado (que puede incluir secuencias codificantes de polipéptidos o, por
ejemplo, ARN funcionales, tales como ARN ribosémicos, ARNt, ARN antisentido, microARN, ARN de horquilla corta,
ribozimas, etc.). Los genes pueden comprender adicionalmente secuencias reguladoras requeridas o que afectan a
su expresion, asi como secuencias asociadas con la secuencia que codifica la proteina o el ARN en su estado
natural, tales como, por ejemplo, secuencias de intron, secuencias no traducidas 5' o 3', etc. En algunos ejemplos,
un gen solo puede referirse a una porcion que codifica una proteina de una molécula de ADN o ARN, que puede o
no incluir intrones. Un gen es preferiblemente de mas de 50 nucledtidos de longitud, mas preferiblemente mas de
100 nucledtidos de longitud, y puede tener, por ejemplo, entre 50 nucledtidos y 500.000 nucleétidos de longitud, tal
como entre 100 nucledtidos y 100.000 nucledtidos de longitud o entre aproximadamente 200 nucleétidos y
aproximadamente 50.000 nucledtidos de longitud, o aproximadamente 200 nucleétidos y aproximadamente 20.000
nucledtidos de longitud. Los genes se pueden obtener a partir de una variedad de fuentes, incluida la clonacion a
partir de una fuente de interés o la sintesis a partir de una informacién de secuencia conocida o predicha.

La expresion "acido nucleico" o "molécula de acido nucleico" se refiere a un segmento de ADN o ARN (por ejemplo,
ARNm) y también incluye acidos nucleicos que tienen estructuras modificadas (p. €j., acidos nucleicos peptidicos,
acidos nucleicos bloqueados) o nucleobases modificadas o de origen no natural. Las moléculas de acido nucleico
pueden ser de doble cadena o monocatenarias; un acido nucleico monocatenario que comprende un gen o una
porcion del mismo puede ser una cadena codificante (sentido) o una cadena no codificante (antisentido).

Una molécula de acido nucleico puede "derivarse de" una fuente indicada, que incluye el aislamiento (en todo o en
parte) de un segmento de acido nucleico de una fuente indicada. Una molécula de acido nucleico también puede
derivarse de una fuente indicada mediante, por ejemplo, clonacién directa, amplificacion por PCR o sintesis artificial
a partir de la fuente de polinucledtidos indicada o basada en una secuencia asociada con la fuente de
polinucledtidos indicada. Los genes o moléculas de acido nucleico derivadas de una fuente o especie particular
también incluyen genes o moléculas de acido nucleico que tienen modificaciones de secuencia con respecto a las
moléculas de acido nucleico fuente. Por ejemplo, un gen o molécula de acido nucleico derivada de una fuente (p. €j.,
un gen de referencia particular) puede incluir una o0 mas mutaciones con respecto al gen fuente o molécula de acido
nucleico que son no pretendidas o que se introducen deliberadamente, y si una o mas mutaciones, incluyendo
sustituciones, deleciones o inserciones, se introducen deliberadamente, las alteraciones de secuencia pueden
introducirse mediante una mutacion aleatoria o dirigida de células o acidos nucleicos, mediante amplificacion u otras
técnicas de biologia molecular, o mediante sintesis quimica, o cualquier combinacion de las mismas. Un gen o
molécula de acido nucleico que se deriva de un gen o molécula de acido nucleico de referencia que codifica un ARN
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 acido nucleico
que se deriva de un gen o molécula de acido 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
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 acido nucleico "aislado" o proteina se elimina de su medio natural o el contexto
en el que el acido nucleico o proteina existe en la naturaleza. Por ejemplo, una proteina aislada o molécula de acido
nucleico se elimina de la célula u organismo con el que se asocia en su entorno de origen o natural. Un acido
nucleico o proteina aislada puede estar, en algunos casos, parcial o sustancialmente purificado, pero no se requiere
un nivel particular de purificacién para el aislamiento. Por lo tanto, por ejemplo, una molécula de acido nucleico
aislada puede ser una secuencia de acido nucleico que ha sido extirpada del cromosoma, genoma o episoma en el
que se integra en la naturaleza.

Una molécula de acido nucleico "purificada” o una secuencia de nucledtidos, o una secuencia de proteina o
polipéptido, esta sustancialmente libre de material celular y componentes celulares. La molécula o proteina de acido
nucleico purificada puede estar libre de agentes quimicos mas alla del tampdén o el disolvente, por ejemplo.
"Sustancialmente libre" no pretende significar que otros componentes mas alla de las nuevas moléculas de acido
nucleico sean indetectables.

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

Como se usa en la presente memoria, "atenuado"” significa reducido en cantidad, grado, intensidad o resistencia. La
expresion gen atenuado puede referirse a una cantidad y/o velocidad de transcripcion significativamente reducida
del gen en cuestion, o de traduccién, plegamiento o ensamblaje de la proteina codificada. Como ejemplos no
limitantes, un gen atenuado puede ser un gen mutado o alterado (por ejemplo, un gen alterado por delecion parcial o
total, truncamiento, desplazamiento de marco o mutacion de insercién) o que tiene una expresion disminuida debido
a la alteracién de secuencias reguladoras de genes.

"Molécula de acido nucleico exdgena" o "gen exégeno" se refiere a una molécula o gen de acido nucleico que se ha
introducido ("transformado") en una célula. Una célula transformada se puede denominar célula recombinante, en la
que se pueden introducir gen(es) exdgeno(s) adicional(es). Un descendiente de una célula transformada con una
molécula de acido nucleico también se denomina "transformada" si ha heredado la molécula de &cido nucleico
exogena. El gen exdgeno puede ser de una especie diferente (y, por lo tanto, "heteréloga"), o de la misma especie
(y, por lo tanto, "homologa"), con relaciéon a la célula que se transforma. Una molécula, gen o proteina de acido
nucleico "enddgena" es una molécula, gen o proteina de acido nucleico nativo tal como se produce en el huésped, o
como es producido naturalmente por éste.

El término "nativo" se usa en este documento para referirse a secuencias de acidos nucleicos o secuencias de
aminoacidos ya que se producen de forma natural en el huésped. La expresion "no nativo" se usa en el presente
documento para referirse a secuencias de acidos nucleicos o secuencias de aminoacidos que no se producen
naturalmente en el huésped. Una secuencia de acido nucleico o una secuencia de aminoacidos que se ha eliminado
de una célula, que se ha sometido a manipulacion 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 ademas genes enddgenos al microorganismo huésped
ligados operativamente a una o mas secuencias reguladoras heterélogas que se han recombinado en el genoma del
huésped.

Una molécula de acido nucleico "recombinante" o "modificada" es una molécula de acido nucleico que se ha alterado
mediante manipulacion humana. Como ejemplos no limitantes, una molécula de acido nucleico recombinante incluye
cualquier molécula de acido nucleico que: 1) ha sido sintetizada o modificada total o parcialmente in vitro, por
ejemplo, usando técnicas quimicas o enzimaticas (por ejemplo, mediante el uso de sintesis quimica de acidos
nucleicos, o mediante el uso de enzimas para la replicacion, polimerizacion, digestion (exonucleolitica o
endonucleolitica), ligadura, transcripcion inversa, transcripcion, modificaciéon de bases (incluyendo, por ejemplo,
metilacion), integraciéon o recombinacion (incluyendo recombinacion homologa y especifica de sitio) de moléculas de
acido nucleico); 2) incluye secuencias de nucledtidos conjuntas que no estan combinadas en la naturaleza, 3) se ha
disefiado usando técnicas de clonacidon molecular tales que carece de uno o mas nucleétidos con respecto a la
secuencia de moléculas de acido nucleico natural, y/o 4) ha sido manipulado usando técnicas de clonacion
molecular tales que tiene uno o mas cambios de secuencia o reordenamientos con respecto a la secuencia de acido
nucleico natural. Como ejemplos no limitantes, un ADNc es una molécula de ADN recombinante, como cualquier
molécula de acido nucleico que se ha generado por reaccidon(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 clonacion o vector de expresion.

La expresion "proteina recombinante”, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina producida
por ingenieria genética.

Cuando se aplica a organismos, el término recombinante, modificado o modificado genéticamente se refiere a
organismos que han sido manipulados mediante la introduccién de una secuencia de acido nucleico recombinante
heteréloga o exdgena en el organismo, e incluye genes inactivados, mutaciones dirigidas y reemplazo de genes,
reemplazo del promotor, eliminacién o insercién, asi como la introduccion de transgenes o genes sintéticos en el
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 limitacion,
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
acido nucleico exdgena o recombinante se puede integrar en el genoma del organismo recombinante/modificado
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 mutacion o influencias ambientales, tal progenie o derivados pueden no ser,
de hecho, idénticos a la célula parental, pero aun estan incluidos dentro del alcance del término como se usa en el
presente documento.

El término "promotor" se refiere a una secuencia de acido nucleico capaz de unirse a la ARN polimerasa en una
célula e iniciar la transcripcion de una secuencia codificante corriente abajo (direcciéon 3'). Un promotor incluye la
cantidad minima de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripcion a niveles detectables por encima del
fondo. Un promotor puede incluir un sitio de iniciacién de la transcripcién asi como dominios de unién a proteinas

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2682279 T3

(secuencias consenso) responsables de la uniéon de la ARN polimerasa. Los promotores eucariéticos a menudo,
pero no siempre, contienen cajas "TATA" y cajas "CAT". Los promotores procariotas pueden contener -10 y -35
secuencias consenso promotoras procarioticas. En la técnica se conoce un gran ndmero 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, mamiferos, insectos, plantas, levaduras y
bacterias, y los promotores adecuados de estas fuentes estan facilmente disponibles o pueden prepararse
sintéticamente, basandose en secuencias publicamente disponibles en linea o, por ejemplo, de los depositos tales
como la ATCC, asi como otras fuentes comerciales o individuales. Los promotores pueden ser unidireccionales
(iniciar la transcripcion en una direccion) o bidireccionales (iniciar la transcripcion en cualquier direccion). Un
promotor puede ser un promotor constitutivo, un promotor reprimible o un promotor inducible.

El término "heterdlogo”, cuando se usa en referencia a un polinucleétido, gen, acido nucleico, polipéptido o enzima
se refiere a un polinucledtido, gen, acido 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
polinucleétido, gen, acido nucleico, polipéptido o enzima "homologo" para denotar un polinucleétido, gen, acido
nucleico, polipéptido o enzima que se deriva de la especie del organismo hospedador. Cuando se hace referencia a
una secuencia reguladora génica o a una secuencia auxiliar de acido nucleico utilizada para mantener o manipular
una secuencia génica (por ejemplo, un promotor, una region 5' no traducida, una region 3' no traducida, una
secuencia de adicién de poli A, una secuencia intrénica, un sitio de empalme, un sitio de unién de ribosoma,
secuencia de entrada de ribosoma interna, regién de homologia de genoma, sitio de recombinacion, etc.),
"heterélogo” significa que la secuencia reguladora o secuencia auxiliar no esta asociada de forma natural con el gen
con el que la secuencia de acido 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 esta unido operativamente en su
estado natural (es decir, en el genoma de un organismo no genéticamente modificado) se denomina en este
documento "promotor heterélogo”, aunque el promotor puede derivar de la misma especie (0, en algunos casos, el
mismo organismo) como el gen al que esta vinculado.

Como se usa en el presente documento, el término "proteina" o "polipéptido" pretende abarcar un "polipéptido”
singular asi como varios "polipéptidos", y se refiere a una molécula compuesta de monémeros (aminoacidos) unidos
linealmente por enlaces amida (también conocidos como enlaces peptidicos). El término "polipéptido" se refiere a
cualquier cadena o cadenas de dos o mas aminoacidos, y no se refiere a una longitud especifica del producto. Por lo
tanto, los péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, "proteina", "cadena de aminoacidos" o cualquier otro
término utilizado para referirse a una cadena o cadenas de dos o mas aminoacidos se incluyen dentro de la
definicion de "polipéptido" y el término "polipéptido" puede usarse en lugar de, o de manera intercambiable, con
cualquiera de estos términos.

Los numeros de acceso genético y proteico, comunmente proporcionados en este documento entre paréntesis
después del nombre de un gen o especie, son identificadores Unicos para un registro de secuencia publicamente
disponible en el sitio web del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (ncbi.nim.nih.gov) mantenido
por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos. El nimero de identificacién de secuencia "identificador
Genlinfo" (Gl) es especifico de una secuencia de nucleodtidos o aminoacidos. Si una secuencia cambia de alguna
manera, se asigna un nuevo nimero de Gl. Se encuentra disponible una herramienta de historial de revisiones de
secuencia para rastrear los diversos ndmeros de Gl, nUmeros de version y fechas de actualizacion para las
secuencias que aparecen en un registro de GenBank especifico. La busqueda y obtencién de secuencias de acidos
nucleicos o genes o secuencias de proteinas basadas en nimeros de acceso y nimeros Gl es bien conocida en las
técnicas de, por ejemplo, biologia celular, bioquimica, biologia molecular y genética molecular.

Como se usa en este documento, las expresiones "identidad porcentual" u "homologia", con respecto a las
secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos, se definen como el porcentaje de residuos de nucledtidos o
aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos a los polipéptidos conocidos, después de alinear las
secuencias para el maximo porcentaje de identidad e introduccién de huecos, si es necesario, para lograr el maximo
porcentaje de homologia. Las inserciones o deleciones N-terminales o C-terminales no se interpretara que afectan a
la homologia, y las deleciones y/o inserciones internas en la secuencia polipeptidica de menos de aproximadamente
30, menos de aproximadamente 20 o menos de aproximadamente 10 residuos de aminoacidos no se interpretara
como que afectan a la homologia. La homologia o identidad a nivel de secuencia de nucleétidos o aminoacidos se
puede determinar mediante el analisis BLAST (herramienta de busqueda de alineacion local basica) 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 estan disefiados para la busqueda de
similitud de secuencia. El enfoque utilizado por el programa BLAST es primero considerar segmentos similares, con
y sin espacios, entre una secuencia problema y una secuencia de la base de datos, luego evaluar la significacion
estadistica de todas las coincidencias que se identifican, y finalmente resumir solo aquellas coincidencias que
satisfacen un umbral de significacion preseleccionado. Para una discusion de cuestiones basicas en la busqueda de
similitud de bases de datos de secuencias, véase Altschul (1994), Nature Genetics 6, 119-129. Los parametros de
busqueda para el histograma, las descripciones, alineaciones, espera (es decir, el umbral de significacion estadistica
para informar de coincidencias con las secuencias de las bases de datos), corte, matriz y filtro (baja complejidad)
pueden tener la configuracion predeterminada. La matriz de puntuacion 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 mas de 85 de longitud (bases de nucleétidos o aminoacidos).

Para blastn, disefiado para comparar secuencias de nucleétidos, la matriz de puntuaciéon se establece por las
relaciones de M (es decir, el puntaje de recompensa para un par de residuos coincidentes) a N (es decir, la
puntuacion de penalizacion para residuos no coincidentes), donde los valores predeterminados para M y N pueden
ser +5 y -4, respectivamente. Se pueden ajustar cuatro parametros de blastn de la siguiente manera: Q = 10
(penalizacion de creacion de hueco); R = 10 (penalizacion por extension de hueco); wink = | (genera aciertos de
palabra en cada posicion 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 parametros de Blastp equivalentes para la comparacion
de secuencias de aminoacidos pueden ser: Q = 9; R = 2; wink = I; y gapw = 32. Una comparacion Bestfit entre
secuencias, disponible en el paquete GCG version 10.0, puede usar los parametros de ADN GAP = 50 (penalizacion
de creacion de hueco) y LEN = 3 (penalizacion de extension de hueco), y las configuraciones equivalentes en las
comparaciones de proteinas pueden ser GAP = 8 y LEN = 2.

Por lo tanto, cuando se hace referencia a las secuencias de polipéptido o acido nucleico de la presente invencion, 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
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 acido 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
mas residuos de aminoacidos de la proteina completa; variantes de tales secuencias, por ejemplo, en las que se ha
insertado al menos un residuo de aminoacido N- y/o C-terminal en, y/o dentro de, la(s) secuencia(s) descrita(s) que
contiene(n) la insercion y la sustitucion. Las variantes contempladas pueden incluir adicional o alternativamente
aquellas que contienen mutaciones predeterminadas mediante, p. €. , recombinacion homdéloga o mutagénesis
dirigida a sitio o PCR, y los polipéptidos o acidos 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
acidos nucleicos que contienen una insercion y sustitucion; y/o derivados en los que el polipéptido se ha modificado
covalentemente por medios de sustitucién, quimicos, enzimaticos u otros apropiados con un resto distinto de un
aminoacido de origen natural que contiene la insercion y la sustitucion (por ejemplo, un resto detectable, tal como
una enzima) .

Como se usa en el presente documento, la frase "sustituciébn conservativa de aminoacidos" o "mutacion
conservativa" se refiere a la sustitucion de un aminoacido por otro aminoacido con una propiedad comun. Una forma
funcional de definir propiedades comunes entre aminoacidos individuales es analizar las frecuencias normalizadas
de cambios de aminoacidos entre las proteinas correspondientes de organismos homodlogos (Schulz (1979)
Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). De acuerdo con tales analisis, se pueden definir grupos de
aminoacidos donde los aminoacidos dentro de un grupo se intercambian preferentemente entre si y, por lo tanto, se
parecen mucho en su impacto sobre la estructura proteica general (Schulz (1979) Principles of Protein Structure,
Springer-Verlag). Los ejemplos de grupos de aminoacidos definidos de esta manera pueden incluir: un "grupo
cargado/polar" que incluye Glu, Asp, Asn, GIn, Lys, Arg y His; un "grupo aromatico o ciclico" que incluye Pro, Phe,
Tyr y Trp; y un "grupo alifatico" que incluye Gly, Ala, Val, Leu, lle, Met, Ser, Thr y Cys. Dentro de cada grupo, los
subgrupos también se pueden identificar. Por ejemplo, el grupo de aminoacidos cargados/polares se puede
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 Gin. En otro
ejemplo, el grupo aromatico o ciclico se puede subdividir en subgrupos que incluyen: el "subgrupo de anillo de
nitrégeno” que comprende Pro, His y Trp; y el "subgrupo de fenilo" que comprende Phe y Tyr. En otro ejemplo
adicional, el grupo alifatico se puede subdividir en subgrupos que incluyen: el "subgrupo alifatico no polar grande"
que comprende Val, Leu y lle; el "subgrupo alifatico ligeramente polar" que comprende Met, Ser, Thr y Cys; y el
"subgrupo de residuos pequefios" que comprende Gly y Ala. Los ejemplos de mutaciones conservativas incluyen
sustituciones de aminoacidos de aminoacidos dentro de los subgrupos anteriores, tales como, aunque sin limitacion:
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 -
OH libre; y GIn para Asn o viceversa, de modo que se pueda mantener un -NH2 libre. Una "variante conservativa" es
un polipéptido que incluye uno o mas aminoacidos que se han sustituido para reemplazar uno o mas aminoacidos
del polipéptido de referencia (por ejemplo, un polipéptido cuya secuencia se describe en una publicacidon o base de
datos de secuencias, o cuya secuencia ha sido determinada por secuenciacion de acidos nucleicos) con un
aminoacido que tiene propiedades comunes, por ejemplo, que pertenece al mismo grupo o subgrupo de
aminoacidos como se delined anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "expresion" incluye la expresion de un gen al menos en el nivel de
produccion de ARN, y un "producto de expresion" incluye el producto resultante, por ejemplo, un polipéptido o ARN
funcional (p. €j., un ARN ribosomal, un ARNt, un ARN antisentido, un micro ARN, un ARNhc, una ribozima, etc.), de
un gen expresado. La expresion "expresion aumentada” incluye una alteracion en la expresion génica para facilitar la
produccion de ARNm aumentada y/o la expresion de polipéptido aumentada. La "produccién incrementada” incluye
un aumento en la cantidad de expresion del polipéptido, en el nivel de la actividad enzimatica de un polipéptido, o
una combinacién de ambos, en comparacion con la produccion nativa o la actividad enzimatica del polipéptido.
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Algunos aspectos de la presente invencion incluyen la delecion, silenciamiento, inactivacion o disminucion
incompleta, sustancial o completa de la expresion de secuencias de polinucledtidos particulares. Los genes pueden
estar parcial, sustancialmente o completamente eliminados, silenciados, inactivados, o su expresion 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
regularse negativamente mediante la insercion de secuencias de acido nucleico que interrumpen la funcién y/o
expresion del gen (p. €j., Insercidn viral, mutagénesis por transposon, ingenieria de meganucleasas, recombinacion
homologa, u otros métodos conocidos en la técnica). Los términos "eliminar”, "eliminacion" y "inactivacion" se
pueden usar indistintamente con los términos "delecién", "delecién parcial", "delecién sustancial" o "delecién
completa". En ciertas realizaciones, puede modificarse por ingenieria genética un microorganismo de interés
mediante recombinacion homéloga dirigida al sitio para eliminar un gen particular de interés. En otras realizaciones
mas, 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 acido nucleico
o secuencias de polinucledtidos particulares abarcan "modificacion(es) genética(s)" o "transformacion(es)" de
manera que las cepas resultantes de los microorganismos o células huésped pueden entenderse que estan
"modificados genéticamente"”, "disefiado genéticamente" o "transformados".

Tal como se usa en la presente memoria, "regulacién positiva" o "sobre-regulacion” incluye un aumento en la
expresion de un gen o molécula de acido nucleico de interés o la actividad de una enzima, por ejemplo, un aumento
en la expresion génica o actividad enzimatica en comparacion con la expresion o actividad en un gen o enzima por
lo demas idéntico que no se ha regulado positivamente.

Como se usa en el presente documento, "regulado por disminucidon" o "regulaciéon negativa" incluye una disminucion
en la expresion de un gen o molécula de acido nucleico de interés o la actividad de una enzima, p. €j., una
disminucion en la expresion génica o actividad enzimatica, en comparacion con la expresion o actividad en un gen o
enzima por lo demas idéntica, que no se ha regulado negativamente.

Como se usa en el presente documento, "mutante” se refiere a un organismo que tiene una mutacién en un gen que
ha surgido espontaneamente o es el resultado de una mutagénesis clasica, por ejemplo, usando irradiaciéon gamma,
UV o mutagenos quimicos. "Mutante", como se usa en el presente documento, también se refiere a una célula
recombinante que tiene una estructura alterada o expresion de un gen como resultado de la ingenieria genética que
puede incluir, como ejemplos no limitantes, la sobreexpresion, incluida la expresion de un gen en diferentes tiempos,
biolégicos, o regulacion ambiental y/o en un grado diferente al que se produce naturalmente y/o la expresion de un
gen que no se expresa naturalmente en la célula recombinante; recombinacién homadloga, 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); atenuacion génica a través de ARNi,
ARN antisentido, o ribozimas, o similares; y la ingenieria del genoma utilizando meganucleasas, tecnologias TALEN
y/o CRISPR, y similares.

El término "Pfam" se refiere a una gran coleccion de dominios proteicos y familias de proteinas 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
pfam.ccbb.re kr. El dltimo lanzamiento de Pfam es Pfam 26.0 (noviembre de 2011) basado en la version de la base
de datos de proteinas UniProt 15.6, un compuesto de Swiss-Prot version 57.6 y TTEMBL version 40.6. Los dominios
y familias de Pfam se identifican utilizando alineamientos de secuencias multiples 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 proteinas y modelos de
perfil de Markov ocultos basados en el alineamiento de semillas. (A menos que se especifique lo contrario, las
coincidencias de una proteina 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 automaticamente una alineacion
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)
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 proteinas pueden consultarse contra los HMM utilizando el software de busqueda de
homologia HMMER (por ejemplo, HMMER2, HMMERS3, o una versién superior, hmmer.janelia.org/). Las
coincidencias significativas que identifican a una proteina consultada como perteneciente a una familia pfam (o que
tienen un dominio Pfam particular) son aquellas en las que la puntuacién de bit es mayor o igual que el umbral de
recopilacién para el dominio Pfam. Los valores de expectativa (valores e) también se pueden usar como un criterio
para la inclusién de una proteina consultada en un Pfam o para determinar si una proteina 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.

Cuando se hace referencia a un organismo fotosintético, tal como una alga, la expresion "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 periodo 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 YE - m? - s y preferiblemente alrededor de 100 WE - m? - s' o menos 0 50 uE - m2 - s o
menos, y el periodo de tiempo para la aclimatacion puede ser de al menos aproximadamente cuatro horas, al menos
aproximadamente seis horas, al menos aproximadamente ocho horas, o al menos aproximadamente doce horas, al
menos 24 horas o al menos 48 horas.

Un "ADNCc" es una molécula de ADN que comprende al menos una parte de la secuencia de nucleétidos de una
molécula de ARNm, con la excepcion 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
ser, por ejemplo, el complemento de la secuencia de ARNm. En ejemplos preferidos, un ADNc no incluye una o mas
secuencias de intron 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 intron de un gen que se produce naturalmente yuxtapuesto a secuencias aguas abajo del intron del gen de
origen natural, donde las secuencias aguas arriba y aguas abajo no se yuxtaponen en una molécula de ADN en la
naturaleza (es decir, las secuencias no estan yuxtapuestas en el gen natural). Un ADNc puede producirse mediante
transcripcion inversa de moléculas de ARNm, o puede sintetizarse, por ejemplo, mediante sintesis quimica y/o
usando una o mas enzimas de restriccion, una o mas ligasas, una o mas polimerasas (que incluyen, entre ofras,
polimerasas tolerantes a altas temperaturas que pueden usarse en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR),
una o mas recombinasas, etc., basadas en el conocimiento de la secuencia de ADNc, donde el conocimiento de la
secuencia de ADNc puede basarse opcionalmente en la identificacion de regiones de codificacion a partir de
secuencias del genoma o compiladas a partir de los cDNA de las secuencias multiples parciales.

Un mutante de algas "desrregulado en aclimatacion con poca luz" (o "Bloqueado en Aclimatacion de luz intensa" o
mutante LIHLA) es un mutante que no exhibe los cambios en el fenotipo y la expresion génica que son
caracteristicos de una célula de alga de tipo silvestre aclimatada a poca luz, incluyendo: un aumento sustancial en la
clorofila y un aumento sustancial en la expresion de la mayoria de los genes de proteina compleja de recoleccion de
luz (LHCP). Un mutante de algas desrregulado en aclimatacion con poca luz, cuando se aclimata a la poca luz, tiene
disminuida la expresion con respecto a las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz, de genes multiples (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 aclimatacion con poca luz de células de tipo silvestre. Ademas, un mutante de
algas desrregulado en aclimatacién con poca luz tiene aumentada la expresion 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 aclimatacién con poca luz
de las células de tipo silvestre. Ademas, como se describe en la presente memoria, un mutante de algas
desrregulado en aclimatacién con poca luz puede tener propiedades fotosintéticas que son significativamente
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 fotofisiolégicas" o "parametros
fotofisioldgicos" incluyen, sin limitacion, la tasa fotosintética maxima, Pmax (calculada por célula o por mg de base de
clorofila), la intensidad a la que se satura la fotosintesis, Ek, medido por la evolucion de oxigeno, y a ("alfa") la
pendiente inicial de la curva de fotosintesis (evolucién de oxigeno) versus intensidad de irradiancia (P/l). Las
propiedades fotosintéticas adicionales incluyen diversos parametros que se pueden medir usando la deteccion de
fluorescencia, que incluyen, por ejemplo, la eficiencia fotosintética, Fv/Fm; el rendimiento cuantico fotosintético del
fotosistema Il (PSll), (®PSII; extincion fotoquimica, o la proporcion de centros PSII abiertos, gP; inactivacion no
fotoquimica, NPQ; velocidad de transporte de electrones PSIl, ETRpsy; velocidad de transporte de electrones PSI,
ETRps; tamafio de seccion transversal de PSI, y el tamafio de corte transversal de PSIl. La enumeracién en este
documento no es exhaustiva, y los términos no excluyen otros parametros que midan varios aspectos de la
fotosintesis.

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

Mutantes LIHLA

Se proporcionan en este documento mutantes de algas que se desrregulan en aclimatacién en condiciones de poca
luz. Un mutante de algas desrregulado en aclimatacion en condiciones de poca luz puede ser una microalga
eucariota, por ejemplo, de una especie de microalgas eucariéticas 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
(Chl/célula), junto con niveles mas altos de las proteinas del complejo de recoleccion 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 proteina LHC permanecen en niveles
similares a los de las células silvestres en condiciones de estado aclimatado a alta iluminaciéon. Se dice que tales
mutantes estan desrregulados en condiciones de aclimatacion a poca luz, y se denominan en el presente documento
mutantes con aclimatacioén 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 radiacion fotosintéticamente activa (PAR) (de
aproximadamente 400 a aproximadamente 700 nm), y puede variar segun la especie de alga pero, en general, se
puede considerar que es menos de 200 WE - m2 - s, preferiblemente menos de 150 YE - m? - s, y mas
preferiblemente 100 UE - m2 - s 0 menos, 0 50 UE - m? - s™' 0 menos. "Luz intensa" o las "condiciones de luz
intensa" también pueden variar segun la especie de alga pero, en general, es al menos 350 YE - m? - s,
preferiblemente al menos 400 PE - m2 - s*', y mas preferiblemente 500 uE - m- - s™' o superior, y puede ser 600 UE -
m?2 - s o superior. Los mutantes tienen una tasa fotosintética maxima (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 mas alta
que la Pmax de células tipo silvestre, al tiempo que permite una mayor penetracion 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
mas alta en cultivo en comparacién con una cepa de tipo silvestre.

Las propiedades de un mutante de algas LIHLA, que incluyen, sin limitacion, propiedades fotosintéticas, perfiles de
expresion génica, contenido de clorofila, propiedades de crecimiento y caracteristicas 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
LIHLA que tiene un gen LAR alterado, atenuado, o directamente o indirectamente manipulado genéticamente que da
como resultado una estructura o expresion 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 expresion alterada del gen LAR
(independientemente de si la célula es de tipo silvestre). Una célula de control es sustancialmente idéntica a la del
mutante LIHLA excepto que no tiene un gen LAR alterado, atenuado, manipulado genéticamente, directamente o
indirectamente, que da como resultado una estructura o expresion 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
estan evaluando, etc.

Como se demuestra en la presente memoria, un mutante LIHLA, es decir, un mutante fotosintético de algas
desrregulado en aclimatacion a poca luz, exhibe una reduccion 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 reduccion del
20% o mas en la clorofila, una reduccion del 25% o mayor en la clorofila, una reduccion del 30% o mayor en la
clorofila, una reduccién del 35% o mayor en la clorofila, una reduccion del 40% o mayor en la clorofila, una reduccion
del 45% o mayor en la clorofila, una reduccion del 50% o mayor en la clorofila, una reduccién del 55% o mayor en la
clorofila, una reduccion del 60% o mayor en la clorofila, una reduccién del 65% o mayor en la clorofila, una reduccion
del 70% o mayor en la clorofila, una reduccion del 75% o mayor en la clorofila, o una reduccion del 80% o mayor en
la clorofila. Preferiblemente, un mutante LIHLA muestra una reduccioén en la clorofila de al menos aproximadamente
40%, al menos aproximadamente 45%, o al menos aproximadamente 50% por célula en comparacién con una célula
de tipo silvestre que se desarrolla en condiciones de poca luz. La reduccién en la clorofila es preferiblemente una
reduccion en la clorofila total. En algunos ejemplos, la clorofila b no se reduce selectivamente en el mutante. En
ejemplos particulares, un mutante LIHLA esta 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 extinciéon fotoquimica mas alta, qP (véase, por ejemplo, Maxwell y Johnson
(2000) J. Exper. Botany 51: 659-668), en absoluto irradiaciones fisiologicamente relevantes por encima de
aproximadamente 400 yE - m? - s, por encima de aproximadamente 350 YE - m? - s, por encima de
aproximadamente 300 yE - m? - s, por encima de aproximadamente 250 pyE - m? - s, por encima de
aproximadamente 200 yE - m? - s, por encima de aproximadamente 150 yE - m? - s, o por encima de
aproximadamente 100 uE - m2 - s con respecto a un alga silvestre o de control de la misma cepa cuando ambos
mutantes, un tipo silvestre, estan aclimatados a poca luz. Una cepa LIHLA también puede exhibir una eficacia
fotoquimica maxima mas alta, Fv/Fm, en comparacién con una cepa de tipo silvestre aclimatada a poca luz.
Ademas, una cepa LIHLA puede tener un valor mas alto para ®PSI|, la eficiencia operativa del fotosistema Il, que el
valor para ®PSII de una cepa silvestre.

Ademas del bajo contenido en clorofila y una mayor qP con respecto a la cepa de tipo silvestre o de control, el inicio
de la inactivacion no fotoquimica, o NPQ, de un mutante LIHLA puede ocurrir a una intensidad de luz mas alta en
comparacion con la intensidad de luz del inicio NPQ en una cepa tipo silvestre o de control. Asimismo, ademas de
exhibir el inicio de NPQ bajo una intensidad de luz mas alta, un mutante LIHLA exhibe menos NPQ que las células
de tipo silvestre o de control en todas las intensidades de luz fisioldgicamente relevantes mayores que
aproximadamente 400 uE - m? - s, tal como intensidades de luz superiores a aproximadamente 300 PE - m2 - s,
superiores a aproximadamente 250 uE - m* - s, superiores a aproximadamente 200 yE - m? - s™, superiores a 150
WE - m? - s, o superiores a 100 WE - m? - s, por ejemplo, puede exhibir un NPQ mas bajo a intensidades de luz de
aproximadamente 200 yE - m2 - s' a 2000 YE - m* - s o de aproximadamente 100 yE - m= - s' a 2000 YE - m= -
s,

Ademas, un mutante LIHLA tiene una tasa fotosintética maxima mas alta en una base por clorofila que una célula
silvestre o de control. Por ejemplo, un mutante LIHLA puede tener aproximadamente 1,5 veces o mas, 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. Ademas, 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 maxima por célula
como alga de tipo silvestre de la misma cepa (por ejemplo, la cepa progenitora) o una cepa de control. La tasa
fotosintética se puede medir como la tasa de evolucién del oxigeno, que se mide en un rango de intensidades de luz,
para saturar la fotosintesis, para obtener la tasa maxima, o Pmax. Un mutante de LIHLA puede tener, por ejemplo,
sustancialmente la misma tasa fotosintética maxima que una célula de control o de tipo silvestre o una tasa de
fotosintesis maxima mas alta que una célula de control o de tipo silvestre. Por "sustancialmente la misma tasa
fotosintética maxima" se entiende que la tasa fotosintética maxima es al menos aproximadamente un 80% o al
menos aproximadamente un 85% de la tasa fotosintética maxima 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. Ademas, el mutante fotosintético de algas puede tener una mayor irradiancia de saturacion para la
fotosintesis (Ek) que un alga tipo silvestre de la misma cepa o una cepa de control y, en algunos ejemplos, también
puede mostrar una disminucion en la pendiente inicial de la curva de irradiancia fotosintética (alfa, a) con respecto a
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 reduccion en
la clorofila con respecto a una célula de tipo silvestre, exhibe una mayor inactivacion fotoquimica (gP) respecto a
todas las intensidades de luz fisiologicamente relevantes mayores que 400 YE - m2 - s*' con respecto a una célula
de tipo silvestre; tiene una tasa mayor de fotosintesis maxima (Pmax) €n una base por clorofila (por ejemplo, al menos
1,5 veces la Pmax de las células de tipo silvestre, por ejemplo, al menos 2 veces la Pnax de las células de tipo
silvestre), con al menos un 75% de la Pnax de células de tipo silvestre por célula; experimenta la saturacion de la
fotosintesis a niveles de irradiacion mas altos (mayor Ek) que el tipo silvestre; exhibe una aparicion retrasada de
NPQ en respuesta a una intensidad de luz creciente en comparacion con las células de tipo silvestre; y tiene niveles
mas bajos de NPQ respecto a todas las irradiancias mayores que aproximadamente 500 YE - m=2 - s que las
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 reduccion en la clorofila con
respecto a una célula de tipo silvestre, exhibe un aumento de la inactivacion fotoquimica (gP) respecto a todas las
intensidades de luz fisiolégicamente relevantes mayores que 200 UE - m? - s con respecto a una célula de tipo
silvestre; tiene una mayor tasa fotosintética maxima (Pmax) respecto a una base por clorofila (por ejemplo, al menos 2
veces la Pmax de células de tipo silvestre, por ejemplo, entre aproximadamente dos veces y aproximadamente tres
veces la Pnax de células de tipo silvestre), con al menos un 80% de Pnax de células de tipo silvestre por célula;
experimenta la saturacion de la fotosintesis a niveles de irradiacion mas altos (mayor Ek) que el tipo silvestre; exhibe
una aparicion retrasada de NPQ en respuesta a una intensidad de luz creciente en comparacion con las células de
tipo silvestre; y tiene niveles mas bajos de NPQ que las células de tipo silvestre en todas las irradiancias mayores de
aproximadamente 200 uE - m? - s' o mayores de aproximadamente 100 uE - m2 - s, cuando tanto los mutantes
LIHLA como las células de tipo silvestre se aclimatan a poca luz. En algunos ejemplos, un mutante LIHLA tiene una
mutacién en un gen que codifica un regulador de la respuesta de aclimatacion a la luz y las caracteristicas anteriores
estan en comparacion con una célula control que no tiene una mutacién en un gen que codifica un regulador de
aclimatacion de luz.

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

Un cultivo de un mutante LIHLA de algas, como se proporciona en este documento, puede permitir una mayor
penetracion 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 penetracion de la luz en el cultivo se mide a la misma densidad de cultivo que la densidad celular
de la cepa mutante LIHLA. Ademas, un mutante LIHLA de algas puede alcanzar densidades celulares mas altas en
un cultivo liquido durante un periodo de, 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,
entre quince y veinte, al menos veinte, entre veinte y treinta, o al menos treinta dias 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.

Ademas de las propiedades anteriores, un mutante LIHLA de algas puede desrregularse transcripcionalmente en
global en condiciones de poca luz; es decir, un mutante LIHLA puede desrregularse en la expresion de multiples
genes que estan regulados diferencialmente en la cepa silvestre durante la aclimatacién a poca luz. Por ejemplo, un
mutante LIHLA puede exhibir una expresion 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 aclimatacion
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 proteinas del complejo de recoleccion 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 expresion de al menos diez, al
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 proteina LHC, y pueden tener una mayor expresion 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
proteinas complejas de recoleccion de luz. Un mutante LIHLA puede exhibir desrregulacion de al menos veinte, al
menos treinta, al menos cuarenta, al menos cincuenta, al menos sesenta, al menos setenta, al menos ochenta, al
menos noventa, o al menos 100 genes donde la diferencia en el nivel de transcripcion de los genes es al menos un
logz de 1. Ademas, al menos cinco, al menos diez, al menos doce, al menos catorce, al menos dieciséis, al menos
dieciocho, al menos veinte, o al menos veintidos, genes que codifican proteinas LHC pueden estar regulados
negativamente en el mutante con respecto al tipo silvestre cuando ambos son cultivados con poca luz por al menos
un log de 1. Ademas, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, o al menos
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 logz 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,
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,
Parachlorella, Parietochloris, Pascheria, Pavlova, Pelagomonas, Phoeodactylum, 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
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 aclimatacion a poca luz (es decir, un mutante LIHLA) puede
ser un mutante generado por cualquier método factible, que incluye, pero no se limita a, irradiacion UV, irradiacion
gamma o mutagénesis quimica. 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 mas genes, tales como, por ejemplo, el gen LAR1, LAR2 o LAR3 u
homadlogos del mismo, como se describe en la presente memoria, se han dirigido por recombinaciéon homoéloga para
la eliminaciéon o el reemplazo génico (por ejemplo, con una forma mutada del gen que puede codificar un polipéptido
que tiene actividad reducida con respecto al polipéptido de tipo silvestre). Se incluyen aspectos de la ingenieria de
un microorganismo en el que la introduccion, adicion, integracion o incorporacion de ciertas moléculas de acido
nucleico o secuencias de polinucledtidos particulares en microorganismos o células huésped afecta a la expresion
de un gen en el microorganismo. Por ejemplo, un microorganismo de interés puede disefiarse mediante
recombinacién homologa dirigida al sitio para insertar un gen particular de interés con o sin una secuencia de control
de la expresion tal como un promotor en un locus gendémico particular, o insertar un promotor en un locus genético
del microorganismo huésped para afectar a la expresion de un gen particular o conjunto de genes en el locus.

Por ejemplo, el gen inactivado o reemplazo por recombinaciéon homdloga puede ser por transformacion de un
fragmento de acido nucleico (p. €j., ADN) que incluye una secuencia homoéloga a la region del genoma que se va a
alterar, donde la secuencia homologa se interrumpe por una secuencia extrafia, tipicamente un gen marcador
seleccionable que permite la seleccion para la construccion integrada. Las secuencias flanqueantes homologas del
genoma en cualquier lado de la secuencia extrafia 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
nucledtidos de longitud. Se puede proporcionar un constructo genético inactivado o gen "knock in" en el cual una
secuencia extrafia estd flanqueada por secuencias génicas diana en un vector que puede opcionalmente
linealizarse, por ejemplo, fuera de la region que se sometera a recombinacién homologa, o se puede proporcionar
como un fragmento lineal que no esta en el contexto de un vector, por ejemplo, la construccion 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 recombinacion homologa,
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 ademas, 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 region que se una a un acido nucleico o active una o mas proteinas en una via reguladora, de
modo que la proteina pueda interactuar con (por ejemplo, unirse a) uno o mas componentes de una ruta pero donde
la interaccion no dé como resultado la activacion de proteinas adicionales en la ruta. En tales casos, el gen puede
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 acido nucleico episomal.

Alternativamente o ademas, un mutante de LIHLA genéticamente modificado puede modificarse para incluir una
construccion para atenuar la expresion génica reduciendo la cantidad, estabilidad o traducibilidad del ARNm de un
gen que codifica una proteina que regula la aclimatacion a baja intensidad de luz. Por ejemplo, un alga se puede
transformar con una construccion 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 construccion de ARN antisentido que
incluye la totalidad o una parte de la region transcrita de un gen puede introducirse en una microalga para disminuir
la expresion 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).
Alternativamente o ademas, una construccion de ARNi (por ejemplo, una construccién que codifica un ARN de
horquilla corta) dirigida a un gen regulador puede introducirse en un alga para reducir la expresion 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 ingenieria genética para generar mutantes de LIHLA incluyen TALEN o ingenieria
de genoma de nucleasa de dedo de cinc (Perez-Pinera et al. (2012) Curr. Opin. Chem. Biol. 16: 268 - 277) o
tecnologia CRISPR (por ejemplo, DiCarlo et al. (2013) Nucl Acids Res 41: doi: 10.1093/nar/gtkl35).

Para la expresion antisentido, una secuencia de acido nucleico del gen regulador de interés esta operativamente
unida a un promotor de modo que la cadena antisentido del ARN se transcribira. La secuencia de acido nucleico
puede ser solo una porcion del gen regulador de interés, o puede ser el gen completo de interés. La secuencia de
nucledtidos puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 30 nucleétidos a aproximadamente 3 kilobases o mayor,
por ejemplo, de 30-50 nucleétidos de longitud, de 50 a 100 nucledtidos de longitud, de 100 a 500 nucleotidos de
longitud, de 500 nucledtidos 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 nucleétidos a aproximadamente 1 kb de longitud. La construccion
puede transformarse en algas usando cualquier método factible, que incluye cualquiera de los descritos en este
documento.

Las construcciones de ARN catalitico (ribozimas) pueden disefiarse 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 construccion de ARN antisentido para mediar en la
escision de la diana. Se pueden considerar varios tipos de ribozimas, su disefio y uso se conocen en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Haseloff et al. (1988) Nature 334: 585-591.

Ademas de la literatura cientifica anterior, el uso de construcciones de ARNi se describe en los documentos
US2005/0166289 y WO 2013/016267, por ejemplo. Un ARN bicatenario con homologia con el gen diana se
suministra a la célula o se produce en la célula mediante la expresidon de una construccion de ARNi, por ejemplo,
una construccion de horquilla corta de ARNi (sh). La construccién 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
construcciéon 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 homadloga respecto al gen diana. Los vectores de expresion se pueden disefiar usando promotores
seleccionados para la expresiéon continua o inducible de una construcciéon de ARNi, tal como una construccién que
produce un ARNhc.

Un mutante LIHLA en algunos ejemplos puede generarse a través de la direccion de un gen que codifica un
regulador de aclimatacion a baja intensidad de luz. Un regulador puede ser cualquier proteina que afecte directa o
indirectamente a la aclimatacion a la luz y puede ser, como ejemplos no limitantes, un factor de transcripcion, un
activador transcripcional, una proteina alostérica, una quinasa, una fosfatasa, una acetilasa, una deacetilasa, una
metilasa, una desmetilasa, una nucledtido ciclasa o una fosfodiesterasa. Preferiblemente, un regulador afecta directa
o indirectamente a la expresion de genes multiples implicados en la aclimatacion a la luz, que incluyen genes de
proteinas LHC, asi como genes que no codifican proteinas LHC.

Por ejemplo, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica la proteina LAR1 ("Regulador de la
Aclimatacion de Luz 1") (anteriormente denominado Regulador-59) de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 4) o
cualquiera de sus ortélogos, tales como la proteina LAR1 de Nannochloropsis oceanica ("No-LAR1"; SEQ ID NO: 8),
o un homologo de la proteina 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
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 aminoacidos que tiene al menos un 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%, 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 proteina LAR1 de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 4) y la proteina No-LAR1 de Nannochloropsis oceanica
(SEQ ID NO: 8) incluyen cada una un dominio de dedo de cinc TAZ (dominio pFam PF02135), un dominio
comunmente encontrado en activadores transcripcionales, que comprende los aminoacidos 554-632 de SEQ ID NO:
4 y 631-711 de SEQ ID NO: 8. Las secuencias de aminoacidos que comprenden un dominio de dedo de cinc TAZ
mas 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
SEQ ID NO: 9 para la proteina LAR1 de N. gaditana y SEQ ID NO: 10 para la proteina LAR1 de N. oceanica (No-
LAR1).

Como se demuestra en el Ejemplo 12, la proteina LAR1 de N. gaditana (SEQ ID NO: 4) y la proteina No-LAR1 de N.
oceanica (SEQ ID NO: 8) son homdlogos funcionales u ortdlogos en diferentes especies. Como se detalla en el
Ejemplo 8, las secuencias de aminoacidos de la proteina LAR1 de N. gaditana (SEQ ID NO: 4) y la proteina No-
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 proteina LAR1 de N. gaditana (SEQ ID NO: 9) y el dominio de dedo de cinc TAZ
extendido de la proteina No-LAR1 de N. oceanica (SEQ ID NO: 10) de estos ortdlogos tienen aproximadamente un
81,8% de identidad de secuencia de aminoacidos. Analisis adicionales de genes relacionados en bases de datos
publicas y privadas encontraron una agrupacion filogenética distinta de genes que codificaban proteinas que tenian
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 ortélogos de la proteina LAR1.

Por lo tanto, en varios ejemplos, el gen que estd 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
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 aminoacidos 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
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 aminoacidos 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 puntuacion de bit mayor que el limite de recopilacién (19,0) y un valor de E inferior a
1,00E-2 o inferior a 1,00E-10. Ademas, 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 0o SEQ ID NO: 18
puede incluir una secuencia de aminoacidos 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 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 aminoacidos 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
secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos 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
LIHLA puede mutarse en un gen que codifica un polipéptido que tiene al menos un 50% de identidad con SEQ ID
NO: 4 0 SEQ ID NO: 8, y el polipéptido puede incluir una secuencia de aminoacidos que codifica un dominio de dedo
de cinc, en el que la secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10.

La descripcion también describe mutantes LIHLA que estan mutados en genes que comprenden una secuencia de
nucledtidos que tiene al menos un 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos
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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 0 SEQ ID NO: 7, en donde el gen codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos 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
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 aminoacidos de SEQ ID
NO: 9 o SEQ ID NO: 10. Ademas, el polipéptido codificado por el gen puede reclutar a pfam PF02135. Ademas, 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 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8.

La descripcion describe mutantes de LIHLA que estan mutados en genes que comprenden una secuencia de
nucleétidos 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, 0 SEQ
ID NO: 40, o una parte de la misma. El gen que esta mutado en el mutante LIHLA puede codificar, en un alga de tipo
silvestre, un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos 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 proteina LAR2 ("Regulador de
Aclimatacion de Luz 2") (anteriormente denominado Regulador-216) de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 6) o
cualquiera de sus ortélogos, tal como la proteina LAR2 de Nannochloropsis oceanica (No-LAR2; SEQ ID NO: 21), o
un homologo de la proteina LAR2 o la proteina 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 proteina LAR2 de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 6) y la proteina No-LAR2 de Nannochloropsis oceanica
(SEQ ID NO: 21) incluyen cada una un dominio de unién a ADN tipo myb (dominio pFam PF00249), un dominio
comunmente encontrado en reguladores transcripcionales, que comprenden los aminoacidos 101 - 144 de SEQ ID
NO: 6, y los aminoacidos 66 - 109 de SEQ ID NO: 21. Una version extendida de este dominio en N. gaditana (SEQ
ID NO: 22) es 81% idéntica al dominio de unién a ADN de tipo myb extendido de N. oceanica (SEQ ID NO: 23).

Como se muestra en el Ejemplo 12, la proteina LAR2 de N. gaditana (SEQ ID NO: 6) y la proteina No-LAR2 de N.
oceanica (SEQ ID NO: 21) son homdlogos funcionales en diferentes especies u "ortélogos". Como se detalla en el
Ejemplo 8, las secuencias de aminoacidos de la proteina LAR2 de N. gaditana (SEQ ID NO: 6) y la proteina No-
LAR2 de N. oceanica (SEQ ID NO: 21) son aproximadamente 69% idénticas, mientras que los dominios de unién a
ADN de tipo myb extendidos de la proteina LAR2 de N. gaditana (SEQ ID NO: 22) y la proteina N.-LAR2 de N.
oceanica (SEQ ID NO: 23) son aproximadamente idénticos en un 81%. Andlisis adicionales de genes relacionados
tanto en bases de datos publicas como privadas encontraron una agrupacion filogenética distinta de genes que
codifican proteinas que tienen dominios de union al ADN de tipo myb con al menos un 80% de identidad con la SEQ
ID NO: 22 (Tabla 4). Estos genes codifican supuestos ortélogos de la proteina LAR2.

Por lo tanto, en varios ejemplos, el gen que estd 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
aminoacidos 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
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 aminoacidos 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 unién a ADN tipo myb y puede reclutar para pfam PF00249, por ejemplo, con una puntuacion de bit mas
alta que el limite de recopilacion (24,4) y un valor de E inferior a 1,00E-2 o inferior a 1,00E-10. Ademas, el
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
98%, al menos 99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 22 0 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 union al ADN de tipo myb, en el que la secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. Por ejemplo, un mutante LIHLA
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 aminoacidos que codifica un dominio de unién a
ADN tipo myb, en el que la secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO:
23.

La descripcion describe mutantes de LIHLA que estan mutados en genes que comprenden una secuencia de
nucleétidos 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
secuencia con SEQ ID NO: 64, en donde el gen codifica un polipéptido que incluye una secuencia de aminoacidos
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 aminoacidos de SEQ ID
NO: 63 o SEQ ID NO: 66.

Ademas, la descripcion describe mutantes de LIHLA que estan mutados en genes que comprenden una secuencia
de nucledtidos 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, 0 SEQ
ID NO: 77, o una parte del mismo. El gen que esta mutado en el mutante LIHLA puede codificar, en un alga de tipo
silvestre, un polipéptido que incluya una secuencia de aminoacidos 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.

En ejemplos adicionales, un mutante LIHLA puede mutarse en un gen que codifica la proteina LAR3 ("Regulador de
Aclimatacion de Luz 3") de Nannochloropsis gaditana (SEQ ID NO: 63) o cualquiera de sus ortélogos, tal como la
proteina LAR3 de Nannochloropsis oceanica (No-LAR2; SEQ ID NO: 66), o un homologo de la proteina LAR3 o la
proteina 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.

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

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

Por lo tanto, en varios ejemplos, el gen que estd 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
aminoacidos 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 aminoacidos 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. Ademas, el polipéptido
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
aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos 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,
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 descripcion describe mutantes de LIHLA que estan mutados en genes que comprenden secuencias de
nucleétidos 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
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
aminoacidos 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.
Ademas, 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
aminoacidos de SEQ ID NO: 63 o SEQ ID NO: 66.

La descripcion describe mutantes de LIHLA que estan mutados en genes que comprenden una secuencia de
nucleétidos 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, 0 SEQ
ID NO: 77, o una parte del mismo. El gen que esta mutado en el mutante LIHLA puede codificar, en un alga de tipo
silvestre, un polipéptido que incluya una secuencia de aminoacidos 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.

Métodos de aislamiento de mutantes de LIHLA

La descripcion describe un método para aislar mutantes de algas que estan desrregulados en aclimatacion a poca
luz. Los métodos incluyen: mutagenizar una poblacion de algas; seleccionar la poblacién 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
mediante fluorometria para identificar mutantes de algas de fluorescencia de clorofila baja estables a poca luz que
tienen coeficientes fotoquimicos (gP) que son mas altos que los coeficientes qP de las algas de tipo silvestre. Por
ejemplo, los mutantes pueden cribarse para tener coeficientes qP mas altos que las algas de tipo silvestre a
intensidades de luz mayores que 400 UE - m* - s, mayores que 350 WE - m? - s, mayores que 300 YE - m?2 - s,
mayores que 250 UE - m? - s, o mayores que 200 YE - m? - s*', mayores que 150 UE - m?2 - s, por ejemplo, o
mayores que 100 uE - m2 - s,

La mutagénesis puede ser por cualquier método, por ejemplo, mutagénesis insercional, mutagénesis quimica o por
irradiacion con radiacion gamma o ultravioleta. Los métodos para generar mutantes de cepas microbianas son bien
conocidos. Por ejemplo, irradiacion gamma, irradiacion UV y tratamiento con cualquiera de un gran numero de
mutagenos quimicos posibles (p. €j., 5-bromo desoxiuridina, etil metano sulfonato (EMS), metil metano sulfonato
(MMS), dietilsulfato (DES), nitrosoguanidina (NTG), compuestos de ICR, etc.) o el tratamiento con compuestos como
los antibidticos enediyna que causan la rotura cromosomica (p. €j., 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
una gran cantidad de mutagenos quimicos que incluyen, pero no se limitan a, agentes intercalantes, agentes
alquilantes, agentes desaminadores, analogos 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
ejemplo, N-metil-N'-nitro-nitrosoguanidina), metanosulfonato de etilo (EMS), etil etanosulfonato, dietilsulfato (DES),
metanosulfonato de metilo (MMS), acido nitroso o HNO,, y las mostazas nitrogenadas o compuestos ICR. Los
ejemplos no limitantes de analogos de bases que pueden usarse como mutagenos incluyen el compuesto 5-bromo-
uracilo (también conocido como desoxinucledsido-5-bromodesoxiuridina), 5-bromo desoxiuridina y 2-aminopurina.

La mutagénesis puede incluir adicional o alternativamente la introduccion de moléculas de acido nucleico exégeno
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en la célula microbiana de interés, como se ejemplifica en este documento. Por ejemplo, una molécula de acido
nucleico exégena introducida en la célula puede integrarse en un locus genético mediante integracion aleatoria o
dirigida, afectando a la expresion de los genes en los que se inserta el ADN extrafio o genes que estan préximos al
ADN extrafio en el genoma (p. ej. patente de los Estados Unidos 7.019.122; Patente de los Estados Unidos
8.216.844). Tipicamente, la molécula de acido nucleico introducida incluye un gen marcador seleccionable para la
seleccion de transformantes que han integrado la construccion de la molécula de acido nucleico exégeno. La
molécula de acido nucleico exdgeno 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 acido nucleico exdgeno puede basarse al menos en parte en un virus, tal como un
virus integrador.

Para la mutagénesis de insercion aleatoria, una construccion incluye preferiblemente un marcador seleccionable que
puede usarse para seleccionar transformantes que tienen una construccion integrada y, opcionalmente, también
puede servir como marcador de segregacion y marcador molecular para el aislamiento y la identificacion de un gen
interrumpido por el gen marcador seleccionable integrado. Alternativamente, se puede dirigir un locus genético
especifico, como se ilustra en el Ejemplo 12 de este documento. El locus genético puede codificar un regulador de
aclimatacion a la luz, tal como, pero no limitado a, LAR1 o un homélogo del mismo, o LAR2 o un homdlogo del
mismo. La construccion para la disrupcion génica puede incluir, por ejemplo, un gen marcador seleccionable
flanqueado por secuencias del locus genético de interés, por ejemplo, al menos una porcién del gen que codifica un
regulador y, opcionalmente, secuencias gendmicas adicionales que rodean al gen. Dichas secuencias flanqueantes
pueden comprender, por ejemplo, al menos 50 nucledtidos, al menos 100 nucleétidos, al menos 500 nucledtidos, o
al menos 1 kilobase de la secuencia genémica.

Alternativamente o ademas, una molécula de acido nucleico que codifica una variante de un regulador de
aclimatacion a la luz (por ejemplo, LAR1 o un homologo de LAR1, LAR2 o un homélogo 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 sustitucion génica, o puede transformarse en la célula
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 mas cambios de
aminoacidos. En algunos ejemplos, la variante actua como un negativo dominante para inhibir, en todo o en parte, la
via reguladora en la que participa el regulador de aclimatacién a poca luz.

En otros ejemplos adicionales, se puede introducir una molécula de acido nucleico que codifica un regulador de
aclimatacion a la poca luz, una construccion de ribozima, ARNi o antisentido para generar un mutante de LIHLA. Por
ejemplo, una construccidon que incluye secuencias que son complementarias ("antisentido") con respecto a una
cadena codificante del gen regulador de la aclimatacion a la luz puede incluir secuencias antisentido
correspondientes a al menos una porciéon de un gen de alga nativo que codifica una proteina LAR1 o un homoélogo
de la misma, una proteina LAR2 o un homdlogo de la misma u otro regulador de aclimatacion de la luz.

Las algas y las bacterias fotosintéticas se pueden transformar mediante cualquier método adecuado, que incluye,
como ejemplos no limitantes, la captacion 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), conjugacion
(Wolk et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 1561-1565), transduccion, transformacion 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. N°
5.661.017), transformacion de triquitas de carburo de silicio (Dunahay et al. (1997) Methods Mol. Biol. (1997) 62:
503-9), biolistica (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. N°
5.661.017), electroporacion (Kjaerulff et al. (1994) Photosynth. Res. 41: 277-283; lwai et al. (2004) Plant Cell Physiol.
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), transformacién mediada por laser o incubacion con
ADN en presencia o después del pretratamiento con cualquiera de los dendrimeros de poli(amidoamina) (Pasupathy
et al. (2008) Biotechnol. J. 3: 1078 - 82), polietilenglicol (Ohnuma et al. (2008) Plant Cell Physiol. 49: 117-120),
lipidos cationicos (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
transformacion mediada por Agrobacterium también se puede realizar en células de algas, por ejemplo, después de
eliminar o dafiar la pared de las células del alga (por ejemplo, el documento WO 2000/62601, Kumar et al. (2004)
Plant Sci. 166: 731 - 738). Los métodos biolisticos son particularmente exitosos para la transformacion de los
cloroplastos de especies de plantas y algas eucaritticas (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 poblacion que se ha sometido a un procedimiento de mutagénesis, ya sea por medios fisicos o

quimicos, o por ingenieria genética, se criba mediante clasificacion 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% mas 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 exploracion FACS puede ir seguida de un cribado aislado de una sola colonia para
un contenido reducido de clorofila, que puede ser mediante inspeccién visual, por ejemplo, usando luz visible para
observar una coloracion palida, o mediante fluorescencia, por ejemplo, con la ayuda de una camara.
Alternativamente o ademas, el nivel de clorofila de aislados clonales se puede medir y comparar cuantitativamente.
Los niveles de clorofila se evaluan (bioquimicamente, visualmente y/o por fluorescencia) después de una
aclimatacion con poca luz para asegurar un fenotipo de aclimatacion desrregulada con poca luz.

El coeficiente de inactivacion fotoquimica gP se puede medir por fluorometria (por ejemplo, fluorometria Dual PAM).
La evaluacion 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 UE - m? - s*', menos de o aproximadamente 350 UE -
m=2 - s, menos de o aproximadamente 300 UE - m? - s™', 0 menos de o aproximadamente 250 yE - m? - s, o
menos de o aproximadamente 200 YE - m? - s”', menos de o aproximadamente 150 YE - m2 - s*', menos de o
aproximadamente 100 yE - m? - s”', 0 menos de o aproximadamente 50 yE - m= - s™'. Preferiblemente, los aislados
se criban para un fenotipo de clorofila bajo estable después de uno a cinco dias de aclimatacion a poca luz antes de
medir gP. Los aislados que tienen un gP mayor que el de las células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz, al
menos a irradiaciones superiores a aproximadamente 400 yE - m? - s™, o superiores a aproximadamente 350 pE -
m?2 - s, superiores a aproximadamente 300 WE - m?2 - s, superiores a aproximadamente 250 UE - m? - s, y
preferiblemente a irradiaciones superiores a aproximadamente 200 uE - m? - s se identifican como mutantes de
LIHLA putativos.

Los aislados que tienen un fenotipo de clorofila baja estable en condiciones de poca luz, por ejemplo, al menos una
reduccion del 20% en clorofila, preferiblemente al menos una reduccion del 30% en clorofila, y mas preferiblemente
al menos un 40%, al menos un 45% o al menos una reduccién 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 YyE - m2 - s,
por ejemplo, mayores que 200 UE - m? - s, se analizan en busca de la tasa fotosintética midiendo la evolucion del
oxigeno.

La evolucion del oxigeno se mide en un rango de irradiancias. La irradiancia a la que se satura la fotosintesis (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 Pnax (la tasa maxima de fotosintesis) mayor que la
Pmax de la cepa de tipo silvestre en base a la clorofila, y sustancialmente la misma Pnax 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 mas alta que la Pmax por célula de una cepa de tipo silvestre comparable.

