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DESCRIPCION
Producto y proceso para transformacion de microorganismos de Thraustochytriales
Campo de la invencion

La presente invencion generalmente se refiere a un método para producciéon de una proteina, que comprende:
cultivar un microorganismo recombinante del Orden Thraustochytriales en un medio, en el que el microorganismo
recombinante comprende una molécula de acido nucleico aislada que comprende un gen extrafio que codifica la
proteina; y recuperar la proteina. La invencion también se refiere a un método para produccién de una proteina, que
comprende: cultivar un microorganismo recombinante del Orden Thraustochytriales en un medio, en el que el
microorganismo recombinante comprende una molécula de acido nucleico aislada que comprende un gen extrafo
que codifica la proteina, para producir la proteina; y extraer el microorganismo que comprende la proteina.

Antecedentes de la invencion

El desarrollo han dado como resultado la revision de la taxonomia de los Traustoquitridos. Los tedricos de la
taxonomia sitian a los Traustoquitridos con las algas o los protistas similares a algas. Sin embargo, debido a la
incertidumbre taxonémica, en el contexto de la presente invencion lo mejor podria ser tener en cuenta las cepas que
se describen en la presente invencién como Traustoquitridos (Orden: Thraustochytriales; Familia: Thraustochytrium,
Schizochytrium Labyrintuloides, o Japonochytrium). A continuacion se resumen los cambios taxonémicos.

Las cepas de ciertos microorganismos unicelulares que se desvelan y se reivindican en el presente documento son
miembros del orden Thraustochytriales. Los Thraustochytriales son eucariotas marinos con una historia taxonémica
problematica. Moss (1986), Bahnweb y Jackle (1986) y Chamberlain y Moss (1988) han revisado los problemas con
la colocacion taxondmica de los Traustoquitridos.

Por fines de conveniencia, los taxdnomos colocaron al principio a los Traustoquitridos con otros eucariotas
zoosporicos incoloros en los Ficomicetos (hongos similares a algas). EI nombre Ficomicetos, sin embargo, se elimind
con el tiempo del estado taxondmico, y los Traustoquitridos se mantuvieron en los Oomicetos (los hongos
zoosporicos biflagelados). Inicialmente se supuso inicialmente que los Oomicetos estaban relacionados con las
algas heterocontas, y con el tiempo una amplia gama de estudios ultraestructurales y bioquimicos, resumidos por
Barr (1983) apoyaron esta suposicion. Los Oomicetos fueron de hecho aceptados por Leedale (1974) y otros
ficologos como parte de las algas heterocontas. Sin embargo, por razones de conveniencia que resultaban de su
naturaleza heterotréfica, los Oomicetos y Traustoquitridos han sido estudiados en gran parte por micélogos
(cientificos que estudian hongos) en vez de por ficélogos (cientificos que estudian algas).

Desde otra perspectiva taxonémica, los bidlogos evolucionistas han desarrollado dos escuelas de pensamiento
generales en cuanto a como evolucionaron los eucariotas. Una teoria propone un origen exdgeno de los organulos
unidos a membrana a través de una serie de endosimbiosis (Margulis 1970); por ejemplo, las mitocondrias se
obtuvieron a partir de endosimbiontes bacterianos, los cloroplastos de cianofitas y los flagelos de espiroquetas. La
otra teoria sugiere una evolucién gradual de los organulos unidos a membrana a partir de los sistemas no unidos a
membrana de la especie primitiva procariota por medio de un proceso autégeno (Cavalier-Smith 1975). Ambos
grupos de bidlogos evolucionistas, sin embargo, han retirado a los Oomicetos y a los Traustoquitridos de los hongos
y los colocan o bien con las algas cromofitas en el reino Chromophyta (Cavalier-Smith 1981) (este reino se ha
ampliado més recientemente para incluir otros protistas y en la actualidad los miembros de este reino se denominan
Stramenopiles) o bien con todas las algas en el reino Protoctista (Margulis y Sagan (1985).

Con el desarrollo de la microscopia electrénica, los estudios de la ultraestructura de las zoosporas de dos géneros
de Traustoquitridos, Thraustochytrium y Schizochytrium, (Perkins 1976; Kazama 1980; Barr 1981) han
proporcionado pruebas validas de que los Thraustochytriaceae estan solo relacionados de manera distante con los
Oomicetos. Ademas, los datos genéticos que representan un analisis de correspondencia (una forma de estadistica
multivariante) de secuencias de ARN ribosémico 5 S indican que los Thraustochytriales son claramente un Unico
grupo de eucariotas, completamente separados de los hongos, y lo mas estrechamente relacionados con las algas
rojas y marrones, y con miembros de los Oomicetos (Mannella et al., 1987). La mayoria de los taxdnomos estan de
acuerdo con retirar a los Traustoquitridos de los Oomicetos (Bartnicki-Garcia 1988).

En resumen, usando el sistema taxonémico de Cavalier-Smith (1981, 1983), los Traustoquitridos se clasifican con
las algas cromofitas en el reino Chromophyta, (Stramenopiles). Esto los sitia en un reino completamente diferente
de los hongos, que se colocan todos en el reino Eufungi. La colocaciéon taxondémica de los traustoquitridos se
resume por tanto a continuacion:

Reino: Chromophyta (Stramenopiles)
Filo: Heterokonta

Orden: Thraustochytriales

Familia: Thraustochytriaceae
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Género: Thraustochytrium, Schizochytrium, Labyrinthuloides, o Japonochytrium

Algunos taxénomos pioneros separaron unos pocos miembros originales del género Thraustochytrium (aquellos con
una fase de vida ameboide) en un género separado denominado Ulkenia. Sin embargo, en la actualidad se sabe que
la mayoria, si no todos, los Traustoquitridos (incluyendo Thraustochytrium y Schizoclaytrium) presentan fases
ameboides y, como tal, algunos no consideran que Ulkenia sea un género valido. Tal como se utiliza en el presente
documento, el género Thraustochytrium incluird Ulkenia.

A pesar de la incertidumbre de la colocacién taxondmica dentro de clasificaciones superiores de Filo y Reino, los
Traustoquitridos siguen siendo una agrupacion distintiva y caracteristica cuyos miembros siguen pudiéndose
clasificar dentro del orden Thraustochytriales.

Los Schizochytrium y otros microorganismos de Thraustochytriales presentan un valor comercial actual y potencial
sustancial debido a su capacidad para producir grandes cantidades de compuestos lipidicos, incluyendo acidos
grasos altamente insaturados (HUFA) y diversos carotenoides (por ejemplo, astaxantina). Los acidos grasos
altamente insaturados omega-3 son de interés comercial significativo porque se han reconocido recientemente como
compuestos dietéticos importantes para prevenir arteriosclerosis y cardiopatia coronaria, para aliviar afecciones
inflamatorias y para retrasar el crecimiento de células tumorales. Estos efectos beneficiosos son un resultado tanto
de los HUFA omega-3 que provocan inhibicién competitiva de compuestos producidos a partir de acidos grasos
omega-6, como de los compuestos beneficiosos producidos directamente a partir de los propios HUFA omega-3
(Simopoulos et al., 1986). Los acidos grasos omega-6 son los HUFA predominantes que se encuentran en plantas y
animales. Por tanto, el desarrollo adicional de microorganismos de Thraustochytriales como organismos de
produccién comercial se beneficiara significativamente de la capacidad para producir cambios genéticos especificos
en los organismos por medio de tecnologia de ADN recombinante, incluyendo la potenciacion de la produccion de
HUFA y carotenoides y altamente valiosos por tales organismos. Ademas, la capacidad para lograr una mejor
comprensién de la bioquimica y biologia molecular de este grupo escasamente caracterizado de organismos
proporcionara una informacion valiosa que se puede usar para guiar los futuros esfuerzos de desarrollo de cepas.
Antes de la presente invencién, sin embargo, los métodos y construcciones recombinantes adecuados para
transformar Traustoquitridos, incluyendo miembros de los géneros Schizochytrium y Thraustochytrium, no estaban
disponibles. De manera importante, antes de la presente invencion no se disponia del desarrollo de marcadores
seleccionables que son particularmente utiles para transformar microorganismos de Thraustochytriales y de la
identificacion de secuencias de promotor especificas de Thraustochytriales.

Los investigadores anteriores han descrito métodos y reactivos de transformacion para uso en diversos
microorganismos, incluyendo en microalgas que no son miembros del orden Thraustochytriales. EI documento de
Patente de Estados Unidos N.° 6.027.900 concedida a Alinutt et al., desvela fusiones genéticas para uso en
modificaciéon por ingenieria genética de algas eucariotas, y en particular, Phaeodactylum tricornutum, usando un
promotor para un gen de captacion de luz de algas fotosintéticas y el gen Sh ble de Streptoalloteichus hindustanus
como marcador seleccionable. Las células se hacen crecer en altas concentraciones de sal (por ejemplo, 10-35 g/l) y
Zeocin™ para seleccién de transformantes. Las células de microalgas adecuadas para su transformacién usando un
método de este tipo son microalgas fotosintéticas que se pueden hacer crecer en condiciones de alta concentracion
de sal. El documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.661.017 concedida a Dunahay et al., desvela un método
para transformar algas que contienen clorofila C (por ejemplo, Diatomeas) usando una construccién recombinante
que comprende un marcador seleccionable unido de forma operativa a una secuencia de control reguladora
adecuada para la expresion del marcador en las algas que contienen clorofila C. Se desvela que el marcador
seleccionable es cualquier marcador adecuado, incluyendo los marcadores aislados de fuentes bacterianas y
fungicas, y es preferentemente neomicina fosfotransferasa. La secuencia de control reguladora puede incluir
cualquier secuencia reguladora obtenida a partir de un alga que contiene clorofila C y, preferentemente, de
Cyclotella cryptica (por ejemplo, una secuencia reguladora de acetil-CoA carboxilasa de C. cryptica). Ti Zhou-Chou
et al., 1995 (Journal of Biotechnology, 38 (2): 137-139) describe la expresion, purificacion y caracterizacion de una
proteina recombinante en Dictyostelium discoideum. Sin embargo, los métodos de ese tipo no son facilmente
transferibles para la transformacion de microorganismos de Thraustochytriales, porque, antes de la presente
invencion, la transformacion de microorganismos tales como Thraustochytriales (por ejemplo, microalgas) estaba
lejos de ser rutinaria. Los marcadores y sistemas de transformacién que han alcanzado un gran desarrollo para
bacterias y levaduras no son necesariamente adaptables facilmente a otros microorganismos. De hecho, el
documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.661.017 indica que "ha habido poco éxito en el desarrollo de
sistemas de transformacion para microalgas eucariotas" (col. 1, lineas 49-51), lo que se debe en parte a la dificultad
de introduccion de ADN extrafio en tales microorganismos, y se debe en parte a una falta de marcadores y vectores
adecuados para su us6 en una transformacion de ese tipo. El sistema que se describe en el documento de Patente
de Estados Unidos N.° 5.661.017 se desarrollé de forma especifica para las algas que contienen clorofila C porque
los inventores creian que eran mas susceptibles de transformacion genética, en particular en comparacién con otras
algas. De forma analoga, el documento de Patente de Estados Unidos N.° 6.027.900, que ensefia un método de
transformacion que es especifico para microalgas fotosintéticas, habla de la creencia de que la mayoria de las algas
son resistentes a cualquier tipo de manipulacién genética (col. 1, lineas 39-47). Los sistemas adaptados para
bacterias, levaduras, células de insecto y animales no se han adaptado facilmente a microalgas. Por lo tanto, antes
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de la presente invencion, existia una necesidad en la técnica de sistemas y métodos de transformacion eficaces que
fueran especificos para microalgas.

Adicionalmente, aunque en la actualidad el orden Thraustochytriales se agrupa con las algas cromofitas en los
Stramenopiles, algunos sostienen todavia en la técnica que estos microorganismos son bastante diferentes de la
mayoria de las microalgas, y algunos de esos expertos en la materia tienen la opinién de que los miembros de
Thraustochytriales pueden no estar apropiadamente clasificados como microalgas en absoluto. Los
microorganismos que se considera que son microalgas han evolucionado por lo menos cuatro veces separadas
durante la evolucion, lo que conduce a que los microorganismos de tipo "microalga" sean ubicados en diferentes
reinos (por ejemplo algas rojas, algas verdes y algas doradas (Chromophyta) estan todas en reinos separados).
Como resultado, no se espera que los sistemas de transformacion que se ha demostrado que son utiles en otras
microalgas sean utiles para Thraustochytriales. Por lo tanto, a pesar del valor comercial de microorganismos de
Thraustochytriales, la capacidad para usar el potencial completo de tales microorganismos mediante ingenieria
genética no se ha reconocido hasta el momento. Antes de la presente invencién, los presentes inventores no eran
conscientes de ningun promotor, marcador seleccionable o vector util para la transformacion de microorganismos de
Thraustochytriales, ni habia ningun conocimiento con respecto a qué sistemas de selecciéon se podrian usar en o
adaptar para Thraustochytriales.

En resumen, existe una necesidad en la técnica de desarrollar métodos para transformar microorganismos de
Thraustochytriales, proporcionando de ese modo un medio para crear cepas con un aumento del valor comercial.
Ademas, existe una necesidad en la técnica de desarrollar métodos para mutacién o inactivacion de genes
especificos mediante recombinacion homéloga o no homdloga en microorganismos de Thraustochytriales,
proporcionando un nuevo modo para alterar el metabolismo celular y para identificar las funciones de genes
especificos en Thraustochytriales.

Sumario de la Invencién

La invencion proporciona un método para producciéon de una proteina, que comprende: cultivar un microorganismo
recombinante del Orden Thraustochytriales en un medio, en el que el microorganismo recombinante comprende una
molécula de acido nucleico aislada que comprende un gen extrafio que codifica la proteina; y recuperar la proteina.
La invencién también proporciona un método para producciéon de una proteina, que comprende: cultivar un
microorganismo recombinante del Orden Thraustochytriales en un medio, en el que el microorganismo recombinante
comprende una molécula de acido nucleico aislada que comprende un gen extrafio que codifica la proteina, para
producir la proteina; y extraer el microorganismo que comprende la proteina. La invencion se define mediante las
reivindicaciones. La materia objeto fuera del alcance de las reivindicaciones se proporciona solamente para
informacion.

Breve descripcion de las figuras

FIG.1 ilustra la construccion del pladsmido recombinante pTUBZEO-11.
FI1G.2 ilustra la construccion del plasmido recombinante pTUBZEO11-2.
FIG. 3A ilustra el plasmido o recombinante pMON50200.

FIG. 3B ilustra el plasmido o recombinante pMON50201.

FIG. 3C ilustra el plasmido o recombinante pMON50202.

FIG. 3D ilustra el plasmido o recombinante pMON50203.

Descripcion detallada de la invencion

Los métodos de la presente invencidon usan métodos y materiales relacionados para transformar por via genética
microorganismos del orden Thraustochytriales. Todas las cepas de microorganismos unicelulares que se desvelan
en el presente documento para uso como un transformante de las construcciones recombinantes de la presente
invencidén, que generalmente también se pueden denominar Traustoquitridos, son miembros del orden
Thraustochytriales. De acuerdo con la presente invencion, las expresiones "Traustoquitrido”, "microorganismo de
Thraustochytriales" y "microorganismo del orden Thraustochytriales" se pueden usar indistintamente. Los presentes
inventores no son conscientes de ningun informe anterior que describa un sistema de transformacion para
Schizochytrium o cualquier otro microorganismo de Thraustochytriales. Los sistemas de transformacién que se
describen en el presente documento se pueden usar para introducir genes extrafios en microorganismos del orden
Thraustochytriales, proporcionando de ese modo un medio para crear cepas con un aumento del valor comercial.
Ademas, la presente descripcion permite la mutacion o inactivacién de genes especificos mediante recombinacion
homdloga o no homéloga, proporcionando un nuevo modo para alterar el metabolismo celular y para identificar las
funciones de genes especificos en microorganismos de Thraustochytriales.

De forma mas especifica, los presentes inventores han demostrado la transformacion genética de un
microorganismo de Thraustochytriales del género, Schizochytrium (Orden: Thraustochytriales; Familia;
Thraustochytriaceae; Género: Schizochytrium), mediante el uso de dos tipos de vectores de transformacion. Estos
vectores se pueden introducir en células mediante métodos convencionales, seguido por identificacion y aislamiento
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de células recombinantes basandose en su capacidad para crecer en presencia de compuestos selectivos. Los
presentes inventores han demostrado la eficacia de estos vectores introduciéndolos mediante bombardeo de
particulas, pero también se pueden usar otros medios para introducir los vectores (por ejemplo, electroporacion) y se
conocen en la técnica.