Los mutantes pueden evaluarse adicionalmente para determinar las diferencias en la inactivacién no fotoquimica
(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 mas baja en todas las irradiancias
mayores de aproximadamente 500 UE - m? - s!, mayor que 450 UE - m? - s!, mayor que alrededor de 400 pE - m2 -
s, mayor que 350 WE - m? - s!, mayor que aproximadamente 300 uE - m2 - s*', mayor que 250 uE - m2 - s*', mayor
que aproximadamente 200 pE - m? - s”', mayor que 150 YE - m? - s', 0o mayor que 100 YE - m2 - s™" en un mutante
seleccionado con respecto a la cepa de tipo silvestre.

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

Ademas, las tasas de transporte de electrones para el fotosistema Il y/o PSI pueden medirse por fluorometria para
identificar mutantes que no estan sustancialmente alterados en la funcién del fotosistema.

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

Moléculas de acido nucleico

La descripcion describe moléculas de acido nucleico aisladas que codifican reguladores que funcionan en la
aclimatacion de células fotosintéticas a la intensidad de la luz, que incluyen las secuencias de complemento de tales
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secuencias de acido nucleico. Las moléculas de acido nucleico proporcionadas en este documento pueden usarse,
por ejemplo, para generar construcciones de direccion de genes como se describe en este documento, y para
construcciones de ARNi, y ribozimas, asi como para construcciones de expresion. Las moléculas de acido nucleico
también pueden codificar reguladores variantes que actian como proteinas negativas dominantes que pueden
producirse en una célula de alga para producir un fenotipo mutante LIHLA, y también pueden usarse en estrategias
para obtener genes adicionales que codifican polipéptidos que desempefian un papel en la aclimatacion a la luz.

En algunos ejemplos, una molécula de acido nucleico aislada como se proporciona en este documento comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos 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
NO: 9 o SEQ ID NO: 10. La molécula de acido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una mutacion, 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
98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos 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 mutacién con respecto a un gen de
tipo silvestre. La mutacion 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
con la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10). El polipéptido codificado por el gen puede reclutar a pfam PF02135 con una
puntuacion de bit al menos tan alta como el punto de corte de reunién para pfam PF02135 (por ejemplo, 19,0)
cuando se consulta frente a la base de datos Pfam. Ademas, 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
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 aminoacidos
de SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 8. La molécula de acido nucleico puede codificar un polipéptido que tenga una
mutacién, con respecto a un gen de tipo silvestre, 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
con la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10). Alternativamente o ademas, la molécula de acido nucleico puede
codificar un polipéptido truncado, desplazado en marco o suprimido internamente.

La descripcion describe, en diversos ejemplos, moléculas de acido 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
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 aminoacidos 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 aminoacidos con al menos un 40% de
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 aminoacidos 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, 0 SEQ ID NO: 18, en la que los polipéptidos incluyen un dominio de dedo de cinc TAZ extendido
que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos un 40% de identidad con la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10.
Las moléculas de acido nucleico en varios ejemplos son ADNc, no tienen la secuencia de un gen natural y/o son
construcciones para recombinacion homologa o atenuacion génica.

La descripcion describe moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden secuencias de nucledtidos 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 nucleétidos 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, 0 SEQ
ID NO: 40, asi como moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de nucleétidos complementarias a
cualquiera de ellas, donde la secuencia de nucleétidos preferiblemente no es idéntica a la secuencia de nucleétidos
del gen de origen natural. También se incluyen moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de
nucleétidos 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 porciéon de un gen de
origen natural, en el que la molécula de acido nucleico es una construcciéon para recombinacion homologa o
atenuacion génica (por ejemplo, una construccion para la expresion 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 aminoacidos 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 0o SEQ ID NO: 18. El gen
de origen natural que esta dirigido por la construccion antisentido, ARNi o ribozima puede, en algunos ejemplos,
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
nucledtidos 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 0 SEQ ID NO: 40.

La descripcion describe un acido 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 acido nucleico como se proporciona en este documento puede codificar un polipéptido que tiene al
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 aminoacidos con al menos un 85% de identidad con SEQ ID NO: 9 o
SEQ ID NO: 10.

En otros ejemplos, una molécula de acido nucleico aislada como se proporciona en este documento comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que codifica
un dominio de unidon 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 acido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una
mutacién, 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 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 aminoacidos 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, en donde el polipéptido tiene al menos una mutacién con
respecto a un gen de tipo silvestre. La mutacion puede estar opcionalmente en un dominio de unién 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:
22 0 SEQ ID NO: 23). El polipéptido codificado por el gen puede reclutar a pfam PF00249 con una puntuacion de bit
al menos tan alta como el punto de corte de reunion para pfam PF00249 (p. €j., 24,4) cuando se consulta contra la
base de datos Pfam. Ademas, 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
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 aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 21. La molécula de acido nucleico
puede codificar un polipéptido que tiene una mutacién, con respecto a un gen de tipo silvestre, en un dominio de
union a ADN de tipo myb (por ejemplo, en una secuencia que tiene al menos un 50%, al menos 65%, al menos 70%,
al menos 75%, o al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23). Alternativamente o ademas, la
molécula de acido nucleico puede codificar un polipéptido truncado, modificado en el marco o eliminado
internamente.

La descripcion describe, en diversos ejemplos, moléculas de acido 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 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 aminoacidos 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 aminoacidos con al menos un 40% de identidad con SEQ
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 aminoacidos 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, 0 SEQ ID NO: 32, en
la que los polipéptidos incluyen un dominio de dedo de cinc TAZ extendido que tiene una secuencia de aminoacidos
con al menos un 40% de identidad con SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. Las moléculas de acido nucleico en varios
ejemplos son ADNc, no tienen la secuencia de un gen natural y/o son construcciones para la recombinacion
homologa o atenuacion génica.

La descripcion describe ademas moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden secuencias de nucledtidos
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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 nucleétidos 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, asi
como moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de nucledtidos complementarias a cualquiera de
ellas, donde la secuencia de nucleétidos no es idéntica a la secuencia de nucledtidos del gen natural. También se
incluyen moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de nucleotidos 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 porcion de un gen de origen natural, en el que la molécula de acido
nucleico es una construcciéon para recombinacion homdloga o atenuaciéon génica (por ejemplo, una construccion
para la expresion 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
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 aminoacidos 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 esta dirigido por la construccién
antisentido, ARNi o ribozima puede 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 nucleétidos 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 0 SEQ ID NO: 47.

La descripcion describe un acido 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
union 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 acido 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 unién a
ADN de tipo myb extendido que tiene una secuencia de aminoacidos 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 acido nucleico aislada como se proporciona en este documento comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende un dominio que codifica la secuencia de
aminoacidos 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. La molécula de acido
nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una mutacion, 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
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 aminoacidos 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 mutacion con respecto a un gen de tipo silvestre. La mutacion puede estar opcionalmente en un dominio
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). Ademas, 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
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 aminoacidos de la SEQ ID NO: 63 o la SEQ ID NO: 66. La
molécula de acido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una mutacién con respecto a un gen de tipo
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
o0 ademas, la molécula de acido nucleico puede codificar un polipéptido truncado, modificado en el marco o
eliminado internamente.

La descripcion describe, en diversos ejemplos, moléculas de acido 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
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 aminoacidos 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 aminoacidos 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
aminoacidos 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, en el que los polipéptidos incluyen un dominio conservado que tiene una
secuencia de aminoacidos con al menos un 40% de identidad con la SEQ ID NO: 64. Las moléculas de acido
nucleico en varios ejemplos son ADNc, no tienen la secuencia de un gen natural y/o son construcciones para
recombinacion homdloga o atenuacién génica.

La descripcion describe moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden secuencias de nucledtidos 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 nucleétidos 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, asi como moléculas
de acido nucleico que comprenden secuencias de nucleétidos complementarias a cualquiera de las mismas, donde
la secuencia de nucleétidos no es idéntica a la secuencia de nucleétidos del gen de origen natural. También se
incluyen moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de nucleotidos 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 porcion de un gen de origen natural, en la que la molécula de acido
nucleico es una construccion para recombinacion homéloga o atenuaciéon génica (por ejemplo, una construccion
para la expresion 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
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 aminoacidos 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 esta dirigido por la construccion antisentido, ARNi o
ribozima puede 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 nucledtidos 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: 750 SEQ ID NO: 77.

La descripcion describe un acido 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 acido 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 aminoacidos con al menos un 95%
de identidad con SEQ ID NO: 64.

La descripciéon describe variaciones de las secuencias de nucledtidos 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 mutagenos y
procesos mutagénicos. Las variaciones pretendidas incluyen, pero no se limitan a, la adicién, delecion y sustitucion
de uno o mas nucleétidos que pueden dar como resultado cambios conservadores o no conservadores de
aminoacidos, incluyendo adiciones y deleciones. También se contempla la optimizacién de codones de secuencias
de nucleétidos que codifican polipéptidos para la expresién en una célula huésped de interés.

La descripcion describe constructos que comprenden una secuencia de acido nucleico como se proporciona en el
presente documento que puede incluir ademas una o mas secuencias que regulan o median la transcripcion,
traduccion o integracién de secuencias de nucledtidos en un genoma huésped. Por ejemplo, la invencion
proporciona construcciones de expresion que comprenden uno o mas "elementos de control de la expresion" o
secuencias que regulan la transcripcion de la expresion de un gen unido operativamente, o la traduccién del ARN
transcrito. Por ejemplo, un elemento de control de la expresion puede ser un promotor que se puede unir
operativamente a un gen de interés o secuencia codificante de shRNA o antisentido en una construccion de
expresion o “casete de expresion”. Diversos promotores de algas se describen en la publicacion 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 construccion puede, en algunos casos,
ser regulable, por ejemplo, inducible.

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 especificos. El promotor inducible puede ser, por ejemplo, un promotor sensible a la
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hormona (por ejemplo, un promotor que responde a ecdisona, tal como se describe en la Patente de Estados Unidos
N° 6.379.945), un promotor metalotioniano (por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.410.828), un promotor
relacionado con la patogénesis (PR) que puede responder a un producto quimico tal como, por ejemplo, acido
salicilico, etileno, tiamina y/o BTH (Patente de los Estados Unidos N° 5.689.044), o similares, o alguna combinacion
de los mismos. Un promotor inducible también puede responder a la luz o a la oscuridad (Patente de Estados Unidos
N° 5.750.385, Patente de Estados Unidos N° 5.639.952, Patente de Estados Unidos N° 8.314.228), metales
(Eukaryotic Cell 2: 995 - 1002 (2003)) o temperatura (Patente de Estados Unidos N° 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 especificos que pueden usarse. La secuencia promotora puede
ser de cualquier organismo, siempre que sea funcional en el organismo huésped. Los promotores inducibles se
pueden formar fusionando una o mas partes o dominios de un promotor inducible conocido a al menos una porcién
de un promotor diferente que puede operar en la célula huésped, p. €j. conferir inducibilidad a un promotor que
opera en la especie huésped.

Cuando la construccion de acido nucleico no contiene un promotor en enlace operable con la secuencia de acido
nucleico que codifica el gen de interés (por ejemplo, un gen de deshidrogenasa) la secuencia de acido nucleico se
puede transformar en las células de manera que se una operativamente a un promotor endégeno mediante, por
ejemplo, recombinacion homologa, integracion especifica de sitio, y/o integracion del vector. En algunos casos, las
secuencias huésped gendmicas incluidas en una construccién de acido nucleico para mediar la recombinacion
homologa en el genoma del huésped pueden incluir secuencias reguladoras de genes, por ejemplo, una secuencia
promotora, que puede regular la expresion de un gen o secuencia antisentido o ARNi de la construccion de acido
nucleico. En dichos ejemplos, el o los transgenes del constructo pueden unirse operativamente a un promotor que
sea endogeno al microorganismo huésped. El(los) promotor(es) endégeno(s) puede(n) ser regulable(s), por ejemplo,
inducible(s).

Las construcciones para recombinacion homéloga en un genoma de algas (por ejemplo, para alteracion o reemplazo
génico de un gen regulador) pueden incluir una secuencia de nucleétidos de un gen regulador, tal como cualquiera
proporcionado en este documento, o secuencias del genoma de algas que estan adyacentes al gen regulador en el
organismo huésped. Por ejemplo, una construccion para recombinacion homéloga 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 nucleétidos de un
gen regulador que incluye un dominio de dedo de cinc TAZ, tal como cualquiera descrito en este documento, y/o
ADN gendmico adyacente al mismo. Por ejemplo, las secuencias para mediar la recombinaciéon homodloga en una
construccion pueden incluir una o mas secuencias de nucleotidos de, o adyacentes a, un gen de algas natural que
codifica una proteina de dominio de dedo de cinc TAZ, en donde la proteina de dominio de dedo de cinc TAZ
comprende una secuencia de aminoacidos 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: 9 o SEQ ID NO: 10. La construccion
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 nucledtidos de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 7 y/o una region adyacente del genoma de
Nannochloropsis.

Alternativamente, las secuencias para mediar la recombinacién homadloga en una construccién pueden incluir una o
mas secuencias de nucledtidos de, o adyacentes a, un gen de algas natural que codifica una proteina de dominio de
union a ADN de tipo myb, en el que la proteina de dominio de unién a ADN de tipo myb comprende una secuencia
de aminoacidos 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 construccion para recombinacion
homologa 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 nucledtidos de un gen regulador que incluye un dominio de unién al ADN de tipo myb, tal
como cualquiera descrito en este documento, y/o ADN gendmico adyacente al mismo. Por ejemplo, las secuencias
para mediar la recombinacién homodloga en una construcciéon pueden incluir una o mas secuencias de nucleétidos
de, o adyacentes a, un gen de algas natural que codifica una proteina de dominio de unién a ADN de tipo myb, en el
que la proteina de dominio de union a ADN de tipo myb comprende una secuencia de aminoacidos 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 o0 SEQ ID NO: 23. La construccién 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 nucleétidos de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20 y/o
una region adyacente del genoma de Nannochloropsis.

Ademas, alternativamente, las secuencias para mediar en la recombinacion homadloga en una construccion pueden
incluir una o mas secuencias de nucleétidos de, o adyacentes a, un gen de algas o heterokonte natural que codifica
una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos 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
construccién para recombinacion homoéloga 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 nucledtidos de un gen que incluye un dominio conservado,
como cualquiera de los descritos en este documento, y/o ADN gendmico adyacente al mismo. Por ejemplo, las
secuencias para mediar la recombinacion homdloga en una construcciéon pueden incluir una o mas secuencias de
nucledtidos de, o adyacentes a, un gen de algas o heterokonte de origen natural que codifica una proteina que
comprende una secuencia de aminoacidos 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 construccion 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
nucleotidos de SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 65 y/o una regiéon 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 mas secuencias que son complementarias, o
antisentido, con respecto a las secuencias de acido nucleico proporcionadas en la presente memoria que codifican
polipéptidos reguladores. Por ejemplo, en este documento se proporcionan constructos de moléculas de acido
nucleico para la expresion de ARN antisentido, ARNhc, microARN o una ribozima que comprende una secuencia de
nucledtidos complementaria a al menos una porcion de un gen de algas de origen natural que codifica una proteina
de dominio de dedo de cinc TAZ, donde la proteina de dominio de dedo de cinc TAZ comprende una secuencia de
aminoacidos 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 respecto a SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10. La construcciéon 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 nucledtidos de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 7 y/o una region no codificante de un
ARNmM que comprende SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 7.

Construcciones adicionales para expresar ARN antisentido o interferente (ARNi) o ribozimas para generar mutantes
de LIHLA pueden incluir una o mas secuencias que son complementarias, o antisentido, con respecto a las
secuencias de acido nucleico proporcionadas en este documento que codifican polipéptidos reguladores. Por
ejemplo, en este documento se proporcionan constructos de moléculas de acido nucleico para la expresion de ARN
antisentido, ARNhc, microARN o una ribozima que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a al
menos una porcion de un gen de algas de origen natural que codifica una proteina de dominio de unién a ADN de
tipo myb, donde la proteina de dominio de unién a ADN de tipo myb comprende una secuencia de aminoacidos 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 construccion 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 nucledtidos de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 20 y/o una regién no codificante de un ARNm que
comprende SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 20.

Construcciones adicionales para expresar ARN antisentido o interferente (ARNi) o ribozimas para generar mutantes
de LIHLA pueden incluir una o mas secuencias que son complementarias, o antisentido, con respecto a las
secuencias de acido nucleico proporcionadas en este documento que codifican polipéptidos reguladores. Por
ejemplo, en este documento se proporcionan construcciones de moléculas de acido nucleico para la expresion de
ARN antisentido, ARNhc, microARN o una ribozima que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a
al menos una porcion de un gen de algas de origen natural que codifica un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos 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 construccion 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,
0 al menos 2.000 nucleétidos de SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 65 y/o una region no codificante de un ARNm que
comprende SEQ ID NO: 62 o SEQ ID NO: 65.

Métodos de produccion 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
métodos incluyen cultivar un mutante fotosintético de algas desrregulado en aclimatacion 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 fotoautotrofo, 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.

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 estan 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.

Cultivar se refiere al fomento intencional del crecimiento (por ejemplo, aumentos en el tamafio celular, contenido
celular y/o actividad celular) y/o propagacion (por ejemplo, aumentos en el nimero de células a través de la mitosis)
de una o mas células mediante el uso de condiciones controladas y/o seleccionadas. La combinacion de tanto el
crecimiento como la propagacion puede denominarse proliferacion. Como se demuestra en los ejemplos, los
mutantes proporcionados en la presente que muestran una adaptacion desrregulada a baja intensidad de luz pueden
alcanzar una mayor densidad celular del cultivo a lo largo del tiempo, por ejemplo, durante un periodo de una
semana o0 mas, con respecto a un cultivo de células de alga silvestre de la misma cepa que no estan desrreguladas
en la aclimatacion 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 dias, o al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez
semanas o0 mas.

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 caracteristicas conocidas tales como
pH, fuerza idnica y/o fuente de carbono), temperatura especificada, tensién de oxigeno, niveles de dioxido de
carbono, crecimiento en un biorreactor o similares, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el
microorganismo o la célula hospedadora pueden crecer de manera mixotrofica, usando luz y una fuente reducida de
carbono. Alternativamente, el microorganismo o la célula huésped pueden cultivarse fototréficamente. Al crecer
fototroficamente, la cepa de algas puede usar de forma ventajosa la luz como fuente de energia. Se puede usar una
fuente de carbono inorganico, tal como CO; o bicarbonato, para la sintesis de biomoléculas por el microorganismo.
"Carbono inorganico", como se usa en el presente documento, incluye compuestos o moléculas que contienen
carbono que no pueden ser utilizados como fuente de energia sostenible por un organismo. Tipicamente, el
"carbono inorganico" puede estar en forma de CO; (didxido de carbono), acido carbénico, sales de bicarbonato,
sales de carbonato, sales de hidrogenocarbonato o similares, o combinaciones de los mismos, que no pueden
oxidarse mas para obtener energia sostenible ni usarse como una fuente de poder reductor por parte de los
organismos. Un microorganismo cultivado fotoautétroficamente puede cultivarse en un medio de cultivo en el cual el
carbono inorganico es sustancialmente la Unica fuente de carbono. Por ejemplo, en un cultivo en el que el carbono
inorganico es sustancialmente la Unica fuente de carbono, cualquier molécula de carbono organico (reducido) o
compuesto de carbono organico que pueda proporcionarse en el medio de cultivo no puede ser absorbido y/o
metabolizado por la célula para energia y/o no esta presente en una cantidad suficiente para proporcionar energia
sostenible para el crecimiento y la proliferacion del cultivo celular.

Los microorganismos y las células hospedadoras que pueden ser Utiles de acuerdo con los métodos de la presente
invencion se pueden encontrar en diversas ubicaciones y entornos en todo el mundo. El medio de crecimiento
particular para la propagacion y generacion optimas de lipidos y/u otros productos puede variar y puede optimizarse
para promover el crecimiento, la propagacion o la produccion de un producto tal como un lipido, proteina, pigmento,
antioxidante, etc. En algunos casos, ciertas cepas de microorganismos pueden ser incapaces de crecer en un medio
de crecimiento particular debido a la presencia de algun componente inhibidor o la ausencia de algun requerimiento
nutricional esencial de la cepa particular del microorganismo o la célula huésped.

Los medios de crecimiento sdlidos y liquidos estan generalmente disponibles a partir de una amplia variedad de
fuentes, como lo son las instrucciones para la preparacion de medios particulares adecuados para una amplia
variedad de cepas de microorganismos. Por ejemplo, varios medios de agua dulce y agua salada pueden incluir los
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 Coleccion de Cultivo de Algas UTEX
(www.sbs.utexas.edu/utex/media.aspx); Coleccion de Cultivos de Algas y Protozoos (www.ccap.ac.uk); y Katedra
Botaniky (botany.natur.cuni.cz/algo/caup-media.html).

Los métodos de cultivo pueden incluir opcionalmente inducir la expresion de uno o mas genes para la produccion de
un producto, tal como, sin limitacién, una proteina que participa en la produccién de un lipido, una o mas proteinas,
antioxidantes o pigmentos, y/o que regula una ruta metabdlica en el microorganismo. La expresion inductora puede
incluir afiadir un nutriente o compuesto al cultivo, eliminar uno o mas componentes del medio de cultivo, aumentar o
disminuir la luz y/o la temperatura, y/u otras manipulaciones que promuevan la expresion del gen de interés. Dichas
manipulaciones pueden depender en gran medida de la naturaleza del promotor (heterélogo) operativamente unido
al gen de interés.

La descripcion describe microorganismos desrregulados en aclimatacion a baja intensidad de luz que pueden
cultivarse en un "fotobiorreactor" equipado con una fuente de luz artificial, y/o tener una o mas paredes que son lo
suficientemente transparentes para iluminar, incluida la luz solar, para permitir, facilitar y/o mantener el crecimiento y
la proliferacion de microorganismos aceptables. Para la produccion de productos de acido 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 microtitulacion, 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,
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 estandar, una fuente de carbono inorganico (tal como, pero sin limitarse a, CO-, bicarbonato, sales de
carbonato y similares), incluidos, entre otros, aire, aire enriquecido en CO;, gases de combustion, o similares, o
combinaciones de los mismos, se pueden suministrar al cultivo. Cuando se suministran gases de combustion y/u
otras fuentes de compuestos inorganicos que pueden contener CO ademas de COg, 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, proliferacion y/o supervivencia de los microorganismos.

Los mutantes LIHLA de algas pueden incluir uno o mas genes no nativos que codifican un polipéptido para la
produccion de un producto, tal como, pero limitado a, un lipido, un colorante o pigmento, un antioxidante, una
vitamina, un nucleétido, un acido nucleico, un aminoacido, una hormona, una citocina, un péptido, una proteina o un
polimero. Por ejemplo, el polipéptido codificado puede ser una enzima, regulador metabdlico, cofactor, proteina
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 produccion de un producto, para producir biomasa o al menos un producto de algas. Productos,
tales como lipidos y proteinas, pueden recuperarse del cultivo por medios de recuperacion conocidos por los
expertos en la técnica, tales como por extraccion de cultivo completo, por ejemplo, usando disolventes organicos. En
algunos casos, la recuperacion de los productos de acidos grasos se puede mejorar mediante la homogeneizacion
de las células. Por ejemplo, lipidos tales como acidos grasos, derivados de acidos grasos y/o triglicéridos se pueden
aislar de las algas mediante la extraccion de las algas con un disolvente a temperatura y/o presion elevadas, como
se describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos, cominmente 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 centrifugacion o filtracion. La biomasa puede secarse y/o
congelarse. Se pueden aislar productos adicionales a partir de biomasa, tales como, por ejemplo, lipidos o una o
mas proteinas.

La descripcion 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 mutacién 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
ademas 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 mutacion 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.

Ejemplos
Ejemplo 1. Determinacion de métricas utiles para el estado de aclimatacion con iluminacion 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 Coleccion de Cultivos del Fitoplancton Marino (CCMP) se usé como el fondo natural para
todos los experimentos y la manipulacién genética. Las células WT-3730 de N. gaditana fueron aclimatadas a
intensidades de luz intensa (500 YE - m*2 - s7') y poca luz (100 uE - m? - s*') para evaluar las caracteristicas del
estado de aclimatacién a la luz intensa que podria ser explotado durante la deteccion 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 dias
para lograr una alta aclimatacién a la luz. La fluorescencia de la clorofila se control6 como una métrica para el
proceso de aclimatacion de luz intensa, que se caracteriza por una disminucioén de la fluorescencia asociada con una
disminucion en la recoleccién de luz de las proteinas de union a la clorofila.

Una vez que la fluorescencia de la clorofila habia alcanzado un nivel minimo (aproximadamente 4,6 dias), se retuvo
un cultivo a la luz intensa mientras que el otro se transfirié a baja intensidad de luz. Los cultivos se dejaron crecer
durante varios dias después del cambio de luz y se sigui6 controlando la fluorescencia de la clorofila. Para el cultivo
con poca luz cambiada, la fluorescencia de la clorofila aumenté a lo largo del periodo de crecimiento (representado
por los triangulos en la Figura 1A), lo que indica una baja respuesta de la aclimatacién a la luz, con un aumento del
tamafo de la antena. El cultivo que se mantuvo a la luz intensa mostré un pequefio 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 pequefio aumento en la
recoleccion de luz asociada con un auto-sombreado a medida que las células crecian a densidades mayores. Para
el Dia 8, la fluorescencia de la clorofila era aproximadamente 3 veces mayor en las células que crecian en
condiciones de poca luz en comparacioén con la fluorescencia de clorofila de las células mantenidas con luz intensa.
En este punto, se controlaron varios parametros de fluorescencia modulada por amplitud de pulso (PAM) para
revelar las diferencias fisioldgicas asociadas con el estado aclimatado con luz intensa. Se observaron diferencias en
varios parametros de fluorescencia de PAM; sin embargo, el parametro gP, que refleja la presidon de excitacion de
PSII, demostré ser un indicador particularmente fiable de la aclimatacién de luz intensa en relacién con el estado de
baja iluminacién aclimatada. La Figura 1B muestra que las células cambiadas a la luz intensa, representadas por los
cuadrados, tienen mayor gP a todas las irradiancias mayores que aproximadamente 200 uE - m2 - s™'. Por lo tanto,
se eligié el parametro qP como un parametro de seleccion secundario inicial para comparar cultivos aclimatados con
poca luz de tipo silvestre y supuestas algas mutantes de LIHLA.

Ejemplo 2. Mutagénesis por insercion de Nannochloropsis gaditana.

En experimentos separados, varias construcciones que incluian un gen de resistencia a blasticidina o bleomicina,
codon optimizado para la expresion de Nannochloropsis y clonado corriente abajo de un promotor de
Nannochloropsis (véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 13/915.522, presentada el 11 de
junio de 2013 y Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 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 construccién
incluye el gen de la resistencia a la blasticidina de Aspergillus optimizado para el codén para la expresion de
Nannochloropsis, unido operativamente a un promotor de TCTP de Nannochloropsis (SEQ ID NO: 2). Para la
transformacion, las células de Nannochloropsis gaditana se cultivaron en medio PM064 y se recogieron a una
concentracion entre 1-3 x 107 células/ml. Las células se centrifugaron a 2500 x g durante 10 minutos a 25°C para
sedimentar las células. Después, las células se resuspendieron en una solucion estéril de sorbitol 385 mM y se
centrifugaron de nuevo, luego se lavaron dos veces mas en sorbitol para eliminar todas las trazas del medio. El
sedimento celular se resuspendio en sorbitol hasta una concentracion final de 1x10'° células/ml. EI ADN plasmidico
linealizado de la construccion se alicuoté en tubos de micro fuga a una concentracion entre 0,5-5 ug de ADN, y se
mezclaron 100 ml de la mezcla de células con el ADN. La mezcla se transfirié a cubetas de electroporacién enfriada
con una distancia de separacion de 2 mm. El electroporador se ajusté a 50 yF de capacitancia, 500 ohmios de
resistencia y 2,2 kV de voltaje. Después de la electroporacion, las muestras se resuspendieron en 1 ml de sorbitol y
se incubaron en hielo durante unos minutos. Las células se transfirieron a tubos coénicos de 15 ml que contenian 10
ml de medio reciente y se dejaron recuperar durante la noche a la luz tenue (~ 5 pymol fotones m2sec™). Al dia
siguiente, las células se sembraron en placas PM024 que contenian zeocina 5 pyg/ml o 100 pg/ml de blasticidina a
una concentracion entre 5-7 x 108 células/ml. Las placas fueron incubadas bajo luz constante (~ 80 ymol fotones m-
2sec™) hasta que aparecieron las colonias (alrededor de 2-3 semanas).

En un experimento separado, las células de Nannochloropsis gaditana se trataron con UV para inducir mutaciones y
se sometieron a la seleccion de LIHLA. Para la mutagénesis por UV, las células se cultivaron hasta la mitad de la
fase logaritmica y luego se diluyeron a 1x10® 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 irradiacion UV se llevé a cabo con 10.000, 25.000 y 50.000
uJ/cm?. Después de la irradiacion, las suspensiones celulares se pipetearon en un matraz de agitacion envuelto en
papel de aluminio para evitar la exposicién a la luz durante veinticuatro horas después de la irradiacion.

El medio PM024 incluye: 35 ppt de Instant Ocean Sales, 10X de solucidn 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 monobasico 0,32 mM; 0,205 uM de biotina; 0,420 uM de cloruro
de cobalto * 6H20; 0,400 uM de sulfato cuprico * 5H,0; EDTA disédico 0,11713 mM * 2H,0; 9,095 uM de cloruro de
manganeso - 4H,0; Molibdato de sodio 0,248 uM - 2H,0; 2,965 uM de tiamina - HCI; 0,037 uyM de Vitamina Bi;
0,765 pM de sulfato de cinc - 7H20).)

El medio PM064 incluye: 35 ppm de Instant Ocean Salts, 5X de solucién 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 4,413 mM; Fosfato de sodio monobasico 0,16 mM; 0,103 uM de biotina; 0,240 uM de cloruro
de cobalto * 6H,0; 0,200 uM de sulfato cuprico * 5H,0; EDTA disddico 0,0585 mM * 2H,0; 4,54 uM de cloruro de
manganeso - 4H->0; 0,124 uyM de molibdato sédico - 2H,0; 1,48 uM de tiamina - HCI; 0,0185 pM de Vitamina Biy;
0,382 pM de sulfato de cinc - 7H,0).

Ejemplo 3. Selecciones y evaluacion fisioldgica del mutante LIHLA GE-4574.

Inicialmente, se cribaron bibliotecas mutantes marcadas de insercion al azar de Nannochloropsis transformados para
una pigmentacion reducida usando técnicas de citometria de flujo. Las colonias resistentes a antibidticos que
aparecen en las placas de transformacion se resuspendieron en cultivo liquido y se aclimataron a bajas intensidades
de luz y se clasificaron por citometria de flujo usando un citémetro de flujo BD FACSAria Il (BD Biosciences, San
Jose, CA) de manera que se seleccionaron células con baja fluorescencia de clorofila. En general, se selecciond
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aproximadamente del 0,5 al 2% de la poblacion total de células con la menor fluorescencia de clorofila de este
primer procedimiento de seleccion. En algunos casos, los transformantes aclimatados con poca luz se seleccionaron
mediante FACS, en el que la clasificacion se ajusté al nivel de fluorescencia de clorofila de un cultivo aclimatado con
luz intensa natural. Se llevd a cabo un cribado primario adicional de colonias putativas de LIHLA aisladas mediante
citometria de flujo mediante la seleccion de fenotipos visuales verdes palidos o amarillos en placas. Con el fin de
explorar las supuestas colonias de LIHLA a partir de otros mutantes de pigmento reducido y falsos positivos, las
colonias seleccionadas se sometieron a una seleccion de cultivo secundario de rendimiento medio para aclimatar los
aislados a condiciones de poca luz antes de las mediciones foto-fisiologicas. La fluorescencia de la clorofila se
controlé durante la aclimatacion a poca luz para seleccionar las colonias que conservaban la fluorescencia clorofilica
reducida caracteristica del estado aclimatado a la luz intensa. La Figura 3 muestra un ejemplo de un mutante LIHLA
y un cultivo de tipo silvestre que se someten a aclimatacion de intensidad de luz intensa a poca, donde se monitorizé
la fluorescencia de la clorofila diariamente. En estas condiciones, el cultivo de tipo silvestre aumento su clorofila por
célula durante diez dias, mientras que en el mutante LIHLA, la clorofila aumenté 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 caracteristica de identificacién de los mutantes de
LIHLA. En las mismas condiciones de transferencia de luz intensa a poca luz y posterior aclimatacién con poca luz,
las células de tipo silvestre caracteristicamente aumentan drasticamente su contenido de clorofila por célula.

Las lineas celulares que retuvieron la fluorescencia de clorofila reducida a una densidad de cultivo mas alta (que
promueve una respuesta de aclimataciéon a poca luz en el tipo silvestre) se analizaron después a través de medidas
fotofisiolégicas mas avanzadas después de la aclimatacion a poca luz.

Ejemplo 4. Evaluacion fisiolégica de los clones que tenian menos clorofila en condiciones de poca luz

Los parametros fotofisioldgicos PSIlI basados en fluorescencia se usaron para identificar cepas con rendimiento
cuantico de PSIl maximo similar o incrementado (F./Fn,) y un coeficiente de inactivacién fotoquimico (qP) mayor que
la cepa de tipo silvestre, determinada en 12 niveles de irradiacién. Fv/Fm se midié usando un fluorémetro Dual PAM
(Walz, Effeltrich, Alemania). Una alicuota de 3 ml de células con una densidad celular de 1 x 108 células por ml
(aproximadamente 5 mg de clorofila por ml) se adapté a la oscuridad durante cinco minutos, después de lo cual se
uso un rayo de medicién de baja intensidad para obtener Fo. Las células se expusieron luego a luz saturante para
cerrar todos los centros de reaccion, y luego se utilizé un segundo haz de medicion de baja intensidad para obtener
Fm (Maxwell y Johnson, (2000) J. Exper. Bot. 51: 659-668). La inactivacion fotoquimica, o qP, es una medida de la
proporcion de centros de PSIl abiertos, y también se midid usando el fluorémetro Dual PAM (Walz, Effeltrich,
Alemania).

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

La inactivacion no fotoquimico, o NPQ, también se midi6 usando un fluorémetro Dual PAM (Walz, Effeltrich,
Alemania) en un rango de intensidades de luz. Los mutantes LIHLA exhibieron el inicio de NPQ a una intensidad de
luz mas alta que la requerida para el inicio de NPQ en células de tipo silvestre. Ademas, los mutantes LIHLA
exhibieron un NPQ mas alto en todos las intensidades de luz mas altas que 100 pmol fotones m2 s

La evolucion del oxigeno se midié usando un electrodo de oxigeno de tipo Clark. Una alicuota de células que
contenia 5 pg de clorofila por ml, o 108 células, se transfirié a la camara del electrodo de oxigeno que se iluminé con
una lampara a 1500 pmol fotones m2 s'. También se afiadié bicarbonato de sodio (5 mM) a la camara para
asegurar que las células no tuvieran un limite de carbono. Las células de algas se expusieron a una intensidad de
luz creciente mientras que la concentracion de oxigeno se midié continuamente. La concentracion de oxigeno se
trazé en funcion de la intensidad de la luz para proporcionar una curva de irradiancia de fotosintesis (P/I) que
demostré la saturacion luminica de la fotosintesis en las cepas, donde la velocidad de saturacion luminosa de la
evolucion de oxigeno se denomina Pnax. El valor de Pmax se calculd sobre una base por miligramo de clorofila y por
célula. Ek, la irradiancia de saturacion para la fotosintesis, también se calcul6 a partir de la evolucion del oxigeno vs.
la curva de intensidad de la luz (curva P/l) (Tailing J. (1957) New Phytologist 56: 29-50. Se observé que los mutantes
LIHLA tenian una a menor, la pendiente inicial de la curva P/I.

Ejemplo 5. Caracterizacion Funcional del Mutante LIHLA GE-4574

Se descubrié que uno de los aislados seleccionados para una caracterizacion adicional, la cepa GE-4574, tenia una
reduccion de aproximadamente 45% en la fluorescencia media de clorofila por célula en comparacion con el tipo
silvestre después de una aclimatacion con poca luz (véase, por ejemplo, la Figura 4). Ademas del contenido
reducido de clorofila, esta cepa también mostré6 una mayor F./F (Tabla 1) y mayor gP (Figura 5) a todas las
intensidades de luz mayores de 200 pymol fotones m2 s que se probaron. El valor de gP se midié esencialmente de
acuerdo con Maxwell y Johnson, (2000) J. Exper. Bot. 51: 659-668.

Tabla 1: Rendimiento cuantico maximo de PSII para la cepa GE-4574 y duplicados biolégicos 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 mencidon que el valor de gP del mutante GEH-4574 LIHLA es significativamente mayor que el gP del tipo
silvestre, en un rango de niveles de irradiacion (Figura 5). Por ejemplo, a una irradiancia de ~650 uymol fotones m2 s
', la cepa GE-4574 tiene un valor de gP 1,7 veces mayor que el tipo silvestre, y a ~1000 pymol fotones m? s e
incluso ~2200 pmol fotones m=2 s, el gP de la cepa GE-4574 es mas del doble que el observado en la cepa de tipo
silvestre.

Se implementaron ofros filtros foto-fisiolégicos para verificar el mantenimiento de una fotosintesis equilibrada,
consistente con un fenotipo LIHLA, en oposicion a las deficiencias fotosintéticas que podrian reducir la productividad.
Las mediciones de la maxima evolucion de oxigeno por célula (Pmax) y €l fotosistema | (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
silvestre pero fue 2,5 veces mayor que el valor de tipo silvestre cuando se normalizé a la concentracion de clorofila
(Tabla 2). Los parametros PSI se midieron controlando la diferencia entre las sefales de transmitancia de 875 nmy
830 nm. Esto proporciona la proporcion de centros de PSI oxidados a reducidos, y puede convertirse en una tasa de
transporte de electrones (ETR) para PSI. Los parametros de PSI para GE-4574 no indicaron deficiencias que
pudieran perjudicar el crecimiento o la capacidad de realizar la fotosintesis. Se encontr6 que las velocidades de
transporte de electrones a través de PSI (ETRps)) y PSIl (ETRpsi) en mutantes de LIHLA eran sustancialmente
equivalentes o mayores que las ETRps y ETRps; de las células de tipo silvestre.

Tabla 2: Evolucion maxima de oxigeno por célula y concentracion de clorofila para el mutante LIHLA GE-4574 y
duplicados bioldgicos del control tipo silvestre de Nannochloropsis (WT-3730).

ID de cepa | Pmax/Célula (umol Oz horas™ célula™) | Pmax/[clorofila] (umol O, horas™ mg™) | 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

Se aislaron originalmente un total de 35 mutantes usando el filtro para la clorofila reducida, el aumento de qP sobre
irradiancias mayores que 200 umol fotones m=2 s, un aumento en Ppax por clorofila con Prax per células de al
menos 70% de células de tipo silvestre, mayor Ek que las células de tipo silvestre, y la aparicion de NPQ a una
mayor irradiacion de la requerida para las células tipo silvestre, con NPQ reducido sobre irradiancias mayores de
200 pmol fotones m2 s'. Muchos de los mutantes que se aislaron tenian las siguientes caracteristicas en
comparacion 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 (tipicamente,
aproximadamente de dos a tres veces de disminucion en la clorofila por célula); un aumento de aproximadamente
dos a tres veces en Pmax por clorofila, con menos de aproximadamente 25%, y tipicamente no mas de
aproximadamente un 15% de disminucién en Pmax por célula; aproximadamente la misma o mayor velocidad de
transporte de electrones fotosintéticos (por ejemplo, ETRps) tipicamente al menos 1,5 veces o al menos 2 veces la
velocidad de tipo silvestre); aumento de gP en todas las irradiancias mayores de 200 ymol fotones m? s™'; mayor Ek
con respecto a las células de tipo silvestre; a disminuida (pendiente inicial de la curva de irradiancia de la
fotosintesis); inicio de NPQ a mayor irradiancia; disminucién de NPQ en todas las irradiancias mayores de 200 ymol
fotones m2 s, y tipicamente a todas las irradiancias mayores de 100 umol fotones m2 s™'. La Figura 6 proporciona
una lista de mutantes que tienen estas caracteristicas junto con su contenido de clorofila, ETRpsi ¥ Pmax. LOS
mutantes en la tabla se caracterizan por el locus genético que se encontré que era responsable del fenotipo mutante
(LAR1, LAR2 o0 LARS3), como se describe a continuacion en los ejemplos 7 y 10.

La Figura 7 es un grafico de NPQ frente a la intensidad de la luz para uno de los mutantes de LIHLA (diamantes
abiertos), que posteriormente se determind que era un mutante LAR1, y la cepa progenitora de tipo silvestre
(cuadrados negros). El mutante LIHLA demuestra el inicio tardio de NPQ con respecto a la irradiancia, y demuestra
una NPQ drasticamente menor que el tipo silvestre en todas las irradiancias mayores de 200 umol fotones m2 s

La figura 8a proporciona un grafico del ETRpg; para un mutante LAR1 LIHLA (triangulos), un mutante LAR2 LIHLA
(cuadrados) y la cepa de tipo silvestre (diamantes) sobre todas las irradiancias mayores de 200 umol fotones m2 s'.
La figura 8b muestra que NPQ se reduce drasticamente para los mutantes LIHLA en un rango de irradiancias
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mayores de 100 pmol fotones m?2 s' comparado con el tipo silvestre (mutante LAR1, tridngulos, mutante LAR2,
cuadrados, tipo silvestre, diamantes). La figura 8c es un grafico que muestra un gP mas alto en respuesta a la
irradiancia para irradiancias mayores de 200 umol fotones m?2 s para un mutante LAR1 LIHLA (triangulos), un
mutante LAR2 LIHLA (cuadrados) y la cepa tipo silvestre (diamantes). La figura 8d proporciona curvas P/l para
mutantes LAR1 aclimatados a la luz intensa (triangulos abiertos) o a poca luz (diamantes oscuros), asi como células
silvestres aclimatadas a la luz intensa (circulos 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 Il (ETRpsyi) y el Fotosistema | (ETRps)) respectivamente en un mutante LIHLA LAR1. El mutante LIHLA
muestra una ETRps; mas alta en una amplia gama de irradiancias y no muestra un deterioro discernible de ETRps..

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

Los cultivos de cepas mutantes también se cribaron para una mejor penetracion de la luz en el cultivo con respecto a
la penetracion de la luz en cultivos de cepas de tipo silvestre. También se evalud la penetraciéon de la luz en un
sistema de crecimiento abierto utilizado para cultivar Nannochloropsis de tipo silvestre, asi como el mutante GE-
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 nitrégeno durante siete dias 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 108 células/ml. La penetracion de la luz en el estanque se
midio usando un sensor cuantico esférico de 4 Pi el dia 1 asi como el dia 7 (proporcionando densidades celulares de
2 x 108y 4,5 x 107 células/ml, respectivamente). La Figura 11 muestra que el primer dia de cultivo, inmediatamente
después de la inoculacion, la diferencia en la penetracion de la luz en los cultivos era sustancial, experimentando el
cultivo del mutante GE-4574 niveles de luz mucho mas 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
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 (dia 7), la diferencia en la penetracion de la luz en los cultivos
de tipo silvestre y mutante fue menos pronunciada, pero aun significativa, a profundidades superiores a 20
centimetros desde el fondo del estanque (es decir, dentro de aproximadamente 10 cm de la superficie del estanque).
Por ejemplo, aproximadamente 500 YE - m? - s de luz estaba disponible a 28 cm del fondo del estanque que
contenia el cultivo mutante GE-4574, mientras que a la misma profundidad solo alrededor de 250 yE - m?2 - s' de luz
estaba disponible en el estanque que contenia el cultivo de tipo silvestre. Por lo tanto, el mutante LIHLA permite una
mayor penetracion de la luz en el estanque que la cepa de tipo silvestre cultivada en condiciones idénticas, lo que
permite que la fotosintesis se produzca a mayores distancias de la superficie del estanque y a mayores densidades
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 iluminacion suplementaria mediante dos lamparas 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 anadido a los cultivos el dia 7. Inicialmente, cada uno de los estanques se diluy6 diariamente durante
dos dias para permitir que la cepa de tipo silvestre se aclimatara en condiciones de iluminacién intensa. Un conjunto
de cultivos de simulador de lampara se dejo crecer mas alla del inicio de la limitacion de la luz; a los estanques
restantes se les permitié hacer una asintota y luego se diluyeron diariamente para mantener las cepas dentro de su
rango 6ptimo de productividad. El perfil de profundidad para los cultivos de tipo silvestre y mutante se registré a una
densidad de biomasa permanente de 300 mg/l, que correspondia a una OD73o de 0,75.

Los datos que proporcionan la irradiancia (medida usando un sensor cuantico 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 penetracion de luz en
el cultivo, experimentando el cultivo mutante GE4906 niveles de luz mucho mas altos, con respecto al cultivo de tipo
silvestre, en todas las profundidades medidas.

Ejemplo 7. Genotipado de mutantes LIHLA LAR1 y LAR2

Se aislaron multiples mutantes que tenian el fenotipo LIHLA de 1) al menos una reduccién del 40% en clorofila por
célula con respecto al tipo silvestre segun se midio por fluorescencia y espectroscopia, 2) mayor gP con respecto al
tipo silvestre sobre irradiancias fisiolégicamente relevantes (p. ej., mayor que aproximadamente 200 yE - m?2 - s o
mayor que aproximadamente 100 pE - m? - s™'), 3) equivalente (una diferencia del 20% o menos, y preferiblemente
una diferencia de aproximadamente 10% o menos) o mayor Pmax por célula en comparacion con el tipo silvestre y al
menos un Pmax dos veces mas alto por unidad de clorofila en comparacion con una célula de tipo silvestre, 4) mayor
Ex con respecto al tipo silvestre, y 5) aparicién de NPQ a irradiancias mas altas con respecto al tipo silvestre, con un
NPQ mas bajo a toda irradiancia mas alta que alrededor de 200 WE - m? - s'. De todos los mutantes que se
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confirmaron mediante analisis fotofisioldgicos que tenian los fenotipos LIHLA basados en estos parametros, todos
menos uno se mapearon por secuenciacion de ADN para mostrar lesiones en uno de los dos genes. Trece
mutaciones distintas se mapearon en un unico gen anotado en una secuencia de genoma de Nannochloropsis
gaditana patentada. Se encontré que el gen identificado, al que se hace referencia en este documento como
"Regulador de Aclimatacién a la luz 1" o LAR1 (SEQ ID NO: 3) (anteriormente denominado Regulador 59), codifica
un polipéptido (SEQ ID NO: 4) que recluta para pfam PF02135 o el pfam "dedo de cinc TAZ ", y por lo tanto se
determiné que codifica un regulador de la transcripcion 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, asi como una
eliminacion corta que creaba tanto una mutacion del sentido erréneo como del punto de delecién. La Figura 13
muestra la posicién y el tipo de mutaciones confirmadas para 13 mutantes de LIHLA asociados a LAR1. La
confirmacion de la posicion de la lesion genética fue a través de una combinacion de técnicas de caminata
cromosomica, PCR y secuenciacion de ADN, incluida la secuenciacion del genoma utilizando un secuenciador
MiSeq interno (lllumina, San Diego, CA).

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

Ademas de las mutaciones encontradas en el gen LAR1, se identificaron cinco mutaciones distintas en un gen
denominado "Regulador de Aclimatacion a la luz 2" o LAR2 (SEQ ID NO: 5) (anteriormente denominado Regulador
216), entre los mutantes LIHLA aislados. Este locus se identific6 en la secuencia patentada del genoma de
Nannochloropsis gaditana como que codificaba de un factor de transcripciéon tipo myb. Se descubrid que el
polipéptido codificado por este gen (SEQ ID NO: 6) reclutaba a pfam PF00249 ("dominio de unién a ADN de tipo
myb"). Las lesiones genéticas LAR2 también se identificaron mediante una combinacién de abordajes de caminata
cromosomica y secuenciacion; las posiciones y la naturaleza de las lesiones genéticas LAR2 se muestran en la
Figura 14.

Se analizaron los conjuntos de datos transcriptomicos de Nanncochloropsis (n = 113 bibliotecas de RNA-seq) para
predecir genes con una funcion probablemente similar a LAR1 mediante el andlisis de coexpresion. El analisis de
coexpresion se realizd 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
el algoritmo GENIE3 (Huynh-Thu et al. 2010) PLOS One 5 (9) el2776.doi: 10). Segun todas las métricas, LAR2 fue
clasificado como el gen mas similar a LAR1, y el inverso también fue cierto. Trazar los valores de expresion de LAR1
y LAR2 para todas las condiciones abiédticas (por ejemplo, temperatura, limitacion de nutrientes, intensidad de luz,
etc.) demuestra la similitud significativa de sus perfiles de expresion lo que sugiere una corregulacion potencial de
estos factores (Figura 15). Los resultados del andlisis de inferencia de red también clasificaron a LAR2 como el gen
superior con un patrén de expresion dependiente relativo a LAR1. Esto indica (como lo respalda su fenotipo
altamente similar de los mutantes) que las proteinas codificadas por los genes LAR1 y LAR2 estan en la misma ruta,
y sugiere que pueden interactuar entre si. Este analisis puede continuarse ademas para identificar otros miembros
potenciales de la red de regulacion de fotoaclimatacion. Los mutantes LAR, como se proporcionan en este
documento, pueden proporcionar un fondo util para una manipulacién genética adicional.

Ejemplo 8. Homdlogos 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 Transcripcion)
cerca del extremo C terminal de acuerdo con una alineacion a pares de las secuencias de proteina de longitud
completa (Figura 16). El dominio del dedo de cinc PFam PF02135 TAZ del polipéptido LAR1 de N gaditana WT-
3730, aminoacidos 554-632, se proporciona como SEQ ID NO: 9. El dominio del dedo de cinc PFam PF02135 TAZ
del polipéptido WT5473 No-LAR1, aminoacidos 630-706, se proporciona como SEQ ID NO: 10. (La validacion
funcional del ortélogo LAR1 de N oceanica No-LAR1 se demuestra en el Ejemplo 13, a continuacion). Para descubrir
potenciales ortdlogos adicionales de LAR1, se realizaron busquedas en 66 ensamblajes eucariéticos internos y
disponibles publicamente (principalmente algas y plantas) para las secuencias de proteinas anotadas con el dominio
PF02135 (segun la puntuacion de hmmscan en I-Evalue <0,01). Se extrajeron trescientas sesenta y cuatro
secuencias de proteinas que contenian el dominio TAZ, y se alinearon usando Muscle (Edgar (2004) Nucl. Acids
Res. 32: 1792-1797). Se construyé un arbol filogenético de maxima probabilidad (con 100 réplicas de arranque)
usando Mega (Kumar et al. (2008) Briefings in Bioinformatics 9: 299-306). Una rama particular que contenia la
proteina WT-3730 LAR1 agrupé el mismo conjunto de proteinas 87/100 veces y, por lo tanto, representa una
agrupacion probable de ortdlogos LAR1 en otros estramenopilas y diatomeas (Figura 17). Cada proteina parece ser
de una biblioteca de secuencias Unica (que corresponde a un conjunto Unico de ADNc o ADNg, cepa o especie)
excepto en el caso de dos proteinas 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
completa de proteinas con dominios TAZ pronosticados, los hits superiores corresponden al subarbol definido del
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arbol 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 ortdlogos TAZ. A pesar de la identidad de
secuencia tan baja como 42% sobre el dominio TAZ, el analisis sugiere que las proteinas destacadas en la tabla son
ortélogos probables en otras especies (Tabla 3).
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También hay una considerable identidad/similitud de secuencia entre los ortdlogos N. gaditana (WT-3730) y N.
oceanica (WT-5473) en el extremo N de LAR1, incluyendo un tramo perfectamente conservado de ftreinta
aminoacidos: AKQQQLLKDSLTADLKLLLHEFERFQQATA (SEQ ID NO: 19). Utilizando la secuencia N-terminal
(primeros 300 aminoacidos) de LAR1 como consulta en una busqueda DELTA-Blast (Tiempo de Busqueda Mejorado
de Dominio Acelerado BLAST) sobre la base de datos de proteinas NCBI no redundante, se identific6 una
coincidencia significativa con una proteina XP_001952448.1, anotada como "PREDECIDA: nucleosoma-subunidad
del factor de remodelacion NURF301-tipo isoforma 1 [Acyrthosiphon pisum]". La region 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 llevd a cabo para identificar supuestos ortélogos de LAR2 en otras especies. El alineamiento
de LAR2 de N. gaditana (WT-3730) con un ortélogo 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 union a ADN de tipo Myb PF00249 predicho (Figura 18). Una version
extendida del dominio pfam PF00249 tipo myb del polipéptido LAR2 de N. gaditana WT-3730, aminoacidos 71-351,
se proporciona como SEQ ID NO: 22. Se proporciona una version extendida del dominio de pfam PF00249 tipo myb
del polipéptido No-LAR2 de N. oceanica WT-5473, aminoacidos 36-325, como SEQ ID NO: 23. (La validacion
funcional del ortélogo LAR2 de N. oceanica se muestra en los Ejemplos 12 y 13). Una caracteristica notable de este
tipo particular de proteinas de unién a ADN tipo Myb es un motivo de aminoacido "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 busquedas en 66 ensamblajes eucaridticos internos y publicos (principalmente algas y plantas)
de secuencias de proteinas anotadas con el dominio PF00249 (anotado por hmmscan en I|-Evalue <0,01) que
contiene un motivo de seis aminoacidos THAQKY (SEQ ID NO: 25) o SHAQKY (SEQ ID NO: 24). Se identificaron un
total de 1.409 proteinas con el dominio PF00249 y el motivo de seis aminoacidos.

Se utilizé tanto el dominio anotado PFAM como una version extendida del dominio PFAM como consultas para la
comparacion blastp contra el conjunto de 1.409 proteinas de union al ADN tipo Myb. Se utilizé una version extendida
del dominio PF00249 porque el modelo PF00249 es relativamente corto (48 aminoacidos) y parece haber una
similitud de secuencia extendida entre los ortdlogos WT-3730 y WT-5473 en una region mas grande. Sin embargo,
usando ambas versiones de secuencia como consulta, se obtuvieron los mismos resultados principales que se
muestran en la Tabla 4.

Los homdlogos putativos en otras especies (diatomeas y estramenopiles) se identifican en un nivel superior de
identidad de secuencia (> 80%) sobre el dominio de tipo Myb en comparacion con las homologias 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 comparacién con otras proteinas con dominios similares dentro de WT-3730 se
consideran supuestos ortélogos como se destaca en la Tabla 4.
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Los datos transcriptomicos que demuestran una fuerte coexpresion de los genes LAR1 y LAR2 en WT-3730 (Figura
15) sugieren una probable interaccion o funcidon relacionada de las proteinas codificadas. Entre las especies
perfiladas, se predicen probables ortélogos para LAR1 (dominio de Taz) y LAR2 (dominio tipo Myb) en Ectocarpus
silicosus, Navicula (cepa WT-0229), Thalassiosira pseudonana y Phaeodactylum tricornutum. Bajo la hipotesis de
que las proteinas LAR1 y LAR2 interactian, el analisis filogenético TAZ sugiere que podria haber ortélogos para la
proteina LAR2 tipo Myb también en Cyclotella (cepa WT-0293) y Aureococcus anophagefferens.

Ejemplo 9. Transcriptémica 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 aclimatacion a poca y luz intensa, se llevaron a cabo experimentos de desplazamiento de luz transitoria.
Las células se aclimataron por separado a la irradiacion baja y alta cultivando a la intensidad de luz indicada durante
5 dias con dilucion de cultivo el dia 3 para garantizar una exposicion a la luz constante de las células, con todas las
demas 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 irradiacion previamente aclimatadas (poca o luz intensa).

Se probd previamente un rango de altas intensidades de luz para determinar el nivel apropiado de alta irradiacion 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 logistico y para probar la capacidad de esta cepa para adaptarse a una alta irradiancia. Se
selecciono una intensidad de luz de 500 ymol fotones - m2 s PAR porque 1) esta era la irradiacion maxima mas
alta a la que las células de tipo silvestre podian cultivarse sin aglutinacion inducida por estrés a la densidad de
células de partida deseada de 2x 108 células/ml, manteniendo aun la aclimatacion a la luz intensa a la densidad
celular final después de 96 h de crecimiento logistico; y ambos 2) las tasas mas altas de evolucion de oxigeno
maximo por unidad de clorofila (Pmax), ¥ 3) la mayor diferencia en la cantidad de clorofila por célula (Chl/célula) (de
los 50 umol fotones - m2 s control PAR de poca luz) se determinaron a esta intensidad. Tanto Pmax como Chl/célula
son indicadores ampliamente aceptados de aclimatacion fotosintética a los cambios en la intensidad de la luz. En las
células de tipo silvestre, se indujo un aumento de aproximadamente 2 veces en Pnax, mientras que la cantidad de
clorofila por célula (Chl/célula) disminuy6 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 transcriptémica de WT-3730
se repitieron 3 veces para generar triplicados biolégicos para cuatro puntos de tiempo durante la aclimatacion de luz
intensa a poca luz. Los cultivos se aclimataron durante 48 horas antes del cambio de luz. Los cultivos se hicieron
crecer en volimenes de 100 ml comenzando a aproximadamente 2 x 10°% 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 n° 3816), se sellaron con tapones de goma
previamente tratados en autoclave penetrados por tubos de PTFE rojo 1/16 "ID x 1/8" OD (Cole-Parmer parte N°.
EW-96130 -02) y se mezclaron mediante burbujeo con mezclas de COz:aire al 1% filtradas con 0,2 yM 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 nitrégeno liquido en 4 puntos de tiempo (Oh (To), 4 h, 24 h y 48 h). La
reproducibilidad de una respuesta deseada a las condiciones de luz intensa y poca luz se validé de nuevo en este
experimento: se mejoro la evolucion de O, en los matraces adaptados a la luz intensa y se observé una disminucion
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) ¥ los parametros de fluorescencia de la clorofila Dual PAM (por
ejemplo, gP) también se controlaron para mostrar que tuvo lugar una aclimatacion fisiologicamente exitosa. EI ARN
se extrajo de muestras de sacrificio extraidas en diversos momentos durante el cambio de luz y se someti6 a
secuenciacion 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 determin6 mediante analisis Agilent
Bioanalyzer 2100. Todas las muestras tenian nimeros de integridad de ARN mayores que 7, con la mayoria entre 8
y 9. Al menos 10 ug de ARN de cada muestra se envié a Ambry Genetics (San Diego, CA) para la secuenciacion del
transcrito. Ademas de la secuenciacion 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 secuenciacion total del ARN. La
secuenciacion de ARN total tratada con RiboZero permitié la cuantificacion de transcritos codificados por
cloroplastos no capturados por la secuenciacion de poliA del ARN. El analisis de Ribo-Zero tratado frente a muestras
purificadas de ARN poliA reveld patrones similares de transcripciones de genes codificados en el nucleo, aunque las
muestras tratadas con RiboZero permitieron un analisis adicional de la transcripcion de genes mitocondriales y
cloroplastos.

Ademas, el mutante LIHLA GE-4574 se aclimatd a poca luz usando las mismas condiciones que se usaron para la
aclimatacion de poca luz del tipo salvaje. EI ARN se extrajo tanto de células de tipo silvestre (WT-3730) como de
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células mutantes de LIHLA GE-4574 en diversos momentos durante la aclimatacion de luz y se sometié a un perfil
transcriptémico.

Las muestras de ARN se agotaron de ARNr por dos métodos independientes. Las muestras se dividieron en dos
partes alicuotas 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). EIl ARNm se secuencid
usando la secuenciacion por sintesis (lllumina 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 expresion se calcularon para cada gen anotado normalizado para la longitud
del gen y el nimero total de lecturas mapeables por muestra utilizando el componente Cuffdiff del software Cufflinks
(cufflinks.cbcb.umd.edu). Los niveles de expresion en unidades de fragmentos por kilobase por millon (FPKM) se
mostraron para cada gen en cada muestra usando parametros estandar. FPKM es una medida de los niveles
transcripcionales relativos que se normaliza para las diferencias en la longitud del transcrito.

El analisis global de las transcripciones con diferencias significativas (FDR menor o igual a 0,05) en sus niveles de
expresion entre el mutante LIHLA GE-4574 y la cepa progenitora de tipo silvestre WT-3730 bajo las mismas
condiciones de poca luz, mostro el patron de expresion diferencial de estos genes. El paquete de software edgeR se
uso para probar genes para la expresion 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 relacién con su abundancia en células de tipo silvestre bajo condiciones de poca
luz, parecian increiblemente similares al WT durante el cambio de poca a la luz intensa (LH) y opuesto al WT
durante el cambio de luz intensa a poca (HL). Es decir, en base al analisis transcriptémico, la mayoria de los genes
regulados por la luz que se encontraron que tenian niveles de transcripcion alterados en cultivos de tipo silvestre
aclimatados a poca luz con respecto a sus niveles de transcripcion con luz intensa, se encontraron desrregulados en
el mutante LIHLA; es decir, no tenian, en células mutantes aclimatadas a poca luz, la abundancia de transcripcion
observada en células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz. Esta desrregulaciéon a gran escala de los genes que
son regulados diferencialmente por la luz, en un mutante con un perfil transcripcional de luz intensa bloqueado,
sugiere enérgicamente que la proteina LAR1 es un regulador global positivo de la respuesta de aclimatacion a poca
luz en Nannochloropsis. El perfil transcripcional de los genes anotados como polipéptidos de recoleccién 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
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 aclimatacién a poca luz

Uno de los mutantes LIHLA aislados (GE5440) portaba una unica insercion en el gen LAR1 ("Regulador de la
Aclimatacion a la luz - dominio del dedo de cinc") (SEQ ID NO: 3) y tenia solo una mutacion puntual conservativa
adicional en una region intergénica de otra region del genoma (segun lo determinado por la secuenciacion del
genoma (MiSeq)). Con el fin de averiguar si este mutante también se desrregulaba en la respuesta transcriptomica a
poca luz, se realizé RT-PCR en una seleccion 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 analisis.