Para un vector de transformacién, ejemplificado en el presente documento mediante el vector recombinante
denominado pTUBZEO11-2, se cred un gen quimérico en el que el gen ble (que codifica para una "proteina de union
a bleomicina") de Streptoalloteichus hindustanus se coloco en el sentido cadena abajo de un promotor de un gen de
tubulina de Schizochytrium. Un terminador de SV40 Se colocé en el sentido cadena abajo del gen ble en esta
construccion. Este vector permite la expresion del gen ble en Schizochytrium, confiriendo de ese modo resistencia a
Zeocin™ y compuestos relacionados, que son téxicos para células de tipo silvestre cuando se incluyen en el medio
de crecimiento a niveles apropiados. La fuente del gen ble y el terminador de SV40 en esta construccién era un
vector disponible en el mercado, denominado pSV40/Zeo, que se adquirié en Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA)
(Manual Técnico 180202, version B, "ZeoCassette Vectors"; Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Ave., Carlsbad,
CA 92008). El promotor del gen de tubulina se aislé mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa; uno de los
cebadores usados para la reaccidon se basaba en los datos de secuencia obtenidos a través de un proyecto de
secuenciacion de ADNc de Schizochytrium de forma aleatoria. El mapa de pTUBZEO11-2 se muestra en la Fig. 2, y
la secuencia de nucledtidos de pTUBZEO11-2 se representa mediante la SEQ ID NO: 9. La transformaciéon de
Schizochytrium con este vector se confirmé mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa y analisis de
transferencia de tipo Southern para detectar la presencia de secuencias de vector integradas en el genoma de
Schizochytrium.

Los investigadores anteriores han usado el gen ble como un marcador seleccionable para transformacion genética
de una Diversidad de organismos, incluyendo bacterias, microalgas distintas de Traustoquitridos, hongos, protozoos,
plantas y células animales (Véase, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N.° 6.027.900;
Lumbreras et al., 1998, Plant J. 14: 441-447; Rohe et al., 1996, Curr. Genet. 29: 587-590; Messina et al., 1995, Gene
165: 213-217; Guerrero et al., 1992, Appl. Microbiol. Biotechnol. 36: 759-762; Perez et al., 1989, Plant Mol. Biol. 13:
365-373; Gatigno et al., 1990 Gene 91: 35-41). El gen ble codifica una "proteina de unién a bleomicina" que confiere
resistencia a varios antibioticos, incluyendo bleomicina, fleomicina y Zeocin™ (Drocourt et al., 1990, Nucleic Acids
Res. 18: 4009). Este gen esta disponible en el mercado en Invitrogen Corporation, que era la fuente del gen que los
presentes inventores utilizaron usaron para crear el vector de transformacion de Schizochytrium, pTUBZBO11-2. Sin
embargo, se cree que los presentes inventores son los primeros en producir un vector de transformacion en el que el
gen ble estd unido a un promotor de Traustoquitridos de una manera que permite la expresion del gen en
Traustoquitridos.

Un segundo conjunto de vectores de transformacion se creé mediante mutagénesis dirigida al sitio in vitro de un gen
de acetolactato sintasa (als) que los presentes inventores aislaron a partir de una biblioteca genémica de
Schizochytrium. Estas mutaciones cambian la secuencia de aminoacidos de la enzima codificada (ALS) de tal modo
que es mucho menos sensible a sulfometurén metilo y otros compuestos de sulfonilurea, asi como inhibidores de la
clase de imidazolinona y oxibenzoatos de pirimidinilo, a los que los microorganismos del orden Thraustochytriales
son sensibles. Los compuestos de sulfonilurea tales como sulfometurén metilo (SMM) a menudo téxicos son para las
células porque son capaces de unirse a e inactivar la enzima acetolactato sintasa (ALS) de una diversidad de
organismos. La ALS cataliza la primera etapa de la biosintesis de los aminoacidos valina, leucina e isoleucina. Se ha
mostrado que las imidazolinonas, triazolopirimidinas y otros compuestos se unen a e inactivan la ALS de ciertos
organismos. Las formas mutantes de genes que codifican la acetolactato sintasa (también conocida como acido
acetohidroxi sintasa) de otros organismos se han usado previamente como marcadores seleccionables para la
transformacion de levaduras y plantas (Annu. Rev. Plant Physiol Plant Mol. Biol. 40: 441-470, 1989). Sin embargo,
no existen informes anteriores a la presente invencion que describan la secuencia o las propiedades del gen als de
de Schizochytrium o cualquier otro miembro de Thraustochytriales, o el uso de genes als de Thraustochytriales
mutantes que confieran resistencia a compuestos de sulfonilurea imidazolinona u oxibenzoato de pirimidinilo. De
hecho, segun el conocimiento de los presentes inventores, no se ha publicado ningun informe con respecto a la
sensibilidad de microorganismos de Thraustochytriales a estos agentes selectivos, incluyendo sulfometurén metilo y,
por tanto, antes de la presente invencién no se sabia si un marcador seleccionable de este tipo podria ser incluso
viable para uso en un sistema de transformacion de Traustoquitridos. Se debe observar que en diversos organismos
se producen genes con una homologia sustancial con respecto a genes als conocidos, pero no codifican Enzimas
que sean capaces de catalizar la sintesis de acetolactato (Biochimica et Biophysica Acta 1385: 401-419, 1998). Por
lo tanto, no podria haber sido evidente que un homélogo de als clonado de hecho codifique ALS. Con el fin de
determinar definitivamente si el gen de Schizochytrium clonado era un gen als verdadero, los presentes inventores
demostraron, a través de experimentos de transformacion, una correlacion positiva de la resistencia a sulfometurén
metil con la expresion del gen als de Schizochytrium supuesto mutado.

Los presentes inventores han producido tres vectores de transformacion diferentes que contienen genes de als
mutantes: un gen als mutante codifica una enzima con una valina en la posicion 595 en lugar de un ftriptéfano
(plasmido pMONS0201, o ALSmut1-7), otro codifica una glutamina en la posicién 192 en lugar de a prolina (plasmido
pMON50202, o ALSmut2-2), y una tercera forma contiene ambas de estas mutaciones (plasmido pMON50203, o
ALSmut3-5). En estos vectores, la expresion de los genes als mutantes esta bajo el control del promotor y el
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terminador del gen als nativo. Los mapas de estos vectores, junto con un vector que contiene el gen als de
Schizochytrium de tipo silvestre (plasmido pMON50200, o AE-5), se muestran en las Figs 3A-3D. La transformacion
de Schizochytrium con estos vectores que codifican ALS mutante se confirmé mediante el uso de la reaccién en
cadena de la polimerasa y analisis de transferencia de tipo Southern para detectar la presencia de secuencias de
vector integradas en el genoma de Schizochytrium. Tal como se describe en detalle a continuacion, ahora que los
presentes inventores han identificado la secuencia completa del gen als, también se pueden hacer otras mutaciones,
que se especifican a continuacion. Por lo tanto, los genes als mutantes que se describen pretenden ser a modo de
ejemplo, y no incluyen todas las posibles mutaciones.

Los sistemas de transformacion de la presente invencién se han usado para introducir genes extrafios en células de
Thraustochytriales por medio de cotransformacion. En estos casos, los genes extrafios se colocaron entre diversos
promotores de Schizochytrium y un terminador apropiados (por ejemplo, SV40 o una regién terminadora genética de
Schizochytrium). Por ejemplo, los presentes inventores han producido e introducido un gen sintético que codifica una
acido graso w-3 desaturasa del nematodo Caenorhabditis elegans, representado en el presente documento por la
SEQ ID NO: 29, para aumentar los niveles de acido docosahexaenoico en Schizochytrium. La SEQ ID NO: 30
representa la secuencia de aminoacidos de la desaturasa codificada por la SEQ ID NO: 29. En células de
Thraustochytriales también se pueden introducir casetes de expresion que contienen genes extrafios mediante
inclusion directa dentro del vector de transformacion que contiene el marcador seleccionable.

Ademas, los presentes inventores también han demostrado con los vectores que codifican ALS mutante que se
produce recombinacion homoéloga en Schizochytrium, lo que indica la viabilidad del uso de medios recombinantes
para inactivar o mutar genes de Schizochytrium nativos especificos.

Con respecto a las secuencias de promotor de Thraustochytriales que se describen en el presente documento, una
busqueda en base de datos de secuencias (GenBank) para todas las secuencias de nucleétidos y proteinas
informadas para miembros del orden Thraustochytriales indica que, en el momento de la presente invencion, no se
Habia informado de ninguna secuencia promotora de Schizochytrium o cualquier otro miembro de
Thraustochytriales. El unico gen que se ha informado de cualquier especie de Schizochytrium es para el ARN
ribosémico 5S de S. aggregatum (numeros de registro en GenBank X06104 y M13616). Se han informado
secuencias de ARN ribosémico 5S y 18S para los miembros de Thraustochytriales, especie Ulkenia, y géneros
Labyrinthuloides y Thraustochytrium, pero esto no presenta relacidon con la presente invencién. Se ha descrito una
region codificante parcial de un gen de "ARN polimerasa de tipo T3/T7 supuesta" de Thraustochytrium aureum
(Nucleic Acids Research 15: 648-654, 1996), pero no se informé de una secuencia promotora para este gen.

Los métodos de la presente invencion se pueden usar para introducir cualquier gen u otras secuencias de
nuclestidos que son de interés en un microorganismo del orden Thraustochytriales. Tales secuencias de nucleétidos
incluyen, pero no se limitan a, acidos nucleicos que codifican proteinas (por ejemplo, enzimas) asociadas con la
sintesis de acidos grasos (por ejemplo, los acidos grasos: acido docosahexaenoico (DHA), acido docosapetaenoico
(DPA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido araquidonico (ARA)). Tales proteinas comprenden, pero no se limitan
a,: acido graso sintasas, acido graso desaturasas y acido graso elongasas, asi como proteinas asociadas con un
complejo de policétido sintasa y/o proteinas asociadas con la incorporacion de tales acidos grasos en fosfolipidos o
en moléculas de triacilglicerol. Por ejemplo, la invenciéon se ha usado para introducir genes que codifican diversas
acido graso w-3 desaturasas en Schizochytrium en un intento para aumentar el nivel de acido docosahexaenoico
(DHA) en las células a través de desaturacion de w-3 de acido docosapentaenoico (DPA). Como otro ejemplo,
también se ha demostrado la expresion de una acido graso polienoico isomerasa supuesta del alga roja, Ptilota, en
Schizochytrium. Los genes que codifican un complejo de policétido sintasa de Schizochytrium (es decir, un sistema
de policétido sintasa) se han depositado como Numeros de Registro en GenBank, AF378329 (ORFA), AF378328
(ORFB) y AF378329 (ORFC).

Los métodos de la presente invencion también son utiles para introducir, en microorganismos de Thraustochytriales,
genes y otras secuencias de nucleétidos que codifican proteinas asociadas con la ruta biosintética de isoprenoides.
Tales proteinas comprenden, pero no se limitan a, HMG-CoA sintasa y HMG-CoA reductasa. Otras proteinas
adecuadas incluyen proteinas asociadas con la sintesis de moléculas derivadas de subunidades de isoprenoides
que incluyen, pero no se limitan a, diversos compuestos esteroides y diversos compuestos carotenoides. Las
proteinas asociadas con la sintesis de diversos compuestos carotenoides incluyen, pero no se limitan a, escualeno
sintasa, fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa y diversas carotenoide ciclasas, hidroxilasas y cetolasas.

Los métodos de la presente invencidon también son utiles para introducir, en Thraustochytriales, una o mas
secuencias de acidos nucleicos que codifican proteinas asociadas con la sintesis de compuestos antioxidantes que
incluyen, pero no se limitan a, vitamina E y acido lipoico.

Ademas, los métodos de la presente invencion se pueden usar para introducir cualquier gen u otros vectores de
secuencias de nucleétidos en microorganismos de Thraustochytriales con el fin de inactivar o producir delecion de
genes (es decir, "desactivacion" o " alteracién genética dirigida"). La inactivacion o delecién de genes se usa
generalmente con el fin de potenciar el valor comercial del microorganismo. Por ejemplo, puede ser deseable
eliminar genes que codifican enzimas (o acidos nucleicos que regulan la expresion de tales genes) de las rutas de
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sintesis de acidos grasos saturados y poliinsaturados. Por ejemplo, puede ser deseable inhibir o desactivar genes
que codifican proteinas que estan implicadas en la degradacion de otros compuestos valiosos producidos por el
microorganismo de Thraustochytriales o que de otra manera disminuyen el valor del compuesto deseado. Por
ejemplo, los genes que codifican lipasas, enzimas de oxidacion de acidos grasos y proteinas que presentan olores o
sabores desagradables pueden ser dianas de desactivacion deseables. Ademas, puede ser deseable desactivar
genes que codifican proteinas que estan asociadas con la sintesis de compuestos cuya sintesis esta en competicion
con otras moléculas de interés. Por ejemplo, tales genes incluyen, pero no se limitan a, genes que codifican
proteinas implicadas en la biosintesis de hidratos de carbono, genes que codifican proteinas implicadas en la
sintesis de diversos productos de rutas de isoprenoides (por ejemplo, esteroles o compuestos carotenoides
especificos), y genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis de componentes de la pared celular. A modo
de ejemplo, se han introducido genes en células de Schizochytrium mediante el uso de la presente invencién en un
intento de inactivar genes que son homologos a los genes de la policétido sintasa de Shewanella con el fin de
evaluar su papel en la produccion de acidos grasos altamente insaturados (HUFA). Tal como se muestra a modo de
ejemplo con el Ejemplo 6, la presente descripcién también se pueden usar para inactivar, producir delecién o mutar
genes nativos que estan implicados en la produccion de acidos grasos, carotenoides, esteroles, vitaminas u otros
compuestos con el fin de mejorar la rentabilidad o aceptabilidad de productos que estan relacionados con estos
compuestos. Se indica que en algunas realizaciones, tal como se ha discutido anteriormente, puede ser deseable
potenciar la produccién de una proteina dada, mientras que en otras formas de realizacién, puede ser deseable a
aumentar la produccion de una proteina dada.

Los métodos que se describen en el presente documento también son utiles para determinar el proceso de
recombinacion genética en Schizochytrium.

Otros genes y moléculas de acido nucleico Utiles para su introduccién en Thraustochytriales resultaran evidentes
para los expertos en la materia.

A continuacidon se describen diversas realizaciones de los métodos de la presente invencion inicialmente con
respecto a un gen als y/o proteina ALS de Thraustochytriales. Sin embargo, se debe entender que las definiciones
generales de términos y métodos se pretenden aplicar a la discusién de otros genes, acidos nucleicos y proteinas
que se describen a continuacion.

Los métodos de la presente invencion se basan en parte en la identificacion, aislamiento y produccién de secuencias
de acidos nucleicos que codifican marcadores seleccionables que son adecuados para uso en construcciones
recombinantes para la transformacioén de microorganismos Traustoquitridos. Los marcadores seleccionables de ese
tipo permiten la seleccion de microorganismos que se han transformado de forma satisfactoria con las
construcciones recombinantes que se describen en el presente documento. Un marcador seleccionable util para la
transformacion de Thraustochytriales adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion es
una acetolactato sintasa de Thraustochytriales (es decir, ALS). Preferentemente, la acetolactato sintasa se ha
modificado, mutado o seleccionado de otro modo, para que sea resistente a la inhibicién por compuestos de
sulfonilurea, inhibidores de la clase de imidazolinona y/u oxibenzoatos de pirimidinilo (es decir, una ALS de ese tipo
es un homologo de una acetolactato sintasa que se produce de manera natural).

Una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién es una proteina
que presenta actividad bioloégica de acetolactato sintasa, incluyendo proteinas de longitud completa, proteinas de
fusién, o cualquier homélogo de una acetolactato sintasa que se produce de manera natural. Un homdlogo de una
acetolactato sintasa incluye proteinas que difieren de una acetolactato sintasa que se produce de manera natural
porque al menos uno o unos pocos, pero sin limitarse a uno o unos pocos, aminoacidos han sufrido delecion (por
ejemplo, una version truncada de la proteina, tal como un péptido o fragmento), insertado, invertido, sustituido y/o
derivatizado (por ejemplo, mediante glicosilacion, fosforilacion, acetilacién, miristoilacién, prenilacion, palmitacion,
amidacion y/o adicién de glicosilfosfatidil inositol). A continuacion se describen con detalle los homdlogos preferentes
de una acetolactato sintasa que se produce de manera natural.

Una proteina aislada, tal como una acetolactato sintasa aislada, de acuerdo con los métodos de la presente
invencion, es una proteina que se ha retirado de su medio natural (es decir, que se ha sometido a manipulacion
humana) y puede incluir proteinas purificadas, proteinas parcialmente purificadas, proteinas producidas de manera
recombinante y proteinas producidas de manera sintética, por ejemplo. Como tal, "aislado" no refleja el grado hasta
el que la proteina se ha purificado. Una "acetolactato sintasa de Thraustochytriales" se refiere a una acetolactato
sintasa (incluyendo un homodlogo de una acetolactato sintasa que se produce de manera natural) de un
microorganismo de Thraustochytriales o que se ha producido de otra manera a partir del conocimiento de la
estructura (por ejemplo, secuencia) de una acetolactato sintasa que se produce de manera natural de un
microorganismo de Thraustochytriales. En otras palabras, una acetolactato sintasa de Thraustochytriales incluye
cualquier acetolactato sintasa que tiene la estructura y la funcién de una acetolactato sintasa que se produce de
manera natural a partir de un microorganismo de Thraustochytriales o que es un homologo biolégicamente activo (es
decir, presenta actividad bioldgica) de una acetolactato sintasa que se produce de manera natural a partir de un
microorganismo de Thraustochytriales tal como se describe en detalle en el presente documento. Como tal, una
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acetolactato sintasa de Thraustochytriales puede incluir proteinas purificadas, parcialmente purificadas,
recombinantes, mutadas/modificadas y sintéticas.

En general, la actividad biolégica o accion biolégica de una proteina se refiere a cualquier funcién o funciones
presentadas o realizadas por la proteina que se atribuye a la forma que se produce que se produce de manera
natural de la proteina tal como se mide u observa in vivo (es decir, en el entorno fisiolégico natural de la proteina) o
in vitro (es decir, en condiciones de laboratorio). Por ejemplo, una actividad biolégica de una acetolactato sintasa
incluye actividad enzimatica de acetolactato sintasa. Las modificaciones de una proteina, tal como en un homaélogo o
mimético (que se discute a continuacion), pueden dar como resultado proteinas que presentan la misma actividad
biolégica que la proteina que se produce de manera natural, o en proteinas que presentan un aumento o
disminucion de la actividad bioldgica en comparacion con la proteina que se produce de manera natural. Las
modificaciones que dan como resultado una disminucién en la expresién de la proteina o una disminucién en la
actividad de la proteina se pueden denominar inactivacion (completa o parcial), regulacion por disminuciéon o
disminucion de la accion de una proteina. De forma analoga, las modificaciones que dan como resultado un
aumento en la expresion de la proteina o un aumento en la actividad de la proteina se pueden denominar
amplificacion, sobreproduccion, activacion, potenciacion, regulacién por incremento o aumento de la accion de una
proteina.

Con respecto a la acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion, es
preferente que las modificaciones presentes en homodlogos de acetolactato sintasa, en comparaciéon con una
acetolactato sintasa que se produce de manera natural, no cambien sustancialmente, o al menos no disminuyan
sustancialmente, la actividad bioldgica basica de la sintasa en comparacién con la proteina que se produce de
manera natural. Sin embargo, tales homdlogos pueden presentar diferencias en caracteristicas distintas de la
actividad funcional o enzimatica de la proteina en comparacién con la forma que se produce de manera natural, tal
como una disminucion de la sensibilidad a la inhibicién mediante ciertos compuestos en comparacion con la proteina
que se produce de manera natural. Preferentemente, un homélogo de una acetolactato sintasa que se produce de
manera natural presenta reduccién de la sensibilidad (es decir, disminuida, reducida) con respecto a compuestos
que se unen a e inactivan acetolactato sintasas que se produce de manera natural en comparaciéon con la
acetolactato sintasa que se produce de manera natural a partir de la que se obtuvo el homdlogo. Por ejemplo, los
compuestos de sulfonilurea, tales como sulfometurén metilo (SMM), a menudo son téxicos para las células porque
se pueden unir a e inactivar la acetolactato sintasa (ALS). También se ha mostrado que las imidazolinonas,
triazolopirimidinas y otros compuestos similares (denominados generalmente inhibidores de la clase de
imidazolinona en el presente documento) se unen a e inactivan ALS. Por tanto, un homodlogo de una acetolactato
sintasa que se produce de manera natural presenta preferentemente una reduccion de la sensibilidad a compuestos
de sulfonilurea, asi como a inhibidores de la clase de imidazolinona (por ejemplo, al presentar sitios de union
alterados para tales inhibidores o sitios de unién con afinidad reducida por el inhibidor) y a oxibenzoatos de
pirimidinilo, mientras que mantiene la actividad enzimatica de acetolactato sintasa.

Como se usa en el presente documento, una proteina que presenta "actividad biologica de acetolactato sintasa" o
que se denomina "acetolactato sintasa" se refiere a una proteina que cataliza la primera etapa en la biosintesis de
los aminoacidos valina, leucina e isoleucina. De forma mas especifica, una acetolactato sintasa aislada adecuada
para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion, incluyendo proteinas de longitud completa, proteinas
truncadas, proteinas de fusion y homologos, se puede identificar de una manera clara mediante la capacidad de las
proteinas para catalizar la sintesis de acetolactato a partir de piruvato. La actividad biolégica de la acetolactato
sintasa se puede evaluar por alguien con experiencia en la materia mediante cualquier ensayo in vitro o in vivo
adecuado para actividad enzimatica.

En una realizacion, una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencion tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 65 % con respecto
a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 24, sobre al menos aproximadamente 600 aminoacidos de cualquiera de tales secuencias, en la que la
proteina es una acetolactato sintasa (es decir, tiene actividad biolégica de acetolactato sintasa). Mas
preferentemente, una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion
tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 70 %, y mas
preferentemente, idéntica en al menos aproximadamente un 75 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al
menos aproximadamente un 80 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 85 %,
e incluso més preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 90 % e incluso mas preferentemente
idéntica en al menos aproximadamente un 95 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos
aproximadamente un 96 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 97 %, e
incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 98 %, e incluso mas preferentemente
idéntica en al menos aproximadamente un 99 % a cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o
SEQ ID NO: 24, sobre al menos aproximadamente 600 aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, en la que la proteina tiene actividad bioldgica de acetolactato sintasa.

En otra realizacidon, una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencion tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 75 % con respecto
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a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 24, sobre al menos 95 aminoacidos de cualquiera de tales secuencias, en la que la proteina es una
acetolactato sintasa (es decir, tiene actividad biolégica de acetolactato sintasa). Mas preferentemente, una
acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion tiene una secuencia
de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 80 %, e incluso mas preferentemente idéntica en
al menos aproximadamente un 85 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un
90 % e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 95 %, e incluso mas
preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 96 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al
menos aproximadamente un 97 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 98 %,
e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 99 % a cualquiera de SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, sobre al menos 95 aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, en la que la proteina tiene actividad biologica de acetolactato
sintasa. Incluso mas preferentemente, una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de
la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos que tiene cualquiera de los porcentajes de identidad que
se han mencionado anteriormente con respecto a cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 24 sobre al menos 100 aminoacidos, y méas preferentemente 125, y més preferentemente 150, y mas
preferentemente 175, y mas preferentemente 200, y mas preferentemente 225, y mas preferentemente 250, y mas
preferentemente 275, y mas preferentemente 300, y mas preferentemente 325, y mas preferentemente 350, y mas
preferentemente 375, y mas preferentemente 400, y mas preferentemente 425, y mas preferentemente 450, y mas
preferentemente 475, y mas preferentemente 500, y mas preferentemente 525, y mas preferentemente 550, y mas
preferentemente 575 aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 24, en la que la proteina tiene actividad bioldgica de acetolactato sintasa.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique de otro modo, la referencia a un porcentaje (%) de
identidad se refiere a una evaluacién de homologia que se realiza usando: (1) una busqueda de homologia BLAST
2.0 Basic BLAST usando blastp para busquedas de aminoacido y blastn para blusquedas de aminoacido con
parametros por defecto convencionales, en el que la secuencia de consulta se filira para regiones de baja
complejidad por defecto (se describe en Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W.
Y Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs".
Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402; (2) un alineamiento BLAST 2 (usando los parametros que se describen a
continuacion); (3) y/o PSI-BLAST con los parametros por defecto convencionales (BLAST lterado Especifico de
Posicion). Se indica que debido a algunas diferencias en los pardmetros convencionales entre BLAST 2.0 Basic
BLAST y BLAST 2, se podria reconocer que dos secuencias especificas presentan homologia significativa usando el
programa BLAST 2, mientras que una busqueda realizada en BLAST 2.0 Basic BLAST usando una de las
secuencias como secuencia de consulta puede no identificar la segunda secuencia en las coincidencias maximas.
Ademas, PSI-BLAST proporciona una version automatizada, facil de usar de una busqueda de "perfil", que es un
modo sensible para buscar homélogos de secuencia. El primer programa realiza una busqueda en la base de datos
BLAST con huecos. El programa PSI-BLAST usa la informacién a partir de cualquier alineamiento significativo
devuelto para construir una matriz de puntuacion especifica de posicion, que reemplaza a la secuencia de consulta
para la siguiente ronda de busqueda en la base de datos. Por lo tanto, se debe entender que el porcentaje de
identidad se puede determinar usando uno cualquiera de estos programas.

Dos secuencias especificas se pueden alinear entre si utilizando un alineamiento de secuencias BLAST 2 tal como
se describe en Tatusova y Madden, (1999), "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide
sequences”, FEMS Microbiol Lett. 174: 247-250. El alineamiento de secuencias BLAST 2 se realiza en blastp o
blastn usando el algoritmo de BLAST 2.0 para realizar una busqueda de BLAST con huecos (BLAST 2.0) entre las
dos secuencias que permite la introduccion de huecos (deleciones e inserciones) en El alineamiento resultante. Para
fines de claridad en el presente documento, el alineamiento de secuencias con BLAST 2 se realiza usando los
parametros por defecto convencionales tal como sigue a continuacion.

Para blastn, usando una matriz 0 de BLOSUM®62:

Recompensa para coincidencia = 1

Penalizacién por falta de coincidencia = -2

Penalizaciones por apertura de huecos (5) y extension de huecos (2)

Caida de alineamiento de hueco (gap x_dropoff) (50) esperado (10) tamario de palabra (11) filtro (activado)

Para blastp, usando matriz 0 de BLOSUM®62:

Penalizaciones por apertura de huecos (11) y extension de huecos (1)
Caida de alineamiento de hueco (gap x_dropoff) (50) esperado (10) tamafio de palabra (3) filtro (activado).

Una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion también puede
incluir proteina que tenga una secuencia de aminoacidos que comprende al menos 30 restos de aminoacido
contiguos de cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, (es decir, 30 restos
de aminoacido contiguos que tienen una identidad de un 100 % con 30 aminoacidos contiguos de cualquiera de
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SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24). En una realizacion preferente, una acetolactato
sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién incluye proteinas que tienen
secuencias de aminoacidos que comprenden al menos 50, y mas preferentemente al menos 75, y mas
preferentemente al menos 100, y mas preferentemente al menos 115, y mas preferentemente al menos 130, y mas
preferentemente al menos 150, y mas preferentemente al menos 200, y mas preferentemente, al menos 250, y mas
preferentemente, al menos 300, y mas preferentemente, al menos 350, y mas preferentemente, al menos 400, y mas
preferentemente, al menos 450, y mas preferentemente, al menos 500, y mas preferentemente, al menos 550, y mas
preferentemente, al menos 600, y mas preferentemente, al menos 650, restos de aminoacidos contiguos de
cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24. Una proteina de ese tipo tiene
actividad biolégica de acetolactato sintasa.

Como se usa en el presente documento, el término "contiguo" o "consecutivo”, con respecto a las secuencias de
acidos nucleicos o aminoacidos que se describen en el presente documento, se refiere a que estan conectados en
una secuencia ininterrumpida. Por ejemplo, para una primera secuencia, comprender 30 aminoacidos contiguos (o
consecutivos) de una segunda secuencia, se refiere a que la primera secuencia incluye una secuencia
ininterrumpida de 30 restos de aminoacido que es idéntica en un 100 % con respecto a una secuencia
ininterrumpida de 30 restos de aminoacido en la segunda secuencia. De forma analoga, que una primera secuencia
presente una "identidad de un 100 %" con una segunda secuencia se refiere a que la primera secuencia coincide
exactamente con la segunda secuencia sin huecos entre nucleétidos o aminoacidos.

En otra realizaciéon, una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencion, incluyendo un homodlogo de acetolactato sintasa, incluye una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos que es lo suficientemente similar con respecto a una secuencia de aminoéacidos de acetolactato sintasa
que se produce de manera natural que una secuencia de acidos nucleicos que codifica el homélogo es capaz
hibridarse en condiciones de rigurosidad moderada, elevada, o muy elevada (que se describen a continuacion) a (es
decir, con) una molécula de acido nucleico que codifica la acetolactato sintasa que se produce de manera natural (es
decir, al complemento de la hebra de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de la acetolactato
sintasa que se produce de manera natural). Preferentemente, una acetolactato sintasa adecuada para uso de
acuerdo con los métodos de la presente invencion esta codificada por una secuencia de aminoacidos que se hibrida
en condiciones de rigurosidad moderada, elevada o muy elevada al complemento de una secuencia de &cidos
nucleicos que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24. Incluso mas preferentemente, una acetolactato sintasa
adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion esta codificada por una secuencia de
acidos nucleicos que se hibrida en condiciones de rigurosidad moderada, elevada o muy elevada al complemento de
los nucledtidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 15, nucledtidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 18, nucleétidos 1260-
3314 de la SEQ ID NO: 21, o nucledtidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 23. Las condiciones de hibridacion de ese
tipo se describen con detalle a continuacién. Un complemento de secuencia de acidos nucleicos de secuencia de
acidos nucleicos que codifica una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencidon se refiere a la secuencia de &acidos nucleicos de la hebra de acido nucleico que es
complementaria a la hebra que codifica la acetolactato sintasa. Se observara que un ADN bicatenario que codifica
una secuencia de aminoacidos dada comprende un ADN monocatenario y su hebra complementaria que tiene una
secuencia que es un complemento al ADN monocatenario. Como tal, las moléculas de acido nucleico adecuadas
para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién pueden ser bicatenarias o monocatenarias, e
incluyen las moléculas de acido nucleico que forman hibridos estables en condiciones de hibridacién rigurosas con
una secuencia de acidos nucleicos que codifican las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, y/o con el complemento de la secuencia de acidos nucleicos que codifica
cualquiera de tales secuencias de aminoacidos. Los expertos en la materia conocen métodos para deducir una
secuencia complementaria. Se deberia indicar que dado que las tecnologias de secuenciacion de aminoacidos y de
secuenciacion de acidos nucleicos no estan completamente libres de errores, las secuencias que se presentan en el
presente documento, en el mejor de los casos, representan secuencias evidentes de una acetolactato sintasa
adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

Los homdlogos de acetolactato sintasa pueden ser el resultado de variaciéon alélica natural o mutaciéon natural.
También se pueden producir homdlogos de acetolactato sintasa adecuados para uso de acuerdo con los métodos
de la presente invencién usando técnicas conocidas en la materia que incluyen, pero no se limitan a, modificaciones
directas en la proteina o modificaciones en el gen que codifica para la proteina usando, por ejemplo, técnicas de
ADN clasicas o recombinantes para efectuar mutagénesis aleatoria o dirigida. Una variante alélica que se produce
de manera natural de un acido nucleico que codifica una acetolactato sintasa es un gen que se encuentra
esencialmente en el mismo o los mismos locus en el genoma que el gen que codifica una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 15, pero que, debido a variaciones naturales causadas por, por ejemplo, mutacion o recombinacion,
presenta una secuencia similar pero no idéntica. Las variantes alélicas naturales generalmente codifican proteinas
que presentan actividad similar a la de la proteina codificada por el gen con el que se estdan comparando. Una clase
de variantes alélicas puede codificar la misma proteina pero puede presentar diferentes secuencias de acido
nucleico debido a la degeneraciéon del cédigo genético. Las variantes alélicas también pueden comprender
alteraciones en las regiones no traducidas en las posiciones 5' o 3' del gen (por ejemplo, en regiones de control
reguladoras). Los expertos en la materia conocen bien las variantes alélicas.
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Las proteinas de acetolactato sintasa adecuadas para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion
también incluyen productos de expresion de fusiones genéticas (por ejemplo, usadas para sobreexpresar formas
activas, solubles de la proteina recombinante), de genes sometidos a mutagénesis (tales como genes que presentan
modificaciones de codones para potenciar la transcripcién y traduccion genéticas), y de genes truncados (tales como
genes que presentan dominios de union a membrana eliminados para generar formas solubles de una proteina de
membrana, 0 genes que presentan secuencias sefal eliminadas que se toleran escasamente en un hospedador
recombinante en particular).

El tamafio minimo de una proteina acetolactato sintasa y/u homdélogo adecuado para uso de acuerdo con los
métodos de la presente invencidn es un tamafio suficiente para tener actividad bioldgica de acetolactato sintasa.
Preferentemente, una proteina acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencion tiene una longitud de al menos al menos 30 aminoacidos, y mas preferentemente, una longitud de al
menos aproximadamente 50, y mas preferentemente al menos 75, y mas preferentemente al menos 100, y mas
preferentemente al menos 115, y mas preferentemente al menos 130, y mas preferentemente al menos 150, y mas
preferentemente al menos 200, y mas preferentemente, al menos 250, y mas preferentemente, al menos 300, y mas
preferentemente, al menos 350, y mas preferentemente, al menos 400, y mas preferentemente, al menos 450, y mas
preferentemente, al menos 500, y mas preferentemente, al menos 550, y mas preferentemente, al menos 600, y mas
preferentemente, al menos 650, y mas preferentemente, al menos 684 aminoacidos. No existe ningun limite, distinto
de un limite practico, con respecto al tamafio maximo de una proteina de ese tipo porque la proteina puede incluir
una parte de una proteina de acetolactato sintasa o una acetolactato sintasa de longitud completa, ademas de una
secuencia adicional (por ejemplo, una secuencia de proteina de fusién), si se desea.