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

Gen Gen Abundancia relativa Cambio veces Log2 en
ID (arriba/abajo) abundancia
7003 Proteina desconocida 1 3.1

2936 Proteina pronosticada 1 1,9

4948 Enzima metabdlica 1 1,7

5289 Proteina con dominio de unién a peptidoglicano 1 1,3

4070 Subunidad de enzima 1 1,1

2286 Proteina relacionada con la fotosintesis ! -1,4

1517 Proteina relacionada con la fotosintesis ! -1,5

1584 Proteina relacionada con la fotosintesis ! -1,6
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2281 Proteina pronosticada ! -1,7
1091 Proteina relacionada con la fotosintesis ! -1,8
9309 Proteina del complejo de cosecha de luz 3 ! -2.1
8780 Proteina del complejo de cosecha de luz 2 l -2,4
2073 Proteina del complejo de cosecha de luz (VCP1) ! -2,5
0480 Proteina del complejo de cosecha de luz 3 l -2,6
8185 Proteina del complejo de cosecha de luz 3 ! -2,6
6440 Proteina del complejo de cosecha de luz 3 l -2,7
0651 Proteina inducible por luz temprana HV60 ! -2,7
0881 Proteina del complejo de cosecha de luz 2 ! -2,8
3534 Proteina del complejo de cosecha de luz 2 l -2,9
7454 Proteina del complejo de cosecha de luz (VCP2) ! -3,1
2796 Proteina del complejo de cosecha de luz 10 ! -3,1
4746 Proteina del complejo de cosecha de luz 2 l -3,6
0194 Proteina del complejo de cosecha de luz 5 ! -3,9
0499 Proteina del complejo de cosecha de luz 5 l -4.,4

Como se proporciona en un grafico de resumen en la Figura 19, todos los mutantes probados demostraron la
desrregulacion, 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
relacion con el tipo silvestre en el conjunto de datos transcriptomicos del mutante LAR1 GE4574 original (Ejemplo 9)
se regularon positivamente en estas cepas mutantes adicionales que se perfilaron. Ademas, todos los genes
regulados negativamente en relacion con el tipo silvestre en el conjunto de datos transcriptomicos del mutante LAR1
GE4574 original también se regularon negativamente, y se regularon negativamente en una proporcion similar, en
estas cepas mutantes.

Ejemplo 11. Transcriptdmica para el analisis de genes regulados por LARI

En otros experimentos de transcriptomica, el mutante LIHLA LAR1 GE5440 se cultivd con luz intensa (500 YE - m2 -
s') antes de cambiar a poca luz (50 YE - m? - s™") y cultivar durante dos dias mas, o, como control, manteniendo las
células aclimatadas a la luz intensa con luz intensa durante dos dias 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
se cultivaron durante dos dias, 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 dias 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 intensa
durante los dos dias adicionales (circulos). Por el contrario, el mutante LAR1 aument6 su clorofila solo ligeramente
durante los dos dias 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 Aclimatacién a la luz intensa". Las células mutantes de
LAR1 control que permanecieron con luz intensa durante el experimento (triangulos) mantuvieron su bajo nivel de
clorofila, similar al tipo silvestre. Bajo estas condiciones, la curva de irradiancia para la fotosintesis (Figura 20C)
mostro que la evolucion del oxigeno fotosintético a irradiancias mas altas que 200 YE - m? - s fue el mas bajo en
células de tipo silvestre que se cambiaron de luz intensa a poca (cuadrados). La Pmax por clorofila fue algo mas alta
en células de tipo silvestre que se mantuvieron bajo luz intensa (circulos). Sorprendentemente, el mutante LAR1
LIHLA demostré un Pmax mayor y Ex que el tipo silvestre, independientemente de si se mantuvieron con luz intensa
(triangulos) o se cambiaron a poca luz (diamantes). Pnax por clorofila fue aproximadamente el doble del valor para el
mutante LIHLA encontrado en células de tipo silvestre, que tenia aproximadamente el doble de contenido de
clorofila, indicando que el Pnyax 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 analiz6 como se proporciono en el
Ejemplo 9. Se utilizd RNA-seq para analizar la respuesta transcripcional global bajo condiciones de luz intensa en
estado estacionario (500 WE - m? - s') o condiciones de cambio de luz intensa (500 YE - m? - s™') a poca luz (50 WE -
m=2 - s') para el tipo silvestre y el mutante LAR1.

El logz de veces el valor de cambio de la respuesta de tipo silvestre al cambio a poca luz (es decir, el nivel de
transcripcion a poca luz (24 horas después del cambio) en comparacion con el nivel de expresion a la luz intensa
(pre-cambio) para cada gen se trazé con respecto al eje horizontal relativo al log, 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 agrupacion resultante de los puntos graficados, que representan los genes expresados diferencialmente en el
punto de tiempo de 24 horas (24 horas después de pasar de luz intensa a poca), revel6 categorias discretas de
ascendencia reguladora de la transcripcion (TRAC) que fueron numeradas de -I+ a IV +y de |- a IV- (Figura 21). Los
TRAC hacen posible la organizacién de la regulacion transcripcional del mutante LAR1 en relacion con la respuesta
de tipo silvestre a la luz posible: TRAC 0 son genes de categoria nula que no variaron significativamente en las
condiciones de respuesta en el limite de significacion (indice de descubrimiento falso, FDR, de 0,05 o menos)
seleccionado en los puntos de tiempo probados. La expresion del gen TRAC | esta desacoplada de la variable
abidtica (intensidad de la luz) por la variable genética probada (mutacion LAR). Muchas proteinas fotosintéticas
estan en esta categoria, junto con muchas desconocidas. Los genes TRAC Il estan regulados por la intensidad de la
luz, y también regulados diferencialmente, pero en mayor grado, en el mutante. Los genes TRAC Il son aquellos
que se encuentran expresados diferencialmente entre el mutante y el tipo silvestre cuando se aclimatan a las
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 expresion diferencial estadisticamente
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 | incluyen una proporcion significativa de genes fotosintéticos sensibles a la luz, incluidos los LHC,
VCP, genes de biogénesis de clorofila, genes de ensamblaje de tilacoides, asi como muchos genes que codifican
proteinas desconocidas. Dichos genes, y otros identificados mediante este andlisis, se pueden usar para la
ingenieria adicional de cepas, por ejemplo, para alterar su expresion para modular el fenotipo LIHLA. La
sorprendente similitud de la expresion de los genes TRAC | con los genes regulados por la intensidad de la luz en
células de tipo silvestre se muestra en los graficos lado a lado de la Figura 22 en los que los genes que estan
regulados positivamente en el tipo silvestre con luz intensa también se regulan positivamente en el mutante LAR1
LIHLA con respecto al tipo silvestre en aclimatacion a poca luz, y los genes que estan regulados negativamente en
el mutante en condiciones de poca luz en comparacion con el tipo silvestre también se regulan negativamente en
células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa.

La Figura 22 representa, en graficos de graficos de puntos uno al lado del otro, 127 genes TRAC I individuales
representados por puntos ordenados verticalmente. En el grafico de la derecha, cada punto que representa un gen
se posiciona horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresion en células silvestres aclimatadas a la luz 24
horas en relacion con su nivel de expresion en células aclimatadas a la luz intensa, con genes con mayor expresion
relativa en células aclimatadas a poca luz (es decir, el mayor grado de "sobreexpresion" en células aclimatadas a
poca luz frente a células aclimatadas a la luz intensa) representados por puntos situados mas hacia la derecha (logz
valores positivos) y genes que tienen niveles mas bajos de expresion en células silvestres aclimatadas a condiciones
de poca luz frente a las aclimatadas a la luz intensa representadas por puntos situados a la izquierda (log, valores
negativos). El eje x se calibra en una escala logaritmica 2 (log), tal que "0" en el eje x indica que no hay cambios en
los niveles de expresion basados en la aclimatacion a la luz, "1" en el eje x representa una duplicacion en el nivel de
una transcripcion, y "-1" en el eje x representa una reduccion a la mitad en el nivel de una transcripcion expresada
en células aclimatadas a 24 horas de poca luz en relacién con las células aclimatadas a la luz intensa. Por ejemplo,
se sabe que los genes LHC se sobreexpresan bajo aclimatacion a poca luz con respecto a sus niveles de expresion
en células aclimatadas a la luz intensa; casi todos los genes caracterizados por el dominio pfam como LHC estan
representados por puntos encontrados en el extremo superior de la escala mostrada en la Figura 22, y su posicion
horizontal esta a la derecha (lado positivo) de la linea punteada vertical a lo largo del eje x. El grafico adyacente de
la izquierda esta alineado con el grafico de la derecha, de modo que los puntos que representan el mismo gen se
encuentran en la misma posicion vertical en el grafico de la izquierda que en el grafico de la derecha, pero en el
grafico de la izquierda los puntos se posicionan horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresion relativa en
células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz con respecto a las células mutantes LIHLA LAR1 (cuando ambas
estan aclimatadas a poca luz). El grafico muestra que para un gran ndmero de genes, los niveles de expresion
relativa en el tipo silvestre frente al mutante LIHLA LAR1 son sorprendentemente similares a los niveles de
expresion relativos en células tipo silvestre aclimatadas a poca luz frente a una aclimatacion 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 comparacion 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
de tipo silvestre con respecto a las células mutantes LAR1 LIHLA. Por lo tanto, el patron de expresiéon génica en el
mutante LAR1 LIHLA demuestra que los mutantes LIHLA se desrregulan globalmente en condiciones de
aclimatacion de poca luz, ya que bajo condiciones de aclimatacion de poca luz su patron de expresion génica se
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asemeja mucho al de las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa.
Ejemplo 12. Transcriptémica de un mutante LAR2

Los analisis transcriptdmicos 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 aclimatacion a poca luz como se representa en la Figura 3. Las células se sedimentaron por centrifugacion (4000 x
g durante 5 minutos) y los sedimentos celulares se resuspendieron en tampén 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 microcentrifuga de 2
ml que contenia aproximadamente 0,5 ml de perlas de zirconio de 200 uym. Las células se lisaron mecanicamente
batiendo perlas durante 3 minutos y luego los residuos se sedimentaron durante 2 minutos a 11,8 x g. A los
sobrenadantes que contenian ARN se afiadié SDS al ~1,5% p/v y se incubd durante 15 minutos a 50°C. Después de
la incubacién, se extrajo el ARN con un volumen igual de Fenol acido: CHCI3; seguido de una segunda extraccion
con 24 ml de 1-bromo-3-cloropropano. El ARN purificado se precipité con una concentracion final de LiCl 2,5 M con
incubacion durante la noche a 20°C. El sedimento de ARN se lavo una vez con etanol al 80%, se seco y luego se
resuspendid en agua. EI ARN se traté con ADNsa sin ADN siguiendo el protocolo del fabricante (Life Technologies,
Carlsbad, CA). La calidad final del ARN se determind mediante analisis de Agilent Bioanalyzer 2100 de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). El ARNm se enriquecié usando seleccion
de poliA y luego se uso6 para generar bibliotecas lllumina TruSeq Stranded mRNA LT (siguiendo las instrucciones del
fabricante, lllumina Inc., San Diego, CA). Se utilizd RNA-seq para analizar la respuesta transcripcional global bajo
una condicion aclimatada de estado estacionario a poca luz (50 uE-m2-s™) para el tipo silvestre y el mutante LAR2.
La Figura 23 es otra representacion grafica de puntos (como se describe en el Ejemplo 11, Figura 22), en este caso
de la similitud de patrones de expresion génica en un mutante LAR2 LIHLA (GE-5404 que contiene una insercion del
vector en la region promotora del gen LAR2, ver la Figura 14) en comparacion con el tipo silvestre. La Figura 23
representa, en graficos de lado a lado para ser vistos juntos, 186 genes individuales representados por puntos
ordenados verticalmente. Los genes representados son genes TRAC | a partir del analisis transcriptémico de células
tipo silvestre con aclimatacion de poca luz vs. luz intensa y células de tipo silvestre vs. mutantes GE5404 LAR2 bajo
poca luz, es decir, estan desrreguladas en el mutante LAR2 LIHLA bajo aclimatacion a poca luz. En el grafico de la
derecha, cada punto que representa un gen se coloca horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresion en
células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz en relacion con su nivel de expresion en células aclimatadas a la luz
intensa, con los genes con la expresion relativa mas alta en células aclimatadas a poca luz (es decir, el mayor grado
de "sobreexpresion" en células aclimatadas a poca luz frente a células aclimatadas a la luz intensa) representados
por puntos posicionados a la derecha (log, valores positivos) y con los genes con niveles de expresion mas bajos en
células de tipo silvestre aclimatadas a poca luz vs. luz intensa representados por puntos situados a la izquierda (logz
valores negativos). El grafico del lado izquierdo esta alineado con el grafico de la derecha, de modo que los puntos
que representan el mismo gen se encuentran en la misma posicion vertical en el grafico izquierdo que en el grafico
derecho, pero en el grafico izquierdo los puntos se colocan horizontalmente de acuerdo a su nivel de expresion
relativa en células de tipo silvestre frente a células mutantes LIHLA LAR2 (cuando ambas estan aclimatadas a poca
luz). El grafico muestra que para una gran cantidad de genes, los niveles de expresion relativa en el mutante de tipo
silvestre frente a LIHLA LAR2 son sorprendentemente similares a los niveles de expresion 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 comparacion
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 patron de expresion génica en el mutante LAR2 LIHLA muestra que los mutantes LIHLA
estan globalmente desrregulados en aclimatacion a poca luz, ya que bajo condiciones de poca luz su patrén de
expresion génica se asemeja al de las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa.

Ejemplo 13. Inactivacion de ortélogos LAR1 y LAR2 en Nannochloropsis oceanica.

Para demostrar ain mas que las mutaciones en LAR1 y LAR2 son responsables del fenotipo LIHLA, y también para
determinar la funcionalidad de genes homodlogos de otras especies de algas, se identificaron ortélogos de estos
reguladores en Nannochloropsis oceanica, una especie en la que se ha demostrado la recombinacion homologa.
Las construcciones que incluian el ortdlogo LAR1 de N. oceanica (gen No-LAR1, SEQ ID NO: 7) interrumpido por un
gen de resistencia a blasticidina (SEQ ID NO: 48) y ortdlogo 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 antibidticos se aislaron y cribaron por PCR para la
integracion de la construccion inactivada mediante recombinacion homoéloga. Los aislamientos inactivados
recombinantes se cribaron segun 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 us6 para generar los inactivados, asi 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
menos en un 50%. La Figura 24 también proporciona graficos que muestran las tasas de evolucion de oxigeno para
las cepas de tipo silvestre y de inactivacion. En una base por célula, las tasas de evolucién de oxigeno de los
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mutantes inactivados son algo inferiores a las del tipo silvestre (Figura 24A), aunque las tasas de evolucion de
oxigeno por clorofila de los mutantes inactivados son significativamente mas altas que las tasas de evolucion del
oxigeno 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 parametros de fluorescencia de la cepa silvestre de N. oceanica WE-5473 se proporcionan en los mismos
graficos para su comparacion. Para ambos inactivados, consistente con el fenotipo LIHLA visto en los mutantes de
N. gaditana, gP es significativamente mayor en los inactivados en todas las irradiancias sobre 100 ymol fotones m
s que en la cepa progenitora de tipo silvestre. Por lo tanto, el homologo 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), demostré ser un homologo funcional u ortélogo de LARI de
N. gaditana. La homologia 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 unién de ADN tipo myb
extendido (Tabla 4), se demostrd que era un homalogo funcional, u ortélogo, de LAR2 de N. gaditana.

Los inactivados LARI y LAR2 en N. oceanica se usaron en experimentos adicionales de transcriptomica para
analizar los patrones de expresion génica en estos mutantes de aclimatacion de luz globalmente desrregulados. Los
genes que se expresaron diferencialmente en el mutante LARI inactivado bajo aclimatacién a poca luz con respecto
al N. oceanica tipo silvestre bajo aclimatacion a poca luz fueron sorprendentemente similares a los genes que se
expresaron diferencialmente en el mutante LAR2 inactivado bajo aclimatacion a poca luz con respecto al tipo
silvestre de N. oceanica bajo aclimataciéon a poca luz. Esto se representa en la Figura 28, donde el valor para el log;
cambio en veces de LAR1 en el nivel de expresion (mutante vs. tipo salvaje) para cada gen se representa frente al
logz cambio en veces de LAR2 en el nivel de expresion (mutante vs. tipo salvaje) para el mismo gen. Se puede ver
que el trazado de la expresion diferencial para LAR1 vs. LAR2 muestra que casi todos los puntos caen en una linea
diagonal directa de 1:1, lo que indica que estos genes inactivados producen efectos transcripcionales globales casi
idénticos.

Ademas de los inactivados de N. oceanica, se generaron lineas knock-down de N. gaditana que exhibian las
caracteristicas de LIHLA del mutante LAR1 (ver Figura 6) usando la construccion de RNAi mostrada en la Figura 27.
La construccién de ARNi dirigida al gen LAR1 (SEQ ID NO: 50) se introdujo en N. gaditana, dando como resultado
niveles variables de transcripcion de LAR1 en diferentes lineas de inactivacion (Figura 28). La Tabla 6 proporciona
datos que muestran que la caida de LARI-ARNi exhibia caracteristicas fotofisioldgicas de otros mutantes LAR1, que
incluyen mas del doble de Pmax por clorofila sin disminucion de Pmax por célula, ETRps; maximo superior y Ek mayor.

Tabla 6. Foto-fisiologia de la linea inactivada de ARNi LAR1 de N. gaditana

Células/ml | Chl mg/L | pmol pmol ETRpsi | Cambio en veces | Ek
prom. Oz/horalcélula | Os/hora/mg chl | max de ETRpsi max (ME)
WT-3730 4,84 EO7 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 colocé una caja de luz junto a una serie de matraces de
cultivo que incluian 500 ml de medio PM074 (10x f/2) para replicar un dia soleado en un invernadero con un ciclo de
12 horas de luz/12 horas de oscuridad con una irradiancia maxima de ~1800 pymol fotones m=2 s™'. Se alimentd
continuamente una mezcla de 1% de CO,. Los cultivos se diluyeron a una densidad celular de 2x107 células ml-’
durante 3 dias para una aclimatacién en estado estacionario. El dia 7, se afiadié un nitrato 4 mM adicional. Las
células se dejaron crecer durante 12 dias y los recuentos celulares se registraron diariamente.

Se descubrié que todos los mutantes LIHLA de Nannochloropsis gaditana GE-5492, GE-4908 y GE-5494 (gen LAR1
alterado), GE5491 (gen LAR?2 alterado) y GE5489 (gen LARS3 alterado, descrito a continuacion en el ejemplo 16)
alcanzaron un mayor densidad celular que la cepa de tipo silvestre WT-3730, como se representa graficamente 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 incluia 500 ml de medio PM074 (10x f/2)
para replicar un dia de sol en un invernadero (14 horas de luz a 10 horas de oscuridad) con una irradiacion maxima
de ~1800 umol fotones m2 s'. Se aliment6 una mezcla de CO; al 1% a los cultivos continuamente. Los cultivos se
diluyeron diariamente eliminando 15% en volumen del cultivo y reemplazandolo con 15% a una densidad celular de
27 durante 3 dias para un volumen en estado estacionario del cultivo y reemplazandolo con medio recién preparado.
Las células se dejaron crecer durante 10 dias y el carbono organico total se midié diariamente diluyendo 2 ml de
cultivo celular hasta un volumen total de 20 ml con agua DI. Se inyectaron tres inyecciones por mediciéon en un
analizador TOC-Vcsj de Shimadzu para la determinacion del carbono total (TC) y el carbono inorganico total (TIC).
El horno de combustién se ajustd a 720°C, y se determiné el TOC restando TIC de TC. El rango de calibracion 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
correlacion de r2> 0,999. El experimento fue repetido una vez. La Figura 30 muestra que el mutante LIHLA tenia una
acumulaciéon de biomasa diaria promedio ligeramente mas alta. Aunque el aumento fue pequefio por dia, dichos
aumentos pueden acumularse para proporcionar ventajas en cultivos a largo plazo.

Ejemplo 15. Complementacion de mutantes LIHLA

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 insercion de construccion de vector en el gen LAR1 (Figura
13), se transform6 con una construccion de la expresion en el que el gen LAR1 (SEQ ID NO: 3) se unid
operativamente a un promotor TCTP de Nannochloropsis (SEQ ID NO: 2). La construccion se transformé en el
mutante de N. gaditana GE5440 esencialmente de acuerdo con los métodos proporcionados en el Ejemplo 2. El
analisis de gRT-PCR se realizd 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 irradiacion moderadamente bajos (100 uE - m? - s durante 10 dias y se diluyeron
diariamente a una densidad celular de 1x108 células ml"'. Durante este crecimiento semicontinuo, a poca luz se
aclimata el control WT, se monitoreé la autofluorescencia de clorofila por célula hasta que fue alta y estable, lo que
indica que se habia logrado una aclimatacion en condiciones de poca luz en estado estacionario. Entonces las
células se adaptaron a la oscuridad y se controlaron mediante fluroescencia, como se describi6é 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 comparacién 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,
GE5950, GE5951) tienen tasas de evolucion de O, por célula con las tasas de aproximacion de tipo silvestre, y las
tasas de evolucion de O; 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 Fo y Fr,, asi como los valores de qP que
se aproximan a los valores de tipo silvestre, proporcionando una confirmacion adicional de que LAR1 es un
regulador de la aclimataciéon a la luz y que las mutaciones en el gen LAR1 son responsables del Bloqueo en el
fenotipo de Aclimatacion 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, tenian una mutacién en el
locus LAR1 o LAR2. La re-secuenciacion de los loci LAR1 y LAR2 en la cepa GE-5489 indic6 que los genes LAR1 y
LAR2 estaban intactos en GE-5489, indicando que un locus genético diferente era responsable del fenotipo LIHLA
en esta cepa.

La secuenciacion del genoma completo de GE-5489 identificod la ubicacién genémica del vector insertado, asi como
varias deleciones de pares de bases Unicas y polimorfismos de un solo nucleétido en otras partes del genoma. Se
encontro que GE-5489 tenia el vector introducido insertado en una region intergénica ~200 pb aguas abajo del locus
7250 y ~300 pb cadena arriba del locus 7251 (Figura 33). Ademas, la resecuenciacion del genoma identificd, con
alta confianza, varias mutaciones adicionales presentes en esta cepa en relacién con la cepa parental WT-3730,
incluidas las deleciones del desplazamiento del marco de un solo par de bases en proteinas conservadas predichas
E2-352 y E2-2665.

Para determinar la identidad del gen cuya interrupcion era responsable del fenotipo LIHLA, se investigoé la posibilidad
de que el sitio de insercion del vector podria haber afectado a la expresion del supuesto gen de LPAAT putativo
7251. Se realiz6 un analisis de PCR de transcripcion inversa cuantitativa (QRT-PCR) de GE-5489 para determinar si
la abundancia de transcripcion del gen 7251 diferia de la observada en la cepa de tipo silvestre WT-3730. Ademas
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 regulacion positiva caracteristica en condiciones de poca luz observadas en
cepas de tipo silvestre.

Para qRT-PCR, el ARN se aisl6 a partir de células WT-3730 de tipo natural de N. gaditana aclimatadas a poca luz
(50 YE) y el mutante LAR3 GE-5489 como se describe en el Ejemplo 12. EI ARN tratado con ADNasa se transcribio
de forma inversa usando Bio-Rad iScript de acuerdo con los protocolos del fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA). El
ADNc resultante se utilizd luego como plantilla en las reacciones de qPCR usando Bio-Rad SsoAdvanced,
nuevamente de acuerdo con los protocolos del fabricante.

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 analisis demostr6 que los tres transcritos de proteina LHC ensayados por qRT-PCR estaban regulados
negativamente de forma similar con respecto al tipo silvestre, como se observé en las otras cepas de LIHLA
investigadas. El grafico que se muestra en la Figura 34 proporciona una escala logaritmica 2 en el eje y, y las barras
representan la expresion en veces de los genes evaluados en el mutante LAR3 GE-5489 con respecto al tipo
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 mas 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 estan aclimatados a poca luz. Experimentos adicionales tampoco lograron identificar
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 insercion del vector o un supuesto ARN no codificante que flanquea el
sitio de insercion del vector. Un analisis similar de los niveles de transcripcion para el gen E1-7250 que esta cadena
arriba del sitio de insercion del vector tampoco pudo mostrar ninguna diferencia en la expresion de ese locus en
relacion con el tipo silvestre.

Aunque el analisis de transcripcion no proporcioné 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 complementacion 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 identificé una proteina conservada pronosticada (E2-352 en N. gaditana y ortélogo
E1-8005 en N. oceanica) como el locus responsable del fenotipo LIHLA (Tabla 6).

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

Gen diana ID Gen Complementacion, mutante N. gaditana | Inactivacion (KO) ortdlogo N.
GE-5489 oceanica

Proteina PHD-dedo E1-7250 No se complementé Fluorescencia de clorofila del tipo

silvestre

LPAAT supuesto E1-7251 No se complementoé KO sin éxito

Supuesto ARN no No se complementé Fluorescencia de clorofila del tipo

codificante silvestre

Proteina "1" predicha | E2-352 Complementacion parcial Fenotipo LIHLA

conservada

Proteina "2" predicha | E2-2665 No se puede clonar No se puede clonar

conservada

Los experimentos de complementacion en N. gaditana dieron como resultado una complementacién parcial para
recuperar cerca de los niveles de clorofila por célula silvestre a través de la expresion heterdloga del marco de
lectura abierto E2-352 ("proteina 1 predicha conservada") en GE5489. En estos experimentos, los vectores
linealizados que incluian 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 segun el procedimiento proporcionado en el Ejemplo 2.
Los transformantes se sembraron en placas que contenian higromicina y después de 2-3 semanas, las colonias se
recogieron, se sembraron y luego se cultivaron en cultivo liquido para una aclimatacion a poca luz antes de la
seleccion usando un citometro 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 vacio, también fueron aclimatadas a poca luz para usarse como control
de los niveles de fluorescencia de clorofila por célula. La Figura 35 proporciona un grafico 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 proteina PHD-dedo (E1-7250), un vector vacio como control y la "proteina 1 predicha
conservada" (gen E2-352). La Figura 35 muestra claramente que la complementacion con una proteina pronosticada
conservada intacta (E2-352) da como resultado la recuperacion de los niveles casi silvestres de clorofila media por
célula.

Los inactivados dirigidos de genes ortdlogos 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 construccion 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
blasticidina (SEQ ID NO: 61). El fragmento de inactivacion lineal se gener6 por PCR y se transformé en N. oceanica
esencialmente de acuerdo con el protocolo en el Ejemplo 2.

El analisis fisiologico 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 fisiologia similar a la
identificada en las otras cepas LIHLA (Figura 37). Se ha demostrado que las cepas inactivadas LAR1 (6054), LAR2
(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.
Ademas, las velocidades de transporte de electrones del fotosistema 1l (ETRpsi) 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 mas altos de evolucion de oxigeno (Pmax) por clorofila
para los inactivados LARI y LARS.

Ejemplo 17. Homdlogos LAR3

E2-352 (el gen LAR3, SEQ ID NO: 62) codifica una proteina predicha (SEQ ID NO: 63) de 841 aminoacidos y un
peso molecular de 86,23 kDa. La alineacion de secuencias multiples (MUSCLE) de las secuencias traducidas de
LARS3 y los 5 éxitos de homologia principales de otros heterokontes/estramenopiles muestra una secuencia de ~100
aa que esta altamente conservada (Figura 38). Esta seccion corresponde a los residuos 302-405 de LAR3 (SEQ ID
NO: 64). Esta region conservada puede usarse como un gancho para identificar los supuestos homoélogos en otras
especies tales como Cydotella y Navicula. La identidad de secuencia en esta region 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 region altamente conservada. Existe una coincidencia significativa con un dominio PFAM-B
(Pfam-B 10967) sobre los residuos 299 a 414 de LARS3 en el valor E <2,1E-12, pero esta alineacién automatizada de
PFAM-B no esté& caracterizada.

El dominio conservado de la proteina LAR3 de N. gaditana (SEQ ID NO: 64) tiene una identidad del 96% con los
aminoacidos 303 a 405 del ortdlogo LAR3 de Nannochloropsis oceanica (SEQ ID NO: 66, codificado por SEQ ID
NO: 65). En toda la proteina LARS3, el ortdlogo LAR3 de N. gaditana y N. oceanica son 56% idénticos en el nivel de
aminoacidos. La equivalencia funcional de estas proteinas 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 proteina LAR3 de N. gaditana (SEQ ID NO: 64) tiene un 62% de identidad con los
aminoacidos 138 a 236 de un "producto de proteina no identificado" de Phytophthora ramorum (SEQ ID NO: 68,
codificado por SEQ ID NO: 67); 86% de identidad con los aminoacidos 263 a 364 de una "supuesta proteina no
caracterizada" de Ectocarpus siliculosus (SEQ ID NO: 70, codificada por SEQ ID NO: 69); 86% de identidad con los
aminoacidos 591 a 692 de una "proteina hipotética" de Aureococcus anophagefferens (SEQ ID NO: 72, codificada
por SEQ ID NO: 71); 76% de identidad con los aminoacidos 116 a 217 de una "proteina predicha" de Thalassiosira
pseudonana (SEQ ID NO: 74, codificada por SEQ ID NO: 73); 87% de identidad con los aminoacidos 55 a 156 de
una "proteina predicha" de Phaeodactylum tricornutum (SEQ ID NO: 76, codificada por SEQ ID NO: 75); y una
identidad del 78% con los aminoacidos 176 a 263 de una "proteina no caracterizada" de Thalassiosira oceanica
(SEQ ID NO: 78, codificada por SEQ ID NO: 77). Estos polipéptidos son supuestos ortélogos de los polipéptidos
LAR3 de Nannochloropsis.

Ejemplo 18. Transcriptomica de LAR3

El perfil transcriptdomico del mutante LAR3 GE-5489 se realiz6 exactamente como para el mutante LAR2 descrito en
el Ejemplo 12. La Figura 39 es el mismo tipo de representacién grafica del grafico de puntos de la similitud de los
patrones de expresion génica en un mutante LIHLA en comparacion 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 graficos de
lado a lado para ser vistos juntos, 327 genes individuales representados por puntos ordenados verticalmente. Los
genes representados son genes TRAC | a partir del analisis transcriptomico de células silvestres con aclimatacion a
poca luz vs. luz intensa y células mutantes de tipo silvestre vs. GE5489 LARS3 bajo poca luz, es decir, estan
desrreguladas en el mutante LAR3 LIHLA bajo aclimatacion a poca luz. En el grafico de la derecha, cada punto que
representa un gen se coloca horizontalmente de acuerdo con su nivel de expresidon en células de tipo silvestre
aclimatadas a poca luz en relacion con su nivel de expresion en células aclimatadas a la luz intensa, con genes con
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la expresion relativa mas alta en células aclimatadas a poca luz (es decir, el mayor grado de "sobreexpresion” en
células aclimatadas a poca luz frente a células aclimatadas a la luz intensa) representadas por puntos situados a la
derecha (log; valores positivos) y genes que tienen niveles de expresion mas bajos en células de tipo silvestre
aclimatadas a poca luz vs. luz intensa representadas por puntos situados a la izquierda (logz valores negativos). El
grafico del lado izquierdo esta alineado con el grafico de la derecha, de modo que los puntos que representan el
mismo gen se encuentran en la misma posicion vertical en el grafico izquierdo que en el grafico derecho, pero en el
grafico izquierdo los puntos se colocan horizontalmente de acuerdo a su nivel de expresion relativa en células de
tipo silvestre frente a células mutantes LIHLA LAR3 (cuando ambas estan aclimatadas a poca luz). El grafico
muestra que, para un gran numero de genes, los niveles de expresion relativa en el tipo silvestre frente al mutante
de LIHLA LAR3 son notablemente similares a los niveles de expresion relativa en células aclimatadas a poca luz vs.
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 comparacién 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 patrén de expresion génica en el mutante LAR3 LIHLA demuestra que los mutantes LIHLA se desrregulan
globalmente en aclimatacion a poca luz, ya que bajo condiciones de aclimatacién a poca luz su patrén de expresion
génica se asemeja al de las células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa. Ademas de todas las
caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas de una cepa LIHLA, GE-5489 muestra una desrregulacion global similar de
los genes de la fotosintesis y especificamente aquellos involucrados en la aclimatacion a poca luz. Incluso en
condiciones de aclimatacion a poca luz, la gran mayoria de las proteinas del complejo de recoleccion de luz (LHC)
estan significativamente reguladas negativamente en esta cepa (Figura 40). Esta desrregulacion global de los genes
relacionados con la fotosintesis 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 LARS3) se desrregulan globalmente en la aclimatacién a poca luz. Se demuestra que mas de 100 genes que
estan regulados hacia arriba o hacia abajo por células de tipo silvestre en aclimatacion a poca luz no estan
regulados, es decir, no estan regulados de manera similar, por mutantes LAR1, LAR2 y LAR3 aclimatados a poca
luz. Entre los genes desrregulados estan los genes que codifican las proteinas de uniéon a la clorofila de
recuperacion 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 inclusiéon del dominio pfam PF00504 (proteina de
union a clorofila a-b) en las secuencias polipeptidicas codificadas. Las secuencias de acido nucleico se proporcionan
como SEQ ID NO: 79 - SEQ ID NO: 102. La Figura 41 proporciona graficos de puntos alineados para mutantes
LAR1, LAR2 y LAR3, asi como células de tipo silvestre, en las que los genes analizados codifican LHC o proteinas
relacionadas. De arriba a abajo, los genes de Nannochloropsis analizados son, desde la parte superior a la parte
inferior de la grafica, la SEQ ID NO: 79, anotada como que codifica una proteina de unién a clorofila a/c de
fucoxantina; SEQ ID NO: 80, también anotada como que codifica una proteina de unién a clorofila a/c de
fucoxantina; SEQ ID NO: 81, anotada como que codifica una proteina compleja de recoleccion de luz 5 (precursor);
SEQ ID NO: 82, también anotada como que codifica una proteina compleja de recoleccion de luz 5 (precursor); SEQ
ID NO: 83, anotada como que codifica una proteina 10 del complejo de recoleccion de luz (precursor); SEQ ID NO:
84, también anotada como que codifica una proteina 10 del complejo de recoleccion de luz (precursor); SEQ ID NO:
85, anotada como que codifica una proteina Beta-lg-H3/fasciclina; SEQ ID NO: 86, anotada como que codifica una
proteina inducible por la luz temprana de masa molecular baja HV60; SEQ ID NO: 87, anotada como que codifica
una proteina 2 de complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 88, anotada como que codifica la proteina 3 del
complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 89, anotada como que codifica una proteina 3 del complejo de
recoleccion de luz; SEQ ID NO: 90, anotada como que codifica una proteina 2 de complejo de recoleccion de luz;
SEQ ID NO: 91, anotada como que codifica una proteina de unién a clorofila a/b del complejo | de recoleccion de
luz; SEQ ID NO: 92, anotada como que codifica una proteina 2 del complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 93,
también anotada como que codifica una proteina 2 del complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 94, anotada
como que codifica una proteina del complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 95, también anotada como que
codifica una proteina 2 de complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 96, anotada como que codifica una proteina
3 del complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 97, anotada como que codifica una proteina 2 del complejo de
recoleccion de luz; SEQ ID NO: 98, anotada como que codifica una proteina 2 del complejo de recoleccion de luz;
SEQ ID NO: 99, anotada como que codifica una proteina de unién de fucoxantina clorofila a/c; SEQ ID NO: 100,
anotada como que codifica una proteina 3 del complejo de recoleccion de luz; SEQ ID NO: 101, anotada como que
codifica una proteina del complejo de recolecciéon de luz; y SEQ ID NO: 102, anotada como que codifica un
precursor de beta-1g-H3/fasciclina.

El grafico de la izquierda muestra a lo largo del eje x la relacion de expresion de cada uno de los 22 genes LHC en el
tipo silvestre aclimatado a poca luz en comparacion con las células LAR1 aclimatadas a poca luz, el siguiente grafico
muestra la expresion de tipo silvestre aclimatada a poca luz de cada gen LHC como una relacién de su expresion en
células LAR2 aclimatadas a poca luz, el tercer grafico muestra la expresion de tipo silvestre aclimatada a poca luz de
cada gen LHC como una relaciéon de su expresion en células LAR3 aclimatadas a poca luz, y el grafico mas a la
derecha muestra la expresion de tipo silvestre aclimatada a poca luz de cada gen de LHC como una relacién de su
expresion en células de tipo silvestre aclimatadas a la luz intensa. Los graficos muestran que la expresion de al
menos 20 genes LHC en células silvestres aclimatadas a poca luz difiere de la expresion 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 patrén de expresion de LHC, a pesar de que estan aclimatadas a
poca luz.
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220>
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=400> 1
gogoocaAta agoaRAacaga ochkotooooge gogttggocg attcattaat goagotggoa a0
cgacaggttt coogactgga aagogggoag tgagogoaac goaattaatg tgagttaget 120
cactocattagy gocacccoccagg cktttacactt tatgottceog gotogtatgt tgbgtggaat 130
tgtgagegga taacaattte acacaggaaa cagotatgac catgattacy ccaagotige 240
atgooctgoag gtogactota gagogtgoag gtgtacagat tgaaggaaac aabggagata 300
totttggeag ttgesaacoy bgbtogaate atgotcottcot actobcoaac bgagacgasa 380
tttatagoge catctogott ctgactacca ggottaggaa ggoctcatca caagotggat 420
cggttogaat taagoaggoa chbgaagocas gottgcRaga cagocacott ttaattotok 480
caaaacactt totcaattca goccggtaaa tatgecgatt cacagegges aagatagagg 540
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ggaggttage
tteocaccttte
aatcatgacc
gaaatctoga
taagocacct
atttogtgeg
ggcatgogge
cgagttooga
aagaggaagyg
agotaccoat
atgcatctte
cogoaacgtt
atcatggateo
ctgatcgaac
gocagtgcag
acoggagggce
aatctgacgt
cgatgtegge
gatgggoago
ggttgaaatt
caacttaate
gtttgocact
agoctgaatyg
tcacaccgea
cooogacace
gottacagac
tocacogaaac
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatge

goocttatte

gtgaaagtaa

aagaatgttyg
catggaaaat
cotaaacatg
gaacocgoog
cactttatte
daacaagcac
acggtctoge
ggggoatttt
asatgoctgy
ggtococtttg
tgocteccaa
ctottotoat
cococgggtaceo
gtgcaactge
coectetegte
catgegogga
goatagtgge
aggtgotget
cocacagoggt
cactggeegt
gocttgeoage
ggogtaatag
gogaatggeg
tatggtgocac
cgocaacacc
aagctgtgac
gogegagacy
tggtttctta
tattttteta
ttoaataata
cottttttge

aagatgotga
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cgatcoctoo
tgagaagtga
aagagotgoa
tacttocagtt
tagoacogat
gaacgogoac
gttoctoggog
agtcccocaaaa
gtttoootte
tgogggaggc
accaccaaca
atttattgte
gagctogatg
gaccatcaac
cgacggtogg
gotegtggte
catogggaac
tgacttgeoac
tggocatcagg
cgttttacaa
acatcoooct
cgaagaggoc
cotgatgogy
tctcagtaca
cgctgacgeg
cgtotooggg
asagggocte
gacgtocaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggoattttgo

agatcagttyg

cecagtogtty
atattggttt
ggoaaaacac
gatcoogoat
ttocacogtt
acgattagta
accajgacasa
ttgtgttgac
gagagoggga
tgtttogteo
tgagcacgeyg
tcatcacaaa
gocaagoctt
agcataccta
atctttaceg
cteggaacgg
gaaaaccgeog
ceggggatoa
gagtbtgotte
cgtogtgact
ttogocagac
cgoacogate
tattttocteo
atctgetotyg
cectgacggy
ageotgoatgt
gtgatacgee
ggocactttte
aatatgtate
aagagtatga
cttooctgttt

ggtgoacgag
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cotogoacac
tottacggea
ctgototgga
gatgacggoo
gtgagggoog
ggacagacga
cggagcagag
aogtgaacaa
actogottgh
tacogaatgh
aaggaaggag
cataggtaca
tgtoccaaga
ttagegagga
gogtgaatgt
cogotgogge
goattotgto
aggoaattgh
cototggota
gggaaaaccc
ocoataataco
gocottecca
ttacgoatok
atgocgeata
cttgtotgot
gtcagaggtt
tatttttata
ggggaaatgt

cgoctocatgag

gtattcaaca
ttgoteocacocc

tgggttacat

aacctaggac
tatcagatga
cgagoaogat
goccattgaaa
aacgaggaca
gcagatogat
ggaggootge
gtggcttgaa
gegteatoot
gtggogotoc
aaaaaagtgg
taatacaaca
ggaatocacg
ctactoggtyg
atatcattte
tgctgecgga
tecegtgoggg
caaagattoo
cgtoctgggag
tggegttace
cataatagot
acagttgogo
gtgeggtatt
gttaagccag
ccoggoatos
tteocacogtoa
ggttaatgte
gogoggasce
acaataacoc
ttteoogtgte
agaaacgctg

cgaactggat

&00

660

T20

780

840

00

960

1020

10840

11440

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

18e0

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24560



ctcaacagecg
acttttaaag
cteggtegece
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggegyg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgtteocact
tttectgegeg
ttgocoggate
ataccaaata
gcaccgecta
aagtecgtgte
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatget
cggttecctgg
tetgtggata

accgagcgea

<210>= 2

<211> 1002
<212> ADN
<213>

gtaagatcct
ttctgetatg
gcatacacta
cggatggecat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcoga
ataaagttge
aatctggage
agcccteccg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcet
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgttettet
cataccteoge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgaget
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggy
ccttttgetyg
accgtattac

gocgagtcagt

Secuencia artificial
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tgagagtttt
tggcgcggta
ttectocagaat
gacagtaaga
acttectgaca
tcatgtaact
gcgtgacace
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ccccgtagaa
cttgoaaaca
aactottttt
agtgtagcecg
tctgetaate
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tecctgteggg
gcggageocta
geccttttget
cgectttgag

gagcgaggaa

cgccocgaaqg
ttatcecegta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgecttgate
acgatgectg
ctagettece
ctgegetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcocteac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggee
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
geccacgette
ggagagcgca
tttegeocace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata

gcggaaga

58

aacgttttece
ttgacgecegg
agtactcace
gtgctgecat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatgge
ggcaacaatt
cectteoegge
gtatcattge
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttettg
cgctaccage
ctggecttcag
accacttcaa
tggetgetge
cggataagge
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagcet
tetgacttga
ccagcaacgc
ttecctgegtt

cegetegeeg

aatgatgage
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggetggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcetttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactectgta
cagtggogat
gcageggteg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga

gogtogattt

ggccttttta

atcccctgat

cagccgaacyg

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080

4118



<220

<223> Promotor TCTP

400> 2
cgtgoaggtyg

tegaatcatg
actaccagge
aagccaagct
oggtaaatat
teecctecoca
gaagtgaata
agotgoagge
ttecagttgat
caccgattte
ogogoacacy
ctoggogace
ccaaaattgt
ccecttegaga
ggaggctgtt
ccaacatgag
attgtoteat
<210= 3

211>

212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400 3
atgagcaaca

aagoaagagy
aatcagoage
aagacagoga
aaatcactga
ctottgaaag
cagoaagoga

goggogaaag

15385

tacagattga
cttttetact
ttaggaagge
tgcaagacag
gecgattcac
gtegttgeoct
ttggttttet
aaaacacotyg
coocgoatgat
caccgttgtyg
attagtagga
aggacaacgy
gttgacacgt
gcegggaacte
tegtoctace
cacgogaagg

cacaaacata

Secuencia artificial

tecttgeoge
cgtcagecaa
ttoctgoaaca
cgccaccatg
cctecceegt
attecectcac
cagcattagt

tggaattott

ES 2682279 T3

aggaaacaat
ctecaactga
ctecatcacaa
ccacctttta
agoggocaag
cgcacacaac
tacggeatat
ctotggacga
gacggeoogoo
agggcogaac
cagacgagoa
agcagaggga
gaacaagtgg
gettgtgoegt
gaatgtatag
aaggagaaaa

ggtacataat

Gen que codifica LAR1

aggggactac
catgaaatca
acaagtgeoag
tctatecagag
ggogtetteg
cgcagacctt
gtogagagag

cetaggetac

ggagatateot
gacgaaattt
gctggategg
attecteotcaa
atagagggga
ctaggactto
cagatgaaat
goaogatgaa
attgaaataa
gaggacaatt
gatcgatggeo
ggoctgooga
cttgaaaaga
catcctaget
cgcteocatge
aagtggocge

acaacaatca

gacatgoaca
aacgodcagy
cagoogoagy
ggaagatata
gtgttegagyg
aaactgctet
ggctogaaag

atoggaaagg
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ttggoagttg
atagegocat
ttegaattaa
aacactttct
ggttagoaag
acctttcoeat
catgaccoct
atctogagaa
gocaccteoao
togtgogaaa
atgoggoacy
gttocgaggy

ggaaggaaat

acccatggte
atcttetgea
aacgttotet

tg

gaagtagcga
ttggecectgeoa
gacaggagga
coteatttet
cggacgogaa
tgcacgagtt
aggtggaggo

tgectteagga

aaaaccgtgt
ctegettetg
gcaggecactg
caattecageeo
aatgttgoga
ggaaaattga
aaacatgaag
ccogoegtac
tttattctag
caagoacgasa
gtoctogegtt
goattttagt
goctgggttt
cotttgtagg

tocccaaacea

teteatattt

tgtggaactt
tocgtecacag
gagggggocy
ggctoegetyg
gcagcagcaa
tgaacgectte
aatggagcgg

acttgecggo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
780
840
300
960

1002

60
120
180
240
300
360
420

480



googacgeac
aaggggcaaqg
ctgcageatyg
tcatgcagca
caggatgatg
cgagtocaac
gaggggcgcg
cagggactgg
gacgaggacg
ccctogocog
caaaagagge
ttcacctegg
atcagcagea
agogagghbtt
gtoegagtate
togtgggege
gacattaace
gacgacgacg
gagtttoggg
cocggaggagg
atgtogoacy
acctocacea
gaggoctgtg
tgttatgagt
goggtogoegt
acgagcttgt
<210> 4

<211> G64
<212* PRT
213>

<400= 4

cgaagotooa
tggtgaacaa
agecttecte
cocCacCaccac
googgaggga
goctogacag
gacagcttyga
ggaggecaca
tgacggacgo
gggaggeogto
tggocttgteo
ttgagagecat
atagcatcag
cggaacccto
agtgeoggggt
tggagaagoa
tgocggccaa
acgaggaaga
ggatggggaa
aggacgggca
ceoggacctg
agtacetgat
gottctectg
cggagoagty
goaagaggyga

geotaa

ES 2682279 T3

ggaattagag
gottgoatct
ctecgoates
tcecceccate
gaggacgoat
ctoctocagt
cgatatggag
ggacaggacy
ggocagootg
ggagatgotyg
gyagggcags
goagcagote
caccaccacs
catgtoogtt
ctgtgoggas
ggagtgocca
caccatggac
ggggctgggs
gggaggagag
ggoocttotoo
tocoggooac
gotgeatgtg
gtgoogooct

cageattbgt

gaccagogyy

Hannochloropsiz gaditana

gttoggatoa
tocectgotet
atecogtege
tocccococgtat
cogaaggoog
gUogooACoa
tgoctgagoo
gogggcggga
gtgtoggagg
gagacgatca
acgggoagos
aagagggogoe
accagoageoyg
gogagogogg
togtacageoy
caatgoaaga
tatcaccceg
ctgggaggga
gactoggogg
coggogTaag
caccactogg
agggactgeg
tgoaagoaco
cgtooocaga

goggtgaggy

agaccagoot
egtocteoge
cttactette
caggggagaa
cogogotoat
cotgotogga
tgoctoatgga
gggagtgggg
aaagcagoasa
goagggggcot
tgggottgge
goagcacegt
tgagcatcgg
agaagoctoa
ctgoegeoto
agotgoagat
cectgetege
goggattggt
toggoggogg
cotegeagat
aggoccaceg
acgggaagac
tgoctgggtoa
agogtgageo

agggtgtgta

cottooattg
cctoeggtggt
tecttoctas
gatgacagtec
gooctoogtg
gaactoogag
gyaagacggeo
cotgggocoe
cgtcocttogot
gggtctgggg

cteoagogtoo

gattceocage
ccatggaage
ggtgogacag
coctgaacoog
toctoggato
goaggagggg
coctggggaa
gataggogto
attggagttg
cgoggtgtgt
cctggacggg
cctggtgogt

gtgegaggaa

tegggoactyg

Met Ser Asn Ile Leu Ala Ala Gly Asp Tyr Asp Met His Arg Ser Ser

1

5

i

60

15

540

&00

660

T20

T80

g40

00

960

1020

1080

11440

12040

12640

1320

1380

1440

15040

1560

1620

1s80

17440

18040

1860

1520

1380

1995



Asp

Gln

Val

Pro

65

Lys

Lys

Lz

Glu

145

Ala

Lau

Lau

Ala

Hig

225

GEln

Val

wval

Gln

Fro

Sar

Gln

L

Glu

130

Pha

hsp

Leu

Ser

Ser

210

Thr

Asp

Fro

GElu

Gly

Gln

Cys

Lz

Gln

His

115

Gly

Phe

Ala

Bro

Ser

135

Ile

The

Asp

Ser

Leu

20

Leu

Fro

Leu

Thr

Eln

100

Glu

Sar

L

Fro

Leu

180

Sar

Pro

Pro

Ely

val

Lys Gln

His Pro

Gln Gly

Ser Glu

T0

Ser Fro
B85

Leun Leu

Phe Glu

Lys Glu

Gly Tyr

150

Lys Leau

1635

Lya Gly

Ala Leu

Ser Pro

Pro Ile
230

245

Arg Val

ES 2682279 T3

Elu

Ser

Gln

Gly

val

Lya

Arg

Val

135

Ile

Gln

GEln

Gly

Ser

215

Ser

Glu

Gln

Ala

Gln

40

Elu

Arg

Ala

Asp

Fhe

120

Glu

Gly

GElu

val

Gly

200

Ser

Pro

Arg

Arg

Sar

25

Agn

Glu

TyE

Ser

Ser

105

Gln

Ala

LFE

Leu

val

185

Lau

Sear

val

Thr

Leu

61

Ala

Gln

Thr

Ser

20

Leu

Gln

Mat

val

GElua

170

Asn

Gln

Fro

Ser

His

250

Asp

Asn

Gln

Gly

Ser

13

val

Thr

Ala

Glu

Lieil

155

Val

Lys

His

Ser

Gly

235

Fro

Ser

Met

Fhe

Fhea

aAla

Thr

140

Gln

Leu

Glu

Ser

220

Glu

Thr

Ser

Lys

Leu

45

Lys

Glu

Aap

Ala

125

Ala

Glu

Ile

Ala

Pro

203

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

20

Gln

Thr

Ala

Ala

Leu

110

L

Ala

L

Lys

Ser

130

Sar

Cys

Mat

Ala

Ser

Asn

zln

Ala

Fro

Asp

35

Lya

Val

Lys

Ala

Thr

175

Sar

S5ar

Ser

Thre

Rla

255

Gly

Ala

Gln

Thr

Leu

g0

Ala

Leu

Ser

Val

Gly

160

Ser

Leu

Ser

Thr

Val

240

Lenu

Ala



ES 2682279 T3

260 265 270

Thr Thr Cys Ser Glu Asn Ser Glu Glu Gly Arg Gly Gln Leu Asp Asp
275 280 285

Mat Glu Cys Leu Ser Leu Leun Met Glu Glu Asp Gly Gln Gly Leu Gly
230 285 300

Arg Pro Gln Asp Arg Thr Ala Gly Gly Arg Glu Trp Gly Leu Gly Pro
305 310 315 320

Asp Glu Asp Val Thr Asp Ala Ala Ser Leu Val Ser Glu Glu Ser Ser
325 330 335

BRan Val Phe Ala Pro Ser Pro Gly Glu Ala Ser Glu Met Leu Glu Thr
340 345 350

Ile Ser Arg Gly Leu Gly Leu Gly Gln Lys Arg Leu Ala Leu Ser Glu
355 3e0 365

GEly Ser Thr Gly Ser Leu Gly Leu Ala Ser Ala Ser Phe Thr Ser Val
370 375 380

Glu Ser Met Gln Gln Leu Lys Arg Ala Arg Ser Thr Val Ile Pro Ser
385 390 385 400

Ile Ser Ser Asn Ser Ile Ser Thr Thr Thr Thr Ser Ser Val Ser Ile
405 410 415

Gly Hisg Gly Ser Ser Glu Val Ser Glu Pro Ser Met Ser Val Ala Ser
420 425 430

Ala Glu Lys Pro Gln Val Arg Gln Val Glu Tyr Gln Cys Gly Val Cys
4335 440 445

Ala Glu Ser Tyr Ser Ala Ala Ala Ser Leu Asn Fro Trp Trp Ala Leu
450 455 460

Glu Lys Gln Glu Cys Pro Gln Cys Lys Lye& Leu Gln Ile Pro Arg Ile
465 470 475 480

Bap TIle Asn Leu Pro Ala Ban Thr Met Asp Tyr His Pro Ala Leun Len
485 430 495

ARla Glu Glu Gly Asp Asp Asp Asp Glu Glu Glu Gly Leu Gly Leu Gly
500 505 510

62



Gly Ser

515

Gly Glu

530

Asp
545

Gly

Ser His

Ala Val

Arg

Bep
585

Prao
610

Cya

Glu
625

Gln Cys

Ala vVal

Tyr Arg

210> 5

=211> 1821
<212 ADN
<213»

<220=
<223>

=400> 5
atgggaateyg

ggoagoaact
agogtagcoag
acgtoctoga
aagotgoaca
ggtogatgga

ggoctggaaaa

Gly

Asp

Gln

Gly

Ala

hla

Lau Val

Ala

Ser

Ala Phe

Fra

Val

Ser

ES 2682279 T3

Glu
520

Gly

Gly
535

Gly

Fro Ala

550

Ala
565

Cys Thr

580

Lys Thr

Hia

Lys

Ser Ile

Thr

Ser

Lau

Cys

Cys Pro

Thr Lys

Asp Gly

600

Leu Gly

615

Arg Pro

630

Cys Lys

645

Leu Thre

6a0

Secuencia artificial

gotcagaggo
cagcaagooo
gotctatget
cgacagtggg
aaggoacgte
cttgogagga

aaattgocaa

Arg

Ser

Glu Thr

Leu Cys

Gen que codifica LAR2

egtegetgag
aatgatgect
acctgtaagt
agtogotgoc
ctotatgaos
acatgttttyg

attgattaaa

Glu Phe

Arg

Gly Ile Gly

Gln Ala Ser

555

His His

570

Gly

Tyr Leu Met

585

Glu Ala Cys

His Val

Gln Lys

635

Ser Gly Ala

650

gtagggagoey
gtegtgactyg
tgogtggoct
agogoccctg
caactoggog

ttottaaaag

accoggacoey

63

Gly Mat

525

Gly

Val
540

Fro Glu

Gln Ile Leu

His Ser Glu

Val
590

Leuw His

Fhe
&05

Gly Ser

Arg
620

Cys Tyr

Glu Fro Cys

wal Elu

goaCAaAgoag
cgagtcagaa
cogctgogat
cagogteoooo
aaacoggtog
gocttggagat

ttgtcocagat

Lys Gly

Glu Glu

Glu Leu

=10

Ala
575

His

Asp

Trp Cys

Glu Ser

Glu Glu

640

Ely Val

655

cgeacoghgt
cgoggotgag
cgococctoaa
aacgacctog
agagaacacy
goacgggaaa

coggacooac

&0

120

180

240

200

360

420



gogoagaaat
cttggaatgg
gggttggtet
goottgoagt
gataaggagyg
ttggacgctyg
cogggaacaqg
gatgggagca
teatogggeg
agtgtgocca
gogatogact
agcattttga
aaagtggocyg
agttottaca
atcgatggea
aacggtgcoag
cCaaaaacac
cctacgggag
atcaactgot
cacgagctac
atggatttet
atttotacgeo
gacgbotttt

gacggcggaa

=210= &

<211> &06
<21Z> PRT
=213

400> &

atttccaaaa
aaggoacacg
acgggagcta
coctacatgec
aggacgoogo
cggogagtaa
gagtgcacgc
goggcgggga
agecectgeoe
cotggtttat
ggogegagga
acgocaatat
ttoocgaatag
taacatoggy
agogoageaa
coctocaggacyg
aagaatcggg
acatgttoca
ttgocatcottt
gtttggaaga
tggogaacga
aocgatgacgt
ggaaagatac

togaattttg

ES 2682279 T3

attggcaaaa
atteggggga
cttggtoggt
cgggtottgyg
catogagaaa
cctggacgog
caacggggkta
caacgtggac
gogettggee
gaagggeggy
ctooggggga
tgagagttoc
ggtogoageg
tgocagooaa
catgaattog
atgegtoaca
gaaccacggc
gtocaaaggoa
gyaccogoac
gttgcagecaa
cgaggogooe
goatagtoat
ggtacetgac

a

Nannochloropsis gaditana

goasagaaaa
aagcgtgtga
gocggaggcoga
googggogtyg
gggetttate
acegogocgy
gtgggggcag
gtcagtgaga
cgogtocacga
gatatogaag
gacgoggtga
gaccaagctc
gtgaaagtgg
tgogtocaace
gggcagtege
gggogtggac
aagcoagcaat
ggegetggea
catgttgago
agcggogtca
gtggaccate
googaccatg

ggogaccaty

atgggcacca
agtteocactgg
cttocgeoage
aggaagggga
gatttetgto
aagttttaco
acggcgagac
cgatcgatga
atgacatgta
agectottgge
aggctgaaga
agagocacag
caggaaacat
acccteoctac
tgccaacege
agcagcaaaa
tagtgaacaa
cgategtoct
tgaaggagga
acgatgacac
aggoaggocoa
aogtteocatat

gottgetgeot

tggggacatyg
gaaacggoga
catctotoct
agegotgtog
tocegtogta
tecgagoaca
gacggaggag
cgotgactoo
tgagegatgt
cgatgotgoe
gJegoggggcg
gaatggogag
ttocogoagac
gaccaacact
gaatggacgg
gaaaaagoag
goatagogoc
tocaaggtgat
goattoocoac
gttegcacac
cottoacace
gogoaactat

cgatgattbt

Met Gly Ile Gly Ser Glu Ala Val Ala Glu Val Gly Ser Gly Thr Ser

1

5

10

15

Ser Ala Pro Cys Gly Ser Asn Ser Ala Ser Pro Met Met Pro Val Val
25

20

64

30

480

540

&00

1

724

T80

8640

300

60

1020

10840

1140

1200

1260

1320

13840

1440

1500

1580

1620

1680

1740

1800

1821



Thr

Val

Thr

&5

Lys

Lys

Ile

Phe

1455

GEly

Ala

Ser

hsp

225

Leu

Pro

Ala

Ala

Ser

50

val

Laa

Elu

Gly

Lys

130

Gln

Gly

Lys

Thr

Trp

210

Ala

Asp

Pro

Asp

Ser

Cys

Gly

His

Asn

Leu

115

Thr

Lys

Ser

195

Ala

ARla

Ala

Ser

Gly
275

Gln

Val

Val

Lys

Thr

100

Glu

Lau

Glu

180

Ala

Gly

Ile

Ala

Thr

280

Glu

Agn

Ala

Ala

Gly

Ely

HMet

Thr

Ala

Gly

165

GEly

Ala

Glu

Ala

245

Pro

The

Ala

Sar

Ala

70

The

Arg

His

Val

Lys

150

Thr

Leu

Ile

Glu

Lys

230

Ser

Gly

The

ES 2682279 T3

ARla

Rla

55

Ser

Ser

Trp

Gly

Val

135

Ala

val

Ser

Glu

215

Gly

Ban

Thre

Glu

Glu

Ala

Ala

Sar

Thr

Lys

120

Gln

Lys

Fhe

Tyr

Fro

200

Gly

Lay

Leu

Gly

Glu
280

Eer

Ile

Bro

Mat

Cya

105

Gly

Ile

Lys

Gly

Gly

185

Ala

Glu

Tyr

Rap

val

265

Asp

Val

Ala

Ala

The

GElu

Trp

hAsn

Gly

170

Ser

Lau

Ala

Arg

Ala

250

Hisg

Gly

65

Ala

Fro

Ala

15

Gln

Elu

Lys

Thr

Gly

133

Lys

Tyr

Gln

Leu

Fhe

235

Thr

Ala

Sar

Gly

Gln

60

Ser

Lz

Hig

Lys

His

140

Hig

Leu

Sar

Sear

220

Lag

Ala

Asn

Sar

Eer

45

Thre

Bro

Gly

Wal

Ile

125

Ala

Hig

Val

val

Tyr

205

Asap

Ser

Bro

Gly

Gly
285

Met

Ser

Thr

Glu

Leu

110

Ala

Gln

Gly

Lys

Ely

150

Met

Lys

Pro

Glu

Wal

270

Gly

Leu

Sar

Thr

The

Phe

Lys

Lys

Asp

Fhe

175

Ala

Fro

Glu

Val

Wal

255

val

Asp

Pro

Thr

Ser

B0

Gly

Leu

Lau

Tyr

Mat

160

Thr

Elu

Gly

Glu

wal

240

Leu

Gly

AEn



Val

FPro

305

Ala

val

Ber

PEo
385

Thr

val

Glu

465

BFro

Glu

Gln

Asp

230

Val

Asp

Lys

Ser

370

hsn

Sar

Thr

Lau

Thr

450

Sar

Thr

Gln

Leu

Gln

Val

Pro

Fro

Ala

Ala

355

Aap

Arg

Tyr

ASn

Fro

435

Gly

Gly

Gly

Gly

Lya

515

Ser

Ser

Arg

Thr

Ala

340

Glu

Gln

Val

Ila

Thr

420

Thr

Arg

hEn

hsp

Asp

500

Elu

Gly

Glu

Leu

Trp

325

Ala

Glu

Ala

Ala

Thr

405

Ile

Ala

Gly

His

485

Il

Glu

wal

Thr

Ala

310

Fhe

Ile

Arg

Gln

Ala

350

Sar

hsp

hsn

Gln

Gly

470

FPhe

Asn

His

ABn

Ile
295

Asp

Gly

Ber

375

val

Gly

Gly

Gly

Gln

455

Lys

Gln

Cys

Sar

Asp

ES 2682279 T3

Asp

val

Ly=

Trp

Ala

360

Hie

Lys

Ala

Lys

440

Gln

Gln

Ser

Fhe

His

520

Asp

Thr

Gly

345

Ser

Val

Sar

425

Asn

Lys

Gln

Lys

Ala

505

His

Thr

Ala

Asn

Gly

330

Glu

Ile

Asn

Ala

Gln

410

Ser

Gly

Lys

Leau

Ala

430

Ser

Glu

Fhe

66

Asp

Asp

315

Asp

Asp

Ll

Gly

Gly

3585

Cys

ASn

Ala

Lys

Val

475

Gly

L

Len

Ala

Sar

300

Met

Ile

Ser

Asn

Elu

380

Asn

Val

Met

Ala

Eln

460

AEn

aAla

Asp

His

Sar

Tyr

Glu

Gly

Ala

365

Lya

Ile

Asn

ASn

Sar

445

Bro

Lys

Gly

Pro

525

Het

Ser

Elu

Glu

Gly

350

Asn

val

Sar

His

Ser

430

Gly

Lys

His

Thr

Hisg

510

Elu

Rsp

Gly

Ile

Ala

Fro

415

Gly

Arg

Thr

Sar

Ile

485

Hig

Glu

Phe

Glu

Cys

320

Lau

Ala

Glu

val

Asp

400

Fro

Gln

Cys

Eln

Ala

480

Val

val

Leu

Leu



530

Ahla Asn Asp
545

Ile Ser Thr

Mat Arg Asn

His Gly Leu
555

=@ 10> 7

<211 2241
<21Z> ADN
=313>

<220

ES 2682279 T3

335

Glu Ala Pro Val Asp His His Ala
550

555

His Asp Rsp Val His Ber His Ala

565

570

Tyr Asp Val Phe Trp Lys Asp Thr

580

585

Leu Leu Asp Asp Phe Asp Gly Gly

Secuencia artificial

<223> ortdlogo LAR1

=400> 7
atgtoctooe

cocagocacyg
CAQQAQLACA
ggcaaatecag
aaatatgoeg
acacccttga
CAanaacaan
gaacgottec
goagotgage
gatttggoag
ctactaccac
cotoacoata
toctectett
gaggagacgyg
geaghtettte
agggatcaga
ggggaaggag

gacgagycty

coaagaacat
atctoggoag
agoageagta
tagooggtte
atggogggat
cgooctogge
tgokgaagga
Agoaggooac
gatogacgaa
gogctgacga
toaagggoca
agyagcagaa
ctteocgtote
tgatgagcac
tetectotte
gkgacataag
gtgcggggoa

cogotactge

&00

tocbggooooo
cocaaagacyg
SQCAgQoAcoas
caacaagato
gatoaagoos
ttctottatt
tkcootaaos
tgoagoagoea
agtggagtte
atcgaaactg
ggtggttage
ghoatatbgg

cagogtgoac

ctacggtooc
ctotgetget
tgggattacyg
takggaogak

toocttttact

goaagottgt
caacaccato
cagoaactge
cttootttca
gggacgoaag

goateghogy

googacckea
goegggaacag
tttttgggat
caggatcbog
cagottgogg
ttacatocke
acaacteocctco
tttacccact
totoggotga
togtgoctogt
ttagetbEgy

actgoaggta

67

540

Gly His

Aep His

Wal Pro
580

Ile Glu
605

cocctaaacaa
accatggoot
AgUacrgooos
cotoatotat
gackgggoag
tggtagaggs
aattgotoat
gaggegtoey
acattgagog
aggtgoggat
cgcaaaataa
attocacotg
ctggatotoos
coogogtogo
tgoogootgt
catcatogte
BgbgEEEtay

atggtggyaa

Leu His Thr

560

Mg Vel His

375

RAsp Gly Asp

Fhe

ttacaataaa
gcatcatcag
tgttotogat
ggatgaagtt
catgotatok
cgatgoaaag
goaogaatto
SgAggagyag
agttctecac
caagacaagt
taactoooct
ckocotaacte
cthggoaagg
agoagoagac
gagtitoogg
gtcatgoggg

akbgataatg

ggatoctgoog

&l
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
200
ga0

1020

1080



goocaatggot
agoagegtgt
ggottggaco
agoagcagea
acagacactoc
agaagtagoa
toctettett
gatgtocagea
tacacogetyg
tgcaagaagy
cacaaggote
agggagygay
agagaggagy
gaggaagoag
cggacatgoo

tatoteoatgt

ttoctoghggt
gagaagtgto
gtoatgatga
agcttgacga
<210> H

<21l= 746
212> PRT

<213

<400= 8

Met Ser Ser Pro Lys

1

Asn Tyr Asn Lys Fro

His His His Gly leun

35

His Gln Glan Gln Laua

a0

catghbgttga
ttgtgtoote
caacaagoagy
goagcagaag
tgcagoagoo
goagktgtagn
attbtetotte
agockoctoct
cotoctooot
ttocaagttoo
tagctogogga
ggatgatgat
gagagacgag
tottgagoos
cgggoaatca
tgocakgtgag
goaggoottyg
agatotgaotg
gtgtggagga

gottgagotg

5

20

ES 2682279 T3

tgatgacatyg
aeCoCgoogag
caacagtgga
cagoagoagt
gctoaagoge
tacgoatgoa
ccetbtotet
teogtoagght
caatoootgg
acgoattgac
gqoaaggogat
gatgooggag
tgagaaaggg
tatgoaaget
tgotgoogag
goatbtgtgat
caaacacttg
tttotocacac
gatgattgag

a

Hannoochloropsis occeanica

His His Gln His

40

55

acggatgotyg
toctectett
aataagogga
ctttototgg
qUCogoagqod
cotaactgen
toctettegyg
gagtatcagt
tgggocctog
ataaacctge
gatgacgatyg
geAggIgacy
agcggtggaa
toacagotgt
aaacaccagyg
ggcaggacgt
ctogggoace
casgaagagyg

gagasagqqgaa

Rgn Ile Leu Ala Pro Ala

10

Ser His Asp Leu Gly Ser
25

Gln His

Fln His Ala His Val Leu

68

gotototaac
cgetcagoac
cottgooott
acacagogta
tcatcctace
togookoota
tggegacagt
goggLgotty
agogacagoa
ctgocaacac
atgakgaggt
gacatggaca
gtagocgtact
tgagtitgtt
ctgbgtgtac
tagakgggga
tggtccggty
aggagaaagt

tgagggtoga

ttcagaggaa
tgttagtacy
agaatttooco
ckoogtatot
caccagoagoc
ckocacokas
ggoagoaga
ocgocgacaco
ghgtoocoaag
catggaatac
Jogagaoggy
tttggaggaa
agaggaggac
ggagoatgog
gagtgocaag
ggcttgtaga
ttacgaagoo
QUaaaagaag

cacctacagg

Ber Leu Ser Leu Asn

15

Fro Lys Thr Gln His

30

Lys Gln Gln Tyr Gln
45

Gly Gly Lys Serc Val

&0

1140
1200
12a0
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1E00
1840
1920
1580
2040
2100
£160
2220