En el presente documento se describe una proteina de fusién que incluye un dominio que contiene acetolactato
sintasa (es decir, una secuencia de aminoacidos para una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con
los métodos de la presente invencion) unida a uno o mas segmentos de fusion. Los segmentos de fusion adecuados
para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion incluyen, pero no se limitan, segmentos que pueden:
potenciar la estabilidad de una proteina; proporcionar otra actividad biolégica deseable; y/o ayudar con la
purificacion de una acetolactato sintasa (por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad). Un segmento de fusion
adecuado puede ser un dominio de cualquier tamafio que presente la funciéon deseada (por ejemplo, confiere un
aumento de estabilidad, solubilidad, accion o actividad bioldgica; y/o simplifica la purificacion de una proteina). Los
segmentos de fusién se pueden unir a extremos amino y/o carboxilo terminales del dominio que contiene
acetolactato sintasa de la proteina y pueden ser susceptibles de escision con el fin de permitir la recuperacion
sencilla de una acetolactato sintasa. Las proteinas de fusion se producen preferentemente cultivando una célula
recombinante transfectada con una molécula de acido nucleico de fusion que codifica una proteina que incluye el
segmento de fusiéon unido al extremo o bien carboxilo y/o bien amino terminales de un domino que contiene
acetolactato sintasa.

Un mimético de una acetolactato sintasa también es adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencion. Como se usa en el presente documento el término "mimético" se usa para hacer referencia a cualquier
compuesto peptidico o no peptidico que es capaz de imitar la accién biolégica de un péptido que se produce de
manera natural, a menudo porque el mimético presenta una estructura basica que imita la estructura basica del
péptido que se produce de manera natural y/o presenta las propiedades bioldgicas destacadas del péptido que se
produce de manera natural. Los miméticos pueden incluir, pero no se limitan a: péptidos que presentan
modificaciones sustanciales con respecto al prototipo de manera que no presentan similitud de cadenas laterales
con el péptido que se produce de manera natural (tales modificaciones, por ejemplo, pueden disminuir su
susceptibilidad a la degradacién); anticuerpos anti-idiotipicos y/o cataliticos, o fragmentos de los mismos; partes no
proteicas de una proteina aislada (por ejemplo, estructuras de hidratos de carbono); o moléculas organicas sintéticas
o naturales, incluyendo &cidos nucleicos y farmacos identificados a través de quimica combinatoria, por ejemplo.

Tales miméticos pueden se disefiar, seleccionar y/o identificar de otro modo usando una diversidad de métodos
conocidos en la técnica. Diversos métodos de disefio de farmacos, utiles para disefiar miméticos u otros compuestos
terapéuticos utiles en los métodos de la presente invencion se desvelan en Maulik et al, 1997, Molecular
Biotechnology: Therapeutic Un mimético de acetolactato sintasa se puede obtener, por ejemplo, a partir de
estrategias de diversidad molecular (una combinacion de estrategias relacionadas que permiten la construccion
rapida de bibliotecas de moléculas grandes, quimicamente diversas), bibliotecas de compuestos naturales o
sintéticos, en particular a partir de bibliotecas quimicas o combinatorias (es decir, bibliotecas de compuestos que se
diferencian en secuencia o tamafio pero que presentan elementos estructurales similares) o mediante disefio de
farmacos racional, dirigido o aleatorio. Véase por ejemplo, Maulik et al., mencionado anteriormente.

En una estrategia de diversidad molecular, se sintetizan bibliotecas de compuestos grandes, por ejemplo, a partir de
péptidos, oligonucledtidos, carbohidratos y/o moléculas organicas sintéticas, usando enfoques bioldgicos,
enzimaticos y/o quimicos. Los parametros criticos en el desarrollo de una estrategia de diversidad molecular
incluyen diversidad de subunidades, tamafo molecular y diversidad de bibliotecas. El objetivo general de la
identificacion sistematica de tales bibliotecas es usar la aplicacion secuencial de la seleccién combinatoria para
obtener ligandos de alta afinidad para una diana deseada, y a continuaciéon optimizar las moléculas lider mediante
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estrategias de disefio aleatorias o bien dirigidas. En Maulik, et al., se describen métodos de diversidad molecular con
detalle, igual que la referencia mencionada anteriormente.

Maulik et al., también desvelan, por ejemplo, métodos de disefio dirigido, en los que el usuario dirige el proceso de
creacion de nuevas moléculas a partir de una biblioteca de fragmentos de fragmentos seleccionados de forma
apropiada; disefio aleatorio, en el que el usuario usa un algoritmo genético o de otro tipo para mutar de forma
aleatoria fragmentos y sus combinaciones mientras que se aplica simultaneamente un criterio de seleccion para
evaluar la idoneidad de los ligandos candidatos; y un enfoque basado en rejilla en el que el usuario calcula la
energia de interaccién entre estructuras de receptores tridimensionales y sondas de fragmentos pequefios, seguido
por union entre si de sitios de sondas favorables.

Las acetolactato sintasas adecuadas para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencidon se pueden
obtener a partir de cualquier microorganismo de Thraustochytriales, y en particular, a partir de cualquier
microorganismo de Schizochytrium. En una realizacién, una acetolactato sintasa preferente adecuada para uso de
acuerdo con los métodos de la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo
de la SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24. La proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 15 es una acetolactato sintasa que se produce de manera natural (es
decir, de tipo silvestre) de un microorganismo de Thraustochytriales, y de forma especifica, es una acetolactato
sintasa de Schizochytrium. Las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 24 son secuencias que se han modificado, de manera que las enzimas resultantes presentan una
reduccion de la sensibilidad a compuestos de sulfonilurea, asi como a inhibidores de la clase de imidazolinona y
oxibenzoatos de pirimidinilo, en comparacion con la proteina que se produce de manera natural representada por la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 15. Se indica que las proteinas representadas por las SEQ ID NO: 19, SEQ
ID NO:22 y SEQ ID NO: 24 tienen actividad bioldgica de acetolactato sintasa. Las acetolactato sintasas con
reduccion de la sensibilidad a compuestos de sulfonilurea, asi como a inhibidores de la clase de imidazolinona y
oxibenzoatos de pirimidinilo son acetolactato sintasas preferentes adecuadas para uso de acuerdo con los métodos
de la presente invencion, porque las secuencias de acidos nucleicos que codifican tales sintasas se pueden usar en
vectores recombinantes adecuados para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién como
marcadores seleccionables.

Por lo tanto, en una realizacion se presenta una acetolactato sintasa modificada adecuada para uso de acuerdo con
los métodos de la presente invencién, incluyendo cualquier homologo de cualquiera de las SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24, en la que el homdlogo tiene actividad bioldgica de acetolactato sintasa, y
en particular, en la que el homologo tiene una reduccion de la sensibilidad a compuestos de sulfonilurea, asi como a
inhibidores de la clase de imidazolinona y oxibenzoatos de pirimidinilo, en comparacién con la proteina que se
produce de manera natural representada por la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 15. En un aspecto, tales
homologos de acetolactato sintasa incluyen proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos que difiere de la
SEQ ID NO: 15 en una sustitucioén, insercion o delecién de aminoacido en una o mas de las siguientes posiciones:
116G, 117A, 192P, 200A, 251K, 358M, 383D, 592V, 595W, o 599F. Estas posiciones corresponden a sitios de
mutacion de ALS conocidos en una acetolactato sintasa de levadura (es decir, 116G, 117A, 192P, 200A, 251K,
354M, 379D, 583V, 586W, y 590F, respectivamente) (Véase Mazur y Falco, 1989, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol. 40: 441-470, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad). Los expertos en la
materia conoceran otros posibles sitios de mutacion basandose en mutaciones de aminoacidos satisfactorias en ALS
de otros organismos. La aplicacidon de tales sitios a los sitios correspondientes en la ALS de Thraustochytriales
puede producir una proteina adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

Como se ha analizado anteriormente, los métodos de la presente invencion se basan en parte en el descubrimiento
y produccion de construcciones recombinantes para la transformacion de microorganismos de Traustoquitridos. Por
lo tanto, en una realizacion una molécula de &acido nucleico aislada adecuada para uso de acuerdo con los métodos
de la presente invencion comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una de acetolactato sintasa de
Traustoquitridos, y secuencia de acidos nucleicos totalmente complementaria a la misma. Una molécula de acido
nucleico adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién que codifica una acetolactato
sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion incluye una molécula de acido
nucleico que codifica cualquiera de las proteinas de acetolactato sintasa, incluyendo homdlogos, que sea discutido
anteriormente. Mas particularmente, en una realizacion una molécula de acido nucleico aislada adecuada para uso
de acuerdo con los métodos de la presente invencion comprende la secuencia de acidos nucleicos decodifica una
proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 65 % con
respecto a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID
NO: 22, SEQ ID NO: 24, sobre al menos aproximadamente 600 aminoacidos de cualquiera de las secuencias de ese
tipo; en las que la proteina es una acetolactato sintasa (es decir, tiene actividad bioldgica de acetolactato sintasa).
Mas preferentemente, una molécula de acido nucleico aislada adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencién tiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos que es
idéntica en al menos aproximadamente un 70 %, y mas preferentemente, idéntica en al menos aproximadamente un
75 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 80 %, e incluso mas
preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 85 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al
menos aproximadamente un 90 % e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 95 %,
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e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 96 %, e incluso mas preferentemente
idéntica en al menos aproximadamente un 97 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos
aproximadamente un 98 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 99 % a
cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, sobre al menos aproximadamente
600 aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, en la que la
proteina tiene actividad biolégica de acetolactato sintasa.

En otra realizacion, una molécula de acido nucleico aislada adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencién tiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos que es
idéntica en al menos aproximadamente un 75 % con respecto a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
el grupo de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, sobre al menos 95 aminoacidos de
cualquiera de tales secuencias, en la que la proteina es una acetolactato sintasa (es decir, tiene actividad biolégica
de acetolactato sintasa). Mas preferentemente, una molécula de acido nucleico aislada adecuada para uso de
acuerdo con los métodos de la presente invencion tiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia
de aminoécidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 80 %, e incluso mas preferentemente idéntica en
al menos aproximadamente un 85 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un
90 % e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 95 %, e incluso mas
preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 96 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al
menos aproximadamente un 97 %, e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 98 %,
e incluso mas preferentemente idéntica en al menos aproximadamente un 99 % a cualquiera de SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o0 SEQ ID NO: 24, sobre al menos 95 aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, en la que la proteina tiene actividad biolégica de acetolactato
sintasa.

En ofra realizacién mas, una molécula de acido nucleico aislada adecuada para uso de acuerdo con los métodos de
la presente invencion tiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene
cualquiera de los porcentajes de identidad que se han mencionado anteriormente con respecto a cualquiera de SEQ
ID NO:15, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO: 24 sobre al menos 100 aminoacidos, y mas
preferentemente 125, y mas preferentemente 150, y mas preferentemente 175, y mas preferentemente 200, y mas
preferentemente 225, y mas preferentemente 250, y mas preferentemente 275, y mas preferentemente 300, y mas
preferentemente 325, y mas preferentemente 350, y mas preferentemente 375, y mas preferentemente 400, y méas
preferentemente 425, y mas preferentemente 450, y mas preferentemente 475, y mas preferentemente 500, y méas
preferentemente 525, y mas preferentemente 550, y mas preferentemente 575 aminoacidos de cualquiera de SEQ
ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, en la que la proteina tiene actividad bioldgica de
acetolactato sintasa. El porcentaje de identidad se determina usando parametros por defecto de BLAST 2.0 Basic
BLAST, como se ha descrito anteriormente.

En una realizacion, las moléculas de acido nucleico adecuadas para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencién que codifican una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencioén incluyen moléculas de acido nucleico aisladas que se hibridan en condiciones de rigurosidad moderada, e
incluso mas preferentemente en condiciones de alta rigurosidad, e incluso mas preferentemente en condiciones de
rigurosidad muy elevada con el complemento de una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acetolactato
sintasa que se produce de manera natural. Preferentemente, una molécula de acido nucleico aislada adecuada para
uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién que codifica una acetolactato sintasa adecuada para uso
de acuerdo con los métodos de la presente invencién comprende una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida
en condiciones de rigurosidad moderada o elevada al complemento de una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24. En una realizacién, una molécula de acido nucleico aislada adecuada
para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion comprende una secuencia de acidos nucleicos que
se hibrida en condiciones de rigurosidad moderada, elevada o muy elevada al complemento de una secuencia de
acidos nucleicos representada por los nucleétidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 14, nucleétidos 1260-3314 de la
SEQ ID NO: 18, nucleétidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 21, o nucledtidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 23.

Como se usa en el presente documento, las condiciones de hibridacion se refieren a las condiciones de hibridacion
convencionales en las que se usan moléculas de acido nucleico para identificar moléculas de acido nucleico
similares. Tales condiciones convencionales se desvelan, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press, 1989. Sambrook et al., igual que la referencia mencionada
anteriormente, se incorpora como referencia en el presente documento en su totalidad (véanse especificamente las
paginas 9.31-9.62). Ademas, se desvelan formulas para calcular las condiciones de hibridacién y lavado apropiadas
para conseguir una hibridacién que permita grados variables de faltas de coincidencias de nucleétidos, por ejemplo,
en Meinkoth et al, 1984, Anal. Biochem. 138, 267-284; Meinkoth et al., igual que la referencia mencionada
anteriormente, que se incorpora como referencia en el presente documento en su totalidad.

Mas particularmente, las condiciones de hibridaciéon y lavado de rigurosidad moderada, tal como se les hace
referencia en el presente documento, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de &cido
nucleico que presentan una identidad de secuencia de acido nucleico de al menos aproximadamente un 70 % de
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identidad con la secuencia de acido nucleico con la molécula de acido nucleico que se esta usando para estudiar
con sonda en la reaccién de hibridacion (es decir, condiciones que permiten una falta de coincidencia de nucleétidos
de aproximadamente un 30 % o inferior). Las condiciones de hibridacion y lavado de alta rigurosidad, tal como se les
hace referencia en el presente documento, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de
acido nucleico que tienen una identidad de secuencia de acidos nucleicos de al menos aproximadamente un 80 %
con la molécula de &cido nucleico que se esta usando para estudiar con sonda en la reaccion de hibridacion (es
decir, condiciones que permiten una falta de coincidencia de nucleétidos de aproximadamente un 20 % o inferior).

Las condiciones de hibridacion y lavado de rigurosidad muy alta, tal como se les hace referencia en el presente
documento, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acido nucleico que presentan una
identidad de secuencia de acido nucleico de al menos aproximadamente un 90 % con la molécula de acido nucleico
que se esta usando para estudiar con sonda en la reaccién de hibridacién (es decir, condiciones permiten una falta
de coincidencia de nucleétidos de aproximadamente un 10 % o inferior). Tal como se ha analizado anteriormente, un
experto en la materia puede usar las férmulas en Meinkoth et al., igual que la referencia mencionada anteriormente,
para calcular las condiciones de hibridacion y lavado apropiadas para conseguir estos niveles particulares de falta de
coincidencia de nucledtidos. Tales condiciones variaran dependiendo de si se estan formando hibridos de ADN:ARN
o ADN:ADN. Las temperaturas de fusion calculadas para hibridos de ADN:ADN son 10 °C menores que para
hibridos de ADN:ARN. En realizaciones en particular, las condiciones de hibridaciéon rigurosa para hibridos de
ADN:ADN incluyen hibridacién a una fuerza iénica de 6X SSC (Na® 0,9 M) a una temperatura entre
aproximadamente 20°C y aproximadamente 35°C (rigurosidad mas baja), mas preferentemente, entre
aproximadamente 28 °C y aproximadamente 40°C (mas rigurosa), e incluso mas preferentemente, entre
aproximadamente 35 °C y aproximadamente 45 °C (incluso mas rigurosa), con condiciones de lavado apropiadas.

En realizaciones en particular, las condiciones y liquidacién rigurosas para hibridos de ADN:ARN incluyen una fuerza
iénica de 6X SSC (Na" 0,9 M) a una temperatura entre 30 °C y aproximadamente 45 °C, mas preferentemente entre
aproximadamente 38 °C y aproximadamente 50 °C, e incluso mas preferentemente, entre aproximadamente 45 °C y
aproximadamente 55 °C, con condiciones de lavado igualmente rigurosas. Estos valores se basan en calculos de
una temperatura de fusiéon para moléculas mayores de aproximadamente 100 nucledtidos, formamida al 0 % y un
contenido de G + C de aproximadamente un 40 %. Como alternativa, la T, se puede calcular de forma empirica tal
como se establece en Sambrook et al., mencionado anteriormente, paginas 9.31 a 9.62. En general, las condiciones
de lavado deberian ser tan rigurosas como fuera posible, y deberian ser apropiadas para las condiciones de
hibridacion elegidas. Por ejemplo, las condiciones de hibridacidon pueden incluir una combinacién de condiciones de
sal y temperatura que estan aproximadamente 20-25 °C por debajo de la Ty, calculada de un hibrido en particular, y
las condiciones de lavado incluyen normalmente una combinacion de condiciones de sal y temperatura que estan
aproximadamente 12-20 °C por debajo de la Tr, del hibrido en particular. Un ejemplo de condiciones de hibridacidn
adecuadas para su uso con hibridos de ADN:ADN incluye una hibridacion de 2-24 horas en 6X SSC (formamida al
50 %) a aproximadamente 42 °C, seguido de etapas de lavado que incluyen uno o mas lavados a temperatura
ambiente en SSC a aproximadamente 2X, seguido de lavados adicionales a temperaturas mas elevadas y fuerza
idnica inferior (por ejemplo, al menos un lavado a aproximadamente 37 °C en aproximadamente 0,1X-0,5X SSC,
seguido por al menos un lavado a aproximadamente 68 °C en aproximadamente 0,1X-0,5X SSC).