2241



Ala
&5

Lys

Sar

L

Gln

145

Ala

Val

Glu

225

EBra

His

ala

Asp

Gly

Tyr

Val

Thr

130

Ala

Val

Glu

Sar

210

Gln

Sar

Ser

Ala
290

Ila

Ala

Val
115

Ala

Glu

val
1558

Gln

Gln

Rla

Arg
275

Asn

Ala

Sar

100

Glu

Asp

Hia
180

Ser

Sar

Gly

Lys

Gly

a5

Thr

Ala

Lt

Ala

Ser
165

Asp

Ile

Ala

Zar

Znr

245

Glu

Ala

Lew

Ila

Ile

70

Gly

Pro

Asp

Lys

hla

150

The

Lys

Ala

Trp

£30

Val

Flu

Thr
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Tz

Lena

L

Ala

L

135

Ala

Lys

ala

Thr

Glo

215

Fhue

Thr

ala

Pro

255

Sar

Pro

Ile

Thr

Lys

120

Lau

Gly

Val

Ely

Ber

200

Asn

His

Sar

Val

ABp

280

Pro

Cys

Phe

Lys

Fro

1058

Gln

Thr

Glu

ala

185

Asn

Bro

Val

Mt

285

ala

val

Ser

69

The

Pro

a0

Bar

Gln

His

Gly

Phe

170

Asp

Asn

Ser

His

250

Ser

Val

Bar

Ser

Zar

13

Gly

ala

Gln

Glu

Gly

155

Phe

ala

Pro

Ser

Ser

235

Thr

Thr

Fhe

Fhe

Sear

Bar

Thr

Ber

Fhe
140

Val

Ser

Fro
220

Thr

The

TyE

Arg
300

Sar

Mat

Gln

125

Glu

GLly

Gly

Lys

Lys

2058

Fro

Cys

Brao

GLly

Sar
285

Asp

GEly

Ile
110

Lys

Glu

Tyr

Ll

150

Gly

Fro

Sarc

Pra

Pra

270

Ser

Sar

Glu

ala

ASD

Glu

Ile

175

Gln

Gln

His

Ser

Gly

255

Phe

Gln

Cys

Val

80

Gly

Bar

Ser

Gln

Glu

160

Zlu

Asp

Val

Lau

240

Sar

The

Ser

Bar

Gly



305

Gly

Gly

Asp
Val

385

Gly

Lz

Lys

Sar

465

Sar

Val

Gln

Bro

Gln
545

Glu

Asn

Mat

370

Sar

Glu

Ala

Sar

Ala

Cys

Trp

230

Wal

Gly

Ile

Gly
355

Thr

435

Ala

Ala

Sar

Ala

Gly

S15

Trp

Pra

Gly

340

Gly

AEp

Fro

Fro

Pro

420

Ala

Thr

Sar

Ala
500

Ala

Ala

325

hep

Lys

Ala

ATg

Thr
405

His

Fha
485

Asp

Cys

Lz

Ile
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310

Gly

Zlu

hsp

Ely

Glu

350

Bear

Sar

Ser

Val

Bla

470

Sar

Val

hla

Elu

hap
550

His

Ala

Lieud

Sar

375

Sar

val

Ile

455

Fro

Sar

hap

335

Ile

Ala

Pro

3a0

Sear

Asn

Sar

Ser

440

Pro

Fro

Lys

Thr

520

Eln

Asan

hsp

Ala

3435

Ala

Thr

Ser

Sar

425

Thr

Pro

Cys

Fhe

Fro

505

Tyr

Glu

Leu

70

Asp

A30

The

Asn

Ber

Ser

Gly

410

Sar

hep

The

Sear
490

Thr

Cya

Prd

315

Ala

Gly

Glu

355

Asn

Sar

Thr

Zar

ala

475

Sar

Ala

Bro

Ala
555

Pro

Ser

Glu

3E0

Ser

Lys

Sar

Ber

460

Ser

Ser

Arg

Ala

Lysa

240

Asn

Phe

Cy&

ET ]

Thr

Arg

Gln
445

Gln

Sar

325

Cy&

Thr

Glu

The

350

Wal

Bar

Val

Thr

Sar

430

Gln

Ser

Ber

Val

Val

5l0

Bar

Lya

Meat

Cys

335

Thr

hsp

val

Pro

Thr

Ala

435

Glu

Lya

Gl

320

Fhe

Ala

Rsp

Fhe

Thr

400

Fro

Ser

Ber

Ser

4&0

Thr

Ty

Asn

Val

TyE
5680



His

Val

hsp

Lys

Lieu
B25

His

Ile

705

Val

Asp

Fro

Gly

Gly

Gly

610

Ser

Thr

Ser

630

Cys

Thr

<210=
wF1l>
<212»
«Z13>

=4 00>

Ala Lau

Gly Gly
B0

His Gly
595

Zer Gly

Pro Met

Cys Pro

Ala Lys
660

Asp Gly
675

Leuw Gly

Cyz Phe

Tyr Arg

3
7

PRT
Hannochloropsis gaditana

9

Lan

565

Arg

His

Gly

Gln

Gly

645

Glu

His

Val
725

Sar

ES 2682279 T3

Ala

Glu

Bar

Ala

B30

Ban

Ala

Hig
710

EZlu

Lean

Gl

Gly

Glu

Zar

G135

His

Cys

Val

695

Gln

Gl

Thr

Glu

Gly

GElu

600

Val

EZln

Ala

GLly

6E0

EZlu

Ser

Gly

585

L

L

Ala

His

GEE

Fhe

Cys

Glu

Ile

T45

Asp

570

Mat

Glu

Elu

Glu

650

Val

Ser

Ty

Glu

Elu

730

Bar

AsSp

Glu

Gl

Zar

B35

Lys

Arg

Ip

Glu

Glu

15

Glu

Asp

Gly

Rep

620

Leu

His

Asp

Cys

Ala

To0

Lys

Lys

ASE

Fro

Glu

605

Glu

Ly

Gln

Cys

645

Glu

val

Gly

Asp

Gly

550

Thr

Elu

Elu

Ala

Asp

&70

Fro

Lys

Glu

Mat

ASE

575

Gly

Sar

Ala

Hiz

val

655

GLly

Cys

Cys

Ly=a

Glu

Gly

Glu

WVal

Ala

&40

Cya

Arg

Gln

Lys
720

Wal

Ala Ser Gln Ile Leu Glu Lew Met Ser His Ala Arg Thr Cys Pro Gly

1

3

10

15

His His His Ser Glu Ala His Arg Ala Val Cys Thr Ser Thr Lys Tyr

20

25

71

30
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Leu Met Leu His Val Arg Asp Cys

35

Ala
50

L
€5

=210
311>
212>
w213

14
17
FRT

=400= 14
Ala Ser Gln
1

Asn His Ala

Leu Met Leu
a5

Rla Cye Gly
50

Leu Val Arg
&5

210>
=211=
«F13>
=2135>

11
671
FRT

=400> 11

Met Asp Glu
1

Gln Gly Leuw

Leu Ile Ala
35

Leu Lys Asp
=11]

Glu Arg Fhe

Ala Glu

20

His WVal

Phe Sar

Cys Tyr

Val Lys

Gly Sar

20

Sar Ser

Ser Leu

Gln Gln

70

Ser

Lys

Tep

Elu
T0

Tyr

val

Thr

Ala

55

His

Asp

Cya

+3

Ala

Hannashleropsis COME

Ala

val

Aala
55

Thr

40

Cys Gly Phe Sar Trp Cys Arg

Val Arg Cys Tyr Glu Ser Glu

Kannochloropsis occeanica

Lau

Gln

Cys

40

Elu

Asp Gly Lys Thr Leu Asp Gly Glu

Fro Cys Lys

Gln Cys Ser
75

Glu His Ala

10

Ala
25

val Cys

Asp Gly

Pro Cya Lye

Gln
75

Lya Cysa

1179

Ala

Ber

Glu

40

RBpP

Ala

Gly Gly

10

Thr
23

Pro Leu

Ala Asp Ala

Lys

Ala

Ala Ala

72

His
60

Ila

Azg

The

Thr

Hig

&0

Ile

Ila

The

Lys

Leu
&l

45

Leu Lau Gly His

Cys

Thr

Lieu

Cya

Lys

Pro

Gln

45

Thr

Cys

Ala

30

hsp

Pro

Ser

30

Gln

Hia

Gly

Fro

15

Lys

Gly

Gly

Gly

15

Ala

Gln

Glu

Gly

Tyr

Glu

Hig

Thr

Ser

Lau

Fhe
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65 70 5 &0

Gly Glu Glu Glu Ala Ala Glu Arg Ser Thre Lys Val Glu Phe Fhe Leu
a5 an as

Gly Tyr Ile Glu Arg Val Lea His Asp Leu Ala Gly Ala Asp Ala Ser
1oa 105 110

Lys Leu Sln Asp Leoa 3lu Vel Arg Ile Lys Thr Ser Leu Leu Pro Leu
115 120 125

Lys Gly Gln ¥Wal Val Ser Sln Leu Ala Ala Gln Bsn Asn Asn Ser Pro
130 135 140

Fro Fro His Lys Glu Gln Gln Ser Ser Trp Fhe His Fro Ser Ser Thr
145 150 155 1&0

Cys Sar Ser Leu Ser Ser Ser Ser Ser Val Ser Ser Val His Thr Thr
165 170 175

Fro Pro Gly Ser Pro Leu Ala Arg Glu Glu Thr Val Met Ser Thr Tyrc
180 135 190

Gly Pro Phe Thr His Ser Arg Wal Ala Alas Ala Rsp Ala Val Phe Leu
1385 200 205

Zer Ser Ser Ser Ala Als Ser Arg Leu Met Pro Pro Val Ser Phe Arg
2119 215 220

Arg Asp Gln Ser Asp Ile Ser Gly Ile Thr Ser Cys Ser Ser Ser Ser
225 230 235 240

Ser Ser Cys Gly Gly Glu Gly Gly Ala Gly His Met Asp Asp leu Asp
245 250 255

Leu Glu Cys Phe Ser Leu Ile Met Asp Glu Ala Ala Ala Thr Ala Fro
260 265 270

Phe Thr Thr Ala Gly hsn Gly Gly Lys Asp Leu Pro Ala Asn Gly Ser
275 280 283

Cys Val Asp Asp Asp Met Thr Asp Ala Gly Ser Leu Thr Ser Glu Glu
230 295 300

Zer Ser Val Phe Val Ser Ser Pro Arg Glu Ser Ser Ser Ser Leu Ser
308 310 3158 320

73



Thr

Arg

Leu

Eer
385

Arg

Ala

Lvs

485

Asn

Asp

Gly

hep
245

L

Val

Thr

Ser

Gln

370

Ser

Ser

Sar

Gln

Sar

450

Cya

Thr

ABP

Fro

Glu

530

Glu

Sar

Leu

Sar

55

Gln

Val

Val

435

Lvs

hAsp

Gly

515

Thr

Glu

Glu

Thr

340

Pro

Ser

Thr

Ala

420

Glu

Lya

zZlu

RBp

500

Gly

Ber

Hig

Gly
325

Lan

Lz

Ser
405

Asn

val

IV

485

Glu

Gly

Glua

Val

Ala
363

ES 2682279 T3

Glu

Lys

Ser

390

Ser

Val

Gln

Pro

Eln

470

His

wal

Asp

Lys

250

Arg

Asp

Fha

Ala

375

Cya

Ala

Cys

Trp

455

val

Pro

Gly

Gly

Gly

535

Thr

Fro

Fro

Thr

360

Ala

Ala

Ser

Ala

Gly

440

Trp

PEG

Ala

Gly

His

520

Ser

Pro

Cysa

Thr

Ser

345

Ala

Thr

Ser

Ala

425

Ala

Ala

L

Gly
505

Gly

Bro

74

Ser

330

Ser

Sar

Ser

Fhe
410

Asp

Cys

Ile

Leu

490

Arg

His

Gly

Gln

Gly
L=

Sar

Ser

val

Ala

395

Ser

Val

Ala

Glu

Aap

475

Ala

Glu

Val

Sar

Ala
555

Rsn

Sar

Val

Ile

3E0

Pro

Ser

Ser

Asp

460

Ile

Elu

Gly

Glu

Sar

540

Ser

Sar

Sar

Ser

365

Lieu

Bro

Fro

Lys

Thr

445

GLln

Glu

Gly

Glu

525

Val

Gl

Ala

Gly

Ser

350

Thr

Prd

Cysa

Fhe

Fro
430

Tyr

Glu

Gly

Met

510

Arg

Lanu

Lau

Ala

Asn

335

Ser

hsp

Thr

Liea

Ser
415

Cys

Bro

Rep

435

Gla

Gla

Glu
373

Lys

Ser

The

Ser

RAla

400

Ber

Fro

Ala

480

Rsp

Glu

Glu

Sar

560

Lya



His Gln Ala

Asp Cya

Asp
595

Cys Arg Fro

610

Ala Glu Lys

625

Lys Val

Glu

Lys Gly Met

wal

5RO

Gly

Cys

Cys

Lys

Arg
660

Cys

Arg

Lys

Gln

Lys

645

val

The

The

His

ITla

630

Val

hap
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Liena

615

Cys

Mat

Thr

Ala

ABp

&00

Cys

Mat

Tyr

Ectocarpus siliculosus

=210> 12
<211= 787
212> PRT
<213

400> 12
Mot Leu Ala
1

Rla Ala Thr

Gly Asn Thr

s

Gly Gly Gly

Gly Sar Fro

L

Gly Gly Gly

Gly Gly Gln

Cy= Sar Ser

115

Gln

Ala

20

PEo

Lys

Sar

Gly

100

Thr

Pro

Asp

Fro

Gly

a5

Sar

Ser

PEo

PEo

Ely

Thr

Ta

Gly

Gly

Phe

Glo

Zer

Pro

Aala

Gly

Thr

Ala

GEln

The

Ber

40

The

Fro

Axg

Asp
120

Lys
585

Gly

Gly

665

Glo

Glu

25

Gly

Ala

Fro

Val

Ser

105

L

75

TyE

Glu

His

Sar

Val

650

Ber

Gln

10

The

Ber

Wal

Ser

Asn

o0

Bar

Gly

Ala

His
635

Glu

Leu

Gln

Ile

Leu

Sar

78

Ila

Ala

hap

Cya

Val

620

Gl

Glu

The

Ser

=1y

Fhe

Asp

Ser

Ser

Ear

Ely
605

Arg

Glu

Thr

Leu

45

Ely

Asn

Thr

Cya
125

His

5490

FPhe

Cys

Glu

Ila

L
670

Pro

Asp

30

Zly

Trp

Glu

Cys

PFro

110

Gly

val

Tyr

Glu

Glu
655

Sar

15

Ala

Gly

val

Asp
95

hap

Trp

Glu

Glu

640

Glu

Thr

Ely

wal

Val

Gly

80

Ser

Eln



ES 2682279 T3

Glu Gly Gly Asp Val FPhe Leu Wal Gly Gly Glu Asp Cys Asp Asp Asp
130 135 140

Ala His Gly Ser Gly Ile Gly Leu Asp Leu Tyr Asp Leua Gly Gln Gly
145 150 155 160

Gly Lys Asp Fro Fhe Leu Fro Glu Gly Gln Gln Arg Ala Gly Arg Trp
165 170 1758

Zer Ser Ile Ser Thr Arg Ser Ser Ser Ser Thr Ala Ser Thr Asp Gly
180 185 190

Glu Glu Leu Ser Asp Asp Ser Leu Ser Val Asp Ala Asp Cys Ser Gly
195 200 205

Zer Ser Zar Thr Pro Cys Ser Pro Ser RAla Val Ser Ser Gly Glu Pro
210 215 220

Ser Leu Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Thr Arg Ala Ala Lys Ala Ile
225 230 235 240

Lys Thr Glu Ala Arg Pro Asp Gly Ser Ala Gly Leu Glu Ala Gly ala
245 250 255

Val Gln Glan Gly Val Ala Ala Gly Gly Ala Ser Ala Thr Lys Ser Gly
260 265 270

Ile Asp Gln Glu Met Gly Gle Leu Ser Glu Leu Phe Ala Pro Asp Ala
275 £B0 285

Fhe Leu Met Ser Thr Val Leu Asp Thr Glu Met Glu Ala Gly Gly Gly
290 295 300

Gly Rla Ala Arg Ala Ely Ala Ser Gly Ile Glu Wal Ber Ile Glu Pro
305 310 ais 320

Thr ala Thr Glu FPro Ser Lys Ala Ser Gln His Ala Ala Ala Ala val
325 330 335

Gly Pro Arg Pro Thr Thr Ala Ala Gly Ala Ser Ala Val Ala val Thr
340 345 350

Ala Fro Ala Ala Val Val Lys Met Glu Fhe Leu Fro Ala Ala Gly Ala
355 360 3565

Zer Ala Pro Ser Pro Ala Ser Pro Pro Ala Pro Thr Ala Ala Ala Ala
370 35 3E0

76
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Ala Ber Val Leu Pro Rls Pro Ala Ala Wal Ala Pro Lys Gln Glu Cys
385 380 355 400

Arg Cya Gly Gln ala Ala Cys Pro Ser Leu Ile Thr Ala Ala Arg Lys
405 410 415

Arg Pro Val Ala Glu Leu Ser Pro Ser Leu Ser Gly Ala Asp Gly Pro
420 425 430

Ala Pro Leu Sar Met Val Thr Gly Leu Pro Fhe His Gln Ser Sar Arg
435 440 445

Gln Arg Lys Acg Gla Ang Ser Leu Ala Pro Val Leu Ser Ala Fro Arg
450 435 460

Thr Val Ser Tyr Glu Cys Ser Leu Cys Lys Glu Ser Tyr Pro Ser Glu
465 470 475 480

Ile Rla 3er Asn Pro Tep Trp Ser Lew Phe Leu His Glu Cys Pro Arg
485 450 495

Cys Hia Arg Met Gln Ile Pro Arg Val Asp Ala Thr Ser Ala Ala Val
500 505 510

Ser val asp Tyr Ile His Ala Val Cys Ala Glu Glu Gly Glu Gly Cys
515 520 525

Asp Ser Asp Gly Tyr Gly Ser Glu Ser Cys Ser Asp Ser Asp Asp Asp
530 535 540

Val Thr Asp Asp Gly Arg Gluo heg Glu Gly Ile Ala Ala Phe Rsp Thre
245 550 555 560

Asp Ile Ile Ala Gly Asp Ser Gln Ala Gly Cys Lys Glu Gly Arg Leu
565 570 575

Zar Thr Phe Gln Ala Ser Arg Leu Leu Val Leus Met Ser His Ala RArg
580 5835 530

Thr Cys Pro Gly His His Ala Asn Pro Lys His Ala Glu val Cys Arg
555 600 605

Ser Thr Lys Phe Leu Met Leu His Met Arg Asp Cys Thr Gly His Thr
610 615 620

Ala Asn Gly Asp Fro Cys Glu His Arg Trp Cys Arg Fro Cys Lys Sar

77



625

L

Cys=

RAEn

Ala

Fro

TH5

Ala

hap

Rla

Thr
785

Thr

wal

Ala

690

Gly

Ala

hla

Thr

Gln

170

Thr

<210
=21l>
wF12m
213>

<400=

Sar

Pra

Ala

6TE

Thr

Val

Ala

Rla

Ala

1535

Gln

Arg

13

1135
PRET
Thalasiossira pseudonana

13

His

BED

Gln

Thr

Gly

Ala

Thr
740

Loz
645

hsp

Rla

Gly

Arg

725

Val

Gly

Gln

Met Rsp Gly Ser Ser

1

3

Asn Ala Asn Asp Val

20

Arg Val Lys Ile Glu

kL

Gln Asp Val Pro Gln
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630

Val

Thr

Val

Ti0

Val

Lys

Eln

ATg

Pro

His

Thr

695

Fro

Fro

Ala

778

Cys

Gly

Ala

BEO

Ala

Ser

Ser

Glu

Val

Ta0

Val

Rsp Asp Ren

Ala Ser Ser

Rap Vval Gly

40

Thr Gln Ala

Bro

Pro

GES

Fro

Ser

Glu
745

Zer

val

Elua
25

Eln

Ser

78

hsp

650

Ala

Ser

Fro

T30

Mat

Ala

Ely

Lys=

10

wal

Bla

Val

Ala

Ala

715

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

Ala

Asp

Asn

Eln

Ala

Ala

T00

Ala

Fro

The

Ala
TED

Prg

Ala

Bla

Ala

Thr

L

Ala

6a5

ala

Ala

Ala

Bro

Thr

765

Gly

Hi=z

Gly

Ala

45

Val

Cys

Arg

670

Ala

wal

Ala

Thr

Ala

750

The

Ely

Prg

Asp

30

Wal

Ala

6535

Aap

Ala

Ala

Ala

Ala

135

Gly

Ser

val

Ala
15

ASm

Gla

640

Il

Ala

wal

Fro

T20

Val

Ala

Wal

Sar

Lys

Thre

Ser



Il
63

Gln

Sar
145

Ala

Arg

225

Ala

Lys

His

Gly

a0

Val

Ala

Ile

Ala

Ser

130

Val

Ser

Thr

Ala

Hia

£10

Ala

Pro

Gly

Cya
290

Bra

val

Sar

Lys

115

Sar

Thr

Thr

Brao

Ero

155

Lys

Lz

Sar

Lys

Phe

275

Ala

Thr

Ser

Ala

100

Fro

Ser

Fro

Sar

Ser

1E0

Ser

Lys

Glu

Ala

Val

260

Ile

Val

Thr

Zer

85

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala

165

Thr

Pro

TYr

Arg

Ala

245

Glu

Liey

Glu
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GEln

T

The

Flu

Ala

Thr

Val

150

Gln

The

PED

Gly

Gln

230

Fro

Pro

His

55

Brao

Thr

Ala

Asp

Gln

135

Val

Prao

val

Pro

Pro
215

Lys

Lz

Zar
295

Gln

The

Ala

Gly

120

Ala

Gln

Pro

Val

PED

200

Glu

Ala

Gly

Glu
280

Bra

Thr

Ala

10%

Asp

Val

Ser

Ala

Glm

185

Leuw

Gly

Gly

Ser

263

Asp

Ala

Thr

Lys

170

Pro

Lys

Ala

Gly
250

Thr

Glu Arg Ren

79

Thr
L]

val

Thr

Fro

Thr

155

Lys

Gln

Ala

TYrE

Fro

235

Ala

Glu

Ile

Lz

&0

Gln

Wal

Ala

Pro

Ala

140

Gln

Glu

Aoy

Het
220

Ila

Ala

hryg

Lys
300

Gla

Sar

ala

125

Thr
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Pro
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Ala
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285

Cye
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Lys
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Lys
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Phe
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Thr

Ala

Fro

Bro

175

Lya

Hiz

Elu

Ala

Glu
255

Lys
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Gly
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His

Eer
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Lys

3aas

Asn

Lys

Val

Val

Ly

485

Fhe

His

Fro

Val
545

Sar

Gln

hsp

Rla

Lysa

370

Glu

Gly

Glu

450

Val

Gly

Gly

Ala

Lys

530

Pro

Gly

Gln

Ala

Rla

355

Phe

Arg

Lean

Ala

Thr

435

Ala

Gln

Lys

Gly

AsSn
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Arg

Ser

Gly

Gln

Saer

340

The

Thr

Glu

Fro

Thr

420

Lys

Lysa

Fro

Val

500

Ala

Ser

Gly

Fro

328

Ile

Ala

Glu

Val

408

Lys

Gly

Arg

Ile

485

Ala

Ila

Val
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Asn

310

Lys

Fln

Ile

Ala

Ser

390

Lys

Val

Lys

Ber

470

Ely

Gly

Sar

His
550

Gln

Bro

Aap

375
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Ila

Fro

Glo

Ala

455

val

Hisz

Ala

Gly

Tyr

335

Ala
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GEln

The

360
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Gln
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Lys

440

Gln

PED
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Fro

Pro

345

Pro

Thr
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ARla

Glu
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505
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Thx

410

Ala
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Gly
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3i1s

Glu

Thr

Zer

Glu
395

Arg

Fro
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Lya
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ARla
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355
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Glu

Ala
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Eln

3E0

Glu

Gln

Lau
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L

460

Asp
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Gly
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540
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Thr
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Leu
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445

L
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Thr

Ala

Ala

525

Gly

Bro
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Lys
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350

Gly

Prd

Ile

Ala
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430

Ala
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Prd
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510
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Lys

33E8

ARla

Glu

Pro

Ala

418
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Thr
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Met

His
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Elu

Ala

400

Gln
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Gln

Eln

480

Ser

Fro

Gln

Wal
560



Gly

Fro

Ala

Ala

E25

Gly

Gly

Fro

Lys

Fra

TO5

Gly

Ala

Arg
T85

Thr

Ala

Leu

Ala

Ile

610

hla

PED

Ile

Leu

650
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Trp

Wal

Eln

Eln

1740

Thr

Cys

Asp

Lys

Gly

5935

Glu

Arg

Thr

Ala

L

Val

Leu

Arg

val

Glu

TEE

Fro

Val

Glu

YT
5RO

Gly

Ala

Ala

G660

Lys

Thr

Gln

Wal

T40

Fro

Met

Glu

Ala

LT

Gly

Ala

Arg

Ala

645

Lys

Ala

Fro

Ala

Arg

725

Asp

Asn

val

Tyr

Asn
805
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Lys

Elu

Ala

hla
630

Ser

Eln

Thr

Lys

Thr
710

Lys

Hisg

Val

Val
Ta0

Pra

Ala

Elu

Bro

615

Ilm

Lya

Lew

ala

Lys

695

Gln

Arg

Ala

His

5

Cys

Trp

Val

Ser

aon

Lys

Ala

val

Eln

Ala

680

Pro

Gln

Ala

Ala

Ta0

Val

Ala

Tep

81

val

ala
585

Arg

Pro

Eln
GES

ASD

Asn

Lys

Mat

745

ASn

Val

Ala

Wal

570

Ala

Lys

Pro

Arg

650

Eln

Gln

Lau

Glu

Glu

730

val

Ser

Cys

Leu
Bl0

ala

Fro

Glu

Ala

835

Pro

Ala

715

Thr

Asn

Asn
795

Ile

Glu

Wwal

Ala

Gly

620

Thr

Asgn

Len

Ala

Fro

Ton

Aryg
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Eln

Asn

Gly

TEO

Glu

hsn

Glu
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Sar

G605

Bro
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Gl

Lys

His

695

Asp

Lz

Arg

Hiz

Asp

765
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Gly

GElu

Gly

590

Arg

hla

hgn

Eln

Lys

670

Lean

Fha

Lys

Lys

Kla

T30

Ala

TYL

Tyx

Glu

BI85
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Fro

Thr

Asn

Ile

655
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Ely

Asn

Glu
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Gy
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Cys
215
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Mat
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PEg
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T20
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Ser
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Lys=

A=sn

Fro

HMat

365

Glu

ala

Gly

Lau
S48

Cy=

Lys

His

Ala

Cye Gly

wal Ile
435

¥wal Ser

ESO

Gln Tyr

Glu WVal

Tyr Phe

315

Fhe Glu

230

Leu Ile

Ala Lys

Val hrg

Fro Trp
995

Lys
B20

Elu

Sar

Asp

aoo

Ser

Fhe

His

hsp
2e0

Cys

Aan

TYE

Pro

Fro

Gln

285

Gl

Phe

Lys

Ile

AT

65

Cys

Arg

Eln

His

Wal

ET0

Thr

Ala

Gly

Glu

250

Asn

Lys

ES 2682279 T3

Ile Pro Arg Leu Asp Ile

Fro Ala Leu Leu Val Gln

g40

Ser Asn Gly Gly Asp Ser

455

Ea0

His Lau Ala Lys Lys Ser
a5

Asp Glu Ser Asp Gly Glu

890

Ser hsp Asp Glu Glu Serc

305

Lyes Elu Glu Arg Ala Glu

820

Elu Thr Leu Ser Asp Asp

935

940

Hiz Ala Ser Ile Cys Pro
955

Val Cys His Ser Thr Lys

870

Gly Leu Lew Ser Asn Gly

385

Thr Lys His Leu Leuo Tyr His Leu Val Ser

1oo0

Glu Ly= Ser Asn Rsp Gly Lys Glu Cys

1010

Asn Leu Ser Ser

1025

Arg Arg Lys Gln

1040

Ala Lys Azrg Gln

1015

An Leu Ser Glu Leu

1030

Phe Wal Asp Arg Thr

1045

Gln Leu Ala Ala Ala

82

Glu
4%

GLy

Val

925

Gln

Gly

Tyr

Asp

Ela

B30

Asp

Ser

Lau
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Asn

o10

Elu

Ala

Arg

Lau

Wal
a0

1005

Pro

GEly
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Thr
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Lys

aap

Lys

His

975

Cys

Lya

Eln

Asp

BBO

Glu

Asn

TyE

Arg

Arg

980

Pra

Gly Ile Cys Cys Pro
L1020

wal Gly
1035

Leu Asn Lys

Lys Ala Ile val ala
10540

Arg Ala Lys Ala Val
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L0&5

Val Gln His Gla Tyr Arg Gly Pro Val Val
1080

Pro Ala Ala Thr Thr Tyr Rla Rla Pro Pro
1095

Wal Ser Tyr Ala Thr Thr Ser Arg Ely Thr
1110

ABn Asn Fro Ile Ile Gln Ser
1125

1055 1060
Ala Prfo  Arg Ala Ala
1070 1075
Arg Lys Gly Pro Ile
1085 1080
Pro Ser Ala Ser Thre
1100 1105
His Met FPFro Ser Thr
1115 1120
Ala Lys Thr Ser Asn Gln Fha
1130 1135
<210=> 14
<21l1l> 1148
212> PRT
<213» Phaeodactylum tricornutum
400> 14
val Gly Arg Leu Ala Leu Thr Leu Arg
1 ]
Ala Ala Glu Pro Leuw Ser Ser Wal Thr
20 25
Lys Thr Ala Gln Gly Asp Ala Arg Ser
3s 40
Ala Ala Glu Ile Val Lys Lys hla Fro
a0 55
The Thr Val Gly Ala Lys Thr Glu Arg
65 0
Arg Arg Gln Arg His val Leu Met Val
45
val Cys Leu Leu Leu Ser GElu Ile Phe
100 10%
Glu Glu His Asp Leu Ala Eln Gln Lys
115 120
Cys Ser Asp Ser Lys Gly Glu Gly His

83

Arg

Thr

Fha

Cys

Ilae

The

a0

Arg

Asp

Ala

val

Asp

Ala

15

Fhe

Fro

Wal

Fha

Thr

&0

Gln

Ala

Leu

Gly

Glu

Ala

Fhe

45

Glu

His

Ile

Lys
125

Val

Fro Pro Asp

Gly Ile Ser

30

Ala Gly Lys

Asn Glu Glu

B0

Pro Thr Asn
a5

M=t Glu Met
110

Wal Ser Ser

Gln Leu Val
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130 135 140

Tyr Val Ser Ser Ala Val Gly Phe Arg Val Ser Trp Arg Ser Ala Ser
145 150 155 1&0

Zgr Leu Leu Ser Ser Arg Gly Arg Gly Tyr Pro Ile Leu Ser Asp Gly
165 170 173

Cya Gly Ala Arg Ser Gln Ser Thr Asn Glu Ala Val Ser Arg Thr The
180 185 150

Asp Ser Ser Asn His Thr Leu Leu &ln Asn Ser Asn Leu Ser &Eln Gln
155 200 20%

Fro Pro Leu Fro Leo Leu Leuw Fro Ala Thr Asp Ser Leu Arg His Pro
210 215 220

Ala Asn Fro Leu Tyr Ser Arg Asn Arg Ser His Asp Thr Asn Ser Ala
225 230 235 240

Ilg Gly Val Ser Asp Pro Ala Thr His Thr Ser Aog Ala Met Ser Ser
245 250 255

Hiz Thr Zer Leu Gln Tyr Ser Ser Ser Gly Gly Ile Ala RAsn Ile Ser
260 285 270

Thy Thr Thr Asp Pro Pro His Lys Arg Leu Lys Leu Asp His Ala Met
2758 2B0 28%

Sgr His Thr Ser Leua Gly Asn Pro Ser Leu Ser Tyr His Asp Fhe Ala
230 255 300

Ala His Tyr Asp Ser Arg Ser Thr Leu His Thr Ser Ser Thr Met Asp
305 310 315 320

Leuw Gly Wal Leu Arg Lys Glu Asp Ser Leu Gly Met Met Arg Lys Asp
325 330 335

Gly Asp Asp Glu Asp Asp Glu Asn Asp Gln Asn Asp Pre Ile Ser Ser
340 3435 350

Thr Ala Val Arg Gln Ala Thr Val Glmn Pro Thr Ala Leu Pro Asn Glu
355 360 3635

Zer Ala Lys Pro Thr His Pro Thr Thr Ala Asn Val Ala Thr Thr RAsn
370 375 3E0

84
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335

Gln

Rla

Glu
465

Ala

Ila

Ile

Glu

=45

Fro

Lys

Fro

The
625

Val

His

Val

Gln

His

450

Fhe

Glu

Thr

Glu

Rla

530

Glu

Wal

His

Sar

Lys

610

Hig

Fro

Ala
435

Gln

His

Zer

315

Gln

Azn

Lys

Asn

Gluo

555

Gln

Val

Sar

Gln

Sar

420

Pro

Lya

Ala

500

Glu

Elu

Wal

Wal

580

Gly

PEo

ASn

405

Gly

Pro

Gln

Gly

485

Ser

Gly

Ala

Gln

Arg

565

Ala

Gly

Ala

Ala
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Asm

350

Thr

Sar

Ser

Lys

Elu

470

Sar

hsp

Lys

Ala

Lys

550

Gly

Lys

hsp
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630
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Thr

Asn
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Tyr

435

Arg
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Leu
535

L

Lys
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Ala
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Val
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Val
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Fhe
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Gly

Leu

Hig

L&l
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Ala
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PEO

395

Val

L

L

Gly
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Glu
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Gln
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Ala
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540

Ala
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Gln
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Tyr
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Thr

Sar
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Gl
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Lau
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L
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Ly=

Thr
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Cys
465

Lz

Pro
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FPha

Ala

630

Glu

PED

Lean

Asn

Ala

770

Fro

Ser

Ala

Thr
50
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Ala
675
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Gln

Arg

758

Ala
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Ala

Ala
L)

Lys
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Gln

Eln

Gly

660

Gly

Sar

Thr

Fro

740

Lys

Sar

Lys

B20

Lys

Val

His

Gly

645

jer

Leu

Sar

Arg

Gln

125

Pro

ala

Ala

Arg

L

805

Lys

Thr

Arg

Tyr

hsp
385
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Ala

Val

Gln

710

Zln

Ser

Ile

Ala

Ta0

Thr

Bla

Gly

Asn

ET0

Cys

Ely

Ile

Ila

His

625

Gln

Glu

Ser
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hap

hap
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Fro

455

Ser

Ero

Ser

Gly

680
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Sar

hap

Ser

Ta0

Glu

Asp
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Pro

B40

Arg

Thr

Lys

Ser
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665

Ser

Ala

Zar

Elu

745

Lys

Gln

WVal
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Thr

Cys

Cys

86

Len

650

Gly

Ser

Val

Sar

P

T30

Pro

Val

Fro

Asp

Ile

Val

Asp

B20

Thr

Thr

Gln

Ila

Ly

5

Thr

Asn

Ser

Asp

Ala

735

Ala

Asn

Glu

Tyr
a5

Lys

Aog

ABp

Val

Lys

Ton

Gln

Eln

AEp

Pro

Ala

TE0

Thr

Thr

Flu

Aog

TYE

BE0

Asn

Asn

Asn

Lys

Lys

695

Asp

GLln

ala
765

Val

Tyr

Ala

His

445

Fro

Gln

Leu

Ser

670

Ser

Glu

Lys

FED

750

Wal

Pro

The

B30

His

Cya

Trp

Ile

His
EEER

Lys

Sar

Asp

Bro

735

Glu

Ala

Asp

Bro

Lys

Ala

Trp

Fro
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Gly

Ile

Val

Lau

Lau

720

hAan

Asp

Ser

Lys

Mat

&00

val

Pro
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BED
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Val ARsp Ile Ser Ala Pro Ala Ran Thr Ile Glu Tyr His Pro Ala Leu
g00 505 810

Leuw Ala His Ala Asp Glu Asn Gly Gly Ser Thr Pro Thr Pro Pro Ala
315 820 925

Ala Ile val Lys Pro Val Thr Thr Val Ser Ala Pro Val Thr Ser Wal
930 935 940

Fro Lys Cys Gly Asn Asp Ser Asp Ser Phe Gly Ser Asp Leu Ser Asp
245 Q50 9585 Qa0

Asp Rsp Leu Asp Gly Leu Leu Ser Asp The Asp Ser Glu Gly Ser Gly
965 970 375

Glu Ile Gly Met Glu Arg Ile Asp Ala Leu Ser Fro Ala Glu Gln Ala
980 385 980

Glu Asn Glu Tyr Phe Ely Val Glu Tyr Lys Gly Pro Lys Leu Lys Asp
935 1000 1005

Ser Glu Ala Ala Arg Leu Leu Ile Leu Met Gly His Ala Ser Thr
1010 1015 1020

Cys Pro Cys Lys His Gln Ser Ile Lys His Arg Glu Thr Cys Arg
1025 1030 1035

Asn Thr Lys Trp Met Met Leu His Val Arg Asp Cys Fro Gly Thr
1040 1045 1050

Thr Ser Ser Phe Asp Val Cys Pro Phe Pro Trp Cys  Arg Lys Val
1055 1060 LOGS

Lys His Leu Leu Tyr His Leu Val Ser Cys Arg Asp Ala Lys His
1070 1075 1080

Cye Glu Ile Cys Ser Pro Thr Lye Leu Asn Gln Aen Met Ile Leu
1085 1080 Loas

Leu Lys Gly Leu Asn Gln His Arng FPhe Met Glmn Tyr Arg Glu Arg
1100 1105 1114

Leuw Ile Gly Arg Gly Lys aAla Leu Thr Lys Wal Ser Asn Ser Ala
1115 1120 1125

Fro Lys Asn Thr Fro Ala Glmn Ala Gln His Lys Thr Fhe Ile Asp

87



Val Ser Gln Het Leu
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114

=210
211>
212>
w213

< (=

0

5

15
48

FRT
Cyclotella cryptica
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Met Leu Val
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Glu

Ile
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Arg
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Gln
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Glu

Fro

Thr
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Gln

L

115

Ala
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Arg
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Glu

Gln

20

Glu
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EGln
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Fro
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Asn

Ala
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Asn
1E0

Fha

Gln

Lys

Glu

Val
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a5

Gln

Lys

Gl

val

val

165

Fro

Gly
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Lys

Glu

Wal
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Thr

Eln
150

val

Thr

1135

Lys

Bro

His

Gly

=

His

Ela

Thr

Thr

Ala
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L

Thr

Ila
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Gly

40

Cys

Gly

GElu

Ala

Sac
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La

The

Bla
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Glu

Lys

45

Ala

Ala

GElu

Gln
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Agn

Ser

Glu

Lys

Fro
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Glu

88

hrg

Ala

Ile

Ser

Lys

a0

Thr

Mat

Sar

Elu

Gln

170

wal

Ala

Gln

Glu

Glu

Gly

Lys

Asn

Glua

His
133

Val

1140

Lau

Pro

His

Lys

&0

Ser

Ser

Thz

Gly

Pro

140

Ile

Ala

Bla

Glu

Lys

Ser

Ala

Bro

125

Bro

L

ala

Gly

Ala

Gly

Gly

30

Glu

Glu

Ala

Asp

Bar

110

Pro

Glu

Ala

Gln

Ala
150

Ala

15

Ser

Asp

Glu

ABn

Aala

95

AsST

Lys

Lys

Lys
175

Ala

Azg

Fro

Thre

Gly

ABn

&0

Ser

Lau

Glu

L

160

Gly

Asn

Arg



Ala

Thr

225

Thr

Gly

Val

Gly

Lau

305

Thr

Rla

Ala

Arg

Ila

335

Hig

Rla

Gln

Gln

210

The

Rla

Ala

Ala

Ala

290

hla

Len

Ala

3740

Sar

Val

Rla

Tyr

195

Glu

Arg

Fro

278

His

Glu

Val

Fro

ELL

Val

Arg

Lys

Pro

Thr
435

Glu

Eln

Gly

260

Gly

Fro

Glu

Alam

Pro
340

Lys

Ala

Fro

Lys

Ala

420

Lysa
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Tyr

Hiz

245

Sar

Gly

Glu

Lau

325

Arg

Gln

Len

ASn

Gly

405

Ala

BEra
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1y

£30

1y

Elu
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al0

Ely

Lysa

Pro

Ala

Gln

a90

Pro

The

Ser

Lz

2153

Lya

Gly

Thr

Gln

Ila

205

Arg

val

Pro

Elu

Ala

3Ts

Gln

Bro

Ile

Ala

200

Lys

PED

wal

The

Val

280

Gly

RAla

RAla

Gly

360

Ala

Fha

Val

RAla

Ala
440

Lys

Ile

L

Lys

265

Fro

Ala

Ala

345

Fro

Ser

Fro

Ala
4235

Val
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Gln

Gly

Gly

250

Arg
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Lys

Lys
330
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Thx

Ala

410
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PED

Gly

235
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Thr
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315

Pro
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Gly
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£20

Ala
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205
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Lys
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Pro

Leu

ala

365
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Pro

Zar
445
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Bar
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TyE

270
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Ala

Asn

350

Ala
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Gln
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His

430

Wal

Gln

2er

Ala

258

Ala

Val

Val

Asn

Ala

335

Ala

Sar

Gln

Thr

415

Ile

Bro

Ila

Liu

240

Ala

Gly

Sar

Aa
320

Bar

Bar

His

400

Mat

Aan
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Fro

Asn

465

Glu

Leu

Asn

545

Val

Glu

Gly

Ile

625

Gln

Ala

Ala

The

450

Asp

hla

Ala

Gln

530

Ala

Sar

Glu

Fhe

Lysa

BL0

hap

Sar

Ala

His

hap
630

Mat

Fro

Arg

Glu

val

213

Glu

Fro

Ala

Tyr

hAan

595

Bra

Tyr

Ser

Fro

Met

675

Glu

Thr

Sar

Tep

Gly
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Tyr Pro S3er Tep Thr Rap Ala Lys Asp Pro Pro Ser Trp Tyr Ala Lys
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308 310 315 320

Leu Ala Asp Thr Gly Rap Leu Asp Elu Glu Tyr Gln Pro Gln Ser Asn
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Aep Ser Asp Asp Asn RAsn AsSn Asn Asn Asn Asn Ser His Gln Lys Pro
875 &80 685

Ser Ala Asp Leu Phe Gly Ser Gln Pro Asp Ala Leu Ala Phe Val Pro
690 695 T00

Gln Gln Arg Pro Gly Glu val val Arg His Gly Pro Val Phe Asp Bla
T05 T10 718 720

Fro Val Arg Gln Leu Leu Fhe Leu Fro Asp Sar His Fhe Leu Ala Ile
125 T30 735

Rla Thr Glu Ala Gly Leu Ala Val Val Ser Thr Asp Thr hsp Ser Gly
T40 T45 T50

Ile Gly Gly Gly Ser Leu Asp Thr Asn His Asn Glu Asn Val Asn His
=1 Ta0 163

His= Ren Val Lys Tyr Leu His Rrg Glu Rle Gl Thre Ala His Asp Glu
770 775 TJED

Ser Gly Ile Arg Gly Leu Ala Leu Trp Gln Ala Lys Asp Cys Arg Ile
7858 T30 755 E0O

Leu Ser Zer Leu Ala M=t Asp Gly Arg Leu Cys His Trp Asp Val Ser
405 10 g15

Ala Pro Thr Pro Thr Leu Trp Lys Leu Leu His Arg Glu Thr Val PFro
g20 825 B30

The Val Thr Lys Pre Asp Les Gly Glu Met Leu Gly Ala Asp Ala Trp
935 840 845

Asp Ahrg Ser Thr Ile Pco Val Ala Hig S¢r His Glu Ser Ile Leua Phe
ESO 855 E&D

Leu Pro Gly Glu Thr Tyr Vval Gln Ala Arg Arg Tyr Arg RAsn His The
565 870 g7s BED

Trp Glu Lew Leu Gln Ser Pro Thr Gly Ala Thr BRsn Thr Thr Asp Lys
485 E90 295

val Gln Gly Hias Ile Glu Aala Ile val Ala Met Ala Fro Ala Pro Bsn
s00 505 210

Fro Arg Asp Fro Tyr Leu Val Thr Ser Gly Arg Asp Gly Arng Val Val
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91%5 220 925

Leu Trp Lys Leu Gln Tyr Ser His His Asp Asn Asn Asn Asn Asp Asn
230 I35 240

hen Pro Asn RAsp Asn Gly Asp Gly His Ile Val Phe Gln Lys Gln Ile
945 850 955 960

Leu Gln Thr Asp Ser Rls Pro Thre His Leu Leu Tep Thr Leu Asp Gln
965 970 975

Fro Thr Gln Thr Glu Arg Leua Asp Met Val Thr Ala Asp Gly His Trp
580 945 880

Thr Thr Leu Val Gly Arg Asp Gln Ile Ala Fro Ala Cys Fro Thr Tha
995 1000 1005

Ala val Thr Gln Glu Ila Ser Leu Fro His Arg Gln Ser Ala Asp
1010 1015 1020

Ser Val Arg Glu Lys Glu Lys Glu His Asp Ala Asp Ser Asp Asp
1025 1030 1035

Zer Val fAsp Aep Phe Ser Ser Aan Lys Pro Ser Thr His Gln Lys
1040 1045 1050

hen Pro Phe Val Rsp Rsp Glu Ala Glu Asp Asp Asn Asp Asp Asp
1055 1060 1065

Thr Leu &Asp Thr Ala Ser Arg Gly Lys Leu 5lu Thr Thr Ser Fro
1070 1075 1080

Thr Asp Lys Arg Ala Ser Asn Leu Asn Ser S5er Ala Leu Glu Glu
10858 1050 1095

His His Asn Asp Leu Asp Asp Asp Ser Ile Gly Asp Asp Asp Asp
1100 1105 1110

Zer Phe His Asn Ile Pro Thr Leu Thr Thr Arg His Ser AsSp Ser
1115 1120 1125

Ile Gln Trp Pro Glu Pro Gln Pro Rla Phe Gly Pro  Ser Ser Thre
1130 1135 1140

Ser Leu Glu Leu Thr Arg Arg Phe Leu Cys Trp Asn His Ile Gly
1145 1150 1155
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Ile

Ala

Lys

Gly

Glu

Wal

Gln

Ely

Gly

Ala

The

Ser

RAsp

Asp

The

Fro

Ser

Arg

Thr

Gly

hrg

Fro

Ala

Ala

Lau

Ber



Sar

Fro

Fhe

The

&la

Asp

Ala

Glu

Hig

His

Fhe

Glu

Gly

Leu Asp Ala

1400

Met
1415

1430

Lys
1445

MAla
L4840

Lya
1475

Leu
1490

Glu
1505

Gln
1520

Ala
1535

1550

1565

Gly
1580

Ser
15958

Ala
1610

1625

Lian

Fro

Gly

Ala

Thre

Gly

Val

Gly

Glu

Lys=

Fro

Lys

Val

Asp

Val

Gly

Hia

Gln

Aap

Asp

Lys

Lys

Fro

Aan

Arg

Glu

Thr

Thr

Mat

Gly

Thre

Lys

Glu

Lys

Ser

wal

Gly

Tyr

Ser

ES 2682279 T3

Ely

Val

Val

Lys

Fha

Lys

Asp

Val

Glu

Tyr

Aap

Ser

Gln

Lys

Fro
1405

Gly
1420

Ty
1435

Hig
1450

Arg
1465

Glu
1480

Ala
1495

Fhe
1810

Thr
1525

Arg
1540

1555

Lezna
1570

His
15g5

Arg
1600

1615

Fra
1630

Thr

Asp

Pro

Zlu

Ile

Elu

hla

Ile

Eln

Pro

Asp

Thr

121

Elu

Gly

Pra

Leu

His

Lys

Lys

Elu

Ala

Arg

GElu

Fha

Lys

Lys

Lys

hla

Ala

Zlu

Elu

hsp

zlu

Zlu

Ile

Asp

Ala

His

Ser

Leau

Val

wal

Ile

TYE

Fhe

Thr

Ala

Fhe

Ser

GElu

Trp
1410

1425

Val
1440

1455

1470

1485

Ser
1500

1515

Ala
1530

Val
1545

Ile
1560

Lya
1575

Thr
15590

Pro
1605

Asp
1620

Glu

hsp

Cys

Gly

Ala

Arg

Ser

Ala

Glu

Gly

hep

The

hsp

val

Irp

Asp

Wal

Pro

Pro

Ala

Elu

Ila

hsp

Lys

Ser

Arg

Ser

Fro

Val

L

Ile

Gly

Ser

Ala

L

hrg

Ly=

Ala

Ala

Sar
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<210> 31
<211> 951
«<Z12> PFRT

<213» Thalassigsira peeudonana
400> 31

Met Ser Thr Thr Leu Ser Ala Val Gln Phe His Fhe Gln Glu Thr Thr

Thr Thr Ala Ala Ala Asn Glu Asn Gly Ser Gly Asp Glu Lys Ile Ile
20 25 30

Zer Thr Ala Ala Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Glu Gly Ser Leu Ala

Ala Glu Gle Gly Ala TIle Gln Ser Pro Arg Lys Ile Ser Glu Gly Rsp
50 55 &0

Tyr Thr Leuw Gly Ala Leu Lea Thr Ser Ser Gly Gly Ala Ser Val Ser
€5 T0 75 gD

Arg ¥Wal ¥Val Thr Lys Glu Ser Leu Leu Gly Asn Asn Asn Asn Gly Ser
a5 S0 35

Glu Gln Thr Thr Ala Thr Gly Fro Lys Ala Fhe Ser Val Pro Ser Fro
100 105 110

Leu Asp His Asn Asp Gly Gly Ser Phe Ser Phe Ser Ala Pro Glu Thr
115 120 125

Thr Phe Gln Ser Ala Pro Leo Asn Ser Gly Gly Ser Ser Ser Ala Ser
130 135 140

Arg Cys Gly Glu Gla G5lu Val Rsp Gln Ala Phe Ala Ala Glu Ile Rla
145 150 155 1&0

Lys Ile Asp Phe Ser Val Pro Cys Pro Leu Asn Ser Phe His Gln val
165 170 1758

Asp Tyr S3er Thr Thr Asn Asp Gly Lys Thr Thr Pro Val Glu Glu Glu
180 185 180

Thr Leu Tyr Leu Fro Fro Glu Asp Ser Asn Asn Asn Asn Ala Val Val
155 200 205

Eer Ala Tyr Asn Ser Pro Ile Pog Pro Leu Phe Ser Ser Serc Ser Ala
210 215 220
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Pra Ile Thr Ile Asn Asp Pro Leu Ile Ser Leua Arg Ser Ser Sear Pro
225 230 235 240

Lew Leu Tyr Ala Ala Ser FPhe Asn Thr Pro Gln Glu &Eluw Asn Thr Ser
245 250 2585

Trp Ala Ala Val Gly Gly Ala Thr Ser Ile Val Ser Thr Gly Leu Ser
260 265 270

Val Gln Val Pro Val Glu Val Ala Ala Val Ser Thr Ala Ala Val Val
275 280 285

Ala Ser Asn Ser Ala Val Val Val Thr Pro Pro Thr Thr Leu Glu Glu
290 295 300

Asp Gly Ser Ser Ile Ser Ile Ala Lys Lys Lys Lys Ser Lys Ala Pro
305 310 315 320

Lys Thr Gln Lya Ser Arg Thr Lys Ser Lys Gln Pro Thr Ala Thr Ser
325 330 335

Gly val Val Ala Pro Ile Ala Arg His Ser Ala Thr Thr Asn Thr The
340 345 350

Met Asp Arg His Asn Met Sly Ser Ala Pro Ser Pro Leuw Gly Thr The
355 a0 365

Ala Sar Thr Mat Ser Ila Ser Ile Fro His His Thr Tyr Gln His Gln
370 375 3g0

Gln Gly Ala Val Asp Glu Pro Glu Thr Pro Ser Serc Ser Gly Ser Pro
385 390 395 400

Zer Gly Ahsn Thr Val Ser Thr Leu Asn Pro Asn Thr Asn Ala Val Glu
405 410 415

Aan Thr Gly Arg Trp The Ala Glu Glu His Arg Leu Phe Leu Gln Gly
420 425 430

Leu Glu Gln His Gly Lys Gly Trp Lys Lys Ile Ala Gly Leu Ile Lys
435 440 445

Ser Arg Thr Val vVal Gln Ile Arg Thr His Ala Gln Lys Tyr Fhe Gln
450 455 460

Lys Lau Ala Lys Ala Arg Ala Gly Asp Gly Ser Gly Ila Fro Mat Ila
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465 470 475 480

Gly Gly Gly Ala Gly Glu Asp Ser Pro Glu Leu Gly Pro Gln Ala Ala
485 490 4395

val Ale Wal Ser Asn Thr Mat Ran Ser Ser Gly Gly Gly Lys Ala Gly
500 505 510

Gly Gly Leu Gln Met Leu Pro Pro Ala Asn Thr Val Thr Met Arg The
515 520 525

val Asn Gln Gln His His Gly Asn His Gly Asn Met Ser Leu Gly Thr
530 535 540

Asp Ser Val Ser Met Ala Ala Ala Ala Gly Gln Ile Asp Ile Ala Ser
545 550 555 560

Gly Val Ser Thr Ser Ser Gly Gly Ala Ser Ser Arog Asn Thr Thr Thr
365 570 575

Thr Ser Gly Gly Lew Lys Arg Arg Thr Asn Ala Lys Ser Ala Gly Gly
S5B0 585 580

Gly Gly Gly Thr Lys Arg Arg Ala Ile Gly Ser Val val Arg Ser Rla
595 600 605

Val Arg Glu Gly Arg Ren Val Lys Arg Gln Lys Ile Ala Glu Ala Arg
G610 615 620

Arg Asn Gly Gly Ala Thr Ala Ala Thr Ser Gly Gly Asp Gly Gly Val
625 630 635 E40

Fro Asn Fro Leu Fro Ala Ile Ser Asn Ile Leu Asp Fro Tyr Val Fro
645 650 655

Ser Val Ala Ser Ala Ala Ala Val Ala Gly Thr Lys Lys Gly Arg Gly
660 665 670

Arg Gln Gln Tle Val Gln Thr Ala Thr His Gly Ser Lea Pro Met Rla
675 GEBO 685

Ala Leu Glu Rep Ala Val Phe Arg Lew Leu Thr Pro Ala Pro Gly Rla
630 L T00

Pro Leu Ser His Pro Ser Ala Ser Ser Gln Pro Ile Ser Rsp Pro Leu
T08 T10 T15 720

124



Ala

Gln

Gly

L

TES

Ala

Fro

Fro

Leu
BES

Lew

Asn

Asp

hsn
245

Hiz

Fro

Gln

Pro

Gly

770

Thr

Thr

Val

Sar

BESD

Ser

Pro

Fro

Lys

5930

Sar

Ile

Asn

Ala

Ser

155

REp

Asp

Gln

Asn

Len

235

Val

Phe

Fhe

Ila
515

Asp

Gly

Gly

Gln

Ala
T40

Tep

Ile

Thr

Asn
B20

Ala

His

Fhe

Bar

00

Asn

Gln

Ser

Val

725

Gln

Val

hEp

Gly

ala
05

Tyr

hsp

val

Leu
HES5

Loz
363
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Lys

Asn

hsp

Aan

Rap

Ta0

val

Ser

Val

Pro

Rap

70

Azn

Ala

Ala

hsp

Thr

50

Ser

Fro

Fro

L

175

Ile

Ala

Tyr

Asp

Thr

255

Pro

hap

Thr

Val

Gl

535

L

Gly

Fro

Sar

hsn

760

Aan

Aan

His

B40

Gly

Pro

Rap

Glu

Sar

G20

Gln

Sar

Ile

Val

Fro

745

Asn

Glu

Asp

Val

925

Thr

Glu

ala
505

Asp

Ala

Gly

125

Ala

T30

Thr

Pro

=zlu

Thr

Pro

810

Asp

Ala

Glu

Pro

&30

wal

Gly

Pha

Pro

Leau
370

His

Gly

Pro

Ala

Tyr

785

Ser

Asn

Val

His

Gly

B75

Gl

Glu

Asn

Val

Lys

355

Sar

Ala

Val

Gln

Elu

TED

Pro

Asp

Ser

Lys

Pro

B&D

Val

Ber

Sar

940

Gly

His

Thr

Trp

165

Ala

Pro

TYE

Gly

945

Ser

Thre

Gly

His

525

Ala

Aan

Val

Tyr

Glu

T50

Tyr

Ala

Elu

Ala

B30

Glu

Ala

Ser

Wal

Thr

910

Gly

Sar

Ely

735

Asn

Rap

val

Pro

g1%

Thr

Asp

Asp

Ala

Ala

B35

Phe

Fhe

Glu

Val
15

Gln

Thr

Glu

TER

Ala

80D

Thr

Thz

His

Saerc

Glu

BEO

Sar

Glu

PFro

Lgu
260

Sar



ES 2682279 T3

Ser Asp Ala Leu Gly Glu Pro Leu Glu Asgp

w2 10>
=21ll>

w212
=3135>

b Ll ik

a2

408
PRT
Ectocarpus siliculosus

3z

Met Thr Pro

1

Ehe

Ly=

&5

Gly

Bra

Ly

Fra

Ala

145

Ala

Ala

Tyr

Tyr
50

Val

Ser

Tyr

Ala

130

Ala

GLly

Gly

Fha

Ala

Lz

Arg

11%

Ala

Gly

Ala

Ala
195

B0

Lys

Gly
20

Lys

Gln

Gln
100

Fhe

Ala

Ala

Ala
1ED

Gly

Lea

Lys

Asp
Mat

a5

Pra

Gly

Gly

Thr

165

Met

Arg

The

Elu

Ila

Ser

Glu

Tye

Ser

Gln

Gly

150

Ser

Gly

Gy

Lo

Thr

Ala

55

Lys

hap

Wval

Pro

Ely

135

Asn

Ala

Val

985

Arg Trp

His Gly
25

Val val

Lys Ala

Gly His

RAla Gly
105

Ile Thr
120

Ezly Thr

Gly Gly

Ala Gly

Ala Ala

135

Asp Asp
200

126

The

10

Lys

Gln

Lys

Ala

Ile

Ala

Ala

Ala

170

Ala

Leu

Asp His Leu Asp ASp

TyrE

Gly

Ile

Gln

Ser

Gly

Gly

Gln

Ely

Sar

155

Sar

Val

Lieia

hsp

Trp

Arg

Asm

&0

Azg

Sar

Ala

Gly

140

Lau

Fro

Lau

Glu

Lys

Thr

Gly

Arg

Thr

Val

Lz

125

Yval

Gln

Thr

Fro

Glu
203

990

Hism

Lys

30

His

Glu

Lys

Ala

zlu

110

Elu

Gly

Sar

Thr

PeS

190

Ala

Ile

Ala

Sar

Val

as

Thr

Gly

GLln

Thr

175

Asn

GLlu

Ala

Gln

Gly

Axg

Ala

Gly

PFro

Gly

Lau

160

Thr

Trp

Gly
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Leu Asp Trp Leu Ala Bsp Ser Gly Gly Ala Val Ala Val Thr Ser Wal
10 215 ZE0

Ser Ala Val Asn Pro Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ser Pro Ala Pro Ala
225 230 235 240

Ala Val Ala Gly Ala His Ala Gly Val Ala Arg Val Ala Ser Ser Ser
245 250 258

Glu Leu Ser Ser Gln Pro Leo Leu Lys Lys Val Arg Ser Thre Thr Val
260 265 270

Asp Ser Ser Ala Pro Leu Ala Thr Ala Thr Thr Met Asn Thr Ser Sec
275 2B0 285

Thr Ala Ala Ale Ala Met Gly Gly Ile Als Arg Pro Ser Ala Ser Ala
280 2595 300

Ala Ala Met Thr Pro Ser Ser Trp Ser Leu Pro Pro Pro Arg Pro Wal
305 310 315 320

Ala Cyas Pro Fro Pro Ala Ala Pro Pro Thr Ala Gly val Ala val Asp
325 330 335

Glu Leu Thr Fro Ser Gly Leu Gln Gly Ser Asp Ala Glu Glu Gly His
340 345 350

Leu Ser Gly Leu S3er Asp Leo Glu Ser Leu Met Glu Asp Gln Glu Leu
355 360 365

Fro Gly Ser Gln Fro Phe Gly Pro Val Ser Thr Ala Ala Glu Val Ala
370 35 3ED

Gly Ala Gly Gly Asp Gly Met Asp Asp Gly Met Val Asp Glu Asp RAla
385 380 385 400

Fhe val Asn Ala Leu Leu Asp Ala

405
=210> 33
<211> 2016
<21Z>» ADN
213> HNannochloropsis COMP 1173
=400> 33
atggatgaag ttaeatatgo ogobtggoggg ctgabtcRAgo QOgggacgoa aggooctggge (1]
agoatgetet ctacacoctt gacgoccteg gottobetta ttgeategte ggtggtagag 120

127



goocgatgoaa
ctgoacgaat
TUCFAFTagy
cgagttotoo
atcaagacaa
aataactcoco
tgotoctooo
coocttggoaa
goagoagoag
gtgagtttes
togtcatgeg
agottgataa
aaggatotbgo
acttoagagg
actgttagta
ttagaattto
gegtacteceg
ctacoccacca

toctacktcca

acagtggcag
gottgegeeg
caggaghtgte
aacaccatgg
gaggtgggag
gacatgbgg
gtactagagg
ttgttggage
tgtacgagtyg
gUggaggett
cggtgttacg
aaagtggaas

gtogacacct

agcaacaaca
tagaacgott
aggocagotga
acgatttggo
gtotactaoao
ctoctocoooa
taotoctoota
gggaggagac
aagoagtatt
ggagggatoa
ggggggaagy
tggacgagoge
cggocaatgy
asagoagogh
cgggcttgga
coagoagoag
tatetacaga
goagoagoag
aatoctoota
cagoagatgt
anacctacas
ccaaghgoas
aataccacoc
gogggaggga
aggaaagaga
aggacgagga
atgogoggac
coaagtatot
ghtoggattotao
aagoogagaa
agaaggtgat

acaggagctt
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actgotgaag
aCAagoaggos
gogatogacg
aggggotgac
actocaagogge
taaggagcag
tecttaogto
ggtgatgage
tobotootat
gagtgacata
aggrgogggy
tgcogotact
cteoatgtgtt
geetgtgtec
cocaacaago
cagoagoago
cactotgeag
cagcagoagt
teottottto
cagcaagootk
agotgootoc
gaaggttcaa
ggoctttgote
gogagggatyg
Fagggagag
agoagtgteyg
atgoocogggc
catgttgcat
gtggtgoagyg
gtgtcagatc
gatgagtgtyg

gacgagottyg

gattoccteoa
actgoagoag
aaagtggagt
goatogaaac
caggtggtta
cagtcatctt
tooagogtgo

acctacggtc

tooctaotgotyg
agtoggatta
catatggacg
gotoottbta
gatgatgaca
tocoacogag
agoaacagty
agcagcagea
cagoagetea
tgtgotacgo
tottococtt
ctocttogto
toootcaato
gttocacgea
Joggaggaag
atgatgatge
acgagtgaga
agaoatatgo
aatcatgotyg
gtgagggatt
cottgeaaac
tgotgtttet
gaggagatga

agotga

128

cogoogacct
aagogggaas
totttttgoy
tgoaggatot
gocagotigo
ggttocatoo
anacaactag
coctttacoeoca
attoctoggot
agtoegtgota
atttagattt
ctactgoagy
tgacggatgo
agtooctooto
gaaataagog
goagtocttto
agogogocog
atgoacctoo
totcttaota
aggttgagta
aotggtgggo
ttgacattaa
gogatgatga
CogggTgagy
aagggagogy
asgottoacs
cogagaaaca
gtgatggcag
acttgetogy
cacaccaaga

tLgaggagas

caaattgote
aggaggogty
atacattgag
cgaggtgcgg
ggogoaaaat
ttocttocaco
tooctggatok
ctoocoegoghe
gatgoogock
ghteatoateg
ggagtgtttt
taatggtaag
tggototota
ttogotoago
gaccttgooo
tobggocaca
cagegteate
ckgoctogoo
ttoggtoggeg
toagtgoggt
ockogagoga
cocbgoatgee
cgatgatgakt
ggatggacat
tggaagtage
gotgttgagt
coaggotgtyg
gacgttagat
geacotgghe
agaggaggag

aggaatgagqg

180
240
300
360
420
480
540
600
aal
720
T80
B40
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1g00
1E&D
1920
1980

20016



210>
=311>
=Z 12>
=213

34
2364
ADN

<400> 34

atgetogege
acgooghbota
ggaagockot
ggctgggtay
googgoggog
totgggacga
ctgggogacco
tgogacgacy
gyoaaagaco
actaggtogt
toocgtogatyg
tooggogago
aagaccgagg
grtgoogotyg
toggagobgt
geoggcgIcy
acogocactyg
acgagdggoag
gagttoctgo
gotgoegety
cgotgoggac
gagototogo
ctgocctteo
Leggogocgo
atoegogtoca
cagataccto
tgogoggagy

agogacgacy

aactggegea
cogaaaccat
toctogggog
ttgggtogeo
goggoggogy
cgtettoggn
tgtgegggga
atgoeccacgy
cttttettes
agtottaogaa
cggactgoag
cgtocttgot
coecggcocga
ggggcgotte
togoteooga
goggtgoggs
agoocagoas
caggggetag
ctgocogoggy
cagectoagt
aggoggogty
attogttgta
accagtocto
goaccgtgag
accogtggty
gagtogacgs
aagggygaggy

acgttacocga
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Ectocarpus siliculosus

JoAGoADaagq
Ccggoacogac
cgboggoggo
cteococctact
cogogtgaac
gtegotgeog
toaggaggga
ghoggogato
cgaggggcay
ggoatooacyg
cggcagoagc
ggoggogacg
cggyoagaeget
tgococaccaag
tgoottoctg
Foyagoagga
ggootogoag
tgoctgtogec
agogtoogot
ttbgooggea
teegtegetyg
goIggoggac
FoggCagoyy
ctacgagtgo
ghegotgtte
gacgagogog
ctgogacago

tgacggoagy

cagtactooe
googgoggca
ggoaaggacy
ctoccccegt
atttocacgt
agagogtget
ggagacgttt
gotattgacea
caacgogooyg
gacgggygaag
agCACYooIT
goggoggcaa
gogtotagaag
agocggcaktcg
atgagtaceqg
gogtogggoa
catgotgotyg
gtoactgege
cottotoogg
coggoagegy
atcacggoog
ggocacgoga
dagoggcage
togototgea
ctgoacgagt
googtgagoeg
gacgggtacy

gagagggaag

129

cotocacogs
acacgcotoo
gogocacoga
cgtoctocaa
gogattoogg
cttegetgte
ttotagtogg
tgtacgacat
gteggtgyag
asctobogga
goagocogtc
cgagagoogo
cgggegoggt
accaggagat
toctgganan
togaggttto
atgoggtogg
cggecgoggt
catcaccacs
tagetcogaa
coogaaagog
agotgtooat
ggagcctogo
aggagagcta
goeccacggty
tggactacat
goagogagta

ggatagooge

cgoaacoget
CoCooccags
gokcagagac
cgagagogyc
cgggoagttg
ctbegoggac
gygggaggac
JUgacaggoyg
cteocatotoe
ogatbtogoto
tgoggtoags
caaagcaatc
acagoagggg
gggagagotg
cgagatggag
gatcgagooe
coctaggock
ggtcaagatyg
cgctoocack
acaggagtge
accggtggey
ggtcacggge
cocoggtgete
ccocgtoogag
ccacoggatyg
ccacgooghtg
gegotaogac

cttogacacy

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
G610
720
T80
B40
800
950

1020
Logan
1140
1200
1280
1320
1380
1440
L500
1580
L6200

LG80



gacatcatog
goegtocegoeo
CoCaagoacyg
acgggtoaca
ctootgageo
gacotacogg
teogoogogy
gocgtggcag
getgetgetyg
gryaagtoty
totgagacga

ggaggagtag

210>
211>
<212=
w213

35
ADN
400> 3%
atggacggtt
grtggottogt
caggoagoag
ghtgettcat
goagaogtat
goUgaagogy
gacttaatge
actocaagoto
gotagoacat
accaaoqteg
ctaaaagcac
ctogttgaat
gotgoatotg
gaacogaagg
gataagataa

tgogagaaca

3408

cgggggacta
tgotggtgot
cogaggtoty
aagotaacgy
acctogtoog
gacogotgay
cogoogooge
tgoooggogt
cfagggtgos
aggagatgtyg
agacgacgta

toacgactog

catecgacga
cagaggtigo
cggoggtgga
ctattgtaces
agtocacaaa
aggetetgas
ctgotgooot
agagtgtgac
cagoacagos
tacRAcOgaa
ttactttooa
ttogtaaact
ctgeteoccaa
ggtogagaga
ggcaggtaga

atggtagtoy
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goaggooggs
catgboocac
cogghocgaco
ggatoogtago
ghgocoggac
acagotgogg
acgotgoaget
gggoggtatt
gtegatgecg
cogoooogon
gotgoggoas

ttga

Thalasicssira peeudonana

caacogtaag
tgogggagat
gacacaagat
gacgacgcaa
aactacagek
tgettegaaa
ccteocacatog
accagoaght
toccagoaaaa
acgacoacan
cracctocac
ggaacgacaa
agraggagga
acgaagggag
ggaggottgt

cggogggaac

tgcaaggagg
gooaggacgt
aagttoctca
gagoacogat
cogaacacct
gatottaaeg
actacttcota
coctottogo
getoctgega
FIPFCSTcTa

cagotgoaga

cggoogoacoe
aacaaacgag
gtgocacaga
cogoagocto
gttogtatoct
actgoaacag
togtogtoaa
ghtocaaagta
aaagaggtca
aaacaacgag
aaaaaatatg
ctgttgggtyg
goagoagotyg
aagttgoatyg
googttgaan

ttgaagagty

130

googoctgto
goocoogoooa
tgoctgoacat
ggtgcoggoa
googgatoty
togocoagga
ctacegotoo
ttgoggcggs
cggeggtaga
cggogatggy

agogggtggt

ctgeatoocaa
taaaaatoga
atoaggogta
tgacacagga
attogacaca
ctaagocags
ctoaagotgt
caactoagoa
agocagoats
caccakotaa
gocococgagtt
ctoocattoa
cogaggTgasa
ggtttatatt
ggagtgaaag

aagagcgoge

gaccttocag
cCacgocaac
gogogactgo
gtgocaagago
cacgoogoto
gqoggoatgoc
ttettotget
ggoggogoog
egecgotace
getggoggtt

toggggtgcg

tgecaacgat
agatgtagga
gotggatgck
agctgttoca
aatatatgog
agoagacggt
tgotocoageoa
tgttootget
aacaccatoo
accoogacoe
agactacatg
tgeotgooget
gecasaggtyg
goatttggag
gaatttgasg

tgoctagtoat

1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2364

&0
120
180
240
300
380
420
480
240
60ad
660
T20
780
640
200

260



catcaacaac
thgoagocgoe
coaaacaaca
ctaoacocadg
aacctoctic
aagastocaa
goaggoegbga
ttgcaacaac
tttoggasac
ctgggtgott
goagogagtyg
ggatogacac
ggagotgatyg
ttogaagaga
agaaagoctyg
coagagacaa
gggoottotyg
aaanagotac
aatcaaatgy
gatttcaacyg
cgttggagge
gatcatgogg
tottactoca
gogtatggac
acttgogaga
aatcagattc
ttgotggito
toaagogbgo
toggaagtaa
gaaagtagog

gagagagogg

aacogaaaca
agooccaatac
acactggoga
assBAgaaay
cagtaaagat
toacagotan
gtattgoaga
aattggtgoa
cgattggtoa
cggggtotgy
gtgoagoaan
aggttocate
ctgoocaaggo
gtgoagotog
catctogtoo
tggoogoany
cagogagtaa
aacBACAAOE
cacatttagy
atcoggoatt
aacggaagog
cgatggttac
atgeaogoagh
coogoactgt
tgaatcottg
cacgectoga
aagaagatgg
aaatgoaata
gtoaaacoga
atgacgagga

aacgogagoa
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acaacogttt
agoatoagot
agcacoccaaa
ggaagaatoa
acgtcoctgacy
actacgtgeok
ggctgtogag
asagtottet
tggoagttoa
agotgotget
tocatogasa
gtoagtocat
ggtagttgtg
tgtagoggge
aacagoaatt
tgotogggoa
agtatooogt
tekgasgasg
gatgaaacca
gacagoocaca
togaaagogaa
tocagoatgeot
tocggogoadg
ggaatacgbyg
gtgggootta
tatctotgea
caaaccagtt
tekoooacgg
cgagagogac
atcagtasac

ctatggettt

Faggaggaga
gettoatotyg
ttcacagoag
gtooagagea
agacaattgg
ggotoggtgg
graaaaagaa
gttoctgtga
tegtbgacag
gctagtecty
cgaogaatta
goagtototyg
goagaggagyg
gtoggetectyg
gaagoggoag
attgoattag
ccaaatcago
gtgtatecea
gtoasaccaa
caacaaaatyg
cgtogtoegta
cagtocaatge
coaatogte
tgegotgtet
atcaatcatg
Coafacaacy
tcagogocag
catattgota
ggagaaggryg
aagastgogo

gagttcaaag
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agaagtcate
aageaacaat
cagacgoatao
togaagagaa
cagcacaaaa
ogacogogag
aggoacaaga
goaaagacat
ctoeggttgoa
coaatgotgo
tgtatgoagg
gagtteatoc
aacgaaagog
cgggaggaggy
ogoogaaaco
atgogacaas
agatacctgg
togoagotga
agasscocaca
agttacgoct
aaocggtogoy
aagagoocaa
tgagggtgas
gtaacgaggy
aatgtcocaaa
taatagaata
tgtccaacgg
asaagtogta
gtaccgaaga
togatkoott

gagagacatt

tgatgotteoa
aatatocaact
actttoocaa
catoottgoc
gggagctaca
ogttoasaag
agagaggttg
tecttotoag
tggaggagto
gtcaggtget
tgtagotoct
tggaatggtc
actcaagtac
agocttggac
gccagaaggt
caAacaatack
tatcactgeo
aacggotgoc
tetbgoacea
caaagaggoa
agttgttgtt
tgttoacgoa
cAAgaatgga
atatgtttet
gtgtggaaag
ccatootgea
tggogactot
tttgtotgat
atactttgat
tgotasagag

aagtgatgat

1020
1og0
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
L&E0
1740
1800
1Ea0
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780

ZB20



caagoaaago
totgaaaago
tgtocogget
cacottoktt
tgttgooccaa
cggaagoaat
gotgoagoca
coggtggtac
goataotacgyg
cogateateo
210>
<21l>
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<13
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gteoggteget
ctgtogtcag
toottoocttt
gagaacgaag
cgacgacaan
ctotoagaaa
aaagacocoog
gtgcaacteg
togttgttgt
togoaghkoca
cagaattoga
ttgoggoato
ataggeghbit
caatactoga
cgactoaagt
cacgattttyg

ctaggogktt

gacgacgaaa

3447

ggttgecttat
acagaaatgt
tgoctatoccaa
accatcttgt
agaatctato
ttgbggatog
gagoaaaaga

gaaagggtosc

tttottatgeo

aateteoctoo

tggoegttgac
tcacaactgt
totgggoagy
aaacaactgt
ggcatgtoat
tatteegttt
gtaaagtote
tttacgttte
cotocacgggy
caascgagga
atctoctogeoa
cogoaaacaao
cogaccooge
gttocoggagy
tggaccatga
cogoacatta
tgoggaaaga

atgatcagaa
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attgattgag
chgtoacags
cqgagacgte
ctcatgogag
ttocaacctt
gacaaaggog
agtogotooc
gattooaget
aactagtbok

agatgoaaaa

Fhasodactylum tricornicum

tttgogoege
ogttttoggt
BAAGHOQgOT
ocggtgocaaa
catggtascg
cttaatgatyg
gagotgttot
ttecegegaty
gogggggtat
agtttooagg
geagootooo
toctotacage
tacgoatacg
catcgogaac
cAtgagacac
cgacagtoge
agattaottg

acgacoogata

catgoatcca
acaaaatact
tgtoccattte
aaaagtaacyg
tegoagttag
attgtggcag
agagotgcoog
goaacaactt
cgoggaacoa

acatocaaco

agattggceg
ttggogaaaa
gaaatbgkca
acagaaagaa
atggoaakto
gagatggagg
gacagtaagg
ggottoegtyg
ccaatcttgt
actacogaca
ctocootekte
aggaatogat
agoagbgoca
atctotaceca
acatagekeg
agtaccttac
ggoatgakgo

toctocacag
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tttgtoctgy
tgatgottaoa
cttggtgoog
acggtaaaga
ttggteottas
ctgogaaacy
tocaacataoa
atgeotgotos
atatgooata

aatttbga

gtattbetbge
cagoocaggy
asaaggotan
togogoaaca
atacgaatgt
agoacgattt
gagaaggaca
tttctbggoy
cggatggttyg
gttogaaoaa
tgottectge
cacacgacac
tgagcagtoa
caaccgateoo
goaacooata
acactagtag
goaaggacgy

ctgtacgaca

aagacacoga
agtgogagat
aaagacaaaa
gbgoggtatt
caaacacagh
tecagoaactt
gtatogtggt
acctoccatca

gacgaaoast

agoggaacog
cgatgogoga
atgtgacacc
cogtacogat
tegettgobt
gyogoaacas
cgogotogaa
tagtgegteg
tggtgooogt
cactttgota
cactgattet
gaatagogok
cacgtogetyg
toccacacaaa
ckbgagotat
caccatggat
cgacgaogag

agogacggto

2880
2340
3000
30a0
3120
3180
3240
3300
3340

3408

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
a0a
660
720
T80
B40
g0a
950

1020

1080



caacctactyg
gocascacaa
caacatococac
ggttogaatt
ttacetetea
tacatgotgt
googaakoog
agogatacga
gtoggagaag
JAAAATOIOT
cocogbtcaaag
goggggatge
tttgoggcag

ggottogatao

aaaccactac
toogogatta
togtogoaag
gatocoogott
coacageaaa
coctteoctogt
aaagttktogo
gtottghbeaa
cocatoggoag
dagagacgas
gtgatcaate
atgtgtgott
ctggoteoaac
goacctbgocoa
ggtagtacte
gtocactagtg

gatgatottyg

gaaagaatag

ctottocogaa
attoogttba
agaatactac
ctoogototo
aggetaccaa
gtgagttoca
atggoagaag
tocagaacat
attocaagaa
AaJaqIasaa
tocoggotoaa
aggttgogoa
cggoogaaga
atacacacgt
aaggaaacgy
aagtgggaac
taaagtegte
tgttggagtt
cacaacasga
cogagoogaa
atgobgttgn
aggetecaca
ctttaacoga
aacgoaagoe
gocatcacaa
tgtgtaacga
atgattgteoo
atacgatoga
Qogacacogos
tgocaaaatg
aoggoctgtt

atgogotate
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tgaaagtgog
gtoctaogac
togtotteoce
tgoggggoog
aatgtoacac
aaagotggaa
ogaacgtaga
acagacogga
agatatagoo
cgbgoaaaag
gaaacaactg
aaggggacta
gogoagaaag
acoggoggas
ctoctegttyg
ggataagtoo
ggtoaangoa
ggctogocaa
agactatoca
tgactctoca
tectgoagoa
aagoagatta
tgaagaacgg
cgaagoaact
googacgaca
agtotacast
aaaatgtoga
atatocatocog
tgeagoaata
tggtaatgat
ghoagacact

goctgoggaa

addcoCasac
agtotgegeg
gtttottegt
gtatcagcco
ctoagocaaa
cgtocagotac
gaaasackga
tgtcageotag
caggaggccg
ctggaagage
goggoooago
gtggoaccga

caattggogg

coggbtoata
acgogaaatt
aaaattttgt
gettegtegg
cagagogogt
acgoaasgoa
gaggatacaa
gotttggoeg
gatgatgtiyg
cgaaccckteoo
ceagtcacgg

daaaaacggyg

totacotgty
aaaaatcaga
gogttgotag
gtgaagocag
toogattegt
gactaggagg

caagoagaga
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accccactac
atotakooga
caacgactac
aagckocotoo
aatacatgoa
taggkgooaa
attagktcat
agtcggaggy
agobggoaga
acattetage
aaggkgooaa
gegaaggtay
acgoggoogs
QRgaccagan
tgcatggate
togctggttt
tacatecagot
Caaaacaaca
asocoaatts
acocgtaaggoe
agtokgagaa
atgecaccta
gtogtctoaa
Qagogooac
gaccteggac
attakaatan
taccgegggt
ctoacgoaga
toacaactgt
toggatctga
gotogggaga

atgaatattt

agogaacgta
acacagtoca
ggtaacatog
ctogoctotg
agaactagag
ggogacgaca
cacgoaaotyg
aaaatocaace
trbegaogbgs
caatotgttg
goataacoog
taaaggoacg

ogoggcacaa

acaatttggt
cactttggga
ggogatogga
aegtaattaag
agaggacott
gokgotgook
tatatcacta
accagacgoa
cocogacatg
acgcogaaaa
gCagoacca
ggtggaatac
trggtggget
agatattage
cgaaaatggeo
gheggetact
cttgtoagac
aataggtatyg

tggggtggaa

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
L&80
1740
LEng
1Ba0
1920
1980
£040
2100
£1a0
22210
2280
£340
2400
24460
2520
2580
2640
2700
£7a0
ZB20
ZB880
2940

3000



tacaaggggc
gogtoegacet
aaatggatga
coatttocat
gocaagoact
gggttgaato
ttgacaaagg
ttoatogacg
210>
<211l=>

w@ldw
<213
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atgotogtoyg

caaaacocto
tteoattttge
cgtgaggagg
CAaaCAgIAA]

caacacacgg

aatatggaadg
coogaaaaag
ttgoaagtea
cotgtoacag
gaagcggtog
CasaqICaAga
actgctagat
totgagacga
cogtcaacta
aaagotgtgg
accogbgteg
agaaaaccag
coogacacgo

gogacghoga

2347

caaaattgaa
gtecttgoaa
tgttgeoatgt
ggtgccgoas
gtgagatctyg
agoacogatt
tgtcaaatag

tttogoaaat

aattcaaaaa
agaRgIoaga
atctogagga
gatocgataga
aagbggasga
cacaaaccaa
gtocacogas
aacgogaaga
aagkttogatt
cocoogtoog
aagctaaacy
ttacgactag
tgcatggagy
agaegogtaa
tocaaaacogt
ctttggooga
cattgggagt
cggogotgos
tEgoggoaay

aaatttogog
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agacagtgaa
goatcaateg
tegggattgt
agtoaagoat
ctocaccgacc
catgoaztak
tgegoogaaa

gctgtaa

Cyclotella orypbica

actogaacgt
ACCALAGGTA
tacaatacgo
ccaagttgtt
Jgafsgagaig
caccgoocage
apagttoaca
atctgtccaa
JACOAARCAA
agotggogea
aagggctcag
teaatatgght
tgttottggt
tatactatac
atcgggagct
ggaagaacga
tgoogogaaa
cacgttgaat
JgCacgagos

acccaatcaa

gotgotogge
atcasacatc
coaggaacta
EEgthgtata
aagotcaaco
agggagoggo

aatactocag

caacttctog
agaagtgaan
caggttgaag
catggtgcott
aaatcatcog
aatoctcaaca
googoogasg
cgactogaag
ctagaogoaa
goaaatacag
gaggaggaat
aaacocattg
togaatgooe
gogooggtag
catoocoggos
agacgottga
coatotocag
goatcagcat
gtggoattag

caattoocoga
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tactgattot
gtgaaacotyg
catcttogtt
atorbgtoto
aaaatatgat
tgatoggoag

ctoaggogoa

gggcacctat
goagggasas
agggatgtgs
cgggaktcact
atgegboact
atctcaataa
aagocotata
aacacatact
asasAggtga
togeaggogy
tgttgaagaa
gtggggogoy
ctgotgoagy
agootggata
taattggaaa
aaaatcttga
ctgeatoage
tgcoccaaagoa
aggotgooag

cocaggtoatt

catggggoakt
cagaaatacg
tgatgtotgo
gegtogagat
ccbgttaaag
tggaaaggoyg

goacaaaact

ccatcagcaa
gttgoacgge
tttggaaaag
ggcgaataac
teaacaasoc
aaccacgagt
ckocootacog
cgocaacocta
gacacgtaak
gaccataget
acaactgcaa
atettogttyg
tgcaagtgga
ghotoazgtt
agatgocace
agagaatgoco
attggatocc
gocoggaaggt
cagoggaggs

goagoaacat

30&0
3120
3Ls0
3240
3300
33&0
3420
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&0
120
1B0
240
300
360
420
480
540
600
a6l
T210
T80
B40
200
60

1020
1080
1140

1200



catgtgaaga
gogacgatig
gtgocttatc
gogoocaatt
gaagoacggt
tatttacatyg
ctgtetetbgt
gtogttaceoo
acotaggect
tgtgoggttt
anaagtcacyg
coctgoaaatyg
cagagttcott
gttgoacaac
ctotocagatt
tacgacgaga
cgogaagaac
gasgaccaag
caccgatcag
agagattgeot
acaaaacaco
tcaatatget
tatagoogga
cgtoatcaaa
gtocttaacaa
accaaacctt
aatgoctagga
cacottgatt
<210> 38

<21l=

213>
<Z213>

ADN
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aaggcocotoo
ctgetooccag
attotgtooc
toaacgacaa
ggagg-agcy
atgobggaga
agbtoegoaansa
ctaatgotoo
QQogaccoas
gtaatgagac
attgtoooaa
aaatcgacta
ctghbgtoggo
cagtecaata
cogaagtoag
goagogaaga
ggTtagagaa
cgaggaggtt
caapacatag
goggtctatt
ttetetatoa
gtoocggaaaa
agartretgt
tggogatage
gotoctcagat
togetactge
ggggctotta

aggaagttgt
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tgkgatggct
agectooteat
gaccoctooe
atctotoack
taaacgacgg
gtatoatata
geatttgeaa
agogooctoog
aaagaatogga
atacatatca
stgoggoasa
tecatectget
ttoggogaat
cabgoocaag
ttbgacagac
BgRAGACAcd
ggaagagttt
gtkggtactg
caacgtatge
atcocaaocggt
ccktgtoact
ocobttogtoa
agagogagodg
aaaagoaaaa
tocbgactgoa
atcgacocat

cgttocaagat

EEbatag

Ectocarpus silicosis

gotoocagotg
atcaatecagt
atgacggcaa
coogageaan
agagaacggc
gttoocktag
gasacacago
cotocagtaa
gettasggge
acttgtgaat
cogoaaatea
ctattgagte
goaagoaaco
cogocogoto
gagagtgatg
agttacgaca
ggatttgact
atogaacacg
catagoacaa
gatgtgtgoo
tgoacaaaga
aatctocatbgyg
aaggatgtag
gotgocgoge
cottocaacta
gttgoaacte

gotacgatag
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cgacgatggo
ataccaagaos
aatocgaagaa
gattogagtt
gacgcaaacyg
aogtocaaca
aggaacgagt
acactcogoo
ctogaacaght
tocaaccottyg
cazagottga
aagaagataa
ctgoagtage
acatgaagaa
gogaaggtgg
atgacatgga
acaagggaga
aotocatttg
aatacatgat
cattoocottg
aggqacgacog
atttggtigy
aggotgoaga
aatcatcaac
accataatta
atgetacaona

catogaacaa

tgctooaget
atcogoggec
accococacata
pogtttanag
tttggagaag
goaaooatot
tgcatooact
accaccagto
agagtatgto
grgggoacty
catttotaco
cgctaaacct
tgocoococacag
gaacttottyg
cggtggasag
ttocggtgacyg
ggtattgagt
coctggaaga
gettoatgte
gtgococgaaaa
cagoaaatgt
cttgaattoa
ogoggogaca
acaacogoat
cgagtegeag
accattagga

tacaggaccc

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1B&0
1920
1380
2040
2100
2160
22210
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2780
2820

2847



<400> 338
atggteatgyg

cgectgacgs
gatgotocoga
gtgtoaagac
gacgaatttg
ggoasggogy
cggacgatgy
ctggotokgo
tocagttoge
ctggtcggag
gaggogttcg
gtoococogaca
acgootgoaa
googgtageg
acgoggogag
gacgacaget
ggggtegogt
agotacgogg
atatgecaca
agtcacateg
gacgoggaad
thgtocgogy
toogacoagg
cacogohtoog
cgagactgeg
tgoatgbeca
gagcacaaga
acgottogot
=210
wFll>

213>
=F1 3>
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ccgegacgge
acatctggtg
cgaagggtgy

gagctggatot
cgaagoctgga
goacagacta
cadggatgog
tagaggagca
ggagotogte
CogEICgTEa
goagoggogy
Faggagogya
gtagcagtto
cgogogaegy
atcacgtgga
actogoootg
tttegocaga
agaocggtgta
agatgoaaat
cgtttotgac
cgagegatga
gaggaagoat
aogocaagot
ctaggctgge
acgggaagac
tactgoatoa
acaggggrtga

tegoggoogt

cula sp.
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cgacggogga
goajdcgaga
ogttgogttg
ackoatggac
ggtogtogtg
gaagotaggay
gFgacgogagy
catogogacg
ggtatcgage
gFyaggaggag
gagogtttct
ocggaggtate
ttocooctotog
gogaagagat
catgotgago
cggogatagt
Foooogggag
gggaaaccca
acctegoghyg
ggagaatgect
aaactoogge
gtoggucggc
gotggtactt
agaggtgtgc
caggaacgga
cctoatocag
toctgootago

teettattga

WTDZ2Z25

gtgtgogaga
gagoaggoge
ggcggtgtge
aagtacttog
gqegooggoag
aggotoogot
agogggogeg
tocattgoto
aguatgggeg
gagtggbogy
ctgggoctgg
tacgaccooo
cgoototgot
gttgoceggg
cagotogagg
ggoggoagoa
gtgaggtace
tggtggotgo
gacatettga
totgacggeg
gacgagbact
gacggcagog
atgtgoocacy
cgaagogtoa
gacocottgteo
tgtooggagt
caaacacogt
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tcaagatgga
gacagegote
aagocagooo
gagatcttaa
tgoaggagog
tottcacoan
accccatgta
cggagggyay
gtagagecgy
tgggoctgga
tgtogoooga
acgoctgote
gaggcagogy
gIgggaggon
Cggagggggt
goggaggogg
agtgogggys
togtgaggoa
atcccaccas
atggoagotyg
cgoyggacoga
ggctbggace
agoggoacty
agtttctgat
cgatgoogtg
cgacgggaty

caggtttogg

tgacagogge
gagegatgac
ocgactoggag
gttootatog
JIACFaAcaAgs
acacgtaogk
catgtacoag
gggaggggta
Sgoggaggag
gohgoacgac
cooggogtog
cgogogottg
ocggoggaaco
acacegteac
gttogoogog
tggoatgagc
gtgegoggcy
ggagtgocog
caacgtogag
catggactgg
goggoaagoy
taccoctggac
cooggagaakt
gohgoacttyg
gtgogageoct
caaggogoac

acgoctgaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
64l
T20
T80
B40
200
940

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
le20

1650
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atggaagaac

ctoaagaatyg
gtcoctoogaag
goggaacteg
cggaactitgo
trtattokgo
aaatcaacqgg
gtacagaago
aaacaacteg
grggtctogy
ggogggtoca
cacggacacy
ggaatggoga
gegeategac
gaagaaaaaa
gatgaceckan
toggtcaact
Cgaasaacgas
goaacagqoca
aatgaagkgt
totoccaagt
atocgaataceo
agtgatgkeo
tatagogacyg
cttgacttgg
caggeogagt
goggotogtc
toggaacatt
cotggaacaa
ctgototaco

cacttgaatyg

cgotggtggt
atggggtogt
cogotocact
agtacatgaot
aagogagega
ateotagaaga
agactacogy
tggaagaaca
Qgrogqragoa
aatogtocaa

gottgacaoa

gegtgggtac
ttggtagtga
tgttgttgea
tgatcgagag
caccacagan
cattgoctate
ttcttttgoa
goagbaagasa
ataactogac
gtoaaaaaac
atoccegeoott
ttgaacoana
tggacgacte
attoggacga
aggaaasaght
ttttaaattt
acgacgtgty
cgtoaacttt

atcttttata

cgagcatgaa
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gactgtgaaa
cagtoaogat
Ccaaagogaco
ckgtgaatto
gboggatagy
teogattoag
attggtcaag
catocctggoc
[=pepajuajalat FF. |
agaaacggat
aaaactacac
ocgtocacage
taaacatcaa
agquiasggac
aagaggogog
ogacgoatac
tgoogagoga
agatoogoan
acggmgacog
atgogattac
tcagattcac
gotagoacac
agacttgock
ggatttatca
ctococgaaatt
tggtgotgaa
gatgctacac
toggagtgta
tgacgtttgt
tegogaaaac

atcgottogt

cgagaaaaca
gaggoetactt
acctttogac
cagasackeq
Togagagagc
cagattoacy
ceatogaacy
aacttgttgco
CACAASOOqg
acttoocaat
ggaagaacat
aaacgggocy
atgagaagtt
gtoasggaca
dcaaacaaag
tttgotoaty
cgacgottgo
cagoaagocg
cgaastgbgg
aatcoctggt
cgaatogaca
goggacgaat
gtoaatteoga
gatgaagatyg
googattogg
tacgacggte
gottogacat
aagtggaktga
cocttteocct
cooaaaagtt

gaggctgaatc
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taaatgtatac
cgacgacggo
acctgaatet
asogacaatt
gaagagaaaa
aaggakgoga
Adffgatana
cggtocaaagt
ctgecatgon
ttggaaagoo
tgggocgogga
aagoocaaggt
cactgagtgeo
agagtogoas
acggtggtat
aoggoagaca
agagaaaacyg
atotbgoaaa
astacatgtg
gggogotgac
ttogtgocoe
ctgooggoge
Qaacaggaga
gactgctaag
agaatatgto
acaaatbtbte
gtocttgoag
tgttacatgt
ggtgtagaaa
gtoccatttg

actatagact

accogaacca
agattooccte
aaagtatttg
gttgggagct
gotacattoo
BACAgAAgTT
gUadgasgos
cagactaaca
ggtgogaggy
gttagagggc
agggagggca
tttatatget
ggogagttoo
goggoogoga
toctocaagt
ggacgaagac
acgocacaaa
BAJAAESA88]T
tgetettbge
goaggaagaa
cgocaatgec
agcagaacca
tgatatggas
tgatgogagh
toctgoogag
Sgacgoggai
acacaagtca
tegagactgo
ggcaaagoac
ckcacatgta

Jaaaaagoan

6l
120
180
2410
300
360
420
480
540
600
]
720
780
B40
300
ET

1020
1080
1140
1200
1260
1320
13840
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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caacagbgtg
cattoatoto
acgotagacyg
coctcaaact
ttgtatgaat
ggattgaaca

gaggacgaca

210>
211>
213>
=213>

40
584
ADN

<4 00> 40

atgoggogeg
cagtoggtoa
aaccogttat
gagatogaga
togacgotgt
ggocgegogy
cgoagogoge
gagotottog
gtetgegegy
acctgoggog
CagCagTIeyg
gogtegecge
gegteghogg
goegooghoge
coggtoogog
acgatgbogg
cggoggoggg
a1

1797
ADN

=F 10>
<Z1ll=
w212
«F13»

400> 41

taataggtgc
ogaasaagta
cgttbgtagt
ctacagooge
ttgtagatoa
attcacagtt

attogeoagta

aggeggogga
agtactactg
ggacgctego
togacgacat
cocatgoooa
aagoogooga
cogacgacga
aoccacqtgog
gegocaagtt
togagtiggty
acaagtgogt
coacggogte
aogogoogat
cgoococagte
cgtogoogto
agaacgtoga

gogacgooge
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aagtcagtca
caacgagtea
tggaacgaag
cgtogatcag
atgggaagat
gacggttggt

a

ggogaasgog
ctoogtgtge
gogocacagqo
chegotgeeg
gggcgacggc
CEACR0gag
cgogtogacy
gagotgoocs
agteatgete
oggogoggto
egbotgogag
gocggacgos
ggcogacgog
gacggaccgg
geggggoggc
gatggactte

gtga

coagggaaac
actoaggatg
gagocogacgyg
cocagctcatg
cocgaacato

cattgogaca

hurecdoccus andpageffacens

atggaacogo
gagcacgoct
tgooocoocagt
acggocgagqy
gogoggtoge
gtgotootkoo
atgtocccacg
ggoagocaco
cacgegogeg
aagggoctoo
gagoagbecy
atggacgtgy
cogaagIogg
gogttogagy
gogoogtogt
cegegbgact

Hannoghloropsis ogoeanica CCMEPLTT g9

catcogoags
aagkggacan
agattbogte
aagatgaagt
ctgocgotat

atgatgtatt

tgogbgogot
acgagacgac
goggocgogot
cgogogogos
cgoogoggoc
gogoogacga
cocagggogs
agtocgoggl
actgogacos
toteogogogt
aggegatgga
acgacgogtoe
agoogogogt
cgooocacgys
cgoggogoot
totgobiogs

[ 07 = 1® = Leg v L e
akgoagagac
atcgtoggta
gaaaacccaa
gaaagatgat

gataaagcag

ggogttagot
gLoggacgoy
ccagtacoog
cgacgacgag
ocgoggogete
goocgoggaag
ggogotocte
acaogogoge
agogooggge
cgtotgoggoe
egbggoogac
googoocagg
cggrtgoggoc
cgtgoogteg
cgoggacato

egacgagetyg

atgoctatgg toaccctote ccaggatgeoa actactacog cggeooggoag cabgatgeott
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1320
1980
20420
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2160
2220

2241
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180
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cocooctoctto
tectocacga
Fggogagaga
gaaatgoacy
caaatoogea
cacaaktagtg
accggasago
goggotatet
cgtgtaggee
ttooctoctooe
atottgooot
agoagoagag
attgtaatgg
coaactttgg
aagaaagggyg
gactogaggtyg
attaatggta
aacactaata
ggagggettt
ggcagoagcea
toagggagtge
cagcagoage
gggatggagao
gaggatggot
catgatttgt
attgtgttet

gogggagoge

catastgaca

gatggcggye

210> 42
«F11> 2031
=£l2* ADN

cotoecatooo
coaccaaate
atactggeoog
goaagggtty
cgoacgogoa
atatgotogy
gacgbgggot
coooggogtt
ttatgacgga
ccgtagtget
tacocacooag
FEITI-igya
gggatggagy
cgoegggtgac
gggacattga
gagacgoacy
gtaattgtge
agatgaacta
cagggtggas
agaacatggo
1 e g e e 1 L
aggtaccaac
tackgagagt
ttgoggogtt
tgctggaaga
cagbgaatgg
atgtgoatgo

atgatatooa

atgggttgtt
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tgottooget
teccasaggt
atggacttgt
geagasasteo
aaagtacttc
aatggaaggc
tgtotataat
goagacgttt
taaggaggayg
ggatocoogec
cactooageq
tggagagaca
gagogatcaa
accggagatg
ocgaattgeote
gaaggtggty
gactgtggec
agoggagook
gogoaagogt
tttgacggoa
acagaaaaag
goagoagoag
catggoggat
tgaccoocat
goctgooocac
agagtoggat
gecgooggLt
tkbgoatgeg

grtgttggag

accagogoct
acttecteca
gaagagcatyg
goaaagotaa
cagaaattgg
toacactttg
togtatttag
atgooggoga
gatgoageoaa
acgogtaate
atgggogtgo
acgggagagy
gatgcagagt
tacacacggt
attgatgoag
gatoaaggga
coggcagtgyg
gtgotgaaca
agogacacta
aatgeoghtegyg
cagoagoago
caggttocacg
agagggactg
catgtogageo
gacagcaaco
cttoattect
grggtggggg
taocgaogogt

gatttggatg
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cttttacogo
tgacteaget
tgebgttict
toaaganoag
caaaagooan
goggaaaacg
taggbtgooga
acttggggat
togagaaggy
tggacgocte
ancatanoag
AFFATTFCTT
cgtogttggy
gtggagtica
coggactoga
caAgqEAtELE
tgoggaaggy
tgacagggtt
gogaaggtag
cgggatgtgy
agcaacatga
goattcacgt
ttoacggtos
tgaaggagga
acgatgacgo
togcogagggy
ggagacagoa

attbtggaaga

guggaatoga

toococtoagog
tagagagaca
taaaggocta
aacggtagte
gaagaacggy
tgtoaaattt
ggocacetet
qgagggogag
actttategh
cgotooctgag
tagoagaggt
aagocgattog
ogagoocttg
ggaatggttt
ttggagaagt
gastgogast
ctgtggtage
ggctggggct
cagoagoasc
acaagggago
gotaccaacyg
gaaggaggaa
agtooatgag
goactoocac
cchggoocat
tgcaggaggyg
tcactatcat
ggaaggggog

gttttag
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180
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360
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720
T80
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<213>

=4 00> 42
atgtogbcte

gagggtgtgt
ctgttttbga
cagacgagga
aaggagoagy
getggaaage
agocoggocgy
caccogagac
gooogoagoa
agoggoggeg
aggggtocace
atgatgatgyg
ggtgegoacy
gatgtegagyg
ggoggoaceyg
ACHIIFHCTE
ctogagbggg
getgatggtg
agcagoagea
togtoeteaga
ttocoggbge
goaoactoot
gogggtctog
toocgoaccag
gacgtoetoca
cttococtoca
acgoataato
cocatttoog
acogactgty

gacggogges

aactccaggt
gocagooggy
gaggoctoga
coghogttoa
atagtggoan
ctogoeooge
agtoggaagy
acgacgatga
gogocacoac
goggoggogg
goggtgtgta
tgaggcaggc
gogoggagtt
gacacaacag
caggtacgty
coaaggooge
aggoogogga
taghbgggooy
acgacgogte
coacacggat
cgoaaacgga
ggtgoaccas
aggoggacga
gogogttttt
cgtocgogoy
acacgaacaa
aagaggacgt
acgoggoaat
ctgocgogag

actegetoga

ES 2682279 T3

Ectocarpus silicosis

agacgacggs
caacgaaaac
goktoaocgge
aattogoact
ghtoacacctqg
ctetgtgtea
gaggctocatg
coaagactac
gogoacooge
atocgagagasa
cogogagacyg
agaagaagog
tgatgaggag
caacaacaaa
Jagoaagogg
cgocattgoc
ggogaaggek
tgggtocggg
gctocggoaag
tagtootact
gogotoggac
gocooaggac
R L s
ccagoogoog
cagogaccac
ggtogacatyg
ttcoatagoe
ggccagogag
ctgogoaggo

catcacotag

goagocagoea
acagggoggt
aaggogtgga
catgoococaga
gacoaogoaa
cggaacttge
agocctgagga
gacacCaaca
cgacgoaggc
agagaagagy
gogotgggog
cotgogttta
gaggoggagqy
aacgtoggta
cggoaggoca
googooggoy
gocgagggag
acgaagegto
accatcaaga
teagtggegy
atggogatge
acatggatgy
ttoeggtggt
gtggagacct
cagoascaco
toococoggggg
aagoacogay
gtecagoogte
ggogoaagog

gooctotgge
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goagogataa
ggacttogga
agoagatoga
agtatttoca
cockoatgay
gaagcagoac
agogoogoaa
gogaggagag
guagcyicag
agyacgggga
cgacgacgac
cggtoggrog
aggagttgge
tttegtogte
asagocacay
Fogoggooga
aggyagggoga
aQoggagoga
gockcaagog
atgtcaacag
accacctaca
coggogoagy
tcatocgacga
ggagoggtto
ggaccgtogt
gogttttgac
goatgatgga
acgtogagyge
ogagogoogy

togaccasoa

cttggacaac
cgagoacogg
cacootoate
gaagcotghtoo
cacoatggac
aatggogaac
togtggoogo
ctacgactac
cagoggoagc
aggtggtggc
gacgacgatyg
cggoaacagk
agagagogtyg
gctooctgoac
gocttaooog
cgooogogog
ggaggotgek
gagogttage
cacgggoggg
ctbtoatghteg
goagoagttyg
gobggacatg
gogttogott
cgacacgace
accogagoat
tagocgacaac
gocaatagkbe
cgacagogos
cggogaaggc

goaggaggoc
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cacgaggocy togogtogos coctgatgtac

gggagogocg gogqIoggaay COgoUOgaod

ctogacgagy aggaggtoct goggttottg

gocgoegoeg cogocggggy cgacgoggat

<2 10>
w21l
w213
213>

43

<400> 43
atgaaagteg

gocooogeta
coccaaatoga
gotgttgoto
ttgttettge
aaatcacgaa
aaggoacgos
toocatoactt
acaggaacaa
aaagogoatt
coogaottkag
gtotttacgg
accocagktto
cogattactt
actggagtoo
tggtacgoca
ttagcagata
tgttoatkteg
actagogbga
coctotokct
gtaaacgtog

accottoagy

acaactgoog

210> 44

1362

ADN
Havicula ap. WT0O229%

aggcaactca
cagttctota
AAANTARAII
atttggoton
aaggoctoga
cagtggtgoa
agaatggaga
cgagcacgac
agogoaaggt

tgoctgaaat

agtactatgt
aaggaaatot
cgattgoota
tgccctette
aggagttgte
agggagoaga
cgggbgatot
gtggccaagy
gttegettac
ttgaaggtaa
aoakoggasa
tgtttgatag
asagtagoga

toaacacgog
teattotggt
aggocaacoyg
goggggagaak
acagoacggyg
gaktcogaaco
ggaaggtgat
tgcaacaget
gatacaatac
cggagatgca
cacgocaagk
atctggoece
tgatgatgtyg
gaatagtaat
aatttaccca
tgbggatgoc
tgacgaagaa
cgagcaccat
toacgtogac
toctgatgta
cgootaactt
cococatggaa

caacotggoc

ggoctoggoe
gggoteggog
goctgogogy

gagaacgatt

tegggggcty
coageggegt
gogataacga
acaggtoggt
aaaggatgga
catgotcaaa
attacaakbgg
gogotgacaa
attgtageat
aagaagagte
cagtagtect
gttotegaag
aatgaggtag
goattateat
togtggactyg
ctactggatyg
taccaacocgo
gagatgggaa
coaaatabgg
gtagaagcgg
cttatogoga
gagcaagagt

gtottaagtt
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tgtoogotos
ggagoctgta
aggagaacag

tgotagtotg

atoattetto
ctaatgeoata
ttgotgotge
ggactgotga
aaaagatogo
aatacttoeca
aagggogogg
acaageogrog
QAgogCaacy
cggttgttoo
aagtaagoga
actetbbgtt
cacgocaggo
ctgttecagy
acgogaaaga
tatoggacaa
agtcaaatga
tatccaatgt
toteggtigt
agctaactgt
caagogataoa
toghgtotac

ag

ogooaacaco
tobgoottoo
caggoaggos

a

aacgotggac
gaataatgeoa
cocctagocaa
agaacatogo
ttctotgata
gaagttggca
aggaactget
togocatate
JCARAgIAAA]T
agyggttgca
tggttoogac
caggbttityg
Jggogogaac
aagetoegect
tocococottet
toktgattag
catocgacact
gcacaacaac
coctecteta
agggaaagat
Laatgoggag

cttactggaa

LB&D
15920
1980

2031
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120
180
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300
360
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B&0
720
780
B40
200
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1020
1080
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<21l>
212>
213>

<400> 44
atgaccacgyg

acaaagacas
gtocaattet
aacaggacta
gtgtotacgg
atggoaacgg
accgoggag
aaaatogogt
tactttoaga
gotogoggty
cgtogocaga
COgoaagyca
cocgeoooctac
atggocasas
coggocctag
CEoasangaadg
agototatte
ctttacccct
attgacgeat
aacgagboat
acotttoaca
tototgocac
atattocgatg
tecaacagta
ctacaagtat
gacaogattyg
=210
=211>

F13>
<213

45

1530

ADN
Phaeodactylum tricornutum

4502
ADN

Phasodactylum tricornutum

ogocactoac
toaskagoas
ctggacgaga
acactasatt
cteactoogt
ocgtooggato
aacaccgott
cgotoatoaa

asttggooas

gogtggotte
caaccggaac
agaaacttge
caacggtogao
agggoacoga
aagattcatt
tagotogtoa
caacggtogy
ogtggacaga
tgotegatat
atgtaccacc
ggtactooga
atgbegatte
gagoococooga
atteteactt
ttgacagtoo

atgttacaga
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tgcoagotcaa
goctotaghg
oggtaattoe
toctgogttg
cacgtogaaa
agocoagtoaa
ghtettacag
gtegogaaco
ggotogooaa
cattacctec
aaaacgoaag
cgCogoaaag
cocogoacto
agkgaaggaa
atbcogette
agceggtgoc
tgcaggagaa
cktcasaagag
ggaggattcg

cgtogtggac

tokgggacat
caacgoaaat
ctocgggagag
ggcggatgaa
tttggaggag

agototagoa

tottoctecct
gattatorea
toaaacagtyg
toogaaghgt
tocaaacaga
ggotogoacyg
gogttggaac
gtogtacaga
aatggggaag
gtotogacaa
gocattoaat
acgaatocta
gogoattaca
gaataogkot
ttaaccoeoge
aacaacattt
atoctogoeoca
ccaccttott
ttggactggt
acagcaabgg
LoRaBgggan

gtggaatcog

catcttgaga
ategacgaca
aacgacttog

gogagotaa
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tgactattgo
aoaatacagt
agaccaacaa
agoatogacg
attetactes
gogaaaacac
agcatggoaa
ttoggacgeoa
aaggogatot
ctgetgtttt
cogtogtgge
ctogacacoa
ctotooccoag
QgoCCAdOas
ttoceggtate
atokcocaoan
egggaghite
ggtacagoaa
tggacgacas
cogobococaga
ttoacagtan
ttgbgoogoo
coacggaagg
gtgaaggoat

tatocggooat

caatacgacyg
tocagagaca
aagoaacage
ckoggoatog
accggtagac
gggacgotgg
gagatggaag
cgoocagaag
ogooatggas
accoaagoga
ttoogoocag
tecettgoog
tactgogatg
tokttoagga
ggaaccacoyg
bl ETaET-Talalal)
ggatttogatyg
gggcgoogac
gagogatttg
accgoacacy
cagtgtgacg
acttoocotec
gatggtacct
acacgaacac

ccbogaagaa
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<400 45
atgaccacgg