En otra realizacion, las moléculas de acido nucleico adecuadas para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencidon que codifican una acetolactato sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencién incluyen moléculas de acido nucleico aisladas que comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende al menos 30 restos de aminoacidos
contiguos de cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, (es decir, 30 restos
de aminoacidos contiguos que tiene una identidad de un 100 % con 30 aminoéacidos contiguos de cualquiera de SEQ
ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 0 SEQ ID NO: 24). En una realizacion preferente, una molécula de acido
nucleico aislada adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion comprende una secuencia
de acidos nucleicos que codifica una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende al menos 50,
y mas preferentemente al menos 75, y mas preferentemente al menos 100, y mas preferentemente al menos 115, y
mas preferentemente al menos 130, y mas preferentemente al menos 150, y mas preferentemente al menos 200, y
mas preferentemente, al menos 250, y mas preferentemente, al menos 300, y mas preferentemente, al menos 350, y
mas preferentemente, al menos 400, y mas preferentemente, al menos 450, y mas preferentemente, al menos 500, y
mas preferentemente, al menos 550, y mas preferentemente, al menos 600, y mas preferentemente, al menos 650,
restos de aminoacidos contiguos de cualquiera de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID
NO: 24. Una proteina de ese tipo tiene actividad biologica de acetolactato sintasa. En una realizacién, una molécula
de acido nucleico aislada adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion que codifica una
acetolactato sintasa comprende una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos 60 nucleétidos contiguos, y
mas preferentemente al menos 150, y mas preferentemente al menos 225, y mas preferentemente al menos 300, y
mas preferentemente al menos 345, y mas preferentemente al menos 390, y mas preferentemente al menos 450, y
mas preferentemente al menos 525, y mas preferentemente al menos 600, y mas preferentemente al menos 750, y
mas preferentemente al menos 900, y mas preferentemente al menos 1050, y mas preferentemente al menos 1200,
y mas preferentemente al menos 1350, y méas preferentemente al menos 1500, y mas preferentemente al menos
1650, y mas preferentemente al menos 1800, e incluso mas preferentemente al menos 1950, nucleétidos contiguos
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de los nucleétidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 15, nucledtidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 18, nucleétidos 1260-
3314 de la SEQ ID NO: 21, o nucleétidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 23.

Las moléculas de acido nucleico particularmente preferentes adecuadas para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencion incluyen los nucledtidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 14 (codifica la SEQ ID NO: 15),
nucleétidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 18 (codifica la SEQ ID NO: 19), nucledtidos 1260-3314 de la SEQ ID
NO: 21 (codifica la SEQ ID NO: 22), o nucleétidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 23 (codifica la SEQ ID NO: 24), SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 21 0 SEQ ID NO: 23.

De acuerdo con los métodos de la presente invencién, una molécula de acido nucleico aislada es una molécula de
acido nucleico que se ha retirado de su medio natural (es decir, que se ha sometido a manipulacién humana), siendo
su medio natural el genoma o cromosoma en el que la molécula de acido nucleico se encuentra en la naturaleza.
Como tal, "aislado" no refleja necesariamente el grado hasta el que la molécula de acido nucleico se ha purificado,
sino que indica que la molécula no incluye un genoma completo o un cromosoma completo en el que la molécula de
acido nucleico se encuentra en la naturaleza. Una molécula de acido nucleico aislada puede incluir un gen, tal como
un gen de acetolactato sintasa que se describe en el presente documento. Una molécula de acido nucleico aislada
que incluye un gen no es un fragmento de un cromosoma que incluya tal gen, sino que mas bien incluye la region
codificante y las regiones reguladoras asociadas con el gen, sin genes adicionales que se encuentran de manera
natural en el mismo cromosoma. Una molécula de acido nucleico aislada también puede incluir una secuencia de
acidos nucleicos especificada flanqueada por (es decir, en el extremo en la posiciéon 5' y/o 3' terminales de la
secuencia) acidos nucleicos adicionales que no flanquean normalmente la secuencia de acidos nucleicos
especificada en la naturaleza (es decir, son secuencias heterélogas). La molécula de acido nucleico aislada puede
incluir ADN, ARN (por ejemplo, ARNm), o derivados de ADN o ARN (por ejemplo, ADNc). Aunque la expresion
"molécula de &cido nucleico" se refiere principalmente a la molécula de acido nucleico fisica y la expresion
"secuencia de acidos nucleicos" se refiere principalmente a la secuencia de nucleétidos en la molécula de acido
nucleico, las dos frases se pueden usar de manera intercambiable, especialmente con respecto a una molécula de
acido nucleico, o una secuencia de acidos nucleicos, que puede codificar para una proteina.

Preferentemente, una molécula de acido nucleico aislada adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencion se produce usando tecnologia de ADN recombinante (por ejemplo, amplificacién por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), clonacién) o sintesis quimica. Las moléculas de acido nucleico aisladas incluyen
moléculas de acido nucleico naturales y homodlogos de las mismas, que comprenden de manera no limitante
variantes alélicas naturales y moléculas de acido nucleico modificadas en las que se han insertado, sometido a
delecion, sustituido y/o invertido nucleétidos de una manera tal que tales modificaciones proporcionan el efecto
deseado con respecto a la actividad biolégica de la proteina. Anteriormente se ha expuesto con detalle variantes
alélicas y homélogos de proteina (por ejemplo, proteinas codificadas por homélogos de acido nucleico).

Un homdlogo de molécula de acido nucleico se puede producir usando una serie de métodos conocidos por los
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook et al., igual que la referencia mencionada anteriormente.) Por
ejemplo, las moléculas de acido nucleico se pueden modificar usando una diversidad de técnicas que incluyen, pero
no se limitan, técnicas de mutagénesis clasicas y técnicas de ADN recombinante, tales como mutagénesis dirigida al
sitio, tratamiento quimico de una molécula de &cido nucleico para inducir mutaciones, escision con enzimas de
restriccion de un fragmento de acido nucleico, ligacién de fragmentos de acido nucleico, amplificacion por PCR y/o
mutagénesis de regiones seleccionadas de una secuencia de acidos nucleicos, sintesis de mezclas de
oligonucledtidos y ligacién de grupos de mezcla para "construir" una mezcla de moléculas de acido nucleico y
combinaciones de las mismas. Los homdlogos de moléculas de acido nucleico se pueden seleccionar a partir de una
mezcla de acidos nucleicos modificados mediante identificacién sistematica de la funciéon de la proteina codificada
por el acido nucleico y/o mediante hibridacién con un gen de tipo silvestre.

De forma analoga, el tamafio minimo de una molécula de acido nucleico adecuada para uso de acuerdo con los
métodos de la presente invencién es un tamafo suficiente para codificar una proteina que presenta la actividad
bioldgica deseada, o suficiente para formar una sonda o cebador de oligonucleétido que puede formar un hibrido
estable con la secuencia complementaria de una molécula de acido nucleico que codifica la proteina natural (por
ejemplo, en condiciones de rigurosidad moderada, elevada o muy elevada). Como tal, el tamafio de la molécula de
acido nucleico que codifica una proteina de este tipo puede depender de la composiciéon de acido nucleico y el
porcentaje de homologia o identidad entre la molécula de acido nucleico y la secuencia complementaria asi como de
las condiciones de hibridacion per se (por ejemplo, temperatura, concentracién de sal y concentracién de
formamida). El tamafio minimo de una molécula de acido nucleico que se usa como cebador de oligonucleétido o
como sonda es normalmente de al menos aproximadamente 12 a aproximadamente 15 nucleétidos de longitud si las
moléculas de acido nucleico son ricas en GC y de al menos aproximadamente 15 a aproximadamente 18 bases de
longitud si son ricas en AT. No existe ningun limite, distinto de un limite practico, en el tamafio maximo de una
molécula de acido nucleico adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion, porque la
molécula de acido nucleico puede incluir una parte de una secuencia que codifica una proteina (por ejemplo, una
secuencia que codifica acetolactato sintasa) o una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina de
longitud completa.
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Una realizacidon de los métodos de la presente invencion incluye un vector recombinante que se va a usar para la
transformacion de un microorganismo de Thraustochytriales. De acuerdo con los métodos de la presente invencion,
un vector recombinante es una molécula de acido nucleico disefiada por ingenieria genética (es decir, producida
artificialmente) que se usa como herramienta para manipular una secuencia de acido nucleico de eleccién y para
introducir una secuencia de acidos nucleicos de este tipo en una célula hospedadora. Por lo tanto el vector
recombinante es apropiado para su uso en clonacién, secuenciacién y/o de otro modo manipulacion de la secuencia
de acidos nucleicos de eleccion, tal como mediante expresion y/o administracién de la secuencia de acidos
nucleicos de eleccion a una célula hospedadora para formar una célula recombinante. Un vector de este tipo
contiene normalmente secuencias de acidos nucleicos heterélogas, es decir, secuencias de acidos nucleicos que no
se encuentran de manera natural adyacentes a una secuencia de acidos nucleicos que se va a administrar, aunque
el vector también puede contener secuencias de acidos nucleicos reguladoras (por ejemplo, promotores, regiones no
traducidas) que se encuentran de manera natural adyacentes a moléculas de acido nucleico de la presente
invencion (tratado en detalle a continuacién). El vector puede ser ARN o ADN, ya sea procariota o eucariota, y
normalmente es un plasmido. El vector se puede mantener como un elemento extracromosémico (por ejemplo, un
plasmido) o se puede integrar en el cromosoma del microorganismo recombinante. Todo el vector puede
permanecer en su sitio dentro de una célula hospedadora o, en ciertas condiciones, el ADN de plasmido se puede
someter a delecion, dejando atras la molécula de acido nucleico de la presente invencion. La molécula de acido
nucleico integrada puede estar bajo el control de un promotor cromosémico, bajo el control de un promotor de
plasmido o nativo, o bajo una combinacién de varios controles de promotores. En el cromosoma se pueden integrar
copias Unicas o multiples de la molécula de acido nucleico. Un vector recombinante adecuado para uso de acuerdo
con los métodos de la presente invencion contiene al menos un marcador seleccionable para microorganismos de
Thraustochytriales adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion, tal como una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una acetolactato sintasa de Thraustochytriales (homdlogo o proteina
natural) o una secuencia de acidos nucleicos que codifica el gen ble (que se describe a continuacion). Como se usa
en el presente documento, la expresion "molécula de acido nucleico recombinante" se usa principalmente para hacer
referencia a un vector recombinante en el que se ha ligado la secuencia de acidos nucleicos que se va a clonar,
manipular, transformar en la célula hospedadora (es decir, la insercion).

Normalmente, un vector recombinante, y por lo tanto una molécula de acido nucleico recombinante, incluye al menos
una molécula de acido nucleico adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién unida de
forma operativa a una o mas secuencias de control de la transcripcion. Como se usa en el presente documento, la
expresion "molécula recombinante” o "molécula de acido nucleico recombinante" se refiere principalmente a una
molécula de acido nucleico o secuencia de acidos nucleicos unida de forma operativa a una secuencia de control de
la transcripcién, pero puede se puede usar de manera intercambiable con la expresion "molécula de acido nucleico",
cuando tal molécula de acido nucleico es una molécula recombinante como se discute en el presente documento.
De acuerdo con los métodos de la presente invencion, la expresion "unido de forma operativa" se refiere a la union
de una molécula de acido nucleico a una secuencia de control de transcripcion de una manera tal que la molécula se
puede expresar cuando se transfecta (es decir, se transforma, transduce, transfecta, conjuga o conduce) a una
célula hospedadora. Las secuencias de control de la transcripcion son secuencias que controlan el inicio, elongacion
o terminacion de la transcripcion. Las secuencias de control de la transcripcion particularmente importantes son las
que controlan el inicio de la transcripcion, tales como secuencias promotoras, potenciadoras, de operador o
represoras. Las secuencias de control de la transcripcion adecuadas incluyen cualquier secuencia de control de la
transcripcion que puede funcionar en un microorganismo del orden Thraustochytriales. Se cree que los presentes
inventores son los primeros en aislar e identificar al menos tres de tales promotores, que se describen con detalle en
cualquier parte en el presente documento.

Los promotores precedentes incluyen, pero no se limitan a, un promotor de acetolactato sintasa de
Thraustochytriales (representado en el presente documento por los nucledtidos 1-1259 de la SEQ ID NO: 14), un
promotor de a-tubulina de Thraustochytriales (representado en el presente documento por los nucleétidos 441-894
de la SEQ ID NO: 9, un promotor de un sistema de policétido sintasa de Thraustochytriales (PKS) (contenido dentro
de la SEQ ID NO: 34), y un promotor de acido graso desaturasa de Thraustochytriales (contenido dentro de la SEQ
ID NO: 31; se indica que el promotor de la acido graso desaturasa se denomina promotor de desaturasa en la
Solicitud Provisional U.S. con N.° de Serie 60/284.116, mencionada anteriormente). La clonacion y secuenciacion del
promotor de a-tubulina, el promotor de acetolactato sintasa, y el promotor de acido graso desaturasa se describen
en la seccion de Ejemplos. En una realizaciéon preferente, el promotor de a-tubulina comprende la secuencia de
promotor de a-tubulina de Thraustochytriales que se produce de manera natural (nucleétidos 441-894 de la SEQ ID
NO: 9), o una secuencia de &cidos nucleicos que es idéntica en al menos un 95 % a los nucleétidos 441-894 de la
SEQ ID NO: 9, en la que el promotor tiene al menos actividad de transcripcion de promotor de a-tubulina basal. De
forma analoga, un promotor de acetolactato sintasa preferente comprende una secuencia de acidos nucleicos del
promotor de acetolactato sintasa de Thraustochytriales que se produce de manera natural (representado dentro de
los nucledtidos 1-1259 de la SEQ ID NO: 14), o una secuencia de acidos nucleicos que es idéntica en al menos un
75 %, y mas preferentemente un 80 %, y mas preferentemente un 85 %, y mas preferentemente un 90 %, y mas
preferentemente un 95 % a los nucledtidos 1-1259 de la SEQ ID NO: 14, en la que el promotor tiene una actividad
de transcripcion de promotor de acetolactato sintasa al menos basal. Un promotor de PKS preferente comprende
una secuencia de acidos nucleicos de un promotor de PKS de Thraustochytriales que se produce de manera natural
(Representado dentro de la SEQ ID NO: 34), o una secuencia de nucleotidos que es idéntica en al menos un 75 %, y
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mas preferentemente un 80 %, y mas preferentemente un 85 %, y mas preferentemente un 90 %, y mas
preferentemente un 95 % a la SEQ ID NO: 34, en la que el promotor tiene actividad de transcripcion de promotor de
PKS al menos basal. Por ultimo, un promotor de acido graso desaturasa preferente comprende una secuencia de
acidos nucleicos del promotor de &cido graso desaturasa de Thraustochytriales que se produce de manera natural
(Representado dentro de la SEQ ID NO: 31), o esta contenido dentro de una secuencia de acidos nucleicos que es
idéntica en al menos un 75 %, y mas preferentemente un 80 %, y mas preferentemente un 85 %, y mas
preferentemente un 90 %, y mas preferentemente un 95 % a la SEQ ID NO: 31, en la que el promotor tiene actividad
de transcripcion de promotor de acido graso desaturasa al menos basal. En el presente documento se han descrito
anteriormente métodos para determinar el porcentaje de identidad para las secuencias de acetolactato sintasa, y se
incluyen en el presente documento.

En una realizaciéon, un vector recombinante adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencién es un vector de expresion. Como se usa en el presente documento, la expresién "vector de expresion" se
usa para hacer referencia a un vector y es adecuado para producciéon de un producto codificado (por ejemplo, una
proteina de interés). En esta realizacién, una secuencia de acidos nucleicos que codifica el producto a producirse se
inserta en el vector recombinante para producir una molécula de acido nucleico recombinante. La secuencia de
acidos nucleicos que codifica la proteina a producir se inserta en el vector de un modo tal que une de forma
operativa a la secuencia de acidos nucleicos a las secuencias reguladoras en el vector (por ejemplo, un promotor de
Thraustochytriales de la presente invencién) que emite la transcripcion y traduccion de la secuencia de acidos
nucleicos dentro del microorganismo recombinante. Los marcadores seleccionables que se describen en el presente
documento permiten la seleccion de un microorganismo recombinante en el que una molécula de acido nucleico
recombinante adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion se ha introducido de forma
satisfactoria.

Como se describe en el presente documento, un vector recombinante de la presente descripciéon es un vector de
direccionamiento. Como se usa en el presente documento, la expresion "vector de direccionamiento" se usa para
hacer referencia a un vector que se usa para suministrar una molécula de acido nucleico en particular en una célula
recombinante, en el que la molécula de acido nucleico se usa para hacer deleciéon o inactivar un gen endégeno
dentro de la célula hospedadora (es decir, se usa para tecnologia de alteracion o desactivacion genética dirigida).
Un vector de este tipo también se puede conocer en la técnica como vector de "desactivacion genética". Como se
describe en el presente documento, una parte del vector, pero mas normalmente, la molécula de acido nucleico
insertada en el vector (es decir, la insercion), presenta una secuencia de acidos nucleicos que es homdloga a una
secuencia de acido nucleico de un gen diana en la célula hospedadora (es decir, un gen que se selecciona como
diana para su delecion o inactivacion). La secuencia de acidos nucleicos de la insercion del vector se disefié para
que se unan al gen diana de manera que el gen diana y la insercidon experimentan recombinacién homadloga,
mediante lo cual el gen diana endégeno sufre delecion, inactivacion o atenuacion (es decir, en al menos una parte
del gen diana enddégeno que se esta mutando o sometiendo a delecion).

En una realizacién, un vector recombinante preferente adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencion es un vector recombinante que es adecuado para uso en un microorganismo de
Thraustochytriales, y que incluye una secuencia de acidos nucleicos que codifica una molécula de acetolactato
Sintasa adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion. Preferentemente, la acetolactato
sintasa se modifica en comparacioén con la forma que se produce de manera natural (SEQ ID NO: 15), de modo que
la sintasa confiere a un microorganismo de Thraustochytriales que se ha transfectado con un vector recombinante,
una reduccion de la sensibilidad a compuestos de sulfonilurea, inhibidores de la clase de imidazolinona y/u
oxibenzoatos de pirimidinilo. Preferentemente, un vector recombinante de este tipo comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una proteina de acetolactato sintasa que comprende una secuencia de aminoacidos
que difiere de la SEQ ID NO: 15 en una sustitucidn, insercion o delecion de aminoacido en una o mas de las
siguientes posiciones: 116G, 117A, 192P, 200A, 251K, 358M, 383D, 592V, 595W, o 599F. En una realizacion, tales
proteinas de acetolactato sintasa presentan una secuencia de aminoacidos que incluye, pero no se limita a: SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24. Preferentemente, un vector recombinante de este tipo comprende una
secuencia de acidos nucleicos seleccionada entre: nucleotidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 18, nucleétidos 1260-
3314 de la SEQ ID NO: 21, y nucleétidos 1260-3314 de la SEQ ID NO: 23. En una realizacion particularmente
preferente, los vectores recombinantes que contienen secuencias de acidos nucleicos que codifican ALS que
confieren la resistencia deseada incluyen SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En una forma de realizacion, un vector recombinante que es adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencion porque confiere a un microorganismo de a Thraustochytriales S.A. transfectar no con el vector
recombinante una reduccion de la sensibilidad a compuestos de sulfonilurea, inhibidores de la clase de
imidazolinona y/u oxibenzoatos de pirimidinilo, comprende la SEQ ID NO: 15, que es la secuencia de acetolactato
sintasa Schizochytrium que se produce de manera natural. En esta realizacion, el vector recombinante se disefia
para sobreexpresar la sintasa que se produce de manera natural, mediante lo cual tal sobreexpresién presenta el
efecto de conferir resistencia a los compuestos especificados en el microorganismo. En esta realizacién, un experto
en la materia observara que el uso de tecnologia de ADN recombinante puede mejorar el control de la expresiéon de
moléculas de acido nucleico transformadas manipulando, por ejemplo, el numero de copias de las moléculas de
acido nucleico dentro de la célula hospedadora, la eficacia con la que esas moléculas de acido nucleico se
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transcriben, la eficacia con la que las transcripciones resultantes se traducen, y la eficacia de las modificaciones
posteriores a la traduccion. Adicionalmente, la secuencia promotora se podria modificar por ingenieria genética para
mejorar el nivel de expresién en comparaciéon con el promotor nativo. Las técnicas recombinantes utiles para
controlar la expresién de moléculas de acido nucleico comprenden incluyen, pero no se limitan a, integracién de las
moléculas de acido nucleico en uno o mas cromosomas celulares, adicion de secuencias de estabilidad de vector a
plasmidos, sustituciones o modificaciones de sefales de control de la transcripcion (por ejemplo, promotores,
operadores, potenciadores), sustituciones o modificaciones de sefiales de control de la traduccién (por ejemplo,
sitios de unién a ribosomas, secuencias de Shine-Dalgarno), modificacion de moléculas de acido nucleico para que
correspondan al uso de codones de la célula hospedadora, y delecion de secuencias que desestabilizan
transcripciones.

En una realizacion, un vector recombinante adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencion en la transformacién de microorganismos de Thraustochytriales contiene el gen Sh ble de
Streptoalloteichus hindustanus como marcador seleccionable (que codifica una "proteina de unién a bleomicina"), en
combinacién con un promotor de Thraustochytriales como se ha descrito anteriormente en el presente documento.
Un vector recombinante preferente que comprende el gen ble y un promotor de Thraustochytriales incluye, por
ejemplo, la secuencia de vector representada por la SEQ ID NO: 8 o0 9. La secuencia de aminoacidos de la proteina
de unién a bleomicina de Streptoalloteichus hindustanus se representa en el presente documento como la SEQ ID
NO: 10.

Las moléculas de acido nucleico recombinante adecuadas para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencién, que pueden ser cualquiera de ADN o ARN, también deben contener secuencias reguladoras adicionales,
tales como secuencias reguladoras de la traduccion, origenes de replicacién y otras secuencias reguladoras que son
compatibles con la célula recombinante. En una realizacidon, una molécula recombinante de la presente invencion,
incluyendo las que se integran en el cromosoma de la célula hospedadora, también contiene sefales secretoras (es
decir, secuencias de acido nucleico de segmento sefial) para permitir que una proteina expresada se secrete de la
célula que produce la proteina. Los segmentos de sefal adecuados incluyen un segmento de sefial que esta
asociado de manera natural con la proteina que se va a expresar o cualquier segmento de sefal heterélogo que
puede dirigir la secrecion de la proteina de acuerdo con los métodos de la presente invencion. En otra realizacion,
una molécula recombinante adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion comprende
una secuencia lider para permitir que una proteina expresada se suministre a y se inserte en la membrana de una
célula hospedadora. Las secuencias lider adecuadas incluyen una secuencia lider que esta asociada de manera
natural con la proteina, o cualquier secuencia lider heteréloga que puede dirigir el suministro y la insercion de la
proteina a la membrana de una célula.

Habiendo descrito diversas herramientas que son Utiles para transformar microorganismos del orden
Thraustochytriales, en una realizacién, adecuada para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion se
presenta un método para la transformacion de células de un microorganismo del orden Thraustochytriales. El
método incluye una primera etapa de: (a) introducir en células de un microorganismo del orden Thraustochytriales
una molécula de acido nucleico recombinante tal como se ha descrito anteriormente en el presente documento. La
molécula de &acido nucleico recombinante comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una
acetolactato sintasa que confiere a dichas células una reduccion de la sensibilidad a compuestos seleccionados de
entre el grupo constituido por: compuestos de sulfonilurea, inhibidores de la clase de imidazolinona y oxibenzoatos
de pirimidinilo. Tales acetolactato sintasas se han descrito en detalle anteriormente e incluyen las acetolactato
sintasas que presentan una secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22 y SEQ
ID NO: 24, asi como homoélogos de cualquiera de las secuencias de ese tipo o SEQ ID NO: 15 como se ha discutido
anteriormente. El método incluye una segunda etapa que consiste en: (b) seleccionar células que se han
transformado satisfactoriamente con la molécula de acido nucleico recombinante cultivando las células de (a) en un
medio que contiene al menos un compuesto que es inhibidor para células no transformadas, seleccionandose el
compuesto entre el grupo que consiste en: un compuesto de sulfonilurea, un inhibidor de la clase de imidazolinona y
oxibenzoatos de pirimidinilo. Las células que crecen en presencia de tales compuestos se han transformado
satisfactoriamente.

La molécula de acido nucleico recombinante usada en el presente método comprende cualquiera de los vectores
recombinantes que se han descrito anteriormente en el presente documento, y normalmente incluye al menos una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina que va a ser producida por la célula recombinante (es decir,
que comprende un vector de expresion recombinante), o una secuencia de acidos nucleicos util para la delecion o
inactivacion dirigida de un gen enddégeno en la célula recombinante (es decir, que comprende un vector de
direccionamiento recombinante).

En una realizacion, la molécula de acido nucleico recombinante adecuada para uso de acuerdo con los métodos de
la presente invencién comprende adicionalmente una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina a
producir por la célula, en la que la secuencia de acidos nucleicos que codifica para la proteina esta unida de forma
operativa a una secuencia de control de la transcripcion. Los expertos en la materia conoceran proteinas que puede
ser deseables para su produccion en Thraustochytriales, y todas pretenden quedar incluidas por los métodos de la
presente invencion. Las proteinas particularmente preferentes incluyen, pero no se limitan a, proteinas asociadas
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con la sintesis de un acido graso seleccionado entre el grupo que consiste en acido docosahexaenoico (DHA), acido
docosapetaenoico (DPA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido araquidénico (ARA). Tales proteinas incluyen, por
ejemplo, una acido graso sintasa, una acido graso desaturasa, una acido graso elongasa, una proteina asociada con
un complejo de policétido sintasa y una proteina asociada con la incorporaciéon de acidos grasos a fosfolipidos o a
moléculas de ftriacilglicerol. En un aspecto, la proteina es una acido graso w-3 desaturasa codificada por una
secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 29. La SEQ ID NO: 30 representa la secuencia de aminoacidos de la
desaturasa. En otro aspecto, la proteina es una acido graso polienoico isomerasa. En una realizacion, las proteinas
que se pueden producir en microorganismos de Thraustochytriales usando el presente método incluyen proteinas
asociadas con las rutas biosintéticas de isoprenoides. Tales proteinas comprenden incluyen, pero no se limitan a
HMG-CoA sintasa, HMG-CoA reductasa, escualeno sintasa, fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa, una carotenoide
ciclasa, una carotenoide hidroxilasa, una carotenoide cetolasa. En otra realizaciéon mas, las proteinas que se pueden
producir en microorganismos de Thraustochytriales usando el presente método incluyen, pero no se limitan a,
vitamina E y acido lipoico.

Como se describe en el presente documento, la molécula de acido nucleico recombinante util en el método de la
presente descripcién incluye una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida con una secuencia de acidos
nucleicos diana en el microorganismo de manera que un gen que comprende la secuencia de acidos nucleicos diana
se muta o inactiva mediante recombinacion homaéloga con la segunda secuencia de acidos nucleicos. Una secuencia
de acidos nucleicos de este tipo puede ser homodloga con respecto a genes que codifican enzimas (o acidos
nucleicos que regulan la expresién de tales genes) de las rutas de sintesis de acidos grasos saturados y
poliinsaturados, genes que codifican proteinas que estan implicadas en la degradacion de otros compuestos
valiosos producidos por el microorganismo de Thraustochytriales que de otra manera disminuyen el valor del
compuesto deseado, o genes que codifican proteinas que estan asociadas con la sintesis de compuestos cuya
sintesis esta en competicién con otras moléculas de interés. Por ejemplo, las secuencias de acidos nucleicos diana
incluyen, pero no se limitan a, secuencias que codifican lipasas, enzimas de oxidacion de acidos grasos, proteinas
implicadas en la sintesis de hidratos de carbono, proteinas implicadas en la sintesis de productos de rutas de
isoprenoides, proteinas implicadas en la sintesis de componentes de la pared celular, proteinas implicadas en las
rutas de sintesis de acidos grasos saturados, proteinas implicadas en las rutas de sintesis de acidos grasos
poliinsaturados, proteinas asociadas con un complejo de policétido sintasa y proteinas asociadas con la
incorporacion de acidos grasos a fosfolipidos o moléculas de triacilglicerol.

En una realizacion de los métodos de la presente invencion, el método para la transformacién de microorganismos
de Thraustochytriales incluye una etapa que consiste en introducir en la célula al menos una molécula de acido
nucleico recombinante adicional que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina que
se va a expresar, estando la secuencia de acido nucleico unida de forma operativa a una secuencia de control de la
transcripcion. Como alternativa, la molécula de acido nucleico recombinante adicional puede incluir una segunda
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida con una secuencia de acidos nucleicos diana en el microorganismo de
manera que un gen que comprende la secuencia de &cido nucleico diana se muta o inactiva mediante
recombinacién homodloga con la segunda secuencia de acidos nucleicos. De esta manera, se pueden introducir
multiples proteinas en las células, se pueden inactivar multiples genes, o son posibles combinaciones de los dos. La
molécula de acido nucleico recombinante adicional se puede introducir en el microorganismo de Thraustochytriales
de forma simultanea con la primera molécula de acido nucleico recombinante (es decir, cotransformacion), o como
una transformacion posterior (por ejemplo, con los fines de rasgos de "apilamiento”).

En una realizacion, el método de la presente invencion incluye adicionalmente la etapa de introducir en la célula al
menos una molécula de acido nucleico recombinante adicional que comprende una secuencia de acidos nucleicos
que comprende una proteina de unién a bleomicina. En esta realizacion, la molécula de acido nucleico recombinante
adicional se introduce preferentemente en una etapa posterior, en vez de como una cotransformacion.
Preferentemente, la molécula de acido nucleico recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos
que codifica una proteina de unién a bleomicina comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos que codifica
una segunda proteina que se va a expresar por la célula, en la que la secuencia de acido nucleico que codifica la
segunda proteina esta unida de forma operativa a una secuencia de control de la transcripcion. Como alternativa, o
ademas, la molécula de acido nucleico recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina de union a bleomicina comprende ademas una segunda secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida con una secuencia de acidos nucleicos diana en el microorganismo de manera que un gen que comprende la
secuencia de &cidos nucleicos diana se muta o inactiva mediante recombinacion homéloga con la segunda
secuencia de acidos nucleicos. Como se describe en el presente documento, una molécula de acido nucleico
recombinante de este tipo comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 9.

Las células hospedadoras adecuadas para su transformacion para uso de acuerdo con los métodos de la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, cualquier microorganismo del orden Thraustochytriales. Las células
hospedadoras pueden ser células no transformadas o células que ya se han transfectado con al menos una
molécula de acido nucleico. Las células hospedadoras preferentes para uso de acuerdo con los métodos de la
presente invencién incluyen microorganismos de un género que incluye, pero no se limita a: Thraustochytrium,
Labyrinthuloides, Japonochytrium, y Schizochytrium. Las especies preferentes dentro de estos géneros incluyen,
pero no se limitan a: cualquier especie de Schizochytrium, incluyendo Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium
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limacinum, Schizochytrium minutum; cualquier especie de Thraustochytrium (incluyendo las especies de Ulkenia
anteriores tales como U. visurgensis, U. amoebaida, U. sarkariana, U. profunda, U. radiata, U. minuta y Ulkenia sp.
BP-5601), e incluyendo Thraustochytrium striatum, Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium roseum; y cualquier
especie de Japonochytrium. Las cepas particularmente preferentes de Thraustochytriales incluyen, pero no se
limitan a: Schizochytrium sp. (S31) (ATCC 20888); Schizochytrium sp. (S8) (ATCC 20889); Schizochytrium sp. (LC-
RM) (ATCC 18915); Schizochytrium sp. (SR21); Schizochytrium aggregatum (Goldstein y Belsky) (ATCC 28209);
Schizochytrium limacinum (Honda y Yokochi) (IFO 32693); Thraustochytrium sp. (23B) (ATCC 20891);
Thraustochytrium striatum (Schneider) (ATCC 24473); Thraustochytrium aureum (Goldstein) (ATCC 34304);
Thraustochytrium roseum (Goldstein) (ATCC 28210); y Japonochytrium sp. (L1) (ATCC 28207).

De acuerdo con los métodos de la presente invencion, el término "transformacion” se usa para hacer referencia a
cualquier método mediante el cual una molécula de acido nucleico exdgena (es decir, una molécula de acido
nucleico recombinante) Se puede insertar en células microbianas, tales como células microbianas de
Thraustochytriales. En los sistemas microbianos, el término "transformacion" se usa para describir un cambio
heredado debido a la adquisicién de acidos nucleicos exdgenos por el microorganismo y es esencialmente sinénimo
al término "transfeccion". Las técnicas de transformaciéon adecuada se incluyen, pero no se limitan a, bombardeo de
particulas, electroporacion, microinyeccion, lipofeccion, adsorcion, infeccion y fusion de protoplastos.

En una realizacién, una proteina que se va a producir usando un método de la presente invencién se produce
cultivando una célula que expresa la proteina (es decir, un microorganismo de Thraustochytriales recombinante) en
condiciones eficaces para producir la proteina. En algunos casos, la proteina se puede recuperar, y en otros, el
microorganismo se puede recoger como un todo o como un lisado y se puede usar como una "biomasa". Como se
describe en el presente documento, un gen diana se somete a delecion o se inactiva cultivando una célula que se ha
transformado con una molécula recombinante que comprende un vector de direccionamiento de la presente
invencion en condiciones eficaces para permitir la recombinacién dentro de la célula, dando como resultado la
delecion o inactivacidon de un gen diana. Una célula preferente para cultivar es una célula recombinante que se
describe en el presente documento. Las condiciones de cultivo eficaces incluyen, pero no se limitan a, medios
eficaces, biorreactor, temperatura, pH y condiciones de oxigeno que permiten la produccién y/o la recombinacién de
proteina. Un medio eficaz se refiere a cualquier medio en el que se cultiva normalmente una célula de
Thraustochytriales. Tal medio comprende normalmente un medio acuoso que presenta fuentes de carbono,
nitrégeno y fosfato asimilables, y sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados, tales como vitaminas. Los
ejemplos de medios y condiciones de cultivo adecuados se discuten con detalle en la seccién de Ejemplos. Las
condiciones de cultivo adecuadas para microorganismos de Thraustochytriales también se describen en el
documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.340.742, concedido el 23 de agosto de 1994, a Barclay. Las células
adecuadas para uso de acuerdo con los métodos de la presente invenciéon se pueden cultivar en biorreactores de
fermentacion convencionales, matraces de agitacion, tubos de ensayo, placas de microtitulacién y placas de Petri
convencionales. El cultivo se puede realizar a una temperatura, un pH y un contenido de oxigeno apropiados para
una célula recombinante. Tales condiciones de cultivo estan dentro de la experiencia de alguien con una experiencia
habitual en la materia.