Acaadgacaa
gtocaatcot
aacaggacta
grgtoctacgy
atggoaacgg
accglggaag
aaaatogogt
tacttbeaga
ggtogeggty
cgtogocaga
cggcaaggca
cogococktac
atggocaaaa
coggocckag
ctoaacgaag
agoctotatto
ctttacocct
attgacgeoat
aacgagtbcat
acctitteaca
tototgecac
atattogatg
caagcatogyg
accatgggca
gagtototac
catgatccaa
goooacakca
gatctogggt
gtgattgoot

aacgooodas

cgoogotoac
tcaatagoaa
ctggacgaga
coacktaaatt
ctcacteogt
agtocoggata
aacacoegott
cgctcatcaa
aattggooasa
gogbggotte
Caacoggasan
agaaacttge
caacggroge
agggoacege
aagattocatt
tagoctogtoa
caacggtggg
agtggacaga
tgetegatat
atgtaccacao
gutactooga
atgtogatte
gagoooooga
atctoctogoa
cgatagtatco
agttoctact
cactcocttga
caatgooaan
tggacacgga
agggoggoga

atgoocgacac
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tgoagotocaa
gectetogty
oggtaattoo
tgotgogttg
cacgtogaaa
agooagtoaa
ghtettacag
gtogogaaco
ggetogocaa
cattacctec
BARACGOAA]T
cgoogoaaag
ococogoacto
agbgaaggaa
attocogotto
agooggtgoo
tgoaggagaa
cbcaaaagag
gggggatteg
cgtogtggac
tebgggacat
caacgoaaat
ctogggagag
caaacacacg
tacagtgggt
gtettggaac
cggaattgac
gacoaattog
cgaagatcac
OgRAGYOACA

gUygTocacdg

tottotecct
gattaotetta
toaaacagtg
toogaagkgo
tocaaacaga
ggotogoacg
gggttggaac
gtogtacaga
aatggggaag
gtotogacaa
gooattcaat
acgaatccta
gogoattaca
gaatteghbet
ttaacccocgg
aacoogektt
atctogooca
coaootbott
ttggactggt
acagoaakbgg
toasagggac
gtggaatcog
catottgaga
cactoghbtta
cggagogoag
gagggaccaa
agtaacgaga
coaghogaaa
cogoghbogtt
ctggtaocgot

cgacoctbgg
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tgactatagso
ccaatactgt
agaccaacaa
agoakcgacy
attctactoo
gogaAAAnan
ageatggcaa
ttoggacgoa
aaggogatogt
ctgeobgtttt
coghbogtgoa
ctogacacca
ctotoocooag
1= paatat Talal. 1.1
ttocoggtato
atokooooan
cgggagttte
ggtacagoas
tggacgacas
cogobocaga
tteacagtac
ttgbgoogos
aoacgyaagy
cggoctgtoo
agacagattt
QacgICaaac
atattctoga
googaaogtt
tgttgogtgt
tacobEtogh

cegbgogtog

caatacgacg
tecagagaca
aagcaacago
ctoggoattg
accggtagac
gggacgotggy
gggatogaayg
ocgoocagaaq
cgocatggas
acccaagoga
ttocogoocag
tooccttgeoog
tactgogatg
tetttoagga
ggaaccaccg
OgRCAEaCCE
agatttgatyg
gogogaogac
gogggatttg
accgoacacg
sagtgtgacy
acttoocteo
getgaaagoc
gottogacte
tttogtoaceo
goggeggate
cacgacagktc
gtogtagacy
gogggacgac
cRCAacgage

ctttgatgaa
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E60
720
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B40
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1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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gacgocatac
agoggtgoca
aaggggctog
aacaacaact
gecttbgbes
cotgtacggo
ggattggocg
aaccacaacg
goacacgacyg
ctotactoac
acactotgga
gaaatgeteg
agcatactet
tgogaactoa
attgaagcocca
agtggacgog
aacaacgaca
ctocagacgg
gaaogtotog
attgoetecgyg
toagaogatt
gatgactttt
goggaggacyg
acctoaccaa
aatgatctag
ctoagcacga
tottocacat
acgtttcktteo
teggcattte
ggggaagacyg
gacgacgata

cgoaagggte

gtgocogroge
otoktttota
totoccegaca
cocaccagaa
cacagcaacog
aactoctott
ttgtttooas
agaacgtcaa
astooggoat
tegecatgga
aactactgeoa
gtgeegatgo
ttttgocogy
tacagtooaa
ttgtogocat
acggacgagt
acaatccaas
attoogoooo
anatggtgac
cotgbocaac
cogbgoggga
cttegaacaa
acaacgatga
cguacaagog
acgacgacte
gacattooga
cgottgaatt
gaggacaggo
gteggecagt
goggaatatt
tggacggott

cttogaacaa
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agbcteggac
cogttaogag
cggatttgte
accctoggoa
tecoggggaa
totoocoogac
agatacagac
cocaccacaac
acgoggacto
agggegtete
cogogagaca
cbgggatega
agaaacctac
taccggggoc
ggococooggoa
ocgbooctotgg
cgacaatggt
aactocatttg
cgoogacgga
cactgoagtyg
EECELEL T
accttocaca
ogatacgote
cgectocaat
catoggtgac
ttogatacag
Jactogoogo
cggcatcaac
ttesttoace
Ccgocacogac
gasogtgtog

acogaccggy

gacggaacco
ttggatggac
acgoacgaca
gacttgtkttg
gtogteogte
togoatttoo
agoggoattg
gtcaaatace
gooatotgga
tgtocactggyg
gtacogaccg
tocaccates
grtacaggogo
accaatacta
coccaacccto
aaactacagt
gacgggoaca
ttgtggacac
cactggacta
acccaagaga
gaacatgacy
Cacoasasaga
gatacggoct
cttaacageca
gatgacgact
tggootgaac
tttttgbget
cgoagoacga
gataatatgg
ttggocggaag

gotgotaceoa

togagoakbtt
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gogtbgoogt
aagtagtaga
gtgacgacaa
gatogoagoo
acggaccoegt
togocattgo
gtogtggoag
tocacoggga
sagcaaagga
atgtetotge
ttaccaagoo
cogtogoooa
gtogotacey
aagacaaagt
gagatcogta
actckcatca
ttgtetitoa
tggaccaaco
atotggtagg
toteoooctoce
Qagactogga
atocogtitgt
cgoghggaaa
gogebotoga
cottocacaa
QRCaACOaga
ggaatcacat
togacattoa
getteattot
acgaggatat
aggoogoogt

actttocatog

ocggaacggat
ogoacatgga
caacaacaac
ogacgoocto
ctttgacget
cacggaagoo
tobggacact
agococaaacy
ctgtogtata
tecocacteoce
cgacctgggo
tteoccacgaa
caaccacaco
acagggacac
cocbegtcace
cgacaacaac
aapacaaate
gacgcaaacg
acgogadcag
acaccgocaa
ogacagagtt
ggacgacgay
actggagacyg
agascacoan
cattocogact
ckktggtock
tgggtoogtt
ctttacggac
ggggtocstyg
Lgatgaggag
caaaogttag

ctbogaaacyg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
£580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
31e0
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780



tteggatoet
gogtgtgegt
ttttottogg
gotggacggy
acacaaaaac
coagtgtoat
tetotgetag
gatgoggagyg
ttacgtaaat
tgogtocoge
gototoggot
gagottgogg
cgggaaggcg
gtogacaagy
gotttggatt
ggogacoggo
gatocogggat
cooogoatot

gtocgaages

210>
211>
313>
=313

46

ADN
<400> 46

atgtoaacaa
goocaacgaga
acgacgacgg
agogagggay
agagtggtga
gotactggee
ttttogttct
agoagogoca

aagattgact

2576

tacgogacaa
coggbgaagy
goggoaatoa
gaoggttogt
toggatactt
gtattagogg
afatggatto
gacocgacgga
QOO Acoa
tcaagggtgy
tteogeottan
tgogogoogs
acgaggacga
tcacgotaas
tggtggagog
agogoaaact
ogoaccaago
atocagatta

gtetoeghgog

cactctooga
acggcagogy
agggatoatt
actacacact
cgaaggaatc
coasagoott
ctgoctocooga
gtogotgtog

tttoggtgeo
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ggattggtac
atgggoogos
aggagaggtg
cgoggtogta
ggbgttggat
tgoatogackt
ggatggtatyg
aaaacactgg
ttecttotgg
gatgaagcat
ackggooogg
gattgogota
ocgaggacttt
aabtgtttgea
ttbgoatttg
tgtogatttg
cgagtttacy
ggctggggoa

tegoaaacca

Fhasodactylum tricormutum

agbtoaattt
tgacgagaag
agoagoggadg
cggogoocte
tocbooctoggo
stoogtocct
gaccacctto
OJRACASgaA

ttgtectttyg

ttgacgotoo
gtegtascga
ctttggotga
tatoacgaas
gogatggoga
ctttoatgot
ctgtcaatgt
gaatggatgco
coggtoacag
cotgatgogyg
ggtootttga
gggcagaaaa
gaaaaagaat
goaatogegg
gaaaagagct
atogaagagg
accaaagogyg
aaaogoagto

acgtttgeet

cacttocaag
ataatatcaa
gaaggagoaa
ctgaccagca
aacaacaaca
tetoocetog
cagtoggococo
gtogetocaag

aactogbttc
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cagatgggga
gtogeoogttt
acggccacoo
gtacacogtt
atcgogtagt
taogagt boag
togttbgege
caatgotgga
tttatgacog
tgogoogtoo
coaagacgaa
aggcaattca
accgttocot
aagocggtaa
acgacttggo
coaaggatag
aatccocogaa
ttgacgatga

ad

aaacqacaac
cggocagoaac
tacagkotaa
Feggoggtgc
acggcagoga
atcacaacga
cgctcaacag
agttbgotaga

atcaagtoga

gogggotttg
cbbgoggete
cgkcacocatg
accagatgga
tgocaagIay
caatgatgga
atecatoottyg
cacggtgggg
aaagttogtyg
cgbocacggoc
cacgttggaa
cgagattage
ttoggoocaa
attggagege
catgacgatt
cRAgtttgga
ctatcaacge

ggacgaggac

Adacagoagoa
gacgacgacy
tagaaagatt
cheoogtotoe
acaaacoacc
cgggguatog
cggtggtagt
cgagatagoa

ttacagtact

3e40
3900
3960
AD20
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4880

48902

&0
120
180
240
300
360
420
480

540



dccasacgacy
tocaacaaca
tottcatcag
ttactotacyg
gatggtgcta
goagtgtoca
actttagagyg
aaaacacaaa
coaatogoaa
goaccatooo
tacceacaca
tooggoaaca
tggacagcag
aaaaagattg
aagtacttto
ggtagtggty
aataccatga
gogaatacgy
tecttggaga
ggagtttoca
tigaagegte
attggatcag
googaggota
cocaatocac
gotgoggoty
actoatggtt
goaccaggag
goagacaaca
caaaacccaa
aataotootao

getttagatt

gaaagacaanc
acaacgoagt
ctocaattac
atgoetottt
catcocatigt
aggoagoagt
aggacggtag
agtcaaggac
ggcactogge
cattgggaac
ascBAggaga
cogtatooac
aagaacatog
caggtettat
aaaagttago
agggggagga
atagtagtgy
tgacgatgog
eggattetgt
caagcagtgg
gtaccaatgs
tggtgaggay
ggogoaatgg
toccagooat
ttgotgggac
ctitgocooat
ctocactoto
aggkcaagat
gocococacggyg
agtggtatasa

ggcttacgga
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tococggtagaa
agtatocagoe
aatcaacgakt
CAAtACAcCA
ttecaacgggt
bgkbgoasgk
tagtattaght
caagtotaag
aactacgaat
aacagooags
gotagacgas
cctoaacooo
toctottocte
taaatoacgt
gaaggctogk
tagtooggag
gggaggaaaa
tactgtgaak
gagtatggee
gggagcttot
caagtoagoc
tgcagtgagyg
aggtgotaca
ttoccaacatt
gaagaaggga
ggctgotitg
ccatocotbeg
gocogtagek
tgtgacogag
cgaagayggt

tacgggogac

gaagagacac
tacaactete
cocactoattt
CAAgagTaaa
ctttoggtte
aatagtgotyg
attgoccaaga
caacoaacag
actacaabgg
acaatgboca
coogaaacan
dacaccaacy
caagggttgg
actgtggttea
goocggggatg
ttgggtoctao
goaggagqggy
caacageato
goeggeagoty
togaggaata
goaggIgaag
gaggggagyga
gotgaogacas
ttggateocgt
cggggaagac
gaggatgoag
goatogtcac
cacgotoact
atgaccttic
gacattgaca

atcaaggaga
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toctacctteoo
ccatecooos
cattaagate
agaccagttg
aagttcoggt
thgbbgtaan
Agadaangany
caacgtoggg
ategacacaa
toteocattco
agtockaata
coghbocgaaaa
aacaacacgy
agatteogtaas
ggagtggtat
aagcagoagt
ggttgeagat
atggaaataa
gtoagatiga
coaccacoac
gagggacgas
atgtcaagog
gtggaggaga
atgbocecoate
agcagattgt
tgtttegtet
aaccaatoag
agokoocaana
cttegtggyt
atotcotoga

agtatccacs

toctgaagat
actettttea
ttccagtoca
ggotgotgtt
agaagtagoc
tocaccaack
taaggotooo
agttgtagca
cabgggatet
craccacacs
aggototoos
caccggoogh
gaaaggatgg
teatgotoaa
teocaatgatt
ggcggtgagt
gttgootoct
agrtazaatyg
cattgoghag
ttocogoggga
acgtogtgee
ccaaaagatt
tggaggogtyg
gytggcatog
goagacggog
cctaacacca
tgatocooott
goaggoagek
ggatcocaac
Cgasgoggag

agoggtiget

600

B&0

720

T80

B40
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240
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15440
1560
1620
1680
1740
1E00
LB&D
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



gocactoaag
tattottaco
accgoogtoa
totgotgact
ttgocagoegt
toggogactyg
gacggaaato
goegotattgyg
cacatoggga
ggagagectt
=210>
“211>

<21E>
<21 3=
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atgasgoocga

ctggagctgo
gtgoagatoo
gYTFagoacy
gggaggagaa
coctacghogg
acaatacagg
gtoggcgggyg
gecgggcacy
atggoggogg
gacctgotca
gtcacgtogg
geegtbgeeg
cagoctttgo
gogacgacga
teggocagoy
gogtgocego

tocggotige

1227

ctgoogtggo
aogtbgacas
aaatggaaga
cgotgtoott
tecttaacga
aagcagtgga
toatgogttt
acaactotgg
gtotgtoagy

togaggatga

agaacacgoy
acggcaaggy
ggaccocanga
FIFACTLHIc
gaatggaaga
coggggoagy
acctggagog
gogeggoetgy
caacgtogto
cagoggoggt
cogaggotga
tgteggoggot
gtgeccacgs
tcaagaaggt
tgaacacota
ctgoogogat
agootgooga

agggctogga
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gaatgatooc
ctcaggtgoc
tcacaccatg
cthggttgat
tgactooooe
gkotoatact
cocogateta
goagagoact
gattggattg

teacettgat

Ectocarpus siliculosus

gogatggacyg
ttggaagaag
goagaagtac
gatggactog
cckgotgagg
ggoggtggag
gocaccagot
actegooggg
Fgcaggagsyg
acktootoog
ggggotagac
taaccoggoo
cggegtogos
coggtocacoe
ctogacagot
gacgoogtog
acctooaaco

tgcogaggag

toctgattatyg
aocactocat
gttoacgato
cotococogagg
CaAgeacggyog
tttgaaaaca
gacatgagag
ttgtegttte
agtggogttg

gattga

tacgacgage
atcgogbogo
ttoocagaaga
aaggggcacy
gogtaogacgg
acegggetet
goggogggac
AACYYCIITT
togoogacaa
gactggbaca
tggotggoog
googoogocg
agggtegegt
accg‘t.gqar_'.t
gocgotgoca
tottggtegt
gotggagtgg

ggguacctit
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agoocaacaco
cactggoata
ctaccggaat
agggagttac
toegectocat
aaattaacac
aogaacagya
ccaagttgaa

gtgttagtag

acaggctott
tcatcaagac
togocaaggo
ggtctogaag
cagtggooaa
acogottoot
aggggggcac
attegotioa
cgacaacgyo
gagoaggoag
acagogggayd
cogootoooo
cgtegtogga
cgtoggoooo
tgggoggoat
tgoogoogos
atgtggacga

cgggottgta

ogtcaataac
tgkegateoc
gatgoatcoa
ctecagotgaa
geecttttet
tgoogtttot
atktgtotog
ttcagagttyg

cgatgootey

ectgogugwg
gaggacggtg
CARQOAgAAC
aaaaagoaga
ttoootgoag
gheccogata
agcaggoggg
gheccagetg
gIgagoggoa
togogtagac
tgcggtggoc
ogoocoogos
getgtogage
gcbggoocacg
cgegoggecc
coggooggtg
gobgacaoog

ggacctogasa

2450
2520
2580
2640
2700
2760
2B20
2BE0
2940

29786
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120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
500
960

1020

1080
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agoctocatgy aggaccaaga gotococoggge totcagoogt ttggaccagt gtogacoget

googaagkgyg coggogoggy oggtgatgge atggacgacg goatggttga cogaagacgeoa

ttogtcaacy cgotbctaga ogoctag

210>
311>
<Z212=>
=213

48
5414

ADN

=220
<333
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cazagbobtt

gogaaccate
gogttgetge
chogtettte
caagatactt
toggaaccgo
tggacggact
agocttotta
ggacatecate
gotgaagaag
ctgtgocaag
aggagoygogy
gtacacgaga
tottttggea
gtgtgtactt
gategectkeg
gyacaacagt
tgogtatbte
cococctacact
gtooctocooo
cagooacgat
cCCagoacaag
casabtoagta

atatgoogot

Secuencia artificial

atotoggtaa
toggatgtogt
acagtatatt
tatcagtgta
gatcgaggte
aasacogtaa
gotttgatct
agtcaaggga
aagqoagoaac
ggtatatagt
cascctoogt
gagcgtotty
aogokctooa
agtgggoaca
gtggtcgtgt
totgoagtac
cacacacaca
tagtgegtgt
ttttgaacga
aagaacatto
ctoggoagaas
cagcagtacao
googgttooa

ggcgggctya

Construccion inactivada de LAR1

cgtoggogog
gacgtogoao
tcacagoact
casagaaago
gogatagaga
ttatgagggg
togtaaagog
gagtgoaggt
tteocgagoaa
gottttgtgg
cacaagotok
ttttgoateoo
gtacacagga
atctbgtget
ogbgtgaatt
gogeattgbt
caacacacac
gogggtgtot
Jaacgaggag
tggoooocogo
casagacgoa
agcaccaaca

acaagatoct

tocaagooogy

aggacaggtt
tettotegaa
toaccaacca
accotgbtie
cggccatotyg
agoazgbggt
coccattttto
gacgoggoga
caaggtoaag
ctatgtgoac
totoeastgo
atttoctbggg
gacotasttt
cgtgtacgaa
gocogtocto
toactitotte
agtgttttteo
caagggokca
tgotgogtct
aagottgtoo
acaccatcac
goaactgoag

toatttcaca

gacgoaaggo
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ghgoccaang
agtgetoggt
cgcotagaaaa
gtettbgaac
gytoccggytt
tateokcooog
goacgogott
ggctgtgagt
atagaaacag
cocatccaago
cattacttta
aagogaatca
gtoogattta
ggtgbtacag
tooccacctto
cttoggtoge
actgottttt
ggtgactgga
tcagacaaac
ctaaacaatt
catggootga
cacgcoccaty

toatoEatgy

ctgggoagoa

cckgoaggat
tteogtagte
atggtgtogo
ghgtatoatyg
cttgogocat
gogggottgt
tctacttgot
goaggggoto
asggogagoa
tttgotaaco
tttoooacas
ggaaccaaag
ggoaaaacto
tagtitoaga
taagaaacaa
gagactogac
cattgaatte
gottotocac
caagoaccat
acaataaacc
atcatocagea
ttotoggtog
atgaagttaa

tgotototac

1140
1200

1227

L)
120
180
240
300
360
420
480
540
a0d
aE0
720
7840
B40
00
9&0

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

la40



acocttgacyg
acaacaactyg
acgottocag
agctgagoga
tttogoaggy
actagcacta
tooacataag
ctoctottot
ggagacggty
tgtacagatt
tgottttota
gottaggaag
cttgoaagac
atgoogatte
cagtegttgeo
tattgotttt
goaaaacace
atooagoatyg
tecacoghbtg
cgattagtag
Coaggacaac
ghgttgacac
gagogogaac
tttogtocta
agoacgogaa
atcacaaaca
caagoottta
catagotatt
ctttacegygo
cggaacggea

aaacogoggo

coctoggott
ctgaaggatt
caggocactg
togacgaaag
gotgacgoat
asgggooagg
gageagoagt
toogtoctoca
atgagoacat
gaaggaaaca
atotocaact
goctcatcac
agocaccttt
acagoggoo
ctogoacaca
attacggoat
tgotoctggac
atgacggoog
tgagggocga
tacagacgag
ggagoagagy
gtgaacaagt
togoktgtaga
cogaatgtgt
ggaaggagaa
taggtacata
tooccaagagg
agogaggact
gtgaatgtat
gotgoggatg

attetbgtote
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ctottattge
coctoacage
cagcagoagqo
bggagttote
cgaaactgca
tggttagoca
cateottogtt
gogtgoacac
acggtooctt
atggagatat
gagacgaask
aagctggatc
taattoecte
agatagaggy
acctaggock
atcagatgas
gagcacgatg
ccattgaast
acgaggacan
cagatocgatg
gaggootgeo
ggcttgaaaa
gtoatoctag
ggegotocat
aaaagtggcco
atacaacaat
aatccacgcok
actoggtggc
atcatttcac
chbgooggasn

agbgogogsy

atogtoggtg
cgacatoaas
gggaacagga
tttgggetac
guatctogag
gottgeggeg
ceatacttet
aactoctoct
tacooactee

ctttggocagt

ttatagogea
ggttogaatt
aaaacackttt
gaggttagca
tocacottteo
atoatgacca
aaatctogag
aagaoaccta
tttegtgega
goatgoggeoa
gagtteogag
gaggaaggaa
ctacacakgy
goatettctyg
goaacgkttct
catggatococos
gatocgaacgt
cagtgoagea
cgyagggoca
totgaogbgo

atgtaggoag
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gtagaggocg
thgetectga
ggocgtgggcg
attgagogag
gtgoggatca
caasakaata
tocacctgot
ggatctooct
cgoegtogoag
tgaaaaccgt
atgtogotta
aagoaggoac
ctoaattoag
agaatgttge
atggaaaatt
ctasacatga
aaccogoogt
aotttattaot
aacaagoacdg
cggtckogog
gogeatttta
atgectgyyt
toocokbbgty
coctoccaaac
ottotecatat
cgggtacoga
gcaactgoga
atotogtoog
tgogoggage
atagbggooa

gtgetgotty

atgcaaagca
acgaattega
aggaggaggo
teotooaoga
agacaagtct
ackooaotas
ackocotete
tggcaaggga
cacgtgoagy
gttogaatca
tgactacoag
tgaagocaag
cocoggtaaat
gatoooteos
gagaagtgaa
agagotgoag
acttocagttyg
agoacagatt
AaCacgoaca
tectoggoga
ghocaaaatt
thtocoottoga
ggggaggcty
caccaacatyg
ttattgteto
gotogatgge
ccatocaacag
acggtoggat
togtggteoct
togggaacga

acttgoacec

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
25240
2580
2640
2700
2760
28240
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300



goggatcaag
gttgottoco
ctococtgoct
coctetteggt
agtatcagtyg
gggoocctoga
tasaocckgoo
atgacgatga
gaggggatgy
geggtaggaag
cacagohbgtt
aacaccaggo
goaggacgtt
togggoacct
aagaagagga
agaaaggaat
gatgagaaga
agaaatgkbgo
agtgaatgto
aaaagagkbga
cgattgggag
gotggegety
cacgtgtatyg
atgatttatt
coccacctate
Ettatacget
cagoggcage
aggaagagat
aacgggaaat
gggggaaaco
ctgagaagaa

gytcgatatyg

goaattgtoa
totggotang
cgoctooctos
ggcgacagtg
cogtgcttge
gogacaggag
tgocaacana
tgatgaggty
acatggacat
tagegtacta
gagtttgttg
tgtgtgtacy
agatggggag
ggtceggtgt
guagaaagty
gagggtogac
ggaggggaag
gtgtcttgat
cgagbgagtg
totaatgtoc
agtgaaagta
catgbgoaaa
agagagagga
tatttatate
tacatagoga
tgattogtgo
atcagogoga
caaagagggdy
atgacgaatg
ctogaagoaa
atacacaagt

AN WT A DR
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aagattooga
tetggoagag
tocacctoct
goagoagoag
gocgacacet
tgtcoocaagt
atggaatacc
gaggogyya
ttggaggasa
gaggaggacy
gagcatgogo
agbgocaaghk
gottgtggat
tacgaagoog
gaaaagaagyg
acctacagga
asgggaggga
gtgatatatt
astgtaogog
ctgoctgtec
graatgatgt
cgagoegeatyg
aatgagatag
gaaaatotat
tocgagtgacy
EEkegattek
gaacgatgaa
atgacgtatc
agoatgoacyg
gaagacgacyg
apcagatgta

Addadddsoa

Tgugcagooo
ttgacagoag
cctottette
atgtocagcaa
acacagebge
goaagaaggt
acooggoktt
Fovagagagy
gagaggagqod
aggaagoagt
ggacatgocoo
atcteoatgtt
totegtggtg
agaagtgtca
tgatgatgag
gottgacgag
catatetgta
taaatgtctyg
cttagtabata
atcagtctga
atgasaccas
attaatogaa
agagagggag
tgooogecca
aataaataag
atatgoeoatt
goectgtektt
aggacaagta
tggoactoat
acaagaacga
gttocatagg

ataagattca

150

acagoggttyg
cagttgtgat
tttcteotteoe
goctotoott

ctacteccte

tcaagttooa
gotogoggag
gatgatgatyg
agagacgagt
gttgagocat
gggcaatcat
goatgbgagdg
caggocttgo
gatobgotgt
tgtggaggag
cttgagctga
toggeogoatyg
agtgagtgaa
toggtaggta
tgacaactga
aoaggagtga
cgagbacatg
agagaatgag
totabgattt
goatctacat
gotagataga
ctgatgtacyg
ggaagaggog
cgeghbgaage
tgatcatgoco
A02ACAAAEE

atttagaaac

goatcaggga
acgoatgoac
coctttotott
cgtcaggttyg
aatcoctogt
cgoattgaca
gaaggogatg
atgooggggyg
gagaaagiga
atgoaagett
gcotgoogaga
gattgtgatyg
aaacacttge
ttotoacaco
atgattgagg
gacaaggtgt
tattgtogta
tgtocogagtg
cgagogagag
gaaaaaacakt
aggoaacgat
gacaagaaga
agagtaaaag
agatctatta
atatgataaa
gacoaatagt
agtagtgtga
ttegtttggg
agagggtgot
tatcaataca
cagaatoaga

acccaaaaat

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3B40
3900
35860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4880
4920
4380
SD4d
5100
5160

5220
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cagogagoag aagttagoac gtaccacgght aacaacagag aagagcocaatc gacgaccata

actaaaaata gaaaacaasa aataasasaag atagagaaaa cocacgooag toogoooooo

agaaattoga gggotacggt goctgoagoa atacagogag ttttoocttga gaagggtaat

aacacacaagy

=210
<211
c21En
=313>

4%
3415
ADN

w220
Lk b

=4 0= 4%
ctgtatgcto

aattgtgoct
totgacagat
acaacatcot

atgotteces

aaat

Secuencia artificial

gtegtogate
ggatotgaga
tgctataata
ctocttoooo

tactteoota

Construccion inactivada de LAR2

cagttaaage

catoooooog
goaccaatga
tocaaaagoag

catecotget

toagoghboot
gagacagggo
ggcctagaaa
gtggtocaaa
aacgggoace
aaatttacecg
acctotgoegg
ggegagogLy
tatogttteo
cotgagatet
agaggtageca
gattogatig
gattgaagga
totactokeo
gaaggooctca
agacagocan

attecacageg

CCacgaccac
gagagaataa
tgcacggoaa
toogoacgoa
atggtgatat
gaaagocgacyg
ctatetoooa
taggocttat

totocococoagt

tgoccttace
goagaggggy
taatgoggga
aacaatggag
aactgagacy
tocacaagotyg
attktktaatta

gocaagatag

caaatctooc
tggoogatog
gggriggaag
cgogoaaasg
getoggaatyg
tgggottgte
ggogtigoag
gacggataag
agkgotggakt
accoagoact
gttggatgga
togagogago
atatctttgg
aaAtttatag
gatoggttog

ackocaaaaca

aggggaggtt

gogatgotta
agtacattgo
acaatcattt
gatgoaacta
toocgotacea
aaaggtactt
acttgtgaag
aaaatcgcaa
tacttocaga
gaaggetoac
tataattogt
acgtttatge
gaggaggatyg
coogocacgo
coagogatgg
gagacaacgg
gatcaagatg
cagttgaaaa
cgooatgteg
aattaagcag

ctttokoaat

agoasgaaty

151

coagacooos
tttgacoogt
ttattttoac
ctaccgoggo
gagecbottt
cotocatgac
agoatgtgot
agctaatcaa
astbtggoaas
actttgggogy
atttagtagg
cggoegaactt
cagcaatoga
gtaatotgga
goghbgoacoa
gagaggagga
cagagtogtyg
cogtgttoga
attokgacta
goactgaago
toagoocoggt

ttgegatoos

teatctagta
cgotgtttas
acgcoaatcte
oggoagoatg
tacogotacc
tocagottgga
gtbtottasa
gaccocgaacy
agocaagasg
aaascgtgte
tgoogaggoo
goggatogag
gaagggactt
ogootaogot
taccagtage
cggoggaago
caggtgtaca
atcatgottt
ccagtottag
caagottgoa
apatatgoog

tecocagteg

5280
5340
5400

5414

60
120
180
240
300
350
420
480
540
600
650
720
780
Bd0
200
950

1020
1080
1140
1200
1260

1320



ttgoctegea
ttttattacg
cacctgeobet
catgatgacg
gttgtgaggg
gtagtacaga
cazoggagoa
acacgbgaac
gaactogott
cotadagaat
cgaaggaagg
aacataggta
tttatcocaa
tattagogag
cggogtgaat
ggoogotgocg
cggoattetyg
caaggcaatt
tooototggo
gogootghbge
aagggtagcog
acggoasaty
aaaaagcagco
cagoagoagqyg
goggatagag
coooatoatyg
coccacgaca
toggatotto
ceggttgtgg
catgogtacg
ttogaggatt

atgtgtaaga

cacaacctag
goatatoaga
Fuacgagcac
goocgocattg
cogaacgagg
cgagoagatao
gagggaggaa
aagbggottyg
gtgogtoata
gtgtggogot
agaaaaaagt
cataatacaa
gaggaatooa
gactactogg
gtatatcatt
gotgotgoog
tetecgtgog
gtocaaagatt
tacgtotgog
tgaacatgac
agactagoga
egtoggogoy
agcagoagoa
ttecacggoat
ggactgttoa
togagotgas
goaaccacga
attocttgeo
toggggggag
acgogtattt
togatgggog

aaagaaagga

ES 2682279 T3

gocttcacet
tgaaatoatyg
gatgaaatet
aaataagocoa
acaatttogh
gaktggeoatgo
tgoogagtto
aaaagaggaa
ctagotacoo
ccatgoatot
ggocogoaacy
caatcatgga
cgoctgatoga
tggooagtgo
tocaceggagg
gaaatctgac
ggcgatgteg
cogatgggca
agggttgagt
agggttggct
aggtagoago
atgtggacaa
acatgaggta
tecacgtgaag
oggtoacghe
ggaggagoac
tgacgoootyg
gaggggtgca
acagoatcac
ggaagaggaa
satogaghtt

ggaaattcaa

ttocatggaa
acoootaaan
cgagaaccog
cotcacttta
gogaaacaag
ggoacggtcot
cgaggggcat
ggaaatgoct
atgotoocte
totgactecs
ttetotteto
tocoogggta
acgtgoaact
agooototog
gocatgogog
gtgoatagrg
goaggtgctg
goocacagog
ggtagoeaca
ggwctggag
agoascggoa
gggagoetggy
coaacgoago
gaggaaggga
catgaggagyg
toooaccatyg
goccatatbtyg
9939933399
tatocateata
ggggcggatg
tagagatgga

ggaagagoeiyg

152

aattgagaag
atgaagagot
cogtacttoa
ttotagoaco
catgaacacg
cgogttctog
tttagtacas
gggtttoocct
totgggggag
AAACCACCAR
atatttattg
cagagetoga
gogaccatoa
toogacggta
gagotogtgy
gocatoggga
ctbgactige
gttggoatca
ataataagat
ggctttoagy
goAagCARgas
gagtgoggoy
agcagcaggt
tggagetaoct
atggobttgo
atttgebgot
tgttckboagt
gagogcatgt
atgacaatga
gogggcatgy
gagggagaag

gaagggagag

tgaatattgg
goaggoasss
gttgatcooyg
gatttocaco
cacacgatta
gogaccagga
aatbgtothg
togagagogy
qobgtttogt
cabgagoasyg
tctocatcaca
tggocaagec
acagoataco
ggatotttac
tocteggaac
acgaaaaccg
acceggggat
gggagttgct
gaactoagog
gtggaagggc
catggotttg
JgIggoacag
accaacgoag
gagagtoatyg
ggogtttgac
ggaagagotg
gaatggagag
goatgogoog
tatocatttg
gttgrtgttg
ggaagtgtge

aaaaagatgeo

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
le00
1860
1920
1580
Z040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
25210
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
3180

3240
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ggctataatg gtgttcatga aggoacattg ccacaaaaat aaacgaacgg ggagaagagg

cgtttggaaa gaggagagag atgtgaaagg acctgaggta gagbgbtgot btgaattacac

taaacgocaa cotbgtgtoc ttgtgtocgog cgtgoacgaa cgatccagac gaagyg

210>
<211l=
w212
<213>

50
4553
ADN

<220
«<F2A>

<4 00> 50
caggtagtcca

gtcactcaga
agatattota
agtttggaca
atgotattgo
goattcatit
acctoctacaa
actgggogga
attgagatgeo
ggttgoctgac
ctttocacas
ttaaacckge
tteggogaaa
atcogoteoat
tgagtattoa
tttttgotea
gagtgggtta
aagaacghbtt
gtattgacgec
ttgagtacta
goagtgstge
gaggacocgaa

atogttggga

Secuencia artificial

ctoeccagott
ggtacgtogy
gagtogggaa
aaccacaact
tttatttgta
tatgtitcag
atgtggtaaa
gttaggggog
atgoctitgeoa
taattgagat
cataactgas
aggactagte
totgogogge
gagacaataa
agakttoogh
cocagaaacy
catocgaactyg
tecaatgatyg
cgggcaagay
agcagtoana
cataaccatg
ggagotaaaa

accggagoty

Construccion de ARNi de LAR1

caatacaget
togoaactge
Jgooggacgo
agaatgoagt
accattataa
gtteagggay
atcgataagg
ggatgggcag
tacttotgeo
goatgotbtg
acacatteoca
gtcatgataa
accoctatbt
coctgataaa
gtogoaakta
chggtgaaag
gatctocaaca
agoactttta
caactoggbo
gaaaagaato
agtgataaca
gobtttibge

aabtgaagoca

cttaagoegge
gtgoacttog
ttogagoaga
gaaaaaaatyqg
gotgoaataa
aggtotggga
atctgaacga
agttaggggo
tgctggggag
cataattotg
cagocatatyg
taatggttto
gtttattbit
tgocttcaata
ttoaottttt
taaaagatgeo
gocggtaagat
aagttebget
goocgoataca
ttaoggatag
ctgoggocaa
acaaaataog

tacoaaacga
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cgeaagottg
tggoocgagga
catgatasga
ctttattigt
acaagttaac
gotttittaa
tggagcggag
gogactatog
cotggggact
cotgotggog
cacghgaagy
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgoggoattt
tgaagatcag
cottgagagt
atgbggogog
ctattctoag
catgacagta
cttacttotyg

ggaktcatgta

cgagogtgac

cogocaacat
goaggactaa
tacattgatg
gaaatttgtyg
aacaacaatt
ageaagtaaa
aatgggogga
tegotgacta
ttocacacct
agocotgggga
gegaattegt
ggtggoactt
teaaatatgt
aggaagagta
tgoottactg
ttgggtgcac
tttogoocoog
gtattatece
aatgacttgg
agagaattak
acaacgatog
actogoattg

accacgatge

3300

3360

3415

60
120
180
240
3oa
380
420
480
540
a0a
660
720
780
B0
g0a
360

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



ctgtagecaat
COoQgoRACE
cggocettec
goggtatcat
ooy ag
cactgattaa
tasaacktca
ccaaaatcee
aaggatotto
cacegetace
taactggott
gocagsactt
cagtgyctgc
tacoggataa
agogaacgac
ttooogaagg
gracgaggga
acctotgact
acgooagoas
toctgoaggt
tgoactoatt
ttttagggaa
googttoggt
ggaatecattyg
aaagaaatgt
agtazcgcag
aaacttatca
goocaacagog
ctocotgatg
cgggtgcaag

ttogttococg

gaggaccacy

ggcaacaacy
attmatagac
ggctggotgy
tgocagcactg
toaggoaact
goattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatoat
agogabgott
cagcagageg
caagaactat
tgocagtgys
ggogoagogy
ctacaccgaa
gagaaaggog
gottecagoy
tgagcgroga
agoggoattt
cgactctaga
gatgagatan
ttoatacggt
ggaggagaag
aggatgtttyg
gotcaatgte
gagacgtoasa
ttetttateo
cgacagagrg
coaacogotg
tcaagcagea
atggocacta

agoctoogogs

ES 2682279 T3

ttgogoaaac
togatggagg
ttktattgeotyg
gggoccagatg
atggatgaac
ckgtcagacc
assaggaktok
ttttegtteo
teetttaotgo
tgtttacagy
cagataccaa
ghagoacogo
gataagtogt
togggotgas
ctgagatace
gacaggtatc
ggaaacgoct
tttttgtgat

ttacggttoo

gaggattgat
ckgaagagga
attbtgatgy
aktccaaggat
teaagattge
gacgaaccat
ckgaatacas
cagocaaggs
aggatcttca
taggetgoce
ccbgoogaca
tgcacgtoag
atggooctoo

tattaactgg
cggatasagr
ataaatectgg
gtaagcocto
gaaatagaca
aagtttactoc
aggtgaagat
actgagogte
gogtaatotg
atcaagagct
atactgkttct
ctacatacet
gtottacegg
cggggggktto
tacagogtga
cggtaagcgg
gotatettta
gotogtocagyg
tggockibbyg
ttcogagtca
ggatgacaas
actggatgea
gaatgcattg
gaagtgatga
aggcattgat
aactagatgg
agootaaact
accoctoccag
atcggaatct
togooogoac

atttooggoa

ggtgaaatga

154

cgaactactt
tgoaggacas
agoogrogag
cogtatogta
gategotgag
atatatactt
catktbtgat
agaccocogta
otgokbgoas
accaactott
totagtgtag
cgotebgota
gttggactca
gtgocacacag
getatgagaa
cagggtogga
tagtectgte
ggggoggago
ctggockttt
aagattogta
cagtacttgg
ctaatggagt
actttgttgg
ttgeabgoat
actggagaga
atttccaata
cgtaccoocoa
acgtagococag
ttgacaattg
ggagacagaa
goagocgoag

tatacattca

actctagett
ckkotgagok
cgtgggtote
gttatctaca
ataggtgoct
tagattgatt
agtotoatgs
gaaaagatca
ACAAABaAS0
thtecgaagy
cocgtagttag
atectgttac
agacgatagt
cocagaotbag
agogooacgs
acaggagagc
gggtttogee
ctatggaaaa
gokotaagta
tagoctgoaaa
caagtgaato
cggottoacg
Jgagaggtgga
ocgegotgatyg
atgaagacat
caaattatdgt
aagtagtgge
agggaagcaa
ccttgatece
tgoogoggtt
oggoogttoc

cgooggtaaa

la40
1500
1560
1620
1GE0
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300



gatocogaccog
gotgttgaty
ggcocatggea
agagaacgtt
ggcagaagat
gacaatgggt
atttectbes
coctoggaac
cgtgocgeat
tttogoacga
gtgaggtggo
ttotegagat
aggggtcatg
atggaaaggt
cttgotaaco
agaaagbgtt
ttaattogaa
atggogotat
caactgecaa
togottocat
agacaaggta
<210>
<211

313>
<21 3>

51
23

ADN

w220
Ll 5

400> 51

toggacgaga
gtogoagttg
tgattgttgt
goggocactt
goatggagog
agotaggaty
tottttoaag
toggcaggoo
gocategato
aattgtoctc
ttatttocaat
ttcategtge
atttocatctg
gaaggectag
toocoototat
ttgagggaat
cogatooago
asatttogto
agatatotas
toaggtocgag

tagggoggog

Secuencia artificial

Sintética

ES 2682279 T3

gggctgoact
cacgttogat
attatgtacc
teEtotacte
ccacacatto
ACTOACRAgE
accacttgtte
toococtotget
tgotogtetyg
ghtoggooct
ggoggoogto
tegtocagag
atatgoogta
gttgtgtgeg
cttggoogot
taraaggtgg
ttgtgatgag
toagttoggag
atbgttteet
gtggoocoggo

ccbcataate

gtgaaaccag cactcaatct ctoc

<Z10> 52
«211l> 22
«212» ADN
213>

< FE0>
“223=

Secuencia artificial_

Sintética

ggocacogag
cagaghagat
tatgtttgtyg
cottogogtg
ggtaggacga
gagttocoga
acgtgteaac
cogttgboct
tactactaat
Cacaacggog
atoatgoggg
caggtgbttt
agaaaaccaa
aggoaacgac
gtgaatoggo
ctgtottgoa
gocttoctaa
agtagasaaag
toaatctgta
tocatgoaco

aaagatgage

155

tagtcoctogo
toctottggy
atgagacaat
atoatgttog
aacagootoo
totogaagog
acaatttboy
ggtogocgag
egtgtgegty
gaaatoggtg
atceactgas
goctgoagot
tattcactte
togggaggga
atatttaceg
agottggott
gectggtagt
catgattoga
casctgoacg
gogacgoaac

cagroacgas

taataggtat
acaaaggobt
aaatatgaga
tggtttggga
cocacaaagyg
BAACOOAgTD
actaaaatge
aacgogagac
ttegtgettyg
ctagaataaa
gtacggoggg
ctbecatgttt
tcaattttec
toegoaacatt
ggctgaattg
cagtgootgo
cagaagogac
acacggtttt
ggtacogage
goggggaggc

gk

3380
3420
3480
3540
3600
3860
3720
3780
3840
2300
3980
4020
4080
4140
4200
42860
4320
4380
4440
4500

4553

23



=g Qi

agttogeata toctgoaata gkt

w210
211>
213>
213>

=2 20>
<235

<4 Q0=

52

53

20

ADN

Secuencia artificial

Sintética

33

gggaggctga gatcaagoac

210>
211>
212>
w213

=2 20>
<23 3>

L Tl

54

20

ADN

Secuencia artificial

Sintética

54

caggagooct acogbcatgt

=210
w21l
<213»
<=2135>

=220
<223>

=400

55

20

ADN

Secuencia artificial

Sintética

33

tacttgoagg aggococgagat

=210
211>
<212
213>

=230
e

= Q>

36

20

ADN

Secuencia artificial _

Sintética

56

agogagotaa CAagogrggac

=210
=211l
<2]13=
“Z13>

w22
wFF I

<4 00=

57

20

ADN

Secuencia artificial

Sintética

57

tgoocogaag aagotagatg

ES 2682279 T3
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22

20

20

20

20

20



<210> 54
<211> 20
=21Z> ADN
=213

220>
<2E3>

=400> 53
cacgacosag

<210
=211l
212>
<21 3>

59
399

ADN
<220
223w

40> 5%
atggocaago

aacagcatac
cggatettta
gtooctoggaa
aacgaasaca
cacocogggga
agggagttgo
<210= &0

<21l

212>
<21 3>

ADN
<400>= &0

gtgtggtgaa
gogogtgtea
goagocagag
tgtacaatgo
totggogtta
tgtgatgggco
ggatatggag
ttttaagatt
tagazacgat

ataaatagaa

1602

Secuencia artificial

Sintética

cotaggaaaa

Secuencia artificial

Sintética

ctttgtocca
ctattagoga
caggegtgas
cggocgotge
gaggoattot
toaaggoaat

ttocototog

gcagggaagt
cocaacgtay
cgggottigy
tacaatactt
ttggaggaga
gttgtaaaaa
gogtogagge

acggaaagtg

agaaaataas

totogoocag

ES 2682279 T3

agaggaatoc
ggactactog
tgtatatcat
ggctgotgec
geoctoogtge
tgtcaaagat

ctacgtotag

Hannochloropsis gaditana

gggagaaggt
tggoatacac
ggttgotgeyg
tgotttgggo
tgaaggaaga
ghtaagcaagg
cogaggoggs
tagcttgtaa
gktgaacass

ghgtocaaagt

acgotgatog
gtggocagty
tiocacoggag
ggaaatctga
gggogatgta
toogatggge

gagggttga

cotggagota
gogotgetgte
ggaaatgaaa
actggcktaaa
goycaagacy
goaagagcat
gaatgacageo
ttagoaattt
gtatoaatbg

aagttctoto

157

aacgtgoaac

cagoeoctoto
ggocatgegs
ocgtgoatagt
ggcaggbgot

agoooacago

ttggoggaga
goetgegbgty
agogaggyya
ggtggggact
gatgoctoaca
gttatggagy
tttggatgoo
gtgagtgtgo
tgaatbtoaat

tgotattooo

tgogacocate
gtcogacggh
ggagotoeghyg
ggccatoggg
goktgaotbg

ggttggoate

tgoocttoaat
gacgaggagy
tocagtoogaa
ggcagoagtyg
gttatogtat
ctcttoaggc
ggtaaataat
atagacctga

tocaoggatat

cgtooatggt

20

&0
120
180
2440
300
360

339

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



ttogatekgt
Coagaaggoca
aaataaaktgt
goagaagkct
cactotgttg
cagtagcagg
gotgtetite
cctgacacaa
gogtgegoac
gtgatgobot
goataccoca
cttattegeo
ccatocteogto
agogoggoco
cocgtagekgg
coattoacca

[apslmlnlaly Sataclate )

210>
311>
213>
213>

61

ADN

400> &1

aattoaagtc
agctgeoktaa
gaaagoaagt
tigaacygag
agacaaakcg
gtoaggtgge
tggtgggtaa
AgOUAgIITa
ggatggggat
cgggagragy

cggatttgeoe

1134

actttootoco
ataacagtat
atttacaaaa
toktetoott
cttoctoctoga
gatgbotata
tgeggattge
atgocogtgo
gtetggecas
tttctttgte
agoaggotta
ctotooatte
ggcaccatag
gtggottgga
ccacaaaatt
aggtoggaca

gocaccagac

guggttgtty
ttgbgatoct
gtitegtegy
togacaagaa
atgtaagaat
googgagyty
toococotooto
gggcattoaa
gaccggrTogo
gagoaagoag

ctgogoacac

ES 2682279 T3

aktctoooggo
ttagggtaat
ggtttoacto
canacoatge
tgoacgaaaa
akcacatbto
gococtogaca
cttocaaggog
tatttggtac
cacttagata
ckbgotacoa
tgtaacogtt
cgaagggtca
teaattgett
cobogactaa
goggogagokta

gataatgggg

Hannochloropsis gaditana

ccattgacgg
atgaggataa
cggoagoaag
ctbgoogaac
tetgotgbag
ttgogacgac
coccococotgga
gatggagatg
ggtggtogtg
cagoagaago

cagttgoaco

Caccaaaaaqg
cattttagac
gtogoocttga
acogaacago
gotgctocte
tgotaattog
acactattgt
tgggtatttt
togacstgbge
cacctbggog
atagattgen
cooctooocto
gtcoocaccaco
ttggaageey
cgacacctag
ggogacaggt

atgoctagea

atggtacgac
goaaaaaatt
cagagatgga
tagagagacyg
ggacgaagoa
agoaagagta
tgotocctoo
gteoattogaa
grtagttottt
agagocagoa

atcoctcagte

158

ttagcacaac
gtgetaagtt
coagotoaca
attgokaaga
cgagggotoo
anaacgtoat
toctgggage
cotagtgteot
ctecabtbgt
tgooggtgys
ggtaasaaty
cotoggacag
agogogogag
acagcaagoa
ttagocaaco
tottboooaga

a0

attgaggaca
tgtgggtcag
caggtbgtas
attttiggag
tgggasagan
cotgggocca
cacogoggat
ttectogooa
togtttgatg
goagoagoag

acatctocat

gtttaocggaa
ccacataceg
cgacocoogaa
gagggagtgt
caacttatot
gagaagatok
gebotttogg
ttcacgtaaa
cctttttatyg

coghgtitaa

ctocacatogt
teceggocto
totogtoocog
cqgaaatgog
acgtogacgk

acctggocag

tttttgagta
aattgoatog
ccbgaagaga
cgogLggste
Eoggogt ogg
gItgygcagy
goatogatgg
Jagagooagy
ggtggaggaa
cogoottEtt

catcocacgac

G&0
T20
T80
B0
00
80
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13840
1440
1500
1560

1602

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



gtatccoocto
togogtegge
caatgtoggo
atottgoogg
gocttcacea
ttgoagogea
cgagoacaco
goagoagcag
<210
<21ll=

2212
215>

62

ADN
<400= &2

atgatggaga
aataoctocca
aagagagttg
googtggcag
gacggtggoa
aaacogoctyg
coggogagta
gagotgaatyg
gtoottokto
Cgacaogqage
toaaacgoca
caagooctta
ggtattagca
agotogaagg
grtagooogy
ggtotgogac
gagttcaaat
aaactttbga
gggaagcaag

attgagogea

2526

ctcatogtog
gaatatgtca
agacgctott
actcaacatg
goagoaacac
tagoacoans
gatcagtegt

cagcagoago

tgoccaaccaa
aggtbggtga
ctgttecccac
caagggggoa
gotckttgas
goacggagat
gogacgooga
cgatcatigy
agtocacota
caggocoogae
gaggaagogy
tgoctootac
agtcocatoga
ggggaggoga
gogagacaag
gagggaagtg
ctggattgtt
attgogatoo

ttttkcgaog

gtogacaaga

ES 2682279 T3

tocaccotag
cgeacegatt

ggacatttgg

ttkacotoca
goccaaaghyg
agottagoag
agoaccaghg

agcaatgega

Kannoochloropesis gaditana

cogoagogyc
acktgtoaocg
gttaggageg
ocggatootoo
gocaactbet
gooctgotota
cacggoteteo
tocaaaagogy
tocogatotog
ctegoatgec
goagacggho
gegtoacteg
agaggoctgo
gokgaatgeot
cgogotgaca
gacgooggag
acegotoact
caktgogtateo
coggoagoag

gotagoggag

gagggctgaa
ctcaggatag
cggactttco
gocottboea
ctcaaattgt
cagoggoaga
goaacggbaa

atggtcttoo

cotgggacgyg
actacgokbtl
cocgtggogy
ctgoagaatyg
gooooaagag
gacgogtcaa
toacagoaca
gaacacaggyg
gttoocogkac
ctecsagect
tocgaataggt
acaagggggg
catgoogooyg
ggatacggga
agogotaata
gaagaggctt
gatggaacaa
toccaagaaat
goggacttgg

ctggagogoo

159

cacgggtagt
cotaacagodg

gegtgtgace
otocacggyac
tooggocact
agoaqoagas
tggogggaga

accactagoco

actogggaga
QgoCCARAsg
ctocacogge
ggotcooago
aattitctica
caagbggatt
aagatgogtt
acoycagiga
QRAgACEOOS
cgoeccocgse
cgockooato
coaccgooga
coctagagga
atgotaagaa
aagohbggoaa
acgogaacog
cgetacggac
toghggggoa
atogootata

gttttttaga

ckbctoogoga
ttaggtaggca

agcotaggag

aatotootca
gobgottete
gbagotaogt
agragoagoa

aaktg

FaagLgocca
tgaatotock
gtocogoogtyg
cogoaacggg
agbggogagt
gatacataag
gakaoagoga
agagtogackt
agogegogoR
acaigoaggc
cgogaacgog
agoggoggck
cggegtgtty
aggtagogtyg
ggbcaagaac
tttgattgteo
atttotgtea
aaattgtatc
cacggyaogag

gogogttgot

T20
T80
B40
800
960
1020
1080

1134

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
780
B40
300
960

1020
1080
1140

1200



caaacaaacc
gogoaaghgy
attgttggga
gaaggggago
ageggotteo
aatattgoea
tegggectto
acaaacatgo
goagatgeae
ggoctgaata
cagoatoago
cataacgcaa
tocatcagto
tetocagebge
ataacagcaa
aogadgacoo
gtocatgagog
ggagatakta
getgoacgeg
gggaageoctt
coaataccog
cotacgatat
agataa
<210=

211>

w21
<213>

63
941
PET

400> &3

gttgcaaaaa
ctoctgaggt
accocogtoot
ctgogtoaga
gEggagocge
otgaacacaan
ggegoggtoa
ctogaacgga
teggecacat
tgttcacate
accaacagan
caagogogygs
goaacacagy
caabtgagoac
cogogaggas
aaaagcggat
ggctgectog
otgoacoaga
ctgeccagas
cagtcatoot
ggggetocaca

cgacaggaag

ES 2682279 T3

tteoggttgoa
gecacgtogy
toogoottgg
chcaacaacg
aggooccaat
aggogatack
tggeggatet
ctcacaggac
cacggactie
cagoocotttt
ggtagoggog
FgCagegycy
ggacagtgcc
taccogtgge
tgoocggtggt
toogogtatg
aaacacctec
caAaggaacto
agctgoctaa
cgotggoggt
egatgtigog

ttcagogatyg

Hannochloropsis gaditana

ggctocaageo
caacaggagt
atgotgocac
cogagotoaa
togaccaagy
cttoatoaca
gacactggga
agtotgteogg
coccatacea
coectocaccyg
goacacagadg
goagcagcay
cocogoggoc
actgtggeaa
goaaacactg
gattaoggoca
gttgaggact
ctatagaagt
cagoaggety
gtgaaggtgg
goaggasaac

gItgocagyt

acggtaaaga
acctbggton
cagctgoaca
agtgttogag
gaacaagoag
toagocacat
ttttgbeggt
tgotagggog
coaghbbtogg
acaatctttt
gocatactan
coghogooos
ccaacgtgag
cggbecacaca
ctggatoggt
caggoktgta
ttetghoget
gogttttoan
coghbagegtt
aaggoggogo
gtgategagy

tgaagcaaco

cagogoogog
tgacggoogy
ggctgcgaac
oggtataaac
goatcatoag
teatoagook
aactgoageg
caccatctog
tgaccttgoe
gagoctgoac
tekotoageg
ttogagoacyg
tggacacggg
aaatocotghe
ttocatocaaog

ckcootgogt

ggtggattac
toagaacage
sacaggeatt
acccacagga
tgatacotta

gaaaattgaa

Met Met Glu Mek Pro The Asn BArg Ser Gly Pro Gly Thr Rsp Ser Gly

1

3

1o

15

Glu Lye Cya Pro Asn Pro Pro The Val Fly Ala Leu Val The Thr The
25

160

30

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
leo0
1R&0
1920
1980
2040
2100
21&0
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2526



Gly

Gln

Ala

Ila

145

Val

Gln

Rla

Fro
225

Gly

hsp

Gly

Sar

Ala

50

Gly

Gly

Wal

Thr

130

Ile

RAla

Ser

Wal

2140

Fro

Ila

Gly

Asn

Fro

35

Fro

His

Gly

Ala

Sar
115

Zar

Fro
135

Val

hAla
275

Lys

Val

Gly

Bar

Ser

100

Gly

Gln

Gln

Pro

Ala

LE0

Pro

hrg

Lys

£60

Lysa

Sar

Ala

Ser

Bar

85

Lys

His

Lys

Sar

165

Arg

Ala

Arg

His

Sar

245

Sar

Gln

ES 2682279 T3

Glu

Ala

Sar

Prd

Ile

His

150

Thr

PED

Eln

Ser

Sar

230

Ila

Sar

Gly

Fro

55

L

Thr

Pro

His

135

Gl

Gly

Ala

Fro

215

Thr

Gl

Lys

Ser

Pro Lys
40

PFro Ala

Gln Asn

Pro Thr

zly Thr
105

Lys Fro
120

Ala Lew

His Axrg

Pro Ila

Pro Gly
185

zly Ser
200

Fro Ser

Arg Gly

Glu Ala

Gly Gly

265

Wal Val
ZBD

161

Rrg

Ser

Gly

Bar

Elu

Ala

Ila

Sar

170

Prdo

Asn

BAla

Bla

Cys

250

Gly

Ser

Val

Ala

Gly

Mat

Gln

155

Val

Ala

Ala

ASn

Thr

235

His

Ala

BEro

Ala

Val

-1

Pro

Pro

Pro

Ser

Arg

140

Ser

Pro

Bar

Arg

Ala

220

Ala

Ala

Lau

Gly

Val
45

Ala

Ala

Ala

Asp

125

GEla

Glu

Val

Hiz

Gly

205

Gln

Ala

Ala

Asn

Glu
285

Fro

Val

Elu

L

110

Ala

Glu

Pro

Ala

1490

Ser

Ala

Ala

Ala

Ala

270

The

Thr

Ala

Asn

Phe

45

hep

Ala

Asn

175

L

Gly

Ala

255

Gly

Ser

Gly

Lzl

Ala

Thr

The

160

His

Pro

Gln

Bla

240

Glu

Ty

Ala



Gly

308

Glu

Thr

Lys

Gln

Arg

385

Gl

Asp

Glu

EFrao

Ala

465

Sar

Gly

Thr
290

Lys

Fha

FPhe

Fha

Gln

370

Gln

Thr

Sar

Tyr

Trp

450

Ser

Gly

Hia

Ila

Sar
530

Sar

TEp

Lys

L

Val

355

Ala

Glu

AEZn

Ala

L

435

Het

Ala

Fhea

His

Sar

515

hap

Ala

Thr

Sar

Ser

340

Gly

Asp

Lau

Ala
420

GLly

Ser

Gln
500

His

Thr

Asn

Fro

Gly

325

Lys

Gln

Lz

Ala

Cys

4058

Gly

Fra

Fro

Thr

Gly

485

ABN

Gly

ES 2682279 T3

Lys

Glu
310

Aap

Elu
390

Lys

Gln

hsp

Pra

The

470

Ile

His

Ila

Ala
285

Glu

Lau

Cys

375

Leu

Asn

Val

Gly

Ala

435

Pro

Ala

Ala

Gln

L
535

Gly

Glu

Pro

han

Ile

360

Elu

Sar

Ala

440

Ala

Gly

Fro

520

Sar

Lys

ala

Cys
345

Gly

val

Fro

425

Ila

Gln

Fro

Glu

505

Ser

Val

162

Wal

TyE

Thr

330

Asp

Lys

The

Ala

410

Glu

Val

Ala

Agn

Asn

490

His

Gly

Thr

Lys

Aala

31s

Asp

Fro

Gln

Aap

Phe

395

Gly

Val

Gly

Ala

Cys

475

Sar

Thr

Ala

Aen
300

Asn

Gly

Val

Elu

380

Leu

Ber

Pro

Asn

Asn

460

Ber

Thr

Gly

Az

Ala
540

Ely

Thr

365

Ile

GElu

Lys

Arg

Fro

445

Glu

Ser

Lys

Ala

525

Thr

Leu

Thr

Ila

350

Glu

Arg

Hia

Arig

430

Val

Gly

Gly

Gly

Thr

510

Gly

Asn

Ila

335

Sar

val

Ely

415

Gln

Glu

Ile

Thr

495

Fro

Wwal
320

hrg

Lys

Sar

Ala

400

Lys

Gln

Pro

Fro

Aan

480

Ser

His

Gly

Pro



Arg

45

Ala

Gly

Thr

Ala

Ear

625

Ear

Sar

Ala

Gly

Lys

T05

Val

Liu

Lys

Ala

Val

Thr

Aap

Asp

Asp

hla

610

Val

Ile

Gly

Thr

Gly
690

Val

Cya

Ser

770

Ila

Aep

Ala

Asn
R9E

Ala

Ala

wval
6TE

Ala

Ile

Aep

val
rl-1]

Gln

Ser

Ala
5EBD

Pro

Gly
BED

Thr

Pro

Gly

Tyr

T40

Fhe

Gln

Ala

Gln

Gly

LT

Ely

Len

Arg

Ala

Agn

645

Sar

Eln

Thr

Lin

T25

Gly

Fro

ala

Gly

ES 2682279 T3

Asp

550

His

Leu

Sar

Gly

Ala

630

The

Gln

BRan

Ala

Val

Ti0

Prda

Asp

Gln

Ala

Gly

Sar

Leeu

ASn

His

615

Ala

Gly

Liea

Fro

Gly

695

Asp

Rrg

Ile

ASD

val

775

val

The

Met

His

600

Thre

Ala

Asp

Pro

Wal

BEO

Ser

Barc

hsn

Pro

Ser

Tal

Ala

Lys

Asp

Fhe

585%

Gln

Thr

Ala

Sar

LT

Ile

val

Ala

Thr

Ala

45

Ala

FPhe

val

163

wel

Phe

570

Thr

His

Ala

Ala

650

Ber

Thr

Sar

Thr

Sar

T30

Pro

Ala

Thr

Glu

Lasid

333

Fro

Ser

Gln

Sar

Val

635

Pro

Thr

Ala

Sar

Gly

T15

Val

hap

Gly

Gly

Gly

His

Sar

His

Ala

620

Ala

Aeg

Thr

Thr

Thr

T00

L

Glu

Lys

Ala

Ile

TEO

Gly

Thr

Fro

Gln

605

His

Fre

Gly

Ala
a5

Thr

Asp

Asp

Ala

765

Gly

Ala

The

Thr

Fhe

550

Gln

hsn

Sar

PED

Gly

670

Arg

Thr

Bar

Phe

Lau

T50

Gln

Lys

Fro

Ile

Ser

7%

Fro

Thr

Ala

655

Thr

Asn

Thr

735

L

Thr

Fro

Thr

Ser

560

Sar

Val

Thr

The

640

Val

Vval

Ala

Gln

720

Sar

Ber

Ala

Ser

Gly



ES 2682279 T3

T85 T30 795 800

Era Ile Pro Gly Gly Ser His Asp Val Ala Gly Gly Lys Arg Asp Arg
205 810 815

Gly Asp Thr Leu Pro The Ile Ser Thr Gly Ser Ser Ala Met Gly Ala
B20 g5 B30

Arg Leu Ly= Gln Pro Lys Ile 3lu Arg

235 E40
=210> &4
=211> 103
=213> PRT

213> MHannochloropsis gaditana
=400> &4

Leu Arg Arg Gly Lys Trp Thr Pro Gluo Glu Glu Ala Tyr Ala Asn Arg

Leu Ile Val Glu Phe Lys Ser G3ly Leu Leu Pro Leu Thr Rsp Gly Thre

Thr Leu Arg Thr Phe Leu Ser Lys Leu Leu Asn Cys Asp Pro Met Arg
35 40 45

Ile Ser Lys Lys Phe Val Gly Gln Asn Cys Ile Gly Lys Gln Val Fhe
50 55 B0

Arg Arg Arg Gln Gln Ala Asp Leu Asp Arg Leu Ser Thr Asp Glu Ila
65 T0 5 BO

Glu Arg Ser Arg Gl Glu Lew Ala Glu Leu Glu Arg Arg Phe Lec Glu
a5 oo 95

hrg Val Ala Gln Thr hesn Arg
1on

210> &%
=211> 2657

=212> ADN
=213>» Hannochleoropsis coceanica

220>

=221> caracteristicas_misc
=222» (2524) .. (2558)
<223* nesa,c,got

<400= &5
atgtcagoeca cteocateggy googtockttt aaggtggaca ccaacaagac ogotgoocggg &l

164



goocgoactgg
goatoecteca
catcacaggt
accaatagoa
Toagoggogy
caaaagogty
toctocaceo
aaaccttoto
ggaggageag
togtogtecyg
acggaggogg
gocotagaag
ggtggtggag
ggaggoegtat
aatggattga
gtggaattea
agtaagetge
atoggaaago
gagattgaac
gotocagacaa
tegggtoagyg
cagutgvtygy
atggagggag
geggIgatgy
ggaacgggag
thttoggatt
cgacgtatoo
gogatogogt
ggcacaatgt
ggagatottyg

ctoagocttico

ggooccoaco
cocttaatagg
cogocaagot
asatasaagt
togatggoaa
aogoogotga
caaggacogs
ctactgotgo
gasagggat
caacagogoa
cagoagoaga
atggtgtgct
gaggggoagg
cgtogtoaac
ggagagggas
agtoggggtt
ttaattgtga
aagbgtttoy
gagtogacs
atocgatgtaa
tggegoogga
gtaatcooct
gogagggoat
ggatgacogy
cagggagoaa
tgooctgogs
cotoctoato
aggogaatat
cggcagacygs
aogqgactoas

AcCagragos

ES 2682279 T3

ggoctoggte
cateagoage
gcacgatggg
JOAggaacoa
ggacgotcte
tgatggaogk
cocatocatg
tgottotttg
tatgoaagte
ggococooctyg
goggataage
tggatccaaa
acatggocat
ggoagotagt
atggacgoog
gktgooattg
tectatgagg
teggoggeag
agaacttgoe
gaattotgok
ggbgttgega
crcboocoooo

tocaaggtaga

tegoggtggt
gcagoageag
acaccagttyg
gtogtocacc
gtocacgoace
tottggacat
catgtttace

acacgaocai

aacacggoca
catggtaacg
goagooogeoa
accascggtg
attocageatyg
agaczagatt
atgooctacga
tottogtoac
gotgaateca
googocacgo
aagtacattg
FERIIITITT
gocaagcaag
aatggeagtyg
gaggaggagy
acggatggta
ataagcaaaa
caagaagaga
gaactagaga
gtggggacga
cgacagoaadg
tggatgctoe
gatggtcatt
gotggtagtt
cagoagageoo
cacoatocto
ctaggagggc
gattotoagg
ttggoggact
tocagooctt

agtgotocaaa

165

Cagogogogc
goaacagoag
ttgoocaatac
gtggaagoat
aactcaatge
cotoccotga
coatgaacgoe
cagoagtgoc
gacecetooa
ggcattogac
aggaggocty
FogIITgagc
gtgggggagy
ggaascogoy
cgtatgoaaa

agacattgag

aattbgtggy
togacaggtt
gacgattttt
agcatgggaa
agtacctggy
ctoocacoge
agaatbtoota
cttttegttt
agcagcageca
agtocacatat
tgaacacggy
atagoctaas

ttoegogtgt

tacoctaoan

ttgttcogge

agoaggttgt
cagoaacaca
gacgacgacc
gEgaggoagoa
gotactocage
ckcataoocact
ccctototte
aaccacogga
tacctoatag
Jagaggogoa
toatgoagok
gataggagga
aattggtaat
gaaggotaag
togattaatc
gacatttttg
teagaattge
gtooootgasa
ggagegogty
agactoggog
cccaggtagg
ggatgoatog
gocagagagg
gatgggtgga
goagoogeoct
coatoatoca
tagtototec
agogttaggt
gaccagoota
ggacaatote

cactgetget

120
1B0
240
304
360
420
480
540
600
GBED
120
T80
B40
goa
960
1020
logn
1140
1200
12a0
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
lB00
1860