Dependiendo del vector y sistema de hospedador usados para la produccion, las proteinas resultantes de los
métodos de la presente invencion pueden o bien permanecer dentro de la célula recombinante; se pueden secretar
al medio de fermentacion; se pueden secretar al espacio entre dos membranas celulares; o se pueden retener en la
superficie externa de una membrana celular. La expresion "recuperacion de la proteina" se refiere a recoger el medio
de fermentacién completo que contiene la proteina y no implica necesariamente etapas adicionales de separacion o
purificaciéon. Las proteinas producidas los métodos de la presente invencién se pueden purificar usando una
diversidad de técnicas de purificacién de proteinas convencionales, tales como, pero que no se limitan a,
cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, filtracidn, electroforesis, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia en fase inversa, cromatografia de concanavalina A,
cromatoenfoque y solubilizacién diferencial. Las proteinas producidas con los métodos de la presente invencion se
recuperan preferentemente en forma "sustancialmente pura". Como se usa en el presente documento,
"sustancialmente pura" se refiere a una pureza que permite el uso eficaz de la proteina como producto comercial.

En otra realizacion mas, un microorganismo recombinante del orden Thraustochytriales adecuado para uso de
acuerdo con los métodos de la presente invencién, incluye un microorganismo que se ha transformado un
microorganismo que se ha transformado con una molécula de acido nucleico recombinante con una molécula de
acido nucleico recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una acetolactato
sintasa que se describe en el presente documento. Preferentemente, la acetolactato sintasa confiere al
microorganismo una reduccion de la sensibilidad a compuestos seleccionados entre el grupo que consiste en:
compuestos de sulfonilurea, inhibidores de la clase de imidazolinona y oxibenzoatos de pirimidinilo. Las secuencias
y moléculas de acido nucleico recombinantes para su uso en la transformaciéon de un microorganismo de este tipo se
han descrito con detalle anteriormente. Un microorganismo de este tipo se puede transformar adicionalmente con
otras moléculas de acido nucleico recombinante, incluyendo moléculas de acido nucleico recombinante que
comprenden un marcador seleccionable de gen ble y secuencias de control de transcripcion de Thraustochytriales,
Como se ha descrito anteriormente en el presente documento. Los microorganismos de Thraustochytriales
recombinantes adecuados para uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion se describen en la seccion
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de Ejemplos. De acuerdo con los métodos de la presente invenciéon, un microorganismo de Thraustochytriales
recombinante adecuado para uso de acuerdo con los métodos de la presente invenciéon se modifica mediante
ingenieria genética para expresar una proteina de interés (los ejemplos de tales proteinas se han discutido
anteriormente) usando los vectores recombinantes que se describen en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, un microorganismo recombinante presenta un genoma que esta modificado
(es decir, mutado o cambiado) con respecto a su forma normal (es decir, de tipo silvestre o que se produce de
manera natural) usando tecnologia recombinante. En el presente documento se describe microorganismo
recombinante en el que se han insertado, sometido a delecion o modificado moléculas de acido nucleico (es decir,
mutado; por ejemplo, mediante insercidn, delecion, sustitucion y/o inversién de nucledtidos), de una manera tal que
las modificaciones de ese tipo proporcionan el efecto deseado dentro del microorganismo. Como se usa en el
presente documento, las modificaciones genéticas que dan como resultado una disminucién de la expresion
genética, la funcion del gen, o la funcién del producto genético (es decir, la proteina codificada por el gen) se pueden
denominar inactivacion (completa o parcial), delecion, interrupcién, bloqueo o regulacion por disminucion de un gen.
Por ejemplo, una modificacién genética en un gen que da como resultado una disminucion en la funcién de la
proteina codificada por tal gen puede ser el resultado de una delecién completa del gen (es decir, el gen no existe, y
por tanto la proteina no existe), una mutacion en el gen que da como resultado una traducciéon incompleta de la
proteina o que no se traduzca en absoluto (por ejemplo, la proteina no se expresa), 0 una mutacion en el gen que
disminuye o suprime la funcién natural de la proteina (por ejemplo, se expresa una proteina que presenta una
disminucion de la accion o actividad enzimatica o falta de la misma). Las modificaciones genéticas que dan como
resultado un aumento en la funciébn o expresidon genética se pueden denominar pueden amplificacion,
sobreproduccion, sobreexpresion, activacién, potenciacion, adicion o regulacion por incremento de un gen.

De acuerdo con los métodos de la presente invencion, un microorganismo de Thraustochytriales recombinante se
puede producir usando cualquier microorganismo del orden Thraustochytriales. Los géneros preferentes de
Thraustochytriales incluyen, pero no se limitan a: Thraustochytrium, Labyrinthuloides, Japonochytrium, y
Schizochytrium. Las especies preferentes dentro de estos géneros incluyen, pero no se limitan a: cualquier especie
de Schizochytrium, incluyendo Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium limacinum; cualquier especie de
Thraustochytrium (incluyendo cualquier especie de Ulkenia anterior tal como U. visurgensis, U. amoeboida, U.
sarkariana, U. profunda, U. radiata, U. minuta y de Ulkenia sp. BP-5601), Thraustochytrium striatum,
Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium roseum; y cualquier especie de Japonochytrium. Las cepas
particularmente preferentes de Thraustochytriales incluyen, pero no se limitan a: Schizochytrium sp. (S31) (ATCC
20888); Schizochytrium sp. (S8) (ATCC 20889); Schizochytrium sp. (LC-RM) (ATCC 18915); Schizochytrium sp.
(SR21); Schizochytrium aggregatum (Goldstein y Belsky) (ATCC 28209); Schizochytrium limacinum (Honda y
Yokochi) (IFO 32693); Thraustochytrium sp. (23B) (ATCC 20891); Thraustochytrium striatum (Schneider) (ATCC
24473); Thraustochytrium aureum (Goldstein) (ATCC 34304); Thraustochytrium roseum (Goldstein) (ATCC 28210); y
Japonochytrium sp. (L1) (ATCC 28207).

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo ilustrativo y no pretenden limitar el alcance de los métodos de la
presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Este ejemplo describe la produccién del plasmido recombinante pTUBZE011-2.

La construccion del plasmido recombinante pTUBZEO11-2 se ilustran las FIGS. 1 y 2. Este pldsmido contiene el gen
ble de Streptoalloteichus hindustanus acoplado de forma funcional a un promotor del gen de a-tubulina aislado de
Schizochytrium sp. Este plasmido se produjo como sigue a continuacion. Un clon de ADNc (CGNE0002-001-B6) se
aislo de una biblioteca de ADNc de Schizochytrium sp. y se secuencié parcialmente (SEQ ID NO: 1) como parte de
un proyecto de secuenciacion de ADNc de Schizochytrium a gran escala. La secuencia de nucledtidos se determind
para codificar a-tubulina mediante bisqueda de homologia BLASTX (Gish, W. y D. States. 1993. Nat. Genet. 3: 266-
272). La secuencia de aminoacidos deducir a partir de las bases 116 a 550 es idéntica en un 93 % a los primeros
145 aminoacidos de a-tubulina de Pelvetica fastigiata (N.° de Registro en GenBank U58642).

Con el fin de aislar el promotor asociado con este gen, el ADN gendmico se aislé de células de Schizochytrium sp. y
se proces6 mediante el uso de un kit "GenomeWalker™" (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA), que implica
digestion enzimatica de ADN gendmico con endonucleasas de restriccion para generar extremos romos, seguido por
ligacion del ADN digerido a moléculas adaptadoras de ADN bicatenario especificas proporcionadas en el kit. El ADN
cadena arriba de la secuencia codificante de a-tubulina a continuacién se amplificé mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), usando el cebador adaptador externo (API) que se proporciona en el kit y el cebador
PGR20 especifico de a-tubulina (SEQ ID NO: 2). La amplificacion adicional del gen se realizé usando el cebador
adaptador anidado (AP2) proporcionado en el kit y un cebador PGR19 especifico de a-tubulina anidado (SEQ ID
NO: 3). Los productos de PCR resultantes se subclonaron en el plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen Corp., Carlsbad,
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CA). Uno de los fragmentos subclonados se secuencio; la secuencia de los 725 pb que preceden inmediatamente al
cododn de iniciacion del gen de a-tubulina se proporcionan como la SEQ ID NO: 4.

Usando los cebadores de oligonucledtido basados en la secuencia de ADN obtenida de esta manera, Se usé PCR
usando Taq ADN polimerasa (Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT) para generar una regién promotora de a-tubulina
modificada en la que un sitio de restriccion Ncol se incorporan el extremo en la posicién 3' terminal del fragmento de
ADN; este sitio Ncol contenia un codén de inicio que estaba en la misma posicion que en la region codificante de o-
tubulina. Los cebadores usados en esta reaccion fueron PGR33 (SEQ ID NO: 5) si PGR34 (SEQ ID NO: 6), y el
molde fue ADN gendmico aislado a partir de células Schizochytrium sp. Se usaron las siguientes condiciones de
reaccion: 94 °C durante 4 min; (94 °C durante 1 min, 54 °C durante 45 s, 72 °C durante 2 min) x 30; 72 °C durante 7
min. Este fragmento se clond en el plasmido pCR2.1-TOPO para formar el plasmido p7TUB (SEQ ID NO: 7). El
plasmido p7TUB se digirid con Ncol, un fragmento de 463 pb resultante que contenia la regién promotora de o-
tubulina de Schizochytrium se aislé mediante purificacién en gel de agarosa. El plasmido pSV40/Zeo (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA), que contiene el gen ble de Streptoalloteichus hindustanus flanqueado por un promotor y
terminador de SV40, también se digirié con Ncol para producir un fragmento de 3201 pb y un fragmento de 314 pb.
El fragmento de 3201 pb se purificé en gel de agarosa y se ligd al fragmento de 463 pb de Ncol de p7TUB para
producir p TUBZEO-11 (SEQ ID NO: 8), que se representa en la FIG. 1.

A continuacion, el plasmido pTUBZEO-11 se difirié con Sphl, y un fragmento de 1122 pb resultante que contenia el
gen ble flanqueado por el promotor de a-tubulina de Schizochytrium y el terminador de SV40 se purificé en gel de
agarosa y se ligo al plasmido pUC19 (Messing, J. 1983. Meth. Enzymol. 101: 20) que se habia linealizado mediante
digestion con Sphl. El plasmido resultante se denominé pTUBZEO11-2 (SEQ ID NO: 9) y se representa en las FIGS.
2 y 4. El pldsmido pTUBZEO11-2 también se denomina pMON50000. En la SEQ ID NO: 9, el promotor de a-tubulina
de Schizochytrium esta contenido dentro de los nucleétidos 441-894; la regidn codificante del gen ble esta contenida
dentro de los nucledtidos 895-1269; y el terminador de SV40 esta contenido dentro de los nucleotidos 1270-1524.

Ejemplo 2

Este ejemplo describe la produccion de los plasmidos recombinantes pMON50200, pMON50201, pMON50202, y
pMON50203.

El gen que codifica la acetolactato sintasa nativa (als) de Schizochytrium sp. se aisl6 de la siguiente manera. El clon
de ADNAc (LIB81-028-Q1-E1-D9) se aislé De una biblioteca de ADNc de Schizochytrium y se secuencio
parcialmente (SEQ ID NO: 11) como parte de un proyecto de secuenciacion de ADNc de Schizochytrium sp. a gran
escala. La secuencia de nucledtidos se determind mediante homologia BLASTX que codifica acetolactato sintasa;
por ejemplo, la secuencia de aminoacidos a partir de las bases 154 a 378 era idéntica en un 68 % a los aminoacidos
313 a 387 de ALS de Schizosaccharomyces pombe (N.° de Registro en GenBank P36620). La secuencia de longitud
completa de este ADNc clonado se obtuvo a continuacién, lo que indico que el clon de ADNc no contenia la region
codificante de als de longitud completa, una biblioteca lambda gendémica de Schizochytrium se estudié con sonda
usando protocolos convencionales (véase por ejemplo Sambrook et. al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) con una sonda de ADN marcada con digoxigenina (DIG) de 372 pb
(denominada sonda ALS2). La sonda ALS2 se genera mediante PCR usando una mezcla de nucledtidos que incluia
DIG-11-UTP (Boehringer Mannheim Biochemicals GmbH, Alemania), usando el cebador directo PGR38 (SEQ ID
NO: 12) y el cebador inverso PGR39 (SEQ ID NO: 13), que se basaban en la secuencia del clon de ADNc LIB81-
028-Q1-E1-D9. Uno de los clones gendmicos identificados con la sonda ALS2, denominado ALS-4A, se aisl6 y
caracterizé adicionalmente mediante transferencias de hibridacién de tipo Southern usando la sonda ALS2 marcada
con DIG. Se encontré que un fragmento de 4,9 kpb de ADN lambda de ALS-4A digerido con Ahdl hibridaba con la
sonda ALS2. Se aislé este fragmento mediante purificacion en gel de agarosa, se traté con ADN polimerasa de T4
con el fin de generar extremos romos y entonces se ligé en pBluescriptll KS+ digerido con Smal (Stratagene Corp.
La Jolla, CA) para formar el plasmido pMON50200 (representado en la FIG. 3-A). La secuencia de pMON50200 se
facilita como la SEQ ID NO: 14. La secuencia de la enzima acetolactato sintasa codificada por el gen als de
Schizochytrium se proporciona como la SEQ ID NO: 15.

Los plasmidos pMON5020 1, pMON50202, y pMON50203 (representados en las FIGS. 3-B, 3-C, y 3-D,
respectivamente) se produjeron a partir del plasmido pMON50200 mediante mutagénesis dirigida al sitio de manera
que las enzimas acetolactato sintasa codificadas ya no se inhiben mas por ciertos compuestos, incluyendo
sulfometurén metilo (SMM). Estos plasmidos se construyeron como sigue a continuacion. El kit de mutagénesis
dirigida al sitio "Transformera" (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) se us6 para introducir las siguientes
mutaciones en el plasmido pMON502000 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Un cebador de seleccion
de oligonuclestido, DM19 (SEQ ID NO: 16), se uso en las tres construcciones; este cebador conduce a la conversion
de un unico sitio EcoRV en el sitio de clonacion multiple de pMON50200 a un sitio Aatll. El cebador DM14 (SEQ ID
NO: 17) se usé para cambiar el resto de aminoacido con el numero 595 en la enzima ALS codificada de triptéfano a
valina, mientras que al mismo tiempo se introducia un sitio Acll en la secuencia genética; el plasmido resultante se
denomina pMON50201 (SEQ ID NO: 18). De forma andloga, el cebador DM15 (SEQ ID NO: 20) se usé para cambiar
el resto de aminoacidos con el numero 192 en la enzima ALS codificada a partir de una prolina a una glutamina y
para introducir un sitio Bsgl en el gen als, dando como resultado del plasmido pMON50202 (SEQ ID NO: 21). Para
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construir el plasmido pMON50203 (SEQ ID NO: 23), se usaron los cebadores tanto DM14 como DM15, dando como
resultado una enzima ALS codificada que contenia ambos reemplazamientos de restos de aminoacidos que se han
descrito anteriormente. Las secuencias de las enzimas acetolactato sintasa mutantes codificadas por los plasmidos
pMON50201, pMON50202, y pMON50203 se proporcionan como las SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 22, y SEQ ID
NO: 24, respectivamente.

Ejemplo 3

Este ejemplo describe la transformacion genética de Schizochytrium sp. con las moléculas recombinantes que se
han descrito en los Ejemplos 1y 2.