1320



toctottgoog
cogtagagea
agcagsagca
agoagoacgy
aacataacta
coocogoghgg
aatacatoog
caagacchbgo
totgoogbgyg
goeggagbgyg
ggannnnmnn
acagaggett
thgooghogy
210>
<211l=

@12
w213

66
Gk
FRT

<220
w221
322
L b

(842

=400 &6
Met Ser Ala
1

Thr Ala

Ala Thr Ala

35

Ser Ser His

50

Ala
65

Lys

The Thr

cgoatagoac
cacogatoag
goagoagoag
tgatagtogo
ataghbggagy
actoggooac
tagaagaatt
totococaagtyg
agtttacagy
ggggagatte
NANNORNNNRN
tgttaacate

oggoagtggt

caracteristicas_misc

) .. (a83)

Thr Pro

Gly ala

Gly Ala

Gly Asn

His Asp

Lys Ile
a5

Ser

Ala

Gly

Gly

Lys

ES 2682279 T3

caccagctta
togtagoaco
cagcagcaat
tggcggeggt
gacgagoagh
aggcttatoo
toctatoottg
cgbotttoct
aatoggaagy
ggatgatgtyg
MOOANNNNNT
aggggtaaag

gggacaaaag

Kannochloropsis coeanica

Gly Pro

Lew Gly

Gly Cys

40

Asn Ser

55

Ala Ala

Val zlu

Fro

Ala

Glu

goagoagqogg
agtggoaacy
gogaatggte
cggttggcga
agoactaceg

toocttacggg

gtogattacy
caagocatca
agttocgogg
getoatacaa
NANNONONag
gogactggty

cogaaacaag

Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

FPhe
10

Lys

Pro Pro

Ser

Ser Ser Asn

Ile Ala

15

Pro Thre

an

166

cagcagoags
gtaatggogg
ttocaccact
caggaaagag
cagoaggagy
tgatgagogg
gtgacataaa
aggogootgt
tgooggotgy
gaggaggagy
cagoagoagao
ggaagagyoy

ccaaggtgga

Val

Aap

Ala

Thz

Thz
60

His
Thr

Asn

Ren Gly

Wal

Asn

His

Thr

Gly

agoagtggct
gagoagoage
agoccaatgeoo
Ccaacaacggo
acggogtatg
attacctogg
ggocgooagac
gaccocagoag
aggaggtggt
aggaggagga
agcagoagoa
tegggoagac

tgggtaa

Lys

Asn Thr

Gly Ila

Arg Ser

Thr Thr

&0

Gly Ser

a5

138
204
210
214
222
228
234
240
248
252
258
264

263



His

Gly

Thr
145

Lys

EBro

Fro

Ala

225

Ala

hla

Gln

Ala

Arg

aos

Val

Glu

Glu

Axg

130

Thr

Pro

Thr

Leu
210

Ala

Val

Gly

Ser

290

Gly

Glu

Thr

Ala

Le

115

Sar

Ala

Thr

Pro

195

Ala

Ala

Glu

Gly

Gly

275

ASn

Lys

Fha

Phe

Ala

100

AAn

Gln

Pro

Pro

Gly

1ag

L

Ala

Gly

hap

Gly

Za0

Gly

Gly

Trp

Lys

340

Ser

Ala

Asp

Sar

Thr

1e5

Gly

Pro

Thr

Ila

Gly

245

Gly

Gly

Ser

Thr

Sar
izs

ES 2682279 T3

Ser

150

Gly

Thr

Ser

230

Val

Gly

Ile

Gly

Pro

310

Gly

Lys

Ala

Liena

Ser

135

Mat

Ala

Ala

Sar

His

215

Lys

Lz

Gly

Gly

Lys

255

Elua

L

wal

Ser

120

Fro

PEg

Ala

Ely

Ser

200

Ser

Sear

Gly

Gly

Aan

280

Fro

Elu

Lazu

Asp

108

Gln

Ala

Thr

Ly=

185

Thr

Ila

Gly

285

Gly

Gly

Elu

Fro

Asn
345

167

Gly

Lys

Ser

Thr

Lau

170

Gly

Ser

Arg

Glu

Lys

250

Ala

Gly

Lys

Bla

Lau

330

Cya

Lys

Sar

155

Ser

Lew

Ser

Ely

Glu

235

Gly

Gly
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Ala

Tyr
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Thr

Asp

Asp

Thz

140

Asn

Ser

Met

Ala

Ala
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Ala

Gly

His

Sar

Lys

300

Ala

Asp

Pro

Ala

Ala

125

Sar

Ala

Ser

Gln

Thr

20%

Thr

Cys

Gly

Gly

Ser

285

Agn

Asn

GLly

Lau

110

Ala

Sar

PEG

PFro
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140

Ala

Ala

His

Gly

His

270

Ber

Gly

Arg

Thr

350

Ile

Ala

Thr

Ala

175

Rla

Gln

Ala

Ala

Gly

255

hla

Thr

Thr
335

Ile

Gln

Asp

Fro

Ph

L&0

Val

Ala

Ala

Ala

Ala

240

Gly

Ala

Ile
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Ser

a5

Ala

Lys

Gln

Bra

Glu

465

Gly

Leu

Gln

Eer

245

Ala

Thr

Asp

Lys

Eln

370

Gln

hsp

Glu

Pro

450

Gly

Gly

Gln

530

Ser

Ile

Fhe

Phe

355

Gln

Gln

Thr

Ser

Tyr

435

Trp

Ile

Mat

Gly

Gln
515

Ala

Fro

Val

Ala

Elu

Asn

hla
420

Eln

Gly

Gly

500

Gln

Hisg

Ser

Ser

Gly

580

Axzg

Gly

Glu

Arg

105

Sar

Gly

L

Gly

Hat

485

Gly

Gln

Bra

Aala
565

Gly

Val

Gln

Mat

Bla

380

Cys

Gly

Pro

Fro

Gly

470

The

Thr

Eln

Fln

The

250

Ban

Thr

Thr
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A=sn

Asp

375

Glu

Lys

Gln

Gly

Pro
455

Asp

Ely

Gly

Fro

Sar

535

Lz

Mat

Sar

Cys
360

Arg

Asn

Val

Gly

440

The

Gly

Arg

Ala

Fro

520

Hisg

Gly

Ser

Ser

Lau

Ile

Glu

Ser

Ala

423
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Hi=z

Gly

Gly
505
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Ala
585

Gly
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Ser

Arg

Ala
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Gly
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Ser
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L&y

Thr
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355

Val

Glua
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Ala
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335
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460
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PEo
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Ala

val
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Thr
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Elu
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510

Cys

Sar
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480

AEg

Gln
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595 600 605

EFhe Thr Ser Ser Pro Phe Pro Ser Thr Asp Asn Leu Leo Ser Leo His
610 615 620

Gln Gln Gln Hig Ala 3ln Ser Als Gln Ile Val Pro Ala The Ala Ala
E25 630 615 &40

Zar Leu Ala Ala Hisz Ser Thr Thr Ser Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala
645 B50 655

&Ala Ala Val Ala Pro Ser Ser Thr Pro Ile Ser Arg Ser Thr Ser Gly
G6a0 L] a70

Asn Gly Asn Gly Gly Ser S5er Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
675 GEO 685

Ser Asn Ala Asn Gly Leu Fro Pro Leu Ala Asn Ala Ser Ser Thr Val
690 G605 700

Ile Val Ala Gly Gly Gly Arg Leu Ala Thr Gly Lys Ser Asn Asn Gly
TS T10 715 T20

Aen Ile Thr Asn Ser Gly Gly Thr Ser Ser Ser Thr Thr Ala Ala Gly
725 730 735

Gly Arg Arg Met Pro Rrg Val Rep Ser Rla Thr Gly Leu Ser Ser Leu
T40 T45 750

Arg Val Met Ser Gly Leu Pro Arg Asn Thr Ser Wal Glu Asp Phe Leu
185 T&0 765

far Lau Val Asp Tyr Gly Asp Ile Fro Ala Fro Asp Gln Asp Leu Lau
T70 175 TEO

Ser Lys Cys Val Fhe Pro Gln Ala Ile Lys Ala Pro Val Thr Glo Gln
785 Tan 735 200

Zer Ala Val Ala Phe Thr Gly Ile Gly Arg Ser Ser Ala Val Pro Ala
205 ElO 815

Gly Gly Gly Gly Gly Gly val Gly Gly Aep Ser Rep Asp Val Ala His
E20 HZS B30

Thr Arg Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Xas Xaa ¥aa Xaa Xaa Xaa Xaa
435 E40 g4d5

169



Xaa
BES50

Lau
365

Gly

<210
211>
<F12>
=1 3>

&7

ADN
<400> &7

atgggaacgg
ctgooctooge
coogggbogt
caccagtboo
tgotggacgo
cagocaggacg
CogooCcacoso
ggcaagkgga
ggaaaccbge
tgogacooca
tteogoegga
googagotog
cggotogagt
tacgoagogy
cagggaggtt

coegggtoctyg

cotoctotac
cacagcaatyg
cogaaccagg
cgogtgtogt

ttocagoacyg
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955

E70

485

gagaagogat
agocttacaa
gtotogtgtg
acgogtoctyg
ccatcocaggo
goggoggata
cagoogooag
aggoogagga
cgohggotga
tgogoatata
gagaggacoga
agaagacgta
aggagetate
caggcaattc
agoogoagga
tgcagoagos
acooCcCcCaca
tatogatgot
acaacaagoco
aoatogacag

cgacgtcate

Fhytophthora ramoruam

geacattoct
chogtogggg
ctacaaaoog
tatcgagoge
googogoogo
cCCogoagac
cgoggacgoo
gagegagtac
gggoacgacyg
gaagaagtac
cgbgtocaag
cctggagagyg
gagggacaag
gycgoogaty
tgoagtacag
caactatgga
goagagoaat
bggoattget
ggctagoago
cEEttottgt

tggtttigge

Zaa Xaa Xaa Xaa Ala Ala Ala Ala Ala Ala

Thr Ser Gly Val Lys Gly Thr Gly Gly Lys

s

Pro Ser Ala Ala Val Val Gly Gln Lys Pro

E3OD

cgogoggacoe
gigogaccoy
caggtggacy
tggotocagea
ctogtoocogo
agoaaagogo
agogogoago
tgogacoggt
ctgogoacgt
acgggogaca
gacgacatgg
gagoagtaca
agtogetttg
Cggoogoooc
cooatgacaa
gotocaggte
aacgtgoocot
ggogogeaga
toogotatgg
ctgttooota

ggcatgaact

170

Ala Thr Ala Ala Lau

60

Arg Gly Arg Ala Asp

BEBO

Lys Gln hla Lys Val

cgagotocat
acggacooos
tgotgotgga
aggacaaggt
agcagtacga
acgtgtigga
cacoogoggo
tgatogagga
ttotgagoaa
agtgoatogy
agagoatoog
accagocggoeg
cggocacoag
accchbocagoa
agoaggagaoa
gaggtggtat
cgoacctatt
cacagggtol
acggogggyga
geghtggocag

ctgtoggtte

295

gagegegtac
ghacctgoog
googtgocac
ctgococcace
acagcogcaa
goccgoggag
tatgoggaag
gttocaagasg
acktgoctgaac
caagatoatt
caaggacchtyg
gogocgagaag
ghecattgga
goagcaacaa
gogacaotgga
goctgtocag
taatggogac
aggteaggtt
cgggtttocg

tattgaaaac

gtaccegtog

60
120
180
240
30a
360
420
480
Sai
a0d
]
720
TEO
Ba0
200
L

1020
1080
1140
1200
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acggagacto
aaaccattgt
cagcoctttcaa
togtagactao
aaggacaatt
gagaagooga
agoaacagtt
ggttocacta
toaggttoag
togggcatct
aagatgootao
cacacggtgg
cgtgtgooga
cegtegtiet
ctgggtgggt
gtagactegt
ctggoogoag
gaaagobooo
tga

<210=
<211l>

<F12>
<21 3=

68
Ta0
EFET

Fhyt

<400> &8

Mat Gly Thr
1

Met Ser Ala

Ero Rap GLly
a5

Azn Pro Gln

50

aaaacacgat
cgattggoga
acctactgeoa
agascagtag
ttacatcogy
gggeagoaga
ctageagoag
gcactggact
goaaccagat
tocegogegt
gagktgoata
goggoggoga
gotoggacat
ctaacctaag
ttaagtoggy
aagagtogan
ttgogggoga

agcaggacge

ophthora

Gly Glua

Tyr Lau

20

Pro Pro

Val Asp

Ala

Pra Pro

Tyr Leu

Wal Leu
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gaccagoagt
aggecttaac
agaccacgga
ggataccatg
aggtocatogyg
tkboaaagea
cgncagoeagh
gacaaagoge
cocagatteooe
googtoocatyg
tekogacaagq
goaacgoato
gockgtotoge
cacgttgtet
cktocogoge
tggrottoog

ggagtooctoo

akcgttggca

TamDTuEm

Lewg

His Ils

Gln Pro

ggattogacg
goctactbes
cogaacagto
gagazttoaa
aggaggctgg
CAgaTagIg
geegttteca
ctoagoocca
aagoagotga
gacaagatgo
ctgoagogea
cogagggtgc
tttggoctoea
tcaagegoct
aatteogtcca
toaaatgget
catattgoca

toagataaca

Pro Arg

Tye Aso

25

40

55

Pra Pro

Leu Glu

Gly Ber

Pro Cya

171

cocagoctto
ctegbatooa
cacgtggagy
gogacagaas
gogagaacoy
aoagoagoag
cttegatgag
gtoacaatgeo
acaagatgoo
ctegtgtgec
toocoghotat
cgtecatgga
gogaccacct
cgtacgacaa
ttgaggacat
agacgttgoa
acgagoggaa

agaagagcaa

oggtttgooo
ghoegotagaa

agcoaacatog

acaacagatt
tattaaggaa
caatascago
cgbgacgase
atocggootet
gegaagoeteg
ttogotogac
ggacaagote
caagatggog
tagcagotto
getgagoetaeg
tttgtotote
gobgagtgoa
goggoggotyg

attatoggog

Ala Asp Fro S5ar Sar

15

Ber Ser Gly Val Arog

30

Cya Leu WVal Cys Tye

45

His Him zln Phe

&0

Hisg

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1E&Q
15240
1980
2040
2100
21&0
2320
2280
2340
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Ala

Cys

hla

Ala

Ala

145

Gly

Lys

hsp

Lys

225

Arg

Fro

wval

Gln
305

Ser

Tp

Gln

Hig

Ala

L30

Glu

Asn

Gln

Lys

210

Thr

Leu

Sar

His

Gln

290

Gln

Cys

Thr

Ero

val

115

Fer

Glu

Len

Lau

Cys

195

hap

Tyr

Glu

Ile

Fro

275

Bra

Pra

Ila

Fro

Gln

100

Ala

Ser

Fro

Asn

180

Tle

Asp

Ser

Gly

260

Gln

Asn

Glua

Ila

a5

Gln

Glu

Gln

Ala

Leug
165

Cys

Gly

Mat

Glu

Glua
245

Tyr

Gln

TyrE
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Arg

T0

Gln

GEln

Ala

Pro

Tyr

150

Ala

Asp

Lys

Zlu

Ala

Gln

Lys

GEly
310

Trp

Ala

Asp

Ala

Pro

133

Cys

Glua

Fro

Ilm

Ser

215

Glu

Ala

Gln

Gln

295

Ala

Fro

Gly

zlu

120

Ala

Asp

Gly

Mat

Tlae

200

Ile

Eln

Arg

Ala

Gln

280

Glu

Pro

Ser

Arg

Gly

105

Pro

Ala

Thr

135

Tyr

Asp

Gly

265

Gln

Fro

Gly

172

Lys

Arqg

a0

Gly

PED

HMet

Thz
170

Ila

Lys

Asn

Lys
250

Asn

Gly

heog

Asp

Tyr

Thr

Ile
1

Sar

Aap

Gln

235

Ser

Gly

Fro

Gly
3135

Lys

Val

Pro

PED

Lys

140

Glu

Az

Lys

Leu
220

Aog

Arg

Ala

Tyx

Gly

300

Gly

Val

Fro

Ala

ARla

125

GLly

Glu

Lys

Glu

205

Ala

Fhe

Fro

Fro

295

Bro

Mat

Cys

Gln

hsp

110

Ala

Lysa

Fhe

Fha

190

hsp

Elu

Ala

Mat

270

Gln

Gly

Pro

Fro

Gln
95

Irp

Lys

175

Thr

hsp

Ly

Glu

Ala
255

Arg

Ala

Bro

Val

Thr

Ala

The

Lys

1a0

Ser

Gly

WVal

Elu

Lysa

240

Thr

PFro

Ala

WVal

Eln
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Fro

Fhe

Gln

Sar

Ila

385

Fhe

Sar

aAsp

Leu

Leu

465

Sar

Lys

Asn

Ser
545

Gly

Fro

Aan

Thr

Sar

370

hsp

Gln

Tyr

Asn

450

Sar

Gln

Gly

Ala

530

Sar

Sar

Gly

Gl
385

His

Fro

Gln

435

Ala

Gln

Gln

Glu
51%

Gln

His

Aap

340

Gly

Fha

Ala

Ser

420

Fro

Tyr

Asp

Gln

Ile

S00

Thr

Asp

Sir

Fro

325

His

Gln

Met

Sar

Thr

405

Thr

Fha

His

Asn

485

Lys=

Gly

Gly

Ser

The
565
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Fro

Ser

Gly

hsp

Cys

390

Ser

Elu

Gly

Fro

Gly

470

Bar

Rap

Ile

Fro

Sar

550

Gly

Gln

Asn

Gln

Gly

375

Lau

Thr

Leu

Arg

455

Fro

Arg

Agn

Lys

Sar

535

Ala

Ltz

Gln

Wal

Val

360

Gly

Fhe

Gly

Gln

FPro

440

Ila

han

hsp

Phe

Glu

520

Ser

Val

Thr

Ser

Ser

345

Fro

Asp

Fro

Phe

Asn

425

Lys

Gln

Sar

Thr

Thr

505

Elu

Ser

Ser

Lys

173

ABn

330

Met

Asn

Gly

Gly

410

Thr

Fro

Ser

Pro

Mat

430

Ser

Gln

ABn

Thr

570

Aan

Gln

Val
395

Gly

475

Gla

Gly

Fro

ABN

Sar
5558

Wal

Gly

Pro

ZED

Ala

Met

Thr

Ser

Glu

460

Gly

Asn

Gly

Arg

Ser

540

Mat

Ser

Fro

Ile

Asn

365

Sar

Ser

Ile

445

Gln

Gly

Sar

Hiz

Glu

2%

Sar

Sar

Fro

Sar

Ala

350

Lys

Val

Ilae

Ser

Sar

430

Gly

Lau

Ala

Bar

Arg

s10

Ala

Asn

Val

Ser

His
335

Ely

Fro

Glu

val

415

Ely

Glu

Thr

hsp
455

Asp

Thr

His
375

Len

Ala

Ala

Bar

Asn

400

Gly

Fhe

Gly

Sar

480

Bar

Arg

Fhe

Sar

Thr

560

Asn



Ala

Val
625

Hig

Asp

Lys

T05

Val

Gln

Ala

Lz

Sar

Met

610

Ala

Thr

Lys

Ser

Sar

6430

Ser

Ala

Rla
T70

210>
211>

<212

<213=

<4 00>

atgoagocty goatttoooo cagagttacg cogogaghgg cggbggogas gobggoggge

SIEEIIIIIT gyagagagac ghgcaggagc actagoggta cgattgogat cgaggoggct

Rla

Lys

595

AsSp

Val

Mat

Asp
875

Gly

Glu
755

69

2799
ADN

Ectocarpus siliculosus

6%

s5ar
580

Lys

Gly

Ala

GBED

His

Sar

Fhe

Sar

hla

T40

hap

Pro

HMet

Asp

Gly

645

Arg

L

ala

Pro

Glu

125

Lau

Lys

Aan

Gly

Pro

Lys

630

Gly

Val

Bar

28
s
=

Sar

Lys

Sar

Glu

EBro

Iy

6595

Asn

Thr

Ala

Lya
775
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Ely

Ser

600

Wal

Fro

Gln

Sar

Fhe

GEOD

AR

Ser

Gly

Val

Lau

Ta0

Bar

585

Fro

Arg

Sar
665

Pro

Lys

Ala
745

Glu

Lya

EZ1ln

GEly

Ser

Ila

Tl

650

hsp

Ser

Len

Ile

Fro

T30

Gly

Sar

Lau

174

Ile

Ile

Fro
638

Pro

Phe

Elu

718

Gla

Gln

Fhe

ABp

620

Sar

Ser

Bar

To0

Asp

Asn

Glu

Gln

Kla
TEQ

Ile

Pro

605

Lys

Val

Ser

683

Ile

Gly

Gln
7863

Pro

580

Arg

M=t

hsp

Pro

670

Ser

Sar
TE0

Asp

Ly=a

val

Fro

Lys

Sar

655

Sar

GEly

Ser

Thr

735

His

Ala

Pro

Pro

Arg

Lau

640

Mt

Gly

The

FPhe

Lau

Ta0

Ila

Ser

60

120



ggcagagogg
cogoagoetge
goococaggoog
googaogoga
togtacacaa
gooaactogg
gtegtogoeg
goggoooago
goggeggogg
FICFIIIICR
goagaggogg
aacgggttga
caggagtteca
agoaagobge
atcgggaago
atogagagga
atgacgaace
gacatockga
cocaatgegg
grggcggggg
goagoggagg
teggoagoeag
tbgoagtota
cogaacggge
togoagoage
accocagetyg
ggcaaccaca
togtaaggat
agtgoggcty
coogggactg

Cooaagqoagg

ctgoggttge
agogogoags
cogoctacgs
aggoggogod
goaacgoogs
atgooggtaa
QoogCooa
ggcagoagca
cggoggogoy
gtgggttoct
cagoggoaga
gFagagggaa
agagogggtt
toaactgoga
aggbgttoog
googototaa
gatgcaagac
goocogaataa
ttacteteoge
ctootgoaga
cggoagggod
caacagoaco
gttoogbtth
tggtgctigy
aacocgaatgeo
agataaacga
tggcagoaac
aaggtgtata
cggocacgos
gagacgggag

aactoacgga
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tgatggggtyg
caccaagooc
gasagoggtyg
Jgoggoggog
Sgtogoogca
gtogooggog
egbggtggee
gCagoagoac
gggtoaccat
ggggctgcag
Jgoggoggog
gtggacgtoc
gttgoogetg
coceatgage
caggaggoag
gektgoagak
cgyCgRgEag
goecacatoog
gaggacgstyg
tgaagoocaca
ccagegaaat
agggroggeg
Jggogogage
tggooccacce
tcaaggtacyg
tattgggote
aacgtoagog
ggotgotgog
ggogtogtte
ggtagatton

cagtggmaca

attgogaggec
cocgtgecgay
gogacggoge
agggtageoga
goagcagcayg
acgaatogga
cogouocaca
goggocgott
caccaccate
ggugIcgcLa
goggoggtga
gaggaggagy
acggacggaa
atctocaaga
googacatgg
ckagagagga
ataggctoga
gotacocaga
tegoocagegyg
gggggcgrgco
agoaccacac
gaggtagege
catgacggga
gaaaaggagt
agcaccactyg
aaggoggggt
gogtcoageoag
acaagggota
ctagacgogg
gogatoocoog

ggottgggty
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cagoagtotao
tagoggoggo
agcagcaaca
gatogaacga
cagoggoggs
ascAgCagoa
goaacggooa
ttggggogat
acttgoagoa
gegogatgyy
aggogaaaga
actacgogaa
cgacgotoag
agttogbgoy
accggttaca
ggttottgga
aagaaggogy
agtggatgot
cgoogacgoa
togotgagac
egocacctag
categoogte
caggoggagt
ctoaacacag
ctoctggoooo
Cogoogoguy
tggcagocaac
atggtgogaa
gaggogogoet
gaagqtacoga

toogoacata

tcaacaacaa
tecganoaadg
gogggoocac
gatogacack
agoogogycs
cecoggtagte
catetacaac
gggggoagog
ghttoageag
FICFIFSFIST
JRAGAAgOOT
cegecttate
aacgttoctyg
tageaactge
goocogoogac
gogggtagac
cageagottc
googoagtag
Jagggogast
aacagoggta
accaccatea
atcagoagog
cgogasagea
goccoctoacyg
tgocoocoggok
tatcgotaac
accgootgok
tgoatogasc
googtogttyg
bgoagttatt
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00
3a0
420
480
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B&0
720
T80
B4l
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as60
1020
1080
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1200
1280
1320
1380
1440
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1560
1620
16B0
1740
1800
1B&0
1920
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goaagcaacy
totatagagg
grgotggggc
gggactocto
agetoghtacg
ggcaacggag
toogoatoty
toatcateat
acotogakedg
googoogggt
ggcaacococa
agogagoegtc
ageggttoty
ctgaagtoga

=210
w211l>
212>
313>

70
93z
PRT

=4 00> 70

Met Gln Pro

1

Thr Val

Gly Thr
L

Gly Val
50

Arg Ala
65

Ala
Ala Gln

Ala

Gln Arg Ala

Ala

Ile

Ila

gottocaacac
aactetagat
tgtggootgy
tcaaggogat
aacacctgoa
caggcagtgt
gactaggagy
cgocatogos
aggacttaat
tocacggtgos
acggacacgao
CARgogggoa
ctegogggge

agoaggotas

Gly Ile
5

Gly 51

Gl

Ile

Ala

Thr Al

Ta

Lys

Ala
a5

His
100

Ala Al

Bar

Arg Fro

Tyr

ES 2682279 T3

cagoctoogge
gcbggagotyg
cgoctttooe
gaacggcggt
gagooctagat
gagcagcaac
aggoaattok
atocotoagoo
cagoottgto
catgtggate
toctaatggg
choctaaacog
ttoctggaatyg

ggcogaggec

Ectocarpus siliculosus

¥ Gly

Pro Arg Val

Gly Arg

cotgggtggaa
coacacakeo
cottogggat
ttgaagagaa
gaaggageto
atocgogageca
agoggtggea
googoacctt
gagtocggag
tacagoggag
agttogaatg
toctoaaaat

tocatcacteg

aagagttga

The
10

BPro

Glu Thr

25

Ala
40

u Ala

Ala
55

Val

a Fro Val

Ala

Lys

& Ala Thr

Gly

Ser

Fro

Ala

Ala
105

Arg ala

Gln Gln

Val Ala

15

Val
an

Ala

Ala Ala

176

goggocatoga
aaggtatgac
cttogacagy
agocttoatg
coectgtates
gtagcagcag
goggoactag
cgooccttoat
agattcogog
actogagoas
gtgottocaac
ctaagaacaa

agaagtccaa

Gly val

Cysa

Ala Ala

45

Gln
60

Fro

Ala

Ser

wal

Gln

coggacoaca
caacottgok
gacaacgact
ggogaggato
TRCOACEEAa
caacagocakt
cacocatgacyg
Joocgagaaac
tocagagggt
CaACCAcCqgaAl
tootgotgoo
gogetogggt

ghogaaacyyg

Val Ala

15

Thr Ser

Ala

ASp

Gln

Ala Ala

Thr

Ala

Ala Ala

Fro

Gln

Ala
110

Thr

GLln
a5

Arg

Fro
B0

Gln

Val

2040
2104
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
&700
2760

27359



Ala

Ala

Ala

145

Val

Ala

Gly

225

Ala

hla

Glu

Bra

Asn

305

Ile

Gln

Ala

130

Gly

Val

Ile

Fhe

Hisa

210

Ala

Lys

hsp

Gly

Fro

Ser

115

Ala

Ala

Ala

Tyr

Gly
1395

Ala

Lys

Tyr

275

Thr

AsSp

Lys

Ala

Fha
355

Sar

han

LEd

Ala

Hia

Gly

Ala

Fro

260

Asp

Pro

Gln

Asp
340

Ala

Ala

Fro

Aryg

165

Ala

Mat

His

Ala

245

Asn

Asn

Gly

Hat

wval

325

Ila

Glu

Ile

Ala

Ala

150

PFro

hla

Ely

His

Gln

230

Ala

Gly

The

Glu

Ry
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Ala

Ala

135

Thr

Thr

Gln

Ala

Leuw

215

Ely

Ala

Lz

Loy

Thr

285

Ile

Arg

Val

Thr

1z0

Ala

His

Val

Kla

200

Gln

Gly

Ala

Tla
Z80

Ser

Ala
360

Ser

Ala

Arg

Val

Gln

185

Ala

Gln

Ala

Ala

265

Gln

Arg
345

Mat

177

Tyr

Ala

Gln

Ala

170

Gln

HAla

Fhe

Ser

Ala

250

Gly

Glu

The

Lys

GEln

330

Sear

Thr

Thr

Ala

Gln

155

Fro

Gln

Ala

GEln

Ala

2315

Ala

Lys

Fhe

Fhe

315

Ala

Gln

Asn

Ser

Ala

140

Gln

Gly

Gln

Ala

Gln

220

Mt

Ala

Trp

Lys

Lau

300

val

Asp

Asn
1258

Ala

GLn

Ala

203

Gly

Ely

Val

Thr

Sar

285

Ser

Gy

Ala

Cys
365

Ala

FED

PFro

Serc

His

140

Ala

Gly

Ala

Gln

Serc

270

Gly

Lya

Ser

Asp
350

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

175

Ala

Gly

Ely

Ala

Ala

255

Glu

Lt

Aan

338

Thr

Ala

Ala

Val

160

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala
240

Lys

Glu

Lau

Lzl

Cya

320

Glu

Gly



Gly

Fro

385

Fro

Gln

Val

The

465

val

Glu

Gly

Ilg

545

Gly

Thr

ala

Ser

Elu
370

AAN

Fro

Axg

Asn

450

Ala

Fro

Ala

Sar

Thr

530

Asn

Pro

Fha

Ile

Gln

Ala

Ala

Ala

435

Sar

Pra

Ser

Lys

Gln
515

hsp

Hiz

Fro

Gly
595

Leu

Gly

Fro

wal

Asn

420

Glu

Thr

Gly

Ser

Ala

500

His

Thr

Val

Ala
SB0

Ala

Asp

Fro

Thr

405

Val

Ser
485

Fro

Arg

Gly

Ala

565

Fro

Ala
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Lys

Fro

330

Leu

Ala

Thr

Pro

Ala

470

wal

Fro

hla

Val

550

Kla

Ser

Gly

Glu

375

Ala

Ala

Gly

Ala

Bro

455

Glu

Liena

Ely

Lz

335

Lys

Thr

Ely

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

Val

440

Pro

Val

Thr

520

Ala

Ala

The

Ser

Thr

600

Ala

Gly

Gln

Thr

Fro

425

Ala

Ala

Ala

val
505

Bro

Gly

Ely
585

Ser

178

Ber

Fro

Lau

410

Ala

Ala

Fro

Fro

Ser

450

Gln

Ala

Bar

Ala

270

wal

Ala

Fro

Sar

Trp

355

Ser

Asp

Glu

Pro

Ser

475

His

Gly

Gln

Pro

Ala

555

Ala

Ser

ala

Ser

FPhe

3E0

M=t

Pro

Glu

Ala

Ser

460

Pro

Ala

Gly

Gln

Ala

540

Ala

Ser

Ala

Ala

Lau

Rap

Ala

Ala

Ala

445

Ser

ELly

Fro

Fro

525

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

605

Fro

Fro

Ala

Thz

430

Gly

Ala

Sar

Fro

Fro

510

PeS

Ila

Val

Ala

590

Thr

Gly

Lew

Fro

Ala

415

Gly

Hig

Ala

Ala

GEly

455

Glu

Ala

Ala

Ala

Ala

213

Thr

Pro

Thr

Rry

Ser

400

The

Gly

Gln

Ala

Ala

480

Gly

Lys

Gln

Glu

Agn

560

Ala

Arg

Ala

Gly



Asp

625

Fra

Bar

Gly

Glu

T05

Gly

Trp

Ala

Ser

Leu
785

Gly

Trp

610

Gly

Lys

Ser

630

Fro

Thr

Ala

Pro

R8N

770

Gly

Sar

Fro

hsp

Ile
ES0

Arg

Gln

Sar

Gly

6TE

Fro

Gly

Bra

Arg

Leu

55

Ile

Gly

Arg

Ile
835

TYE

Val

Glu

Gly

G660

Ile

His

Ala

Ile

740

Tyr

Ala

Gly

Sar

Asn

E20

Pro

Ser

Ala

Lz

645

Ala

Asp

Ila

Fhe

Lys

125

Zar

Pro

Ser

Asn

Fro

405

Thr

Pro

Gly
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Serc
630

The

Ser

Gln

Eer

The

Ser

Sar

790

Ser

Sar

Pro

hap

615

Ala

Ala

Asn

Thr

Gly

695

Fro

Mat

Tyr

Thr

Ser

T8

Ser

Fro

Val

Glu

Sar
455

Ile

Ser

Ely

Thr

6RO

Mat

Sar

Asn

Elu

Asn

Tal

Ser

Gly

Ser

Glu

GEly

240

Ser

Bro

Gly

Phe

GES

Ser

Thr

Gly

Gly

Hiz

145

Gly

Ser

Gly

Asp
815

Ala

179

Gly

The

650

Asn

Sar

Gly

730

Ben

Asn

Bear

Ala

ElD

Phe

Ala

The

Sar

635

Gly

Thr

Glu

Ser

715

Gln

Gly

Ser

Gly

755

Ala

Gly

Thr

620

Thr

Leau

Ser

Ala

Ala

To0

Thr

Lys

Ser

Ala

His

TEO

Thr

Ala

Ser

FPhe

Asn
B0

Ala

Gly

7

645

Val

Gly

Lew

Gly

765

Ser

Ser

Fro

Thr
343

Gly

Ala

Val

Gly

670

Ser

Thr

The

hep

750

Ser

Ala

Thr

Sar

Val

E30

val

Asn

Val

655

Ly

Gly

Thr

Fro

T35

Glu

val

Ser

Fro

a15

Glu

Pro

Pro

Val
640

The

Ely

Lau

Thr

720

Sar

Gly

Ser

Gly

Thr

B0

Fha

Ser

Agzn



Gly His Ala

g65

Ser Glu Arg Fro

Lys Gly Sar

Liu GZlu Lys

915

Glu Rla Lys
930

=210
211>
<212> ADN
<21 3>

71

=400> 71
atgasgoago

gatcgoacgt
caggooggog
gegetegact
gtgagcacgg
gogotogact
ggooctocagg
gtogacetgg
ctoghbgecge
gtooctogoga
googgegget
cggatgaacy
gagaoooogo
cogtogacgo
coggggoocga
aagoogggga
gagatcggcg
gocaggogog

gogeggeceyg

Pro Asn

ES 2682279 T3

ETO0

Ala
385

Gly
00

Ser Lys

Ser

3288

goaaggogaa
cgototacgy
ogotbgagogeo
tegegoogge
tottotttto
totkogtogg
gocaggacot
tockeoggota
aggagtactyg
ogatocgocoto
aggecgecstt
agaagctgga
tgoogotoga
FEICCITogy
agacccageot
cggeggeggt
acgkcoctoga
goatcoctoga

acoggagytt

820

gyogaaagoc
ctegotgetyg
ggogtoocag
gebgeggtte
catogtoggo
cgggoogtte
ggocttoate
gaacaaggktg
goggotatgg
gaagaagaaq
agtegtaghtt
gaagoagage
coogtogacy
cgogogggcyg
cgtogtogog
cgoggagett
gtocogtoaac
gyagaacgac

ogoogtocac

Gly Ser Ser Asn Gly Ala

ars

Gly His Ser Lys Pro Ser

BI0

Gly Ser Ala Arg Gly Ala

305

Ser Lys Arg Leu Lys Ser

Aurecococcus anophagefferens

actgogoogg
cgoogettto
ctgotgtogo
gegotocatoa
aagttooggo
ctoasctgog
ctoggoghge
tggotgoceg
tgotoctgeg
aaggogagty
togtgegegy
aagatogtoo
caggacgtog
ttgooggtgy
gogtocooog
tocooggget
ggacgccocgg
gaoggogaaa

geggcycogy

180

Ser Thr Pro Ala Ala

BED

Ser Lys Ser Lys Asn

435

Ser Gly Met Ser
o10

Ser

The Glon Ala Lys Rla

4925

atgoggacga
cgotggocat
agoggotoaa
gogotbbtogt
tooggacgoo
aottocatoga
tgoggtogeg
ogaaggtoga
totecttogy
acacgaattg
gagegtacat
cgotogtoca
ggacccogat
cocaggtogt
gooogotogy
cogoagotogs
ctaccgoogo
agoogoggac

gotocctogg

CgAGOOCaaT
gaacgooghe
aggogoggog
ggtgacgose
cgogtogotg
ogogotacac
ggocttobgyg
catgtactog
chggggoate
ggcogoggho
aaattacggyg
ghooggacte
googotagac
cgoogogata
agtcoattteo
gggegaggtc
gtoootogog

occkogtatto

cgtogtottc

a0
120
1aa
240
3na
3a0d
420
480
540
600
B&0
720
T80
B40
00
260
1020
1080

1120



goocoooggoa
egatogoage
coggoogocy
cgogogogac
gtegagttog
ataottoggga
aagageateg
gtttotogeg
aacgtegacg
gogtocgogy
coogogqooga
gaggoctacyg
ggoacgacgc
aagaagttog
atggacocggo
cgooggttoo
gooaagggoyg
cagoaggooca
gteagagegy
gogoogaocga
gegQgoogogg
tocogacgogt
ggogoogoot
gogggegacy
toctggeoegt
geggogosge
gaggcgocge
gogoagoogo
gogotegegt
gogaagogga

gacgaggact

cgacgogogt
tatteggott
Ccogogagooc
toctoghbatt
tcatacgageo
aagggoggag
cgogocgegy
gogaggacgc
cactggaggs
agaagtogoo
agoogoggag
cgaacocggot
tocoggacgtt
toggotogaa
tcacgoocoga
toacgogogt
tcaagggogy
tgotogogoa
gagogogoga
cogoogoggo
agaaggogas
cgoteocagtc
ggcogtogga
cggoogogyc
cottotoooa
coaagqgoogs
cgotogogog
agoogoogaa
cocogoacgy
ggtoggagaa

coaacggoog

ES 2682279 T3

cggacgogot
cgbegacgag
ggoogagaag
ogRgogaggc
gaagoooggg
ccogoagogt
cgaccaateg
gaccatggoc
Lgoggoogos
googoggagc
ogagaacggc
gatcocacgag
ccbgtogaag
ctgoatogges
cgacatcaag
ocgogoagago
cgacggoaag
gtggotoctg
agbogooate
googoogoog
Jogogogog
gekbgggocte
googaaocto
cggeeggooyg
cckogtoang
ggogoogoodg
gooogogoog
ogoogoogodg
cogoacgoge
ttocogogasag

Sgcoguegey

CoCgaacgag
ggogasgege
ggogtocktcg
cooasgoagao
cogotoggog
ctoooacacy
ctgttteteg
gogacggagg
gegoagebge
cogogytoge
ctgoggogog
ttoaageteg
ctgotcaact
aagoaggtet
cggagocgot
cacoggtoog
gooctgggeg
cogoagoacyg
geogagecct
cogoogoogo
ctogagggoe
acggogogog
goooagggot
cgogogooga
dcggoogacy
ctogacatog
coocgogoogo
goooogoceq
gagoctgacgo
COogagoggo

googaggaco

181

gaagogttct
tacteteogt
acgaggagga
gazacgagaot
teghocttoaa
atoocogaata
gogogoogas
acgoogoogo
cogacgagta
goaaggogga
goaagtggac
goctgotgoes
gogaccooat
tecgoocggeg
acgagctogo
coaagtogoy
gogggctoat
aggoogogay
acggectgas
cgaagcocga
tgeacctgoo
agoogtoctt
ggcagagota
goggcgacygs
actogocogog
cggecgobga
cogogoogoo
aggoogooga
cogagoooga
agooccaogt

togaccogas

agIgocggcg
gaacggooge
cgacggogog
ctogoooaac
gaacoggoca
gttotogoga
accgatacct
cocbgacgacyg
goagatogag
cggcgacaag
cgtegaggag
gobocacogac
gogoatotog
cCaggogmac
ggaactggag
oggogoggge
goaggoocaqg
ogogoogacd
gtoctacgeg
cgoggacgog
ghoegotocag
cgogtoocte
gaactogoto
gggoctgage
gotoocogooo
caagooogog
ggoggocgos
cgoogtogeo
Fgagoogacy
gtogagotoc

gacgotogag

1200
12&0
1320
1380
1440
1500
1540
1620
1680
1740
1800
LEB&0
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2240
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
27a0
2820
2880
2340

3000
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-

cagoagogoa aggacgtgog cogogagoge aacoggoage acgogogogt ctogogagag 3080
cgoaagogon agasgobtoga goacckacag gaggagaacy aagogobtooy cogodaggadg 3120
googoocbga tggaccagog ogacogoate aacgogogoe toctgogogt ogagtacgag 3180
aacogogoge toogeogoctg gatccagaac cacgogggog acggogogoc gocgoogoog 3240
Coggaogocy A0gACgACga gUCgagoogy cooghbgoccg accactga 3Zgd
=210= 72

211> 1095

=212> PRT

213> Aureococcus anophageffarans

=400= T2

Met Lys Gln Acg Lys Ala Pro Ala Lys Ala Thr Ala Pro Asp Ala Asp
1 5 10 15

Asp Glu Fro Lys Asp Arg Thr Ser Leu Tyr Gly Ser Lew Leu Arg RArg
20 25 A0

FPhe Pro Leuw Ales Met Rsn Ala Val Gln Ala Gly RAla Leuw Ser Ala Rla
35 40 45

Ser Gln Leu Leu Ser Gln Arg Leu Lys Gly Ala Ala Ala Leu Asp FPhe

Ala Pro Ala Leu Arg Phe Ala Leu Ile Ser Ala Phe Val Val Thr Fro
] Ta 75 gl

Val Sar Thr Val Fhe Phe 5S5er Ile Val Gly Lys Phe Arg Leu Arg Thr
a5 a0 35

Pro Ala Ser Leu Ala Leu Asp Phe Phe Val Gly Gly Pro Phe Leu Asn
oo 105 110

Cys Ala Phe Ile Ala Ala Leu His Gly Leu Gln Gly Gln Asp Leu Ala
115 120 125

FPhe Ile Leu Gly Val Leu Arg Ser Arg Ala Phe Trp Val Asp Met Val
130 135 140

Leu Gly Ser Asn Lys Val Trp Leu Pro Ala Lys Val Ala M=t Tyr Ser
145 150 155 160

Leuw Val Pro Pro Glu Tyr Trp Gly Leu Trp Cys Ser Cys Val Ser Phe
165 170 175

Gly Trp Gly Ile Val Leu Ala Thr Ile Ala Ser Lys Lys Lys Lys Ala

182
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180 185 120

Zar Asp Thr Asn Trp Ala Ala Val Gly Gly Gly Ser Ala Ala Phe Val
1935 200 205

val val Trp Cys Ala 3ly Ala Tyr Ile Asn Tyr Gly Arg Met Asn Glu
210 215 220

Iys Leu Glu Lye Gln Ser Lys Ile Val Pro Leu Wal Gla Ser Gly Leu
225 230 235 240

Glu Thr Pro Leu Pro Leu Asp Pro Ser Thr Gln Ala Val Gly Thr Pro
245 250 255

Lew FPro Leu Asp Fro Ser Thr Arg Ala Val Gly Ala Arg Ala Leu Fro
260 265 270

Val Ala Gln Val Wal Ala Ala Ile Fro Gly Fro Lys Thr Gln Leu Val
275 ZB0 285

val Ala Ala Ser Pro Gly Pre Leu Gly Val His Phe Lys Ala Gly Thr
230 295 200

Rla Rla Val Ale Glu Leu Ser Pro Gly Ser Gln Leu Ala Gly Glu val
305 310 315 320

Glu Ile Gly Asp Val Leu Glu Ser Val Ren Gly Arg Pro Ala Thr Rla
325 330 335

Ala Ser Leu Ala Ala Arg Arg Gly Ile Leu Glu Glu Asn Rsp Asp Gly
340 345 350

Glu Thr Fro Arg Thr Leu Val Fhe Ala Arg Fro Asp Arg Arg Fhe Ala
355 360 365

Val His Ala Ala Fro Gly Ser Leu Gly Val Val Fhe Ala Fro Gly Thr
3TN0 375 ZED

Thr Arg Val Gly Arg Ala Pro Glu Arg Gly Ser Val Leu Gly Pre Ala
385 90 395 400

Arg Ser Gln Leu Phe Gly Phe Wal Asp Glu Gly Rsp Ala Leu Leu Ser
405 410 a15

Val Asn Gly Arg Pro Alas Ala Ala Ala Ser Pro Ala Glu Gly Gly Val
420 425 430

183
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Lew Asp Glu Glu Asp Asp Gly Ala Arg Ala Arg Leu Leu Val Fha Glu
435 440 445

Arg Gly Fro Lys Gln Arg Asn Glu Leu Ser Fro Asn Val Glu Fhe Val
450 485 460

Ile Acg Ala Lys Pro Gly Pro Leu Gly Val Val Phe Lys Asn Arg Pra
465 470 475 480D

Ile Phe Gly Asn Gly RArg Arg Pro Gln Arg Lew Pro His Rla Pro Glu
485 450 455

Zgr Phe Ser Arg Lys Ser Ile Ala Arg Arng Gly Asp Gln Ser Leu Fhe
500 505 510

Leuw Gly Ala Pro Lys Pro Ile Pro Val Ser Arg Gly Glu Asp Ala Thr
515 520 525

Met Ala Ala Thr Glu Asp Ala Ala Ala Leu Thr Thr Asn Val Asp Ala
530 535 540

Lew Glu Ala Ala Ala Ala Ala Fro Leu Pro Asp Glu Ser Glm Ila Glu
545 550 555 560

Ala Ser Ala Glu Lys Ser Pre Pro Arg Ser Pro Arg Ser Rrg Lys Ala
365 570 575

Rap Gly RAap Lys Pro Ala Pro Lys Pro Arg Arg Glu Asn Gly Leu Arg
580 585 590

Arg Gly Lys Tep Thr val Glue Glu Glu Ala Tyr Ala Asn Arg Leu Ile
5495 &00 &805

His Glu Phe Lys Leu Gly Leu Leu Pro Leu Thr Asp Gly Thr Thr Leun
610 615 620

Arg Thr Fhe Leu Ser Lys Leu Lau Asn Cys Asp Fro Met Arg Ile Ser
625 630 635 €40

Lys Lys Fhe Val Gly Ser Asn Cys Ile Gly Lys Gln Val Fhe Arg Arg
645 650 655

Arg Gla Ala Asp Met Asp Arg Leu Thr Pro Asp Asp Ile Lys Arg Sec
G660 663 670

Arg Tyr Glu Leu Ala Glu Leu Glu Arg Arg Phe Leu Thr Arg Val Ala
675 GBOD 8BS

184



Gln

Lys

T05

Gln

Gly

Fro

Pro

Lys

785

Ser

Gly

Fhe

HES

Ala

Ala

Fro

Ala

Ser
690

Gly

hrg

Tyr

Pro

770

Ala

Ala

Trp

Pro

ESO

Ala

Lys

Fro

hla
230

His

Gly

Fro

Fro

Gly

155

Prao

Lys

Ala

Gln

435

Aryg

His

Fro

Fro

Ala

515

Ala

Asp

Thr
T40

Frd

Ser

gan

Saer

Fro

Ala

a00

Fro

Pro

Gly

Len

125

Val

Bra

Pro

Ala

Lem

805

Gly

Fro

val

Lys

485

Gla

Fro

Pra

ES 2682279 T3

Lys
T10

Ala

Saer

PED

Bla

T80

Gln

Ala

S

The
E70

Ala

Ly=s

695

Ala

Fro

Ala

Tyr

Lys

775

Lieu

Ser

Ala

Sar

Gly

855

Thr

Ala

Fro

Ala

Ala
235

Ser

Trp

Gly

Ala

760

Prd

Elu

Tzp

Lau
B40

hsp

RAla

Ala

Pro

Ala

920

Ala

Gly

Ely

Ala
745

Ala

Ely

Ely

Fro

425

Ala

Rla

Fro

905

Ala

Rla

185

Gly

Gly

Leau

T30

Gly

Prd

Ala

Leu

Leu

Bl0

Ser

Gly

Gly

Fro

§90

Ala

Fro

Ala

Ala

Ely

715

Fro

Ala

Breo

Aap

His

7595

Thr

Ala

hap

Zar
875

Fro

Val

Gly

Too

Leu

Fro

Val

Prd

Ala

TED

Leu

Ala

Fro

Ala

Ser

&0

Pro

Fro

Fro

hla
D40

Ala

Ala

Ala

165

Ala

Fro

Asn

Ala
845

Ile

Ala

Fro

925

Ala

Lys

Eln

Ala

Il

750

Ala

Ala

Sar

Glu

Lau

B30

Ala

Tep

Laai1

Ala

FED

alo

Fro

Lgu

GEly

Ala

Ala

735

Ala

Ala

Ala

Fro

a1s

Ala

Ala

Bro

Pro

Ala

L

Fro

Fro

Ala

Wal

Gln

T20

Ala

Pro

Elu

Gln

800

Ser

Gln

Gly

Sar

Pra

880

Ala

Ala

Sar
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EBro His Gly Arg Thr Arg Glu Leu Thr Pro Glu Pro Glu Glu Pro Thre

545 850 355 960

Ala Lys Arg Arg Ser Glu Pro Ser Ala Lys Arg Glu Arg Pro Pro His

965 &T0 975
val Ser Ser Ser Asp Glu Asp Ser Asn Gly Gly Ala Gly Ala Ala Glu
980 985 550
Asp Leau Asp Fro Thr Thr Lew Glu Gln Gln Arg Lys Asp Val Arg Arg
555 1000 1005

Glu Arg Asn Arg Gln His Ala HArg Val Ser Arg Glu Arg Lys Rrg
1010 1015 1o2n

Gln Lys Leu Glu His Leu Gln Glu Glu Asn Asp Ala Leu Arg Arg
1025 1030 1035

Gln Glu Ala Ala Leu Mek Resp Gln Arg Asp Arg Ile ARsn Ala Arg
1040 1045 1050

Leu Leu Arg Val Glu Tyr Glu Asn Arg Ala Leu Arg Ala Trp Ile
1055 1060 10e5

Gln Asn His Ala Gly Asp Gly Ala Fro Pro Pro Pro Pro Ala Ala
1070 1075 108d

Asp Asp Asp Glu Ala Ser Arg Fro Wal Fro Asp His
1085 1090 1035

=210= 73

211> 2013

<212> ADN

<213» Thalasaipasira peeudonana

=400 73

atgoaagotg coocgatogge agogaaggoa gatggagbag cocaaccaaa taatgatgta

goaasagoat octgattotoa agagasggog aatgoasagt ocbgebgaaga ggagaasagh

ggaaacgaty atgoogtocoo aaatggagat gaaaaagatyg cogaagacge agoogotoog

gocttogbtcoo aaaacggatc ggototcocaac cagatgeotga gtgocatcaa cogaccacoo

aatcaagbga ctteocaccaas ccttgtagga toagtagatg atecgbetgo totatotgaa

tctoooggeg aacoggacag tgocgoogat cgtoghteggg cteocceocttog togtgggaaa

rggactgogy aggaagaaga ckacgotaghk cgtotcatto aagaghtoas agotggtbtg

ctocococteca cogatggoac aactotoogt accttettga gtaagctott gaactghgat

186

60

120

1aq

240

30a

360

420

480



coctatgogta
cgacggggag
ctatococgagt
toooacaaga
ggogtgtoty
goactgokea
gotoagebte
tocaatgott
ctoatgette
attaactocct
atgtacttag
ggaataccta
goocggogoto
aatottgtie
gottocaatga
aacgoacaaa
aacaacaaca
ttoottoaga
gacttgbete
atgatggogg
attgotaatg
tttggoaaca
CAaanaaqgadg
cagcaacate
aagcgtaact
caggatgeaa
210>
<211=»

=212
213>

74
]
ERT

=400>= 74

totocaagaa
ctgatgttaa
togagaagag
gtgaacggan
gatgtogay
asqgaaacas
aagocagtoa
caggtggogy
aaaccggoat
ocggocatooct
agtttcagag
gtoaatoteot
aaggaagoga
toagbctate
goaatcaago
atggaaacat
tgaatcagaa
atcocatgat
agcagaatat
ctgoaattgo
tettagotca
actttggoaa
asagkggata
agcagoagoa
togacaaaat

agasscasca

ES 2682279 T3

grregttagg
caacttgact
gttottggat
JggCoagoaag
aataggoaac
gggoggtaga
accaggaatg
goaggoagto
gacggoogag
tgctaatttyg
tatgoagagt
ccacaagaat
cgoaggggct
tggaaacaac
aaacgtaaac
castgaccta
tecagaacttt
gggtaatgat
gatgoattte
gcaacaacag
acaaggtatt
tcaaaacaca

caataancan

gcagoagoag
gaagcaaggt
atgogacgtt

Thalassicsira pseudonana

agcaactgta
CoAQOACAAA
cgogtotogo
coooaghotyg
atgaacaagt
aatggagata
thtgatgega
atgggagtca
caaatetece
cttggaaaga
attgataatt
caaatgaaga
cottoatctg
accoagoaga
tatggcoaatco
cttoagagta
gggaatctoe
tttttaaaca
aataatacat
cttottgoto
atgggoggca
aacgacttge
ctanaacaga
caacaacagg
ggagggattg

tga

toggoaaaca
tecagoaaas
agaacaagaa
gaastgatag
ctgotgogge
gtgotocotan
atactgoaat
acagtgctte
aactocactoa
agogaagott
tggocaactt
atttogactg
goactaaggg
ttgataacaa
ttottocagag
tgoaccagta
ttcaaggoat
taatgaatag
ttgoaatgos
aagogggagg
tgacgaacat
ttcagoagtt
agoRAacataa
ggcaagcaca

accaaggtgg

agtotttogt
tegtotogaa
atctggtggt
togtototct
ggotggtogt
agggtbtogott
ggottacaat
cattaacaac
gacaaagggs
tgatggtcte
gattoagoas
gaacagtggt
atctottgag

taatgoocact

tatgoaaggg
tgotaanaac
gggcaattca
tggtggogga
geagaatoce
asaccoogoc
ggctaacaac
aattgoocag
taatoatoak
gFaggggaac

agacgatgga

Met Gln ARla Ala Arg Serc Ala Ala Lys Ala Asp Gly Val ARla Glo Proo

1

5

10

187

15

540
600
L]
720
T8O
B4
200
9a0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
LEQOO
1B&0
1920
1580
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ABn

Lys

Gly

Asn

65

Asn

Ala

Ala

Asp

1458

Fro

Gln

Gln

Ly

Glu

225

Gly

Ala

Asn

Ser

RApR

50

Gly

Gln

Ala

Ser

130

Gly

Val

Ile

Aap

210

Arg

Val

Ala

Rap

Asp

35

Glu

Sar

Val

Smr

Fro

115

Arg

Thr

Arg

Fhe

Gln

1585

Arg

Fro

Gly

Val
20

Glu

Lys

Ala

Thr

Glu

1on

Lau

Thr

Ila

LBD

Gln

wal

Ala

Gly

Axg

Ala

Glua

Asp

Leu

Sar

a5

Sar

Ile

Sar
165

Arg

Ser

HMet
245

Ala
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Lys

Elu

Asm
T0

Thr

Pro

Gln

Ala

Lys

Elu

L1

Gln

A%

Gly

Ely

Elu
135

Arg Thr

Eln

Lys
230

Ser

Lys

Gly

L

AZn

213

Fro

Ely

Ser

Ser

Asp

Mat

Lau

Glu

Lys

120

Fhe

Fhe

Fha

Ala

Glu

200

Lya

Gln

Ile

Gln

Gly

Ala

Val

Bro

105

Trp

Lys

Val

Asp

135

Lya

Ser

Ely

Gly

188

Ser

Asn

Ala

Sear

Gly

20

hsp

The

Ala

Ser

Gly

170

Val

Ser

Sar

Gly

Ben
250

Gln

Aasp

Ala

Ala

5

Ser

Ely

Lys=s

158

Aan

Glu

Gly

Adn

235

Lys

GElu

Asp

Fro

&0

Ila

Val

Ala

Elu

Ll
140

hgn

Lau

Gly

220

Asp

Gly

Ly=

Ala

Ala

Asn

hap

hla

Glu
125

Cys

Glu
205

Gly

Lys

Gly

Ala

30

Wal

Ser

Arg

hsp

hsp

110

Elu

FED

ABNn

Ila

Thr

190

Lys

PED

Gly

Ser

Gly

Pro

Fro

Bro

35

Ala

Cys

Gly
175

Bro

Lya

Ala
255

AsD

Ala

Asn

Gln

PFro

B0

Sar

TyE

The

Asp

160

Lys

Ala

Phe

Sar

Ser

240

Ala

Gly



hsp

Gly

Gly

305

Gl

Lys

Gln

Gln

385

Rla

Gly

Glmn

Val

Gly

165

Aan

Sar

230

Gly

Met

Thr

Lys

Ser

370

Ser

Gly

Ser

Ila

Asn

450

Asn

Asn

Gly

Gly
275

Phe

Gly

Lys

Arg

355

Ilm

Lieid

Ala

Tyr

Ilm

han

A=n

260

Pro

hsp

Eln

Gln

Gly

340

Sar

hsp

His

Eln

Glu

420

Asn

Gly

Asn

Ser
500

Thr

Ala

Ala

Thr

325

Ile

Fha

Asn

Lva

Gly

405

AEn

Asn

Asn

Asp

Aan

483

Phe
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GEly

Asn

Val

310

Gly

Asp

Aan
380

Bar

Asn

470

EZln

L

Thr

255

Mat

Mat

Gly

Ala

avs

Gln

hap

val

Ala

455

L

Agn

Glmn

Lau

£80

RAla

GEly

Thr

Ser

Lau

360

Rsn

RAla

Thr

440

Gln

Gln

Gln

Asn

265

Ala

Mat

val

ala

Ala
345

Lva

Gly

Ser

425

Ala

Sar

Ser

Pro
505

189

Eln

Ala

Ren

Glu

330

Ber

Bar

Ila

Asn

Ala

410

Ber

Mat

Mat

Fhe

430

Met

Tyr

Zar

315

Gln

Gln

Phe

395

Bro

Ser

Gln

His

475

Gly

Mat

Gln

Aan

300

Ala

Ila

Ala

Gln

B0

Rep

Bar

Gly

Ser

Gly

460

Gln

Aan

Gly

Ala

235

Sar

Sar

Ser

Asn

Fhe

365

Gly

Trp

Sar

Asn

Asn

445

AsSD

Ser

L

270

Sar

Asn

Ile

Gln

Lau

350

Gln

Ila

Ely

AsEn

430

Gln

Ala

Ala

hsp
510

GLry

Ala

335

Pro

Thr

415

Thr

Ala

Gln

Asn

Gln

4335

Phe

Pro

Ser

han

320

Thr

Gly

Mat

Sar

Gly

400

Lya

Gln

Rsn

Asn

Asn

480

Gly



Asn Ile

His Fha
530

Ala Ile
545

Ile Ala

Asn Gln
GL0

Gln Gln
625

Lys Arg

Gly Asp

=210
311>

Met

5158

Asn

hla

han

Asn

Gln

595

Gln

Asn

hap

75
1902

213> PRT

<213
<400

Ala Thr
1

Thr Ala

Cya Gly

Gly Gly
50

75

Gly

Cys

Cys

E =]

Thr

Asn Gly

Gln Gln

Val Leu
565

Asn Phe
580

Gln Leu
Gln Gln
Gln Gln
Pha Asp

645

Ely Gln
BE0

Thr Cys

3
Ala Thr
20

Gly Gly

Cya Thr
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Gly

Pha

Gln

550

Ala

Gly

Ila

Gln

Gln

630

Lys

Ala

Ala

Gly

Cysa

Cys

Gly

Ala

535

L

Gl

ASD

Ala

GEln

615

Gln

Maeft

Ala

Ala

Cys

Gly

Thr
55

Gly
520

Mat

Zln

Asn

Gln

&0

His

Gln

Lys

Lys

Gly

Cys

Cysa

40

Cys

Asp

Glo

Ala

Gly

Phe

585

GEln

His

Glo

Gln

Lys
1]

Fhasodactylum tricornutum

Thr

Gly

45

Ala

Thr

190

Lau

Gln

Gln

Ile

570

Gly

Gln

Gly

Gly

650

Zln

Cys

10

Cys

Gly

Gly

Sar

AsT

Ala

555

Mat

Ely

His

Gln

635

Gly

Gln

Thr

Cys

Gly

Thr

Gln

Fro

540

Gly

GEly

Gln

Glu

His

620

Ala

Gly

Cys

Ala

Cys

Cys

Gly
B0

GLln

525

Gly

GLly

Ser

605

GLln

Gln

Ile

hap

Thr

ARla

Cya

43

Cya

Asn

Asn

The

580

Gly

Gln

Glu

WVal
E70

Thr

Ala

30

Gly

Cys

Ala

Bro

Thr
375

Tyr

His

Gly

Gln
635

Gly

15

ARla

Ala

Thr

Ala

Ala

560

han

Aen

Gln

Asn

640

Gly

Ala

Gly

Cysa

Gly
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Gly Gly Cys Ala Thr Cys Gly Cys Thr Thr Gly Gly Ala Gly Gly Cys

Gly Gly Cys Gly Cys Ala Cys Thr Cys Cys Ala Thr Gly Gly Cys Gly
a5 a0 95

Gly Cys Gly Cys Cys Ala Cys Cys Gly Cys ARla Gly Cys Ala Gly Cys
100 105 110

Cys Thr Cys Ala Cys Cys Cys The Gly Cys Thr Cys Thr Gly Gly Ala
115 120 125

Thr Gly Thr Ala Ala The Thr Cys Cys Cys Ala Ala Cye Ala Ala The
130 135 140

&Ala Ala Gly Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gly Cya Cys Cys Gly Cya
145 150 155 160

Cys Cys Cys Thr Thr Cys Gly Thr Cys Gly Ala Gly Gly Gly Ala Ala
165 170 175

Ala Thr Gly Gly Ala Cys Thr Cys Cys Ala Gly Ala Gly Gly Ala Gly
180 135 150

Gly Ala Ala Gly Cys Gly Thr Ala Cys Gly Cys Gly Ala Ala Thr Cys
195 200 205

Gly Cye Thr Thr Gly Als Thr The Cy2 The Ala Ely Ala Ala Thr Thre
210 215 220

Cy= Ala Ala Ala Thr Cye Thr Gly Gly Cys Cye Thr Thr Thr Thr Gly
225 230 235 240

Cys Cya Cys Cya Thr Gly Ala Cys Gly Gly Ala Thr Gly Gly Gly Ala
245 250 255

Cys Thr Ala Cys Ala Thr Thr Gly Cys Gly Thr Ala Cys Cys Thr Thr
260 265 270

Cys Thr Thr Gly Thr Cys Cys Ala Ala Ala Thr Thr Gly Cys Thr Cys
275 280 285

Ala Rla Cys Thr Gly Cys Gly Ala Thr Cys Cys Cys Ala Thr Gly Cys
290 295 300

Gly Thr Ala Thr Thr Thr Cys Cys Ala Ala Ala Ala Ala Gly Thr Thr
305 310 315 320
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Cys=

ala

Thr

hla

Ala

385

Rla

Ala

Cysa

Gly

Thr

465

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala
E45

Gly

Thr

Cys

Gly

370

Cys

Gly

Cya

Gly

Thr

450

Cya

Gly

Thr

Gly

Gly

530

Cys

Cys

Cys

Cys

355

Ala

Ala

Cya

Thr

Cys

435

Gly

Gly

Thr

Cys

158

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

340

Gly

Thr

Cys

Ala

Gly

420

Cya

Thr

Gly

Gly

Cys

a00

Thr

Cya

Ala

Cys

Gly

325

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

405

Ala

Gly

Gly

Thr

485

Cys

Ala

Cys

Gly

Ala
365
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Gly

Cya

Ala

Thr

Gly

380

Ala

Gly

Ala

Gly

Thr

470

Thr

Ely

Thr

Cys

Ala

550

Gly

Ala

Ala

Gly

Cys

375

Gly

Gly

Cya

Thr

Cys

455

Cys

Gly

Cya

Cys

Ala
538

Cys

Thr

Ala Gly

Ala Gly
345

Ala Cys
360

hla Ala

hla Gly

Thr Cy=

Gly ala

425

Thr Thr
440

Gly Cys

MAla Ala

Gly Cys

Gly Gly

505

Ala Thr

520

Ala Ala

Ala Ala

Cys Cys

192

Cya

330

Cya

Gly

Cys

Cys

Gly

410

Ala

Thr

Ala

Gly

Gly

430

Cys

Cys

Ala

Thr

The
570

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

345

Cya

Cya

Thr

Ala

Thr

475

Gly

Thr

Ala

Thr

Gly

555

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

IED

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

460

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

540

Gly

Cys

Cya

Gly

Cys

355

Gly

Ala

Cy=

Cya

Gly

445

Cys

GLy

Gly

Cya

Gly

25

Ely

Ala

Gly

Thr

Thr

350

Gly

Cys

Thr

Cysa

Gly

430

Ala

Cys

Thr

Cys

Cys

al0

Gly

Ala

Gly

Thr

Gly

335

Cya

Gly

Thr

Thr

Gly

415

Ala

Gly

Ala

Cys

Gly

455

Gly

GEly

Ala

Cys

Gly
575

Cya

Thr

Cys

Ala

Cys

a0

Ala

Ala

Cya

Cya

480

Gly

Ala

Gly

Cys

Cys

560

Gly
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Thr Thr Gly Cys Ala Ely Cys Cys Thr Cys Cyes Gly Thr Thre Thr Gly
580 585 580

Gly Gly Thr Ala Cys Ala Ala Ala Cys BAla Ala Gly Gly Cys Gly Cys
595 600 60%

Gly Gly Gly Ala Gly Cys Gly Gly Cys Ala Thr Thr Cys Gly Cys Gly
610 615 820

Gly Cys Thr Gly Cys Thr Ala Ala Thr Cys Thr Cys Thr Cys Cys Gly
625 630 635 640

Gly Ala Thr Cys Cys Ala Ala Cys Ala Gly Thr Cys Gly Cys Gly Cys
645 650 B35

Cys Gly Cys Cys Gly Cys Cys Gly Cys Thr Gly Gly Ala Cys Gly Cys
GED 665 670

Gly Cye Cye= Alea Thr Ely Cys Thre Cye Gly Cys The Gly Gly Thr Rls
£75 &80 BEES

Cys Ala Ala Gly Thr Gly Gly Thr Cys Thr Cys Ala Ala Cys Gly Gly
6490 655 To0

Ala Gly Ala Thr Cys Gly Cys Cys Gly Gly Gly Cys Gly Ala Gly Thr
T05 710 715 720

Gly Gly Gly Ala Thr Gly Ala Gly Thr Thr Cys Ala Cys Ala Gly Gly
725 T30 735

Ala Ala Cys Thr Thr Thr Thr Gly Gly Cys Cys ARla Thr Gly Gly Cys
T40 745 750

Cys Gly Ala Ala Thr Thr Thr Cys Ala Ala Cys Gly Thr Cys Ala Ala
155 TaD 185

Gly Cye Ala Thr Cys Cys Cye2 ARls Ala Thr Cys Gly Ala Cys Cys Rla
T70 775 TED

Thr Gly Ala Thr Gly Cys Ala Gly Ala aAla Thr Cys Cys Cys Thr Thr
785 T90 745 E00

Thr Cys Ala Thr Cys Ala Ala Gly Gly Gly Thr Cys Gly Gly Cys Ala
405 810 815

Ala Cys Cys Ala Ala Cys Thr Thr Gly Cys Thr Cys Gly Cys Thr Gly
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BE20 425 B30

Cys Thr Ala Cys Gly Cys Gly Gly Thr Cys Gly Gly Gly Cys Ala Gly
235 E4D 245

Thr Rla Gly Cys Ala Ala Cys Gly Gly Cys Cye Thr Thr Thr Cye Thre
ES0 B5S 260

hla Gly Cys Gly Cys Ala Gly Cys Gly The Thr Cys Thr Cys Gly Cya
465 870 475 BED

Ala Ala Thr Thr aAla Gly Cys Gly Cys Ala Ala Ala Gly Cys Gly The
485 90 L]

Gly Thr Cys Gly Gly Cys Thr Gly Cys Cys Cys Gly Ala Cys Thr Thr
q00 305 910

Thr Cys Thr Gly Gly Ala Cys Thr Gly Cys Ala Ala Ala Gly Cys Ala
315 220 325

Ala Cys Ala Ala Thr Gly Cys Ala Thr Cys Cys Ala Thr Gly Ala Ala
930 935 940

Cy= Rla Ala Thr Thr Thr Ala Alas Thr Gly Cys Thre Ala Als Ala GEly
45 850 955 9&0

Ala Cye Gly Gly Gly Rla Cys Thre Cys2 Thr Cys Thr Cye Gly Ala Gly
965 o970 875

Ala Ala Cys Ala Gly Thr Thr Gly ala Cys Thr Cys Ala Ala Cys Thr
S9B0 945 880

Ala Gly Cys Ala Ala Gly Ala Gly Ala Cys Cys Gly Thr Gly Gly Thr
595 1004 1005

Cys Thr Cys Thr Cys Gly Thr Cys Ala Gly Ala Thr Thr Cys Cys
1010 1015 1020

Cys Thr Cys Thr Cys Gly Ala RAla Cys Ala Thr Gly Ala Thr Cys
1025 1030 1035

Cy= Rla Gly Cye Gly Ala Cys Ala Gly Ala Ala Cya Thr Cys Gly
1040 1045 1030

Thr Thr Cye= Gly Ala Thr Gly Cya Thr Cys Thr Thr Ala Thr Gly
1055 1060 1085
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Thr

Ala

Gly

Thr

Rla

Thr

Gly

Thr

Rla

Thr

Ala

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys
1070

Gly
1088

hla
1100

Thr
1115

Cya
1130

Cya
1145

Cys
11la0

Cys
1175

Cys
1130

Thr
1205

Cye
1220

Ala
1235

Thr
1250

Gly
1265

Thr
1280

Ala
1235

Gly

Thr

Thr

Rla

Cva=

Cysa

Gly

Gly

Thr

Rla

Thr

Cysa

Ala

Ala

Gly

Cy=

Thr

Cys

Ala

Ala

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala

Thre

Cv=

Ala

Gly

Ala

Cys

Cy=

Gly

Cysa

Cys

Thr

Ala

Ala
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Gly

Thr

Thr

RAla

Thr

Thr

Cys

hla

Gly

cys

Gly

Gly

hla

Gly
1075

Cwys
1090

Cys
1105

Cys
1120

Gly
1135

Ala
1150

Ala
1165

Thr
1180

Cys
11595

Gly
1210

Gly
1225

Gly
1240

Ala
1255

Gly
1270

Thr
1285

Rla
1300

Ala

Ala

Thr

Zly

Thr

Thr

Thr

Gly

Ly

Cya

Gly

Ala

195

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Gly

Rla Ala

Rla Ala

Ala

Thr

Ala

Rla

Cy=

The

Ala

Ala

The

cys

Ala

Gly

Cya

Gly

Cys

Gly

Ala

Ala

Thr

Cys

Cys

Cy=

Gly

Cysa

Ala

Gly

Ala

Cy=

Thr

Gly

Cys

Gly

Thr

The

Thr
1080

Cys
1095

Cys
1110

Ala
1125

1144

Gly
1155

Gly
11740

Cys
1185

Gly
1200

1215

Ala
1230

Thr
1245

Gly
1260

Thr
1278

Gly
1230

1305

Cys

Ala

Ala

Gly

Cys

Gly

Ala

The

Ala

The

The

Cys

Gly

Cys

Thr

Cys

Ala

Thr

Ala

Gy

Ala

aAla

Ala

Ala

Ala

Cya

Cya

Gly

Thr

Cya

Ala

Ala

Cys

Cys

Gly

Thr

Ala

Cys

Thr

Cys

The

Gly

Cysa

Ala

Thr

Cys

Cy=



&la

GEly

Cys

Ala

Cys

Gly

GEly

Ala

Cys

hla

Gly

The

Thr

Ala

Cys

Cys

Ala
1310

Gly
1325

Cys
1340

hla
1355

Thr
1370

Gly
1385

Gly
1400

Gly
1415

Thr
1430

Ala
1445

Thr
1460

Thr
1475

Cya
1440

Cya
1508

Ala
1520

Ala
1535

Cya

Ala

Cys

Thr

Thr

Thre

Thr

Cys

Cys

Cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Cya

Cys

ELly

Ala

Ala

Cys

Gly

hla

Cys

Thr

Ely

Gly

Cys

ala

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

The

Gly

The

Gly

Gly

The

Cys

Cys

Ala

Gly
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Thr

Cya

Thr

Thr

Ala

Ely

Cya

Thr

Ala

Thr

Cya

Cys

Thr

Cys

Cys

Gly
1315

Ala
1330

Thr
1345

Ala
1360

The
1375

Ala
1380

Gly
1405

Gly
1420

Gly
1435

Cys
1450

Cys
1465

Cys
1480

Ala
1495

Thr
1510

Gly
1525

Ala
1540

= -

Gly

ala

Cys

Ala

Cys

ELy

GEly

Cys

Gly

Cys

Thr

Gly

Cys

Thr

Gly

Ala

196

Gly

Thr

Thr

Cys

Thr

Cy=

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Thr

Thr

Ely

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

Cya
1320

Thr
1335

Cys
1350

Cya
L3E5

Gly
1380

ELy
1395

Cya
1410

Ala
1425

Cys
1440

Thr
1455

hla
1470

Ala
L4E5

Thr
1500

Thr
1518

Ala
1530

GLly
1545

Gly

Ala

Gly

Thr

Cys

Cy=

Cys

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

Gly

Cya

Thr

Thr

Ala

Thr

Ely

Cys

Gly

Cys

hla

Ala

Thr

Thr

Ala

GLly

The

Gly

Gly

Gly

Thr

Cy=

Cys

Thr

Gly

Gly

Thr

The

Gly

Gly

Thr

Cys



Gly

Ala

Gly

Cys

Cys

Ala

Cy=

Gly

Cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Thr
1550

Gly
1565

Gly
1580

Ala
1595

Thr
1610

Thr
1625

Cya
1640

Ala
1655

Thr
1670

Ala
1685

Cys
1700

Thr
1715

Cys
1730

Gly
1745

Cysa
1780

Gly

The

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr

Cys

Cys

Gly

Thr

Ely

Gly

Ala

Cys

Cys

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

RAla

Cys

Cys

The

Thr

Gly

Cys

Cy=

Ala

Ala

Thr

ES 2682279 T3

Ely

Thr

Thr

Thr

Thr

Ala

Thr

Ely

GLly

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

Ely
1555

Gly
1570

Ala
1585

Cys
1600

Gly
1615

Cys
1630

Ely
1645

Gly
1660

Gly
1675

Cys
1650

Ala
1705

Ala
1720

Cy=
1735

Thr
1750

Cys
1765

Cys

Rla

Thr

Cys

Thr

Rla

Ly

Cys

Cya

Thr

Rla

Rla

1y

Ala

Ala

197

Cya

Thr

Cys

Ala

Thr

Gly

Ala

Thr

Cys

Ala

Thr

The

Thr

Ely

Thr

Thr

Ely

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Cys

Ala

Thr

The

Cys

Cys

Cys

Cys

Ala

Cy=

Cys

Ala

Ala

Cys

Cys

Cy=

Ala

Gly

Cys

1560

Ely
1575

Gly
1550

Ala
1805

Ala
1620

Ala
1635

Alm
1450

Cys
1665

Gly
1680

Ala
1695

Thr
1710

Gly
1725

1740

Ala
1755

Cys
1770

Gly

The

Gly

Cys

The

Thr

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

Ala

Thr

cys

Ala

Thr

Thr

Gly

ELly

Ala

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

Ely

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

Cys

Ala

Ala
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1775 1780 1783
Ala Cys Gly Ala Gly Cys Gly Cys Gly Gly Cys Thr
1730 1785 1800
Thr Thr Gly Gly Cy= Gly Ala Thr Gly Gly Cy= Thr
LEOS 1810 LALS
Gly Cye Ala Cye Gly Thr Gly Cys Gly Gly Cy= Thr
1820 1825 1830
Ala Ala Thr Gly Gly Ala Thr Cys Gly Ala Ala Gly
1835 1840 1845
Ala Ala Thr Cys Thr Thr Gly Ala Cys Thr Ala Thr
1850 1855 1860
Ala Gly Thr Gly Gly Gly Gly Gly Thr Thr Ala Cys
1B&5 1370 1875
Gly Gly Thr Cys Ala Ala Gly Gly Thr Gly Ala Cys
1880 1385 1830
Rla Rla Gly Cye Gly Gly Thr &Alas Alas
1B35 1900
=210= T&
211> @33
<213» PRT
213> Fhasodactylum tricornutum
=400= T&
Met Ser Ser Leu Leu Ile His Ala Ala Gla Ser Ala Ala
1 5 10
Gly Leu Ser Val Fro Gly His Arg Lew Glu Ala Rla His
20 25
Ala Pro Pro Gln Gln Pro His Pro Ala Leu Asp Val Ile
35 40 45
Lys Lys Lys Gly Pro Pro Leu Arg Arg Gly Lys Trp Thr
50 5% &0
Glu Ala Tyr Ala Asn Arg Leu Ile Leu Glu Phe Lys Ser
] T0 5
Fro Leu Thr Asp Gly Thr Thr Leu Arg Thr Fhe Leu Ser

198

Gly Cys

Cys Ala

Gly Cya

Cys Gly

Cys Thr

Ala Thr

The Cys

Thr

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

Cys

Gln Ala Asp

15

Ser Mat RAla

30

Pro Agn REn

Fro Glu Glu

Gly Leu Leu

Lys Leu Lau



Asn

Ile

Thr

Arg

145

Gly

Arg

Ala

Rla

225

Gly

Ala

Zar

Eer
203

Thr

Cys

Gly

FPro

130

Val

Fro

Gln

Ala

210

Het

Sar

Asn

hla

230

Gly

Gly

hsp

Lys

115

Glu

Fhe

Gly

Lys

Bro

195

han

Lz

Gln

Lan

275

hla

Lz

Tozia

Pro
100

Gln

Gln

Gly

Ila

LEO

Pro

Ala

Ser

Sar

Za0

Phie

GEln

Sar

a5

Met

val

Ile

Glu

Ala

165

Gl

Gly

Gln
245

Ala

Arg
325

Fhe

GEln

His

Gly

GEly

Thr

230

GElu

Ala

Gln

Asn

310

F1lu

ES 2682279 T3

Ilm

Gln

135

val

Sar

Glua

Tyr

Zar

215

Ser

Leu

Thr

L

205

AEn

Gln

Sar

Ser

Ala

Ala

Thr

Lys

200

Asn

Gly

Gln

280

hAla

Ala

Lys
105

Gln

Ala

135

Gln

Leu

ala

Asn

265

Glon

Thr

199

20

Lys

The

Ala

Thr

Fro

170

Glu

Gly

Arg

Asn

Met

250

Fro

Gly

Sar

Met

E1ln
330

Ala

Glu

ASD

155

Glu

Fro

Ala

Ala

Gly

235

Aala

Fhe

Sar

Val

313

Liaia

Val

Asp

Leal

140

Arg

Ala

Fro

Gly

Ala

220

Asp

Glu

His

Sar

Sar

00

Asn

Ala

Gly

L

125

val

Ila

Ala
203

Ala

Fhe

Gln

Asn

285

Ala

Liex

Sar
110

Aszn

Glu

Ila

Fro

190

hla

Ala

Gln

Gly

Z70

Gly

Ala

Met

25

Aan

Leu

175

Fro

Gly

Ala

Leu

335

Cys

Glu

Ser

160

Gly

Trp

hrg

Ser

240

Gln

Ser

Lau

Lys

320

Gly
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Leu Ser Ser Asp Ser Leu Ser Asn Met Ile Gln Arg Gln Asn Ser Phe
340 345 350

Asp Ala Leu Met Ser Leu Asp FPhe Gln Ser Leuw Gln Ser Ile Asp Asn
355 360 365

Lewu Ahla Asn Leu Ile Gln Thr Gly Thr Ala Gly Sers His Ser Aso Ile
370 375 IZED

Ero Glu Ser Gly Met Lys Asn Ala Asp Phe Gly Tyr Ser Ser Arg Gln
385 390 345 400

Ran Ile Thr Gly Ala Ser Ser Gly Asp Leu Ser ARsn Ala Ala Arg Arg
405 410 415

Leuw Ala Ser Ala Gly Arg Met Glu Ser Leu Leu Gln Ser Mst Ser RAsn
420 428 430

Asn Asn Fhe His Asn Asn Gly Ile Gly Gly Asn Asn Asp Thr Fro Asp
435 440 445

Ser Asn Val Asn Leu Asn Asn Leu Leu Gln Ser Met His Gly Gly Ser
450 455 460

Met Leu Gly Met Gly Asp Arg Serc Ser Ala Ala Ser Leuo Leu Gly Sec
465 470 475 48D

Gly Ren Gly Pro Ser Rla Val Ser Leuw Ala Asn Leuw Lew RArg Gln Rsp
485 430 495

Zar Ber Thr Gly Leu The Ala Leu Arg Met Gln RAsp Gly Leu Asn Gln
500 505 510

Arg Asn Ser Ser Val Asp Asp Phe Leu Ser Leu Val Ala Ala Gly Asp
515 520 525

Ilea Pro His Gln Asp Fro Ser Leu Leu Asn Val Fro Leuw Mat His Gln
530 535 540

Gln Gly Fro Fro Gly Ser Ser Glu Ala Ala Ala Lys Leu Mat Ala Gln
545 550 555 560

Gln Gln Met Leu Gla Ala Ser Gly Asn Sers Ala Leu Ala Asn Ala Leu
365 570 575

Rla Ser Arg Ser Phe Gly Asn Leu Gln RAsn Ser His His Ser Gly Gly
SBO SES 580

200
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Met His Ser Thr Thr Ser Ala Ala Ala Leu Ala Met Ala Gln ala Arg

595

&00

605

Ala Ala Ala Asn Gly Ser Lys Arg Asn Leu Asp Tyr Leua Ser Gly Gly

610

615

Tyr Ila Gly Gln Gly Asp Ser Lys Arg
630

625

=210= 37

211> 732
212> ADN
=213

400> 77
atgotgooac

totaagekte
aacaaggoog
totgttaato
goaactoges
gogacagoga
agacaogoas
goacagacgo
coogaogott
tggacgacoyg
ctoocogotoa
cogatgagga
cggaaggtgy

ttgagogagt

210> 78

<211> 263
<21Z>= PRT
215>

=400> 78

Cacooooggo
dggtbgacaa
getogotgag
gatcagogac
tgacgaagta
Ccoaacatggo
atgttcoata
cttocatoatt
catogatata
aagaggaggo
Cggatggaac
tatogaagaa
cggacataaa

ga

Phaeodactylum tricornutum

gaacgotgca
aacaagobok
goaaaacgog
tgtoctogtoa
cocaacotag
atcocgocacyg
cagoggtgto
acatcgacct
Laccaaasag
atatgegget
gactotcagg
atttgtogge

cagtttgace

Thalassiosira oceanica

totghgagea

toagkbgbea
acaccgtate
agggaaacgg
atcageaces
goactgggga
gtagoogotyg
FragogggcT
aaaggbggta
aggotaatac
aactttcktat
aacaattgta

cotgogoaga

620

aattgoocaat
aagtaggoan
atcatcacac
cocctgoaaaa
goyogaacac
goagkttaag
aatckkcoat
tgteogoacta
asockotoag
atgagbttaa
ocgaagoctgtt
ttggaaagoa

tatcoccaaat

gagaactooyg
aggagggacst
acggacgact
taatacagtt
ccatgotaag
atacgoagcoa
tgogoagtag
cacaatooog
aagagggasag
ateaggotta
aaattgogac
agtetttega

aagggttgag

Met Leu Pro Pro Pro Pro Ala Rsn Ala Ala Ser WVal Ser Lys Leu Pro

1

3

10

15

Met Gly Thr Pro Ser Pro Lew Ser Val Asp Pro Thr Ser Ser Sar Val
25

20

201

30

6l
120
180
240
300
3&0
420
480
540
E00
660
T20
T80

T52
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Val Thr Val Gly Thr Gly Gly Thr Asn Lys Ala Gly Ser Leu Arg Gln
35 40 45

Asn Ala Thr Fro Tyr His His His Thr Arg Thr Thr Ser Val Asn Arg

Zer Ala Thr Val Ser Ser Arg Glu Met Ala Leo Gln Aso Asn Thr Val
L ) Tn 75 &0

Ala Thr Arg Leu Thr Lys Tyr Pro Thr Ser Ile Ser Thr Arg Ala Rsn
as 80 95

Thr His Ala Lye& Ala Thr Ala Thr Asn Met Ala Ser Ala The Ala Leu
] 105 110

Gly Ser Ser Len Arg Tyr ala Ala Arg Pro Ala Thr Val Fro Ser Ser
115 120 125

Gly Val Val Ala Ala Ala Ser Ser Leu Ala Gln Ser Ala Gln Thr Pro
130 135 140

Ser Ser Leu His Arg Pro Val Ala Gly Leu Ser His Tyr Thr Ile Fro
145 150 155 160

Pro Asp Ala Ser Ser Ile Ser Thr Lys Lys Lys Gly Gly Gln Pro Leu
LE5 170 175

Arg RArg Gly Lye Trp The Thr Glu Glu 3lu Ala Tyr Ala Als Arg Leu
180 18% 190

Ile His Glu Phe Lys Ser Gly Leu Leu Pro Leuw The Asp Gly Thr The
195 200 205

Lew Arg Asn Phe Leu Ser Lys Leu Leu Ren Cys Asp Pro Met Arg Ile
210 215 220

Ser Lys Lys Fhe Val Gly Asn Asn Cys Ile Gly Lys Gln Val Fhe Arg
225 230 235 240

Arg Lys Val Ala Asp Ile Asn Ser Ieuw Thr Fro Ala Gln Ile Ser Gln
245 250 255

Ile Azg Val Glu Leu Sec Glu

260
<Z10> 7%
<Z11> &33
=212&> ADN

202



<213=

<400= 7%
atgaagacog

cocogooocca
googhgacey
gagaaattca

atgotocaca
gacggcates
goacagggat
aaggaggaca
gacaagacog
gocatggbtg
atcaccacce
<210= a0

311> &54
«212> ADN
213>

=400= 80
atgoghbbbtt

ggagcockcotg
atgtacteeg
ttctoogooyg
ggoogagtgg
ceacggeattg
atcaccktoeg
ctogaggtos
totgocttog
gagaktoaaca
ctcaccaacy
<210> 81

211> &/72
<212> ADN
<213

<400= g1

cogobotgot
agttcagoog
aoaccctgag
acogttacog
aactggtgan
cagoctocat
gggocgoaggt
agateccoogy
aggaggaggc
aotggacagg

ttetctocaa

tegaacaaaa
cottkgtggeo
agggogagga
atggtgatgt
agatgottga
togoetgoogy
gogottgggo
tggoccoacs
ccaagttoga
aaggoogaat

gogaggacoo

ES 2682279 T3

Hannochloropsis gaditana

caccgtotoo
caccogoggt
ctactgggac
cgooatogag
aggootaggs
Fooogogggo
goctoototte
ggatgtgoag
gotogootac
agooactabg

gocboggoaac

Hannochloropsis gaditana

tggaaggace
CcoCcogoooes
cggogtgace
cgagaagtte
catgotacac
tgacggoate
ogcacaggga
Jaagoaggac
ggacaagacc
ggooatggte

catcaccacc

Hannochloropsis gaditana

atgegetotg ttgeocticat ocghegecacc

toooteatgg
gttgocogeoa
cogatbaggot
At caagoacyg
gtgaagotoo
atcaacgoca
tgotoogooo
coogacacet
Cagaacaagg
ggogaoccteoa

taa

goegaetebge
aagtteoageco
goooaoettyg

aacogttace

acootggbga

cocgactoca
tgggcgeagy
aagatecceg
gaggaggaqy
goctggaceg

ctootggoca

acggoagqoca

203

gegectoogs
tgtocttoga
totocogooga
googagoggs
aoggocttgt
toacchoogy
togaggtoct
ctgecttoge
agatcaacaa

toaccaacag

toacegtete
goaccogogy
gotackggga
gogocatoga
aoggoctogg
tgecogoggy
tgokoctott
gggatgtgos
cactogocta
gagooactgt

agctoggoaa

tgtetactge

ctittgtggec
gyacgaggoc
bggtgatgke
catgotitgoe
gootgoagot
egetbooges
ggoococaccag
caagotagag
cggoogoctyg

ogaggacooc

ctecotoatyg
tgttgocoge
cocoottgge
gatcaagoac
ogbgaagoko
catcaangos
ckgctocgoo
gecogacace
coagaacaag

gggogaactao

ctaa

ttttgtacte

60
120
180
240
300
360
420
4B0
540
600

633

60
120
180
240
304
360
420
480
540
600

654



coctotgoge

ctggaagooo
aacttgbogy
totogoacgg
thtgecatge
gocaagtacg
atgacggtag
gaaatgagca
gocasgqgaca
gecatgettg
tactaccagt
<210> 83

211> 816
=Z12> ADN
<213>

<400> 82
atgtgeggea

gatgbgaata
coatoggtac
acacagaktl
googotgocy
atgatggctyg
actgococogg
tacttgoagg
attgtogogg
cacgacghgyg
gaagogatet
gacttoaaght
ctgaacgago
googoockga
<210
wFll=

«F13=
=213»

a3
660
ADN

coaaggoacs
aoaaggoaat
acatcgattt
ggoctkttoggeo
ttgoocgtott
cggggtacasa
ggotoctgga
aaggttoctga
aogocaagta
cttteggogy

aa

tattatocoat
gtgtcagtgg
gtgetttoot
gttokotaaa
cottbgtges
agaagtcococaa
gagacgtggy
aggocgagat
atttbgtooa
ctgtaaagte
coghogttge
toegatecoot

tcaagaatgg

aaggocaata
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tocagacccag
ggatggotoc
tgacttcacc
gocbcaagtgg
agaogatgogtg
cgoogtgoag
cakoggotte
togggoggoc
agoacgotac

categotacyg

KHannochloropeis gaditans

tgataccaag
ccttgtaaag
gatctattet
tasaattatyg
ccecatgoos
atccatocock
ctttgacceg
caagoactgo
cckoootggk
gagogoocte
catctoteoag
gogetttgee
acgtttggoo

ctbtooogtac

Hannochloropsis gaditana

ctggotgoga
cttoaagogg
tacttgatgg
ttoogggagg
gotgtggaca
gooccacgacg
ctogegatgg
ggcgacttca
caggtgtogg

caggotgtge

tatotgogtt
gtagactteo
aatcoghteo
aagototbgt
getasgacte
tttttgooec
gtegggttea
cgoatogoca
gatgtocacyg
goccaaateo
atgoctogagg
dasgacgago
atgoctogooct

atgtas

204

agagoaaggs
acgtbggatt
tgoctaccaa
ctgagatcaa
toggtectgog
tgttogtgaa
tgatgggoga
gettogacce
asatoaagas

tgaccaacgy

gtctgaatat
atgokooagy
tocacctgogt
atttogottg
gtgocegogy
gooogoctgo
caagebggat
tgttggoaac
ctgttagota
tcatctggac
gotobggoog
agactctgaa

totctggoat

ocgboooctttc
agacoacotg
Ftgggacgag
goacgggogo
ccttocogtyg
Jagcggagac
aggoatotac
ctbgggootg
agggogaotg

aggetttect

gtgtgtatta

atcoogtota
ctataaccto
ackoataggo
aegetgtotee
gobggacggo
gocottggeg
cctegagtay
oackggoagoo
chocatogeg
ccagoooggt
gaagotgoag

tgtocacccaa

120
180
240
3oa
360
420
480
540
600
B0

672

al
120
180
240
300
3460
420
480
540
600
64l
720
T80

Ble



<400= 83
atgogcacca

accotoccea
goacagggcc
AAanas00Cas
grtgocatgt
tooggoghot
cggoactbgg
ttoaaccagg
aagagogacg
cttgeotatga
atogagoagt
<210
=211l=

212>
<F13>

a4
603
ADN

=400> 94

atgaagttcg
gotoaggeeo
ctgooctttot

gaocoocatgg

aaacacgggc
ctooaggggg
atcagocacy
acgtacacgg
aagtocgage
atgatogoca
bga

=210
=211l=

212>
<Z135>

as
1218
ADN

=400> 85

cogottgott
gogocegota
tagocoggaagy
agoocgagaan
tggoggooct
totocogogag
cagocattoa
cCaagocoogy
accoocgagat
teogocatoge

gggtcaagog

cotocctoot
coaagactac
tggctgoooo
ggatctogga
gggtggocat
agatctaogo
tgoaaatott
cggacaagoc
aacagatgaa

tcatoggact
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gobogooggt
gtteagooge
cgacatcgag
atbggactgg
gggtcagatc
AgAROOGIOOC
gattggooctyg
goaggooooo
ctacgotaag
cggoatgttyg

agacatoaac

Hannachloropsis gaditana

gtctttgott
tegegoaoge
gaagaagota
tocaggtggoa
gobtggttte
ggaatooaac
tebottoate
ttgggacctg
ggatotggag

catggoocag

Hannoachloropsis gaditana

ctgggoctca
accgooghbga
ttoococogagt
tacagtgoog
gLgoagoact
atogaggooa
gocatetttg
ggggatctgg
gtocagaace
gtgcaggaga

coattogggg

goggocoooo
ggtgtggtet
gatggttooo
aatttgangt
ctaggctggg
cogotgaagg
getgecatog
ggottogaceo
ctoaaggage

accgoctaca

cocaggottt
coatgaagtt
togaccooct
otgagotoas
toctacaccct
tgaacaaggt
cggbggagge
gotgggacos
gagagebcaa
acttgacggy

acggacgtyy

toctggocoto
coatggboca
tggtocggoga
aogkacgoga
toghgacgoa
agatogooga
agetggogac
coatgaacat
teaagqaatgg

cgggcattoo

tocbggooooc
gogetoctet
gggattoacc
Joacgagcgc
CCCOFacgog
ggtggoagag
gcbggggeag
toctgaacttg
Jaacgggige
cchoggoghe

cEEottaotag

tgotttoott
ateccasaget
ctttggotte
ggoogagott
atteogtocac
ogkgooacte
ccbggatagy
gagocaaggga
cogootggea

ccbtttotet

atgttobgty togRagogha oggggacogg tocaccocogo atoghbcotog ggboottatt

tttotocaca accttcagat aaacttgtot atactceteta gtacaatgeg tgtoctactt

205

&l
120
180
240
300
360
420
480
540
600

6a0

6l
120
130
240
300
360
420
480
a40
600

603

LZ0



tototottgy
cotgootogg
gacgoaggat
ctgaagggac
gaggoagoga
taccacgtog
actgbgoaag
gogaacgtgy
grootoaton
agectggect
cocatogggo
gtoasagoacy
gogectttot
caggagotgy
gtogagboct
dacacgatocg
gooctggcte

aacggtogot

toaasaatot

210>
=211l
313>
=215

a6
705
ADN

400> 86

atgazgacgg
actococcaaag
gaaatggcgg
gatticaacy
gagogatgga
gocaaggoga
gtoatogtoa
gocatogoca

aacagogboa

cgbgogogas
agokotttgo
cottoaagac
coggoootth
aactgaacgs
tgtcaggoog
goggagacgt
tggogacgga
coggbgoggt
acogogaggt
tocagocaccgg
gtoegggttgs
acaaccooga
aggocctoas
tcaccatcag
cgggtctoog
ctacggogga
tggocatgat

totootaa

caqogatttt
ctooccocagac
tggagaacaa
teogotacos
acggocggoa
aagggotgat
acacggacos

tagooccaaat

aggacaggot
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cacggoctet
gtooactgtg
gebtgocacc
cacggtgtte
tobootggee
cgtgooogot
tgotgtagot
cgtggaggcc
agoogooooc
gatggaggeg
gaagaccttt
catgetages
gacocggoagc
cootbttocta
caaaggotgyg
agacacgtac
cgtggacgeg

tgottgggog

Hannochloropsis gaditana

ckoootgttg
tgtogtgaag
ggcoctgtec
egoogtages
ogocatgttt
cocggagggg
tgoocacoggos
coaootaggg

gobottggaa

gotttoctto
Fgogocaagg
goactoacgy
goacocaccog
gacaagqgaga
gocgacgtgo
gtotacagea
togaacggca
goggotaaat
googocacog
aaggaactga
gtegteggeg
AGOGACCCLY
ttogttbeos
gagtctoogy
grggooggcy

ttcatcaace

ggcatggtog

gotgttgocg
gggactooct
ggoatgagcog
gegttagget
gggrggatcg
gooatggacy
goagttacca
googtgggty

coggugaga

206

toccecactoo
acatogtogsa
cogooggoct
acgaggoctt
agoetoacota
tgaagctgac
coggogtoas
tcatccacat
ataaggaggt
ctocctttgy
agaagtggog
tectectoca
gococogocat
toatktotggy
aggaaatgoyg
acttggagtt
agogbbocaa

tocaagagot

aoascgoott
togatacogt
totttgagog
tgggeccgag
coctgttgge
cgaaggyagty
coatocootge

totkbgotoga

aggacgaggo

taccacgogt
cacggoagte
ogtggagacy
caacaaactc
cattottact
cagogocaaqg
gotoaacaac
categattoo
JOACAsgaaq
ctbetttgac
cgagtcogag
ggaggtttte
ttteocactte
catogaaato
CUogRogyc
ocgacoaocto
ggagotoaac

gatoctocaac

tgtgotaoot
tgacaaggog
cgocatggec
egbgasggas
gacggggtac
gogoacgktagg
cgooogagon
ckacagaaag

tectgoogge

120
240
200
360
420
480
540
600
6l
720
T80
B40
00
9&a0
1020
1080
1140
1200

1214

a0
120
180
240
300
360
420
480

540
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ctcttoocctg coctgegeooce ogggotgace

gooatgobgy goobcattgo occktgtogoc

tocogteocattg accagggtct gggggogctt

<210= @7

=311> HEE
<212
w213

=400= a7
atggcatges

acacttttgt
gottoattbca
accatgttoo
coogaacceg
coogotgoag
gogaagocco
gatgggatgy
cgatggokgo
ttogtggbca
aaagoctbot
ttggaattea
cgogagosog
gagogackgg
cttatocaco
<210> 838

<211= 717
<21Z> ADN
<213>

=400> 838
atgaagtboo

gocacgebet
atocgggakttg
caataocobgt
tgootgggea
cggaacakag

gtoatagoea

/ADN
Kannochloropsis gaditana

cacatggoat
toctacgttt
caaatgotoo
goaagotgygc
taageogoag
cooctgotgo
aaccogtgtt
toggegatgt
gagaggogga
aggaatttat
tocaagtogyg
cgckocacaa
ggaactttoy
cactggcaga

atgecetagt

tagoagtaat
cogotgggog
acgtogagac
acaagracog
cooctggtgoca
gagcactogy

toactttgat

gagaatoght
coktogotott
ttgocattek
cochbggooctt
ckocagtacge
ogotgotact
ctogaagtog
gggettogac
gcbgaagaac
cogootacoa
accocagoos
ggggaagatyg
ekttgatcec
gckocaagaac

gacgggocat

Hannochloropsis gaditana

tactggtgkto
acgaagoage
gggoggtotg
geaagtogag
gtootacacc

acagotactg

cgaggtgacy

(Xl [ Rl asiaris )
gtegetgeeg

cttoctcaagy

aactttitea
coctocogaa
cottocette
ctotgotoct
ctacaggoeg
FegucaIegy
gtgoogttoo
cetotggges
ggocgogtog
ggagacckght
ctoattcaga
aogoaaatgyg
ttgggttteg
ggacgtctgg

gocaaghtta

ctagacacadg
agogetotga
ttogatooceoo
CTocaagoacg
cacctoocoog
toogagogta

agegggaage

207

agatcctcaa

ocgggogoatc

aoacggggoa ggacatacto

cctga

ctggbgocan
aaactcgtgo
agagttoaoa
cogogytoge
agaacaaana
ctgotgotoo
tottgaagoo
tggetgagta
caatgottgo
agtoggagaa
tottectott
acatgkttga
goaaggatos
cocatgatogo

goagetaa

aototgottt
ggatgtoggs
tgggottoto
goeegagtgge

acgacgtttt

aattggoaat

aggaccooga

teaagagoat
catgtoctoo
taagaagatg
cttocatgea
cgoogoaceg
coCcoooooos
caagaacttg
cgtggacatae
cttottggge
caacgoggto
ctgtgggttt
ggacggaaag
chocasacga

gatcggtggt

ogbgoatoat
atcggacatg
caaggatgaa
gatgotogos
cagoaatooc

actoocagato

gotggogooo

600
aE0

T05

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
G660
720
T80
B40
BEE

L)
L20
180
2410
300
360

420
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ggtocagttgy gacgottogy tgaggoctteo

ghtocagetca
ttgagattta
ttgacgggeoea
gUacagIIte
<210=
211>

<213
w213

a5
T41

ADN
=400= 8%

atgatgegeg
actttcaaca
gacttgateg
aacgagggct
gotgacakgo
aaccctogeoo
cagatcatog
gecaatggeg
gaattgoage
ctgotocagy
aatcocttog
Casacgggadg
aacactbtecg
210> 50

211> 402
«212> ADN
<213=

<4 00= 90
atgaagttct

::gatana:a
gasgtgogat
gotggggaty
cgogtggotyg

caagaacttt

aggagettaa
gaatgctgtg
agggocoaat

ttttctgtaa

coghbgtitt
caggcaagag
gagogqgacac
coctcogtaa
taggtatatt
ctohggotge
taggactggg
acttgaactt
tgaaggagct
astacotgas
ghgacggoca
ggoocatgga

gogbagaata

togecetogs
coogtacooa
acatogoate
taggoctttga
agotgaagaa

agoagtggas

asatgggoga
ggaaggggtc
tgagoagato

ghgocagtta

KHannochloropsia gaditana

gcbggoooty
cktecatacgoco
FFagacgggs
ghaccgogayg
tgtoocaagot
cttgoagoag
cgtgatcgag
taggttettet
gaaaaacggg
aggooagggg
agggttottc
Jagaaoaagqo

=

Hannochloropsis gaditana

caccatoghtyg
gggcogoatyg
googttogok
tectttocaag
tggacgtgktg

cgaaaacttt

aagoocogagy
cttgogatgg
gocatcatog
acotaogggo

aacadcoaAce

ctgtectetyg
cgocaaaaact
gogatctgog
tgogagetca
ctotaccaca
gtotacgageo
ttocacggggg
titcatoceca
cgoctggoga
coggtggage
tgtaaaaacc

ttgatteeto

agoactgect
tacatggccog
gocaagoogo
ttototgaca
gocatgobtg

coctacaaga

208

gogaggocga

taagacaagy

gacagrgggt

agcatobooan

aagtocctcat

cagecgottt

tggtggtggo
atectetggy
agcacgggcy
ttooggatan
aacgbocooga
googacaaas
agagogagas
tggtggoote
asgtoktggo
cagoogactt

atttcatogg

ctgecttoot
accaggotoo
agaacttgaa
agggtgatgt
cggtagttay

actteotgga

aatggoogoo
atggagottyg
goaagagotg
obtoggagac

tggtiga

cattoctgeg
ctocogtttet
ccbgagooag
tgtagocatyg
cgbotttage
ggocatttgg
ggaggacogt
ggagtitagag
catgggogoo
tggooacttyg
chbggoacog

geacacggag

gactectgtt
tgtggatgag
tggogagott
ggocaaatto
tgegotagtg

ggecctoaag

480
540
600
66l

717

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

T41

60
120
180
240
300

360
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acogoooooyg coctoggtot gobtocagote

=210> 91

<211l> B6&3
<212>= ADN
213>

400> 91
atgaagacag

gtggacttea
goggaacgat
gogggtgacy
ctotactggt
ggoattetet
atggatgogt
gotattgoga
gacogagogo
ttcaaagact
ggoatgatto
tag

=210 92
<211> &E1
=21Z= ADN

«F13>

=400> 32
atgtoacaca

ategecaces
toctteoogeco
gtogaggtge
ggctggtace
tacotogkea
gacgoocktge
atcgoogoco
acctttgace
aaggagckga
tacgtgactyg

gacggccaayg

tatttgotot

agacagoata
coaagtocot
ttggottoga
tgogggagge
tegtggagge
totggacagt
tittggaagt
coggogacta

tgeagetoaa

ttocaaggtgt

gactacttaa
tggecacags
gcoactcaagy
cigaattoga
gogoggocoga
aggggotgta
tcaaggtote
tggaagtgeot
coctbggott
agaacgggog
gocaggggaa

gggcgtioty

Kannochloropsis gaditana

tgetgoocte
ckoogoaggg
teccttectg
cococottggge
ggaactoaag
tgbgggacec
gtacgoagag
gatctogggt

caacttogac

ggaagtgaag

ctCccactcac

Hannoohloropsis gaditana

tokottoata
cbeegaatte
cogtgtotec
cococotggge
actcaagcac
ccacocttooc
Aagogaacgc
cggtgoctoc
gaagoocgasa
gktggocatg
agtggagcag

ttogtetteo

ctooccatgog
aaagacgkgo
atgaagocca
ctgtoagaga
cactgooges
gococooggtt
aagoatbooo
grogocacea
cooctgggot
aacggoogoe

caaggtgeoat

cagagoasoa
ctogococeg
atggacatct
ctggocaaga
gogcgtgtgt
gacgggocct
cogotggooyg
atccagaagt
gacoctgagyg

ttggcocacgg

ctgototogyg

209

tg

cggotggttt
gaggoogoaan
agaacttgga
tocaacgaagt
toegggatgat
tococtocac
tegtggggga
cocagggocyg
ttggaaagga
thgocatgat

tgCcaaaactt

tgogogtoaga
catecetion
cgggoatogt
afaaggacga
goatgotgge
tagaggaata
cogbgoagat
acacggcococ
agotogogga
cgggcttggo

gacacatata

tgtggotoog
tacoatgatg
cgggtecatyg
cggoatogac
FIeCgOQEes
caagagooaa
ggoottggta
tcaaaacggyg
cocogocaag
tgetgoagea

gaacggasac

tgotgoacke
ctectoctes
gggcotoogac
ggaaacgoebg
ctogytoggy
caagoaoate
ocgocatogec
gggagacctg
getgeagetg
cgoocaggaa

cocottoggk

402

&0
1:z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660

663

&l
120
180
240
ana
3e0
420
480
540
600
ool

681



=210
211>
<212
213>

33

915
ADN

<4 00> 53
atgaagacct

ggcttoatgg
atgttootga
goocoockbgooa
cotgaggoca
gogaectaaga
ctggoogeocoo
gegatoogat
tacogatcog
gtgoagtoct
ctottocagyg
goocatogagg
gaccccckga
atcaagaacg
acoaacoagg
cagggcgtgt

<210> 94

211> 725
212> ADN
213>

400> 94
atgogtgtac

ctoootgotyg
gagetggagy
aaggataagt
gttgocatgo
ttocaacgaga

cooaktttbot

accggatggg

coctbgttac
goaagaactt
acttoggaota
agaagygogg
agoocogotta
Bagoogooas
coctatcoaa
tegatecctyg
cogagotoaa
actaccaoat
totcagogga
ttgoggggeot
aschgaagos
gacggctggc
gogtgotoga

totag

totetttoot
ctgggtotog
cgggCaagac
cattcaagga
ttgoogtaat
aggagatgga
ggaccgooat

atgagaacat

ES 2682279 T3

Rannochloropsis gaditana

ctbtggogetg
ocgoogooooe
CARgAsggCa
ggtetotate
caagooggtg
cgogoocasg
coctgattte
gaacctggos
goacggocgc
coocogacgag
goggoctoag
ggocagocags
caagacggag
gatggtggga

goagatoass

Rannochloropsis gaditana

tgotattate
cactogtgoc
cbetocttte
gctcaagaag
goggoacggos

tggtgocate

ackettoato

ggceggatet

gocacaghoo
gotaaggtag
gogoaogooo
cococaaaccoyg
toocasaghgy
aaagoogoece
googgoggot
agtgagogag
atctgeoatge
gtottocageoa
gocategeooe
gagggcaagy
gaggetttca

gtggcgggga

agtggtoact

ggcactgoog

ggecgotcokeo
coogatgget
tggogogagg
gtgoaagaga
tttoactteo
atoggoatea

toccagatoeg

210

cagocactgo
cotocacoac
QCAAgROIFa
cgggoaaagt
agoCCAagas
cgacaagooe
tgatcggoto
AaccoCgaagy
togeocgooot
actooaagoy
agatcctoat
cooooggaga
acgagctgoa
tgotcattoa

tgagoocottt

ctgecttogt
goatgaacct

togatectot

aggagctoaa
agttocacaa
aggagatoca
ttgaggotag

coggogtgas

cbbtoatggge
Ccaccaccaco
gocoaagacc
ggoogocang
agotgooooo
cgoagocaag
ggatgtggag
cctogoatoag
gggtotocte
ackogaogog
ocgooatogge
cttoggotte
goebgaaggag
ggagacoctg

caacgaogge

caagoooacs
cgocogagatc
eggtetgtec
goacggoogo
cctgtgaggc
aaacgtotac

cacoatotoc

ggaggactac

60
120
180
2410
300
3a0
420
480
540
600
G&0
720
780
B40
a0

915

60
120
180
240
300
360
420

480



atctgoggga
ttootghoot
aacaacggoo
accaacggoo
ttcttcotaa

=210>
<211

213>
213>

a5
303
ADN

400> 55

atgaagaceg
dacgocogry
googgtaagy
ctoggaaagt
cggooogaga
tocaagatet
atgttggcca
ggottoaagt
coctacctbgyg
agoaaggtgt
aaggtogbes
ggogtgaaco
cocggggacoe
gocotggoog
caggaattoo
taa

<210>
311>

<212>
w@13>

96
714
ADN

<400=> 56

acctgggoot
aoogoaacas
gtoctggotat

toccogagtt

cagbtectott
tgocagoogs
aagotactga
ggtacgtoog
toggggacgg
tegatgtgaa
cgotgggtat
tLgogoooga
gtttggogoa
agaatgagaog
agggecgett
cgttogggaa
tgggcttoga
agatcaagca

tacaacooas

ES 2682279 T3

ggaccoooto
gtotoanogg
gatogoagoo

cgagttocac

Hannochloropsis gaditana

cctgtogggt
aaccaagatyg
cRACEAactac
FFacgacccy
ctototggtyg
thggttacge
ggttacgooo
gttotoggag
gatcattotyg
cttoaogtto
ctotgacett
cgocgtggac
socogtoggc
ocgoocogoctt

gggtatoctyg

Kannochloropsis gaditana

atggatagaa aghbggaatga gaatgoggoc

toctocogogtc gaghbgacatc cacactgtcoa

ctootgggeg totoccactgo ocbboatgooo

grgogoatgy ctgbgaacga gatgattgge

aagatcatog
ttattgoocok
gotgggatca

cgattogooo

ctogtaggey
gaggocatca
CtoaEgIagy
accotoctega
ggggactteg
aatgoggage
gagotggtgo
ctgaaogooa
gocatatett
gasgaceacao
tetggegeeg
gtgggtttto
tteoacagaca
gocatgottg

agecagacgy

accaggatge
aatatgaaga
actgatoogo

toggatgttyg

211

aaaatgacga
acckoatott
cogtocagga

toctoggacgt

cacaggettt
aggoggggaa
togagootog
cogooccttoo
gtttogateo
toaagoacoy
aggcocotgo
ttaaggoatt
tegtggagyt
tgaccooott
Ccoafgacaca
aggatcocoga
acggeatcaa
gogoagoogy

togagtggge

Aagoacacta
ctgoatttgo
goakgacoog

agaccaacgyg

cgaggaggct
toaggagoto
gaagttogteo

ctacaactto

cocboacooas
ggyagocaay
ctogggooca
ctgggtcaca
ttttggoott
acgattggee
tggattogag
gagogaogtyg
ggogaccttt
ggagogcasag
AgUoadagog
gaagttogtg
cccggactac

catgottate

CCAgAgOCaD

tgtettooos
cttoctagoc
aggocgoagt
tgtcttigac

540
ald
660
120

729

&0
120
180
2410
300
380
420
480
540
600
B&0
720
T80
Bai
00

a03

&0
1z0
180

240



cocoocttggto
cacggoogog
cocogacgagg
cgtocoghag
aagoaggaca
gacgatgogg
atgatggoca
cagotgttgyg
=210> &7

<21l1l> 327
=21Z> ADN
=213»

<400= 37
atgaagtgca

cogaghgkte
gtogagactyg
aacttgggca
acogacatge
acctaccccoo
=210> 948

<21l1l> 879
<212> ADN
215>

<400> 34
atgttgagca

anacacgtog
tttectgoge
gocttoatog
gatgasgace
cttooctagggog
ctgatoggag
cgagtogooa
Aacgaggacy

grocoggoog

ttgocaagga
ttgetatgtt
tocttotocaa
agtkoctggoa
cogocaacoyg
asgacttaga
toattggaca

aggggcactt

toegtatttge
agtoctogota
goggoaaacs
ttaaccogoa
togocttoot

agctatggga

gogotegtte
taccatotoa
gttcaagaat
cococtacaco
togtctactge
atgtgggttt
gotogggoog
tgottgooge
trggtgtgga

cgggectoty

ES 2682279 T3

tgaggoctoc
ggetigocte
CCocoogoooe
gatottackg
ogoocceggt
ggototacaq

gttogtgoag

ttotoootto

Hannochloropsis gaditana

gggocctgetyg
cgogttgaga
atgggaccog
catcaagtgg
sggagtgato

agagtag

Hannochloropsis gaditana

ttgocaccat

cattaotatca

gagggtoatt
cttggooogt
gebtoctite
tgacocoggto
ctoootgaag
cctoggatgyg
tgogeetaog

goagatages

ctotacogtt
ggtaccettyg
ctogoogooo
gotatogaty
gacgtegget
L ab- =T [a 1T )
gagaagobga

ggtgatggac

gogtotgoca
atgggactogg
ctgggcttog
ctgoaggagt

gtgocaggat

cttaccctog
acaceacata
gotettetet
cgtgocaceyg
gacasgqogac
ggottotoga
tggtaccgtyg
gtgttoococa
aacobgeaca

gocacggbgg

212

cocgtttgat
tgeaategtt
togoacaagt
agakogagot
toggogotge
ttaagaacgy
oo Cagoy

agggagcttt

ctgettttat
aaggccaggt
cogggatote
cogagatcaa

cactbgaaat

ttoccoctoct
ttoctooaoa
ctoctegocte
gogoggtgog
agoccaacot
acaacocotoo
asgoagagat
acatctatca
atttogggga

gogogatoga

tgaactcaag
ctaceatetyg
gtattotgag
tacoatagge
tttcatooog
cogottggct

accgatogag

ctaa

ggctoctgot
gggotacgac
ggagogoaac
goacggacgg

gtatgtgeoo

cttegacttt
agotbettttt
gabtggoaagh
catggoogog
ggacggoago

cogtoottgg

tgttocaaggs
cottoogggy
tebgacoace

gottibtooge

300
360
420
480
540
600
B&0

714

60
120
180
240
300

327

6l
120
180
240
300
360
420
480
540

600
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ghgaacogty tcatcogitgy agacaaggag

gggogakgga accoctbogy atkcaactac

caggagatca agaacggacy tocbtggogatg

agtgtgacty ggaagggtat tgtgoagoag

gtotecaagy ctggotacta ctbteocotgac

<210
<211
<Z132>
=21 3>

85
633
ADN

<400> 9%

atgaagaceg
coogooocoa
ggcgtgacey
gagaaattca
atgotocaca
gacggoateo
goacagggat
aaggaggaca
gacaagacoyg
gooatggttg
atcaccaceo
210>
=311

313>
=1 3>

100
728
ADN

<d00= 100
atgottgoeo
tactcocecteo
gtacttagbeg
cgoactogtg
ggcogcgtgt
gocgtggago
gagttotatco
ctgoogggeon

Fyaaagoagy

cagebetgoet
agttocagoog
aacocotggy
acogbtacog
cooctggtgac
cagoectocat
gggcgoaggt
agatoooagy
aggaggagys
actggacagy

ttoetetocas

catgbeogaas
teoctagacaa
goagottgga
ggatgacacyg
gggaccooct
toaagoacoy
acococcoctota
cggoctggot

acacggagaa

Hannochleoropsis gaditana

caccgtotac
caccogoggt
ctactgggac
cgooatogag
cggooctoggo
gooogogggs
goctoctotto
ggatgtgcag
gotegootac
agooactgtg

geboggoaac

Hannochloropsis gaditana

gogggggcga
tggaatocac
tgbggootot
catggeegty
caatttttoo
cogattggog
cgacggaaag
goagatoott

taaggoacoyg

gogggtgate
toocgaggagg
grgggcatot
ctggggggct

ggoghtotaa

tecctoatgg
grtgocogoa
cogattggot
atcaagoacy
gtgaagcteoc
atcaacgoca
tgotoogooo
coggacacat
cagaacaagy
ggogoocckan

taa

cocaegeghgg

tocococktet
goattegkto
aacgacatcc
aaagatgagg
atgottgoeg

atctocaccgg

gooactattyg

gycgacctoyg

213

toggactogy
agtaktgooga
tgggtcttot
ctttegacgt

gagoctoogs
tgtecttoga
totoogooga
googagtggs
coggeocttgt
teacctoogy
togaggtoot
atgocttoga
agatcaacaa

toaccaacgy

acgbgogott
tcaaaatgaa
aagoggooaa
tgggoctocaga
gocagoctgta
tgttaggoat
goatcaaggeo
gtgtgatbga

goettogggta

Lesntz Repe g [l fibe )
gaagoagttg
tttgoaggos

gooctgaagot

abbtgtggec
Jgacgaggcs
tggtgatgto
catgottgoo
ggctgocggg
egettgoges
ggcocooccag
caagotagag
cggoogocty

ogaggaccos

goagaacgtt
groocgogatyg
taagatgtok
cgtggagact
ocogatatogo
gtgggtotet
catoggggas
ackgacagtg

caacttcaac

660
720
T80
B40

BTS

60
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acgacccocoga gaagttogoc gagotgoaac tcaaagaact taaaaacggg

tgetbtggege ggoaggaatt ctgotgeagg agaghatcac eggocagact
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Hannachloropsis gaditana
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REIVINDICACIONES

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

exhibe un mayor inactivacion fotoquimica (qP) a todas las irradiancias fisiolégicamente relevantes por encima de 400
WE-m-2-s" con respecto a un alga de tipo silvestre de la misma cepa; exhibe un inicio de inactivacién no fotoquimica
(NPQ) a una intensidad de luz mas 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 mas bajo en todas las irradiancias fisioldgicas por encima de 400 uE-m2-s™' que es
exhibida por un alga de tipo salvaje de la misma cepa;

adicionalmente en el que el mutante esta mutado en un gen que codifica un polipéptido que comprende un dominio
de dedo de cinc pfam PF02135 TAZ, en el que el polipéptido comprende la proteina LAR1 (SEQ ID N°: 4), la
proteina No-LAR1 (SEQ ID N°: 8) o un homélogo de la proteina LAR1 (SEQ ID NO: 4) o proteina 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 condicion de que el alga
no se obtenga exclusivamente por medio de un proceso esencialmente bioldgico.

2. Un mutante de algas segun la reivindicacion 1, en donde el mutante tiene aproximadamente la misma tasa
fotosintética maxima (Pmax) que un alga de tipo silvestre de la misma cepa, o en el que el mutante tiene una
irradiancia de saturacion mas alta para la fotosintesis (Ek) que un alga silvestre de la misma cepa.

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

4. Un mutante de algas segun la reivindicacion 1, en donde el mutante muestra la desrregulaciéon de al menos veinte
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 log: 1,0.

5. Un mutante de algas segun la reivindicacion 1, en donde el mutante se ha generado por irradiacion UV, irradiacion
gamma o mutagénesis quimica, o en el que el mutante es un mutante modificado genéticamente, opcionalmente en
el que el mutante se ha modificado genéticamente mediante mutagénesis insercional.

6. Un mutante de algas de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el mutante exhibe una velocidad maxima de
transporte de electrones del fotosistema Il (ETRpsi) mas alta que un alga de tipo silvestre de la misma cepa.

7. Un mutante de algas segun la reivindicacion 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,
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,
Phoeodactylum, 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 segun la reivindicacion 1.

9. Un método para producir un producto de algas, que comprende cultivar un mutante de algas segun la
reivindicacion 1y 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 lipido, una proteina, un péptido, uno o0 mas aminoacidos, uno o mas nucleétidos, una
vitamina, un cofactor, una hormona, un antioxidante o un pigmento o colorante.

10. Un método segun la reivindicacion 9, en el que el alga se cultiva fototréficamente, opcionalmente en el que el
alga se cultiva en un estanque o conducto.

11. Un método segun la reivindicacion 9, en el que el producto es un lipido.

12. Un método segun la reivindicacion 11, en el que el mutante de algas se maodifica por ingenieria genética para
incluir al menos un gen exdgeno que codifica un polipéptido que participa en la produccién de un lipido.
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ETRmax

Genotipo (X veces pmol pmol Promedio | WT pmol WT umol Promedio

(mutacién mayor 02/min 02/min total Chl 02/min 02/min/mg total WT
LIMS ID | detectada) | que WT) /célula /mg chl (pg/célula) /célula chl (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 25 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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Figura 17

Dedo de cinc TAZ Thalassiosira pseudonana JGI v3 SGIv2

177 Dedo de cinc TAZ 0293 nuclear v1.3 (PASA+rastros
intron+rastros blastx+transcritos no alternativos

Dedo de cinc TAZ Phaeodactylum tricornutum JGI v2 SGIv2

154 Cadena A de proteina de unién CREB WT0229 Navicula
ADNCc ensamblaje CLC
Cadena A de proteina de union 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 anotacién genoma nuclear v2012 05 29
50 Dedo de cinc TAZ nannochloropsis oceanica CCMP1779

184 Dedo de cinc TAZ ve05473 Nannochloropsis Oceanica, genoma
nuclear con anotacién v130301
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Expresion en veces normalizada
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Expresion génica normalizada
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