La cepa usada en este ejemplo es N230D de Schizochytrium sp., un derivado de la cepa 20888 de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA). Para los cultivos liquidos, se hicieron crecer las células
axénicamente en medio M50-3 a 30 °C con agitaciéon a 200-300 rpm. El medio M50-3 contiene los siguientes
componentes: NaCl, 12,5 g; MgSO47H20, 2,5¢g; KCI, 0,5g; CaCly, 0,05g; glucosa, 30 g; Na-glutamato, 3 g;
KH2POy4, 0,4 g; extracto de levadura, 1 g; NaHCO3, 0,4 g; Na;EDTA, 30 mg; FeClz*6H20, 1,2 mg; H3BO3, 34,2 mg;
ZnS04+7H,0; 0,67 mg; CoCly*6H20, 0,13 mg; NaMoO4+2H,0, 25 pg; CuS0O40O5H,0, 10 ug; NiSO4+6H.0, 0,26 mg;
tiamina*HCI, 100 ug; biotina, 0,5 ug; cianocobalamina, 0,5 ug, y agua desionizada (hasta 1 1); el pH final se ajusté a
7,0. Para el crecimiento en medio sélido, las células se hicieron crecer a 30 °C en medio M50-3 o medio M1E-3
solidificado mediante la adicion de un 1,5 % (p/v) de agar. El medio M1E-3 contiene los siguientes componentes:
glucosa, 4 g; (NH4)2S04, 0,75 g; NaxSOy, 5 g; MgS047H20, 2 g; KH2POy4, 0,5 g; KCI, 0,5 g; CaCl»*2 H»0O, 0,1 g;
tampon MOPS, 20,9 g; FeS044H;0, 0,3 mg; MnCl*4H;0, 0,1 mg; ZnSO47H20; 80 pg; CoClz*6H20, 2 ug;
NaMo0O4+2H,0, 1 pg; CUSO45H,0, 60 pg; NiSO4+6H.0, 80 pg; tiamina*HCI, 320 yg; CA-pantotenato, 320 pg;
cianocobalamina, 8 ug, y agua desionizada (hasta 1 I); el pH final se ajusté a 7,0.

La sensibilidad de Schizochytrium sp. a Zeocin™ y SMM se determiné incluyendo estos inhibidores en medio M1E-3
solidificado diversas concentraciones y propagando las células en las placas a densidades similares a las que estan
presentes durante procedimientos utilizados para la selecciéon de células recombinantes.

La transformacion genética de células de Schizochytrium se realiz6 mediante bombardeo de particulas (Sanford,
J.C., F.D. Smith, y J.A, Russell. 1993. Meth. Enzymol. 217: 483-509) usando un sistema de suministro de particulas
Biolistic PDS-1000/He de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Se hicieron crecer células N230D de
Schizochytrium sp. en medio liquido M50-3 hasta una densidad 6ptica a 680 nm (DOeso) de 0,4-0,8 (longitud de
trayectoria optica de 10 mm). Una alicuota de células correspondientes a 1,0 de DOeso se centrifugd brevemente, la
solucion de sobrenadante se retird, y las células sedimentadas se volveran a suspender en 100 ul de agua estéril. A
continuacion las células resuspendidas se propagaron en un circulo de 4 a 6 cm sobre una placa de Petri que
contenia medio solidificado con agar (por ejemplo, medio M50-3 o0 M1E-3) y se permitié su reposo de 30 a 60 min,
de modo que el agua en exceso se pudiera absorber en el medio sélido; ésta se denomina placa diana.

Una alicuota de 1,5 mg de microvehiculos de oro (diametro nominal de 0,6 p, disponible en Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA) se revistié con 2,5 ug de ADN de plasmido de transformacion (es decir, plasmido pTUBZEO11-2,
pMON50201, pMON50202, o pMON50203) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (manual de instrucciones
del sistema de suministro de particulas Biolistic® PDS-1000/He; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las células se
bombardearon con los microvehiculos de oro revestidos con ADN usando las siguientes condiciones: disco de
ruptura de 7,6 MPa (1100 psi), vacio de la camara de 7,6 MPa (25" de Hg), conjunto de lanzamiento de
microvehiculo colocado en el estante superior y las placas diana colocadas en el estante del medio, proporcionando
una distancia desde el disco de ruptura hasta la pantalla de parada de 1,5-2 cm y una distancia desde la pantalla de
parada hasta la diana de aproximadamente 7 cm. Después de bombardeo, se dejé que las células se recuperaran
en las placas diana durante 4-6 horas a 30 °C. A continuacion las células se separaron por enjuagado las células de
las placas diana con 1,5 ml de agua estéril, se recogieron en un tubo de microcentrifuga, se centrifugaron
brevemente y se resuspendieron en 400 ul de agua estéril. Se propagaron cien microlitros de la suspension sobre
cada una de cuatro placas M1E-3 que contenian o bien 150-200 ug/ml de Zeocin™ (Invitrogen Corp., Carlbad, CA) o
bien 25 pg/ml SMM. Las placas que contenian Zeocin™ se usaron para seleccionar células que se habian
transformado con el plasmido pTUBZEO11-2, mientras que las placas que contenian SMM se usaron para
seleccionar células que se habian transformado con los plasmidos pMON50201, pMON50202, o pMON50203. A
continuacion las placas se incubaron durante 7-10 dias a 30 °C. Las colonias que parecian ser resistentes al agente
selectivo se sembraron en parches sobre placas M1E-3 nuevas que contenian el mismo agente selectivo para
confirmar la resistencia. Este protocolo generalmente da como resultado la generacion de 100-1000 cepas
resistentes a Zeocin™ o resistentes a SMM por bombardeo.

Ejemplo 4
El siguiente ejemplo demuestra el analisis de PCR de células de Schizochytrium transformadas.

La PCR se us6 para confirmar la presencia de secuencias de plasmido en las cepas supuestamente transformadas
que eran resistentes a los agentes selectivos Zeocin™ o SMM. El ADN de molde a partir supuestos transformantes y

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 688953 T3

células N230D de Schizochytrium no recombinantes se obtuvo usando un asa de inoculacion de 1 ul de plastico de
un solo uso para retirar una pequefia cantidad de células (1-2 mm3) de colonia resistentes que se habian sembrado
en parches sobre placas de agar (tal como se describe en el Ejemplo 3). A continuacion las células se volvieron a
suspender en 15-20 pl de 1 % Triton X-100 en un tubo de microcentrifuga, se colocaron en un bafio de agua en
ebullicién durante 10 minutos, y a continuacion se centrifugaron durante 5 minutos a 14,000xg. Se usaron partes de
estos extractos (1-3 pl) para proporcionar el ADN de molde para reacciones de PCR de 25 pl usando Tag ADN
polimerasa. Para detectar la presencia de secuencias de pTUBZEO11-2 en el ADN de Schizochytrium, se usaron los
cebadores DM20 (SEQ ID NO: 25) y DM21 (SEQ ID NO: 26); estos cebadores se hibridan con el gen ble en el
plasmido pTUBZEO11-2 y amplifican un fragmento de ADN de 346 pb. El perfil térmico usado por el que sigue a
continuacion: 94 °C durante 4 min; (94 °C durante 45 s, 52 °C durante 45 s, 72 °C durante 2 min) x 30; 72 °C durante
7 min. Para detectar la presencia de secuencias de pMON50201, pMON50202, o pMON50203 en el ADN de
Schizochytrium, se usaron los cebadores BLA1 (SEQ ID NO: 27) y BLA2 (SEQ ID NO: 28); estos cebadores se
hibridan con el gen bla (resistencia a ampicilina) encontrado en la estructura principal del vector y amplifican un
fragmento de ADN de 1229 pb. El perfil técnico usado fue el que sigue a continuacion: 94 °C durante 4 min; (94 °C
durante 45 s, 55°C durante 45 s, 72 °C durante 2 min) x 30; 72 °C durante 7 min. Los productos de PCR se
analizaron por mediante electroforesis en gel de agarosa convencional, seguido por tincién con bromuro de etidio.

Los resultados de estos analisis confirman que la gran mayoria de las cepas seleccionadas en estas condiciones
son transformantes verdaderos que contienen ADN de plasmido. No se generaron productos de PCR del tamafio
correcto cuando se usé ADN de molde de células N230D de Schizochytrium sp. que no se habian bombardeado con
los plasmidos de transformacion.

Ejemplo 5
El siguiente ejemplo describe analisis de transferencia de tipo Southern de células de Schizochytrium transformadas.

Las transferencias de hibridacion de tipo Southern se realizaron usando ADN aislado a partir de células N230D de
Schizochytrium precursoras y varios supuestos transformantes con el fin de confirmar la presencia de secuencias de
ADN de vector de transformacién dentro de las células transformadas. La transferencia de tipo Southern se realizé
usando técnicas conocidas por los expertos en la materia (véase por ejemplo Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989). EI ADN se aisl6 mediante el uso de un kit de
purificacion de ADN de "QlAamp" (Qiagen Inc., Valencia, CA), se digiri6 con diversas enzimas de restriccion, se
separé mediante electroforesis a través de geles de agarosa (0,8 % - 1,2 % en p/v), y a continuacion se transfirié a
membranas de nailon mediante transferencia capilar alcalina.

La deteccion de ADN de vector en células transformadas con pTUBZEO11-2 mediante el uso del sistema basado en
DIG "Genius" DIG (Boehringer Mannheim Biochemicals GmbH, Alemania), usando como sonda de hibridacion un
fragmento de gen ble marcado con DIG de 346 pb generado por medio de PCR con los cebadores DM20 (SEQ ID
NO: 25) y DM21 (SEQ ID NO: 26) y una mezcla de nucledtidos que incluia DIG-11-UTP. La hibridacién previa de la
membrana se realizé a 68 °C durante 1 h en el tampdn de hibridacion suministrado en el kit Genius. La hibridacion
se realizd a 68 °C durante 18 h en tampdn de hibridacion que contenia la sonda de gen ble que se habia
desnaturalizado térmicamente durante 5 min a 94 °C. A continuacion las membranas se lavaron dos veces durante 5
min con 50 ml de 2X SSC/SDS al 0,1 % y dos veces durante 15 min en 50 ml de 0,1X SSC/SDS al 0,1 %. La
deteccién quimioluminiscente del ADN de hibridacion se realizdé tal como se describe en las instrucciones del kit
Genius.

El ADN de células N230D de Schizochytrium no transformadas no se hibridaba con la sonda de gen ble. Por el
contrario, el ADN de células transformadas se hibridaba con la sonda tal como sigue a continuacion:

Sphl: EI ADN digerido con Sphl de células de Schizochytrium transformadas contenia un fragmento de ADN de
~1100 pb que se hibridaba con la sonda de gen ble; este fragmento, que también se observa en ADN de
pTUBZEO11-2 digerido con Sphl, representa el casete de expresion del gen ble completo (incluyendo el promotor
del gen de tubulina y el terminador de SV40).

Xhol: Para cada uno de los transformantes sometidos a ensayo, la digestiéon con Xhol del ADN dio como resultado
fragmentos de hibridacion con un tamafio superior a 15-20 kpb. Xhol no se cortan dentro de pTUBZEO11-2, y por no
tanto estos resultados indican que pTUBZEO11-2 no parece existir como un elemento extracromosémico en células
transformadas, sino que mas bien se integra en el cromosoma de Schizochytrium.

Ncol o Hindlll: Estas enzimas se cortan ambas una vez dentro de pTUBZEO11-2. La digestion de ADN
transformante con cualquiera de estas enzimas normalmente conducia a un fragmento de hibridacion prominente
que migraba en conjunto con el vector pTUBZEO11-2 linealizado (es decir, ~3,8 kpb). Esto sugiere que el vector se
puede integrar en el cromosoma en forma de repeticiones en tandem.

Ejemplo 6

Este ejemplo demuestra la recombinacion homologa en Schizochytrium.
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Los siguientes experimentos se realizaron para demostrar que la recombinacién homoéloga se puede producir en
Schizochytrium entre secuencias de ADN nativas enddgenas y secuencias de ADN homdlogas presentes en
moléculas de ADN recombinante introducidas en las células. Este tipo de recombinacion homéloga puede ser muy
beneficiosa para producir cepas recombinantes con propiedades deseables. Por ejemplo, la recombinacion
homologa se puede usar para inactivar genes endégenos mediante la insercion dirigida de secuencias genéticas
extrafias. Adicionalmente, la recombinacién homologa se puede usar para reemplazar un gen endégeno o parte del
mismo con una forma alterada del gen de manera que las células recombinantes muestran propiedades nuevas.

Se mostré que la recombinacién homologa se producia en células de Schizochytrium transformadas con el plasmido
pMON50202, que contiene una mutacién en el gen als de Schizochytrium. Esta mutacion introduce un sitio Bsgl en
la posicion de pb 571 de la regién codificante de als. Hay un sitio Bsgl que se produce de manera natural en la
posicion de pb 1324 de la regién codificante de als. Por tanto, se pueden usar transferencias de tipo Southern de
ADN de Schizochytrium digerido con Bsgl para discernir el gen als nativo del gen als mutante recombinante. Para
estos experimentos, se produjo una sonda de hibridacion especifica de als por medio de PCR usando una mezcla de
nucleétidos que incluia DIG-11-UTP (Boehringer Mannheim Biochemicals GmbH, Alemania), el cebador directo
PGR28 (SEC ID n°:32), el cebador inverso PGR30 (SEC ID n®:33) y una pequefia cantidad de pMON50200 como
molde. La sonda de hibridacion marcada con DIG de 323 pb resultante se denomind ALS1.

El ADN de células N230D de Schizochytrium no recombinantes se digirié con Bsgl y Ahdl por separado, se sometio
a electroforesis en gel de agarosa, se transfiri® a una membrana de nailon y a continuaciéon se estudié con sonda
con la sonda ALS1 usando procedimientos esencialmente iguales a los que se han descrito en el Ejemplo 5. La
sonda ALS 1 marcé un fragmento de 1,76 kpb de ADN digerido con Bsgl y un fragmento de 4,9 kpb de ADN digerido
con Ahdl.

También se estudiaron con sonda las transferencias de tipo Southern de ADN digerido con Bsgl y Ahdl de diversas
cepas recombinantes que se habian transformado con pMON50202 con la sonda ALS1. En algunos casos, el
fragmento de Bsgl de 1,76 kpb no estaba presente, y en su lugar se marcé un fragmento de 0,75 kpb,
correspondiente al fragmento de Bsgl de 753 pb presente en pMON50202. Se marcé un fragmento de Ahdl de
4,9 kpb en estas cepas recombinantes, sin embargo, lo que indica que el gen als mutante, recombinante se habia
recombinado con el gen als nativo por medio de recombinaciéon homodloga de entrecruzamiento doble.

También se observo que se producia recombinacién homodloga de entrecruzamiento Unico en cepas recombinantes
transformadas con pMON50202. En estos casos, se marcaron los fragmentos de Bsgl tanto de 1,76 kpb como de
0,75 kpb en las transferencias de tipo Southern de ADN de las cepas recombinantes, pero el fragmento de Ahdl de
4,9 kpb se reemplazd por fragmentos marcados mayores, lo que indica que todo el vector pMON50202 se habia
insertado en el gen als nativo, o bien como una Unica copia o bien como repeticiones en tandem.

Las evidencias adicionales de la recombinacién homdloga en Schizochytrium se obtuvieron la introduccion de
moléculas de ADN recombinante que contenian un gen als truncado, mutante de manera que la enzima ALS
incompleta codificada por el gen truncado no era funcional. Este gen truncado se produjo mediante digestion de
pMON50202 con Clal y Hindlll para producir un fragmento de 2,8 kpb, eliminando de ese modo los ultimos 388 pb
de la secuencia codificante de als en combinacién con la region terminadora de als. Este fragmento de 2,8 kpb se
ligd en pBluescriptll KS+ (Stratagene Corp., La Jolla, CA) que se habia digerido con Clal y Hindlll, produciendo el
plasmido pAR2. Se esperaria que el plasmido pAR2 solo confiriese resistencia a SMM en células de Schizochytrium
transformadas si se restauraba un gen als funcional, mutante en cepas transformadas por medio de recombinacion
homadloga entre el gen als nativo y el gen als truncado mutante presente en pAR2. Esta construccién se introdujo en
células N230D de Schizochytrium mediante bombardeo de particulas, y se aislaron cepas resistentes a SMM tal
como se describe en el Ejemplo 3. El analisis de transferencia de tipo Southern de ADN digerido con Bsgl de los
transformantes, llevado a cabo tal como se al escrito anteriormente en este ejemplo, indicé que se habia producido
claramente recombinacion homoéloga en estas cepas; es decir, un fragmento de Bsgl de 1,76 kpb se hibrido con la
sonda ALS 1 en células no recombinantes, pero éste se reemplazé por un fragmento de hibridaciéon de 0,75 kpb en
células que se habian transformado con pAR2.

Ejemplo 7

Este ejemplo describe el uso del vector de transformacién pTUBZEO11-2 o pMON50202 para producir por medio de
cotransformacion cepas que contenian moléculas de ADN extrafio adicionales que no se unian a un gen marcador
seleccionable.

La cotransformacién se consiguié mediante la introduccién simultanea de pTUBZEO11-2 y un plasmido adicional
que contenia cualquiera de varios genes. Los plasmidos se coprecipitaron sobre las particulas de oro tal como se ha
descrito en el Ejemplo 3, usando 2,5 pg de cada plasmido. Después del bombardeo de células diana con las
particulas de oro recubiertas con plasmidos, las cepas recombinantes se seleccionaron sobre placas de agar que
contenian Zeocin™ como se ha descrito en el Ejemplo 1. La presencia del segundo plasmido, no seleccionado se
confirmé a continuacién mediante andlisis de PCR o mediante hibridacion de transferencia de tipo Southern.
Normalmente se lograban unas frecuencias de cotransformacion muy elevadas (por ejemplo, 50-90 %). Por ejemplo,
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el plasmido pTR202, que contiene el gen fat-1 de Caenorhabditus elegans (Spychalla et al., 1997. Proc. Natl. Acad.
Set U. S. A. 94, 1142-1147) unido al promotor y terminador del gen de tubulina de Schizochytrium, se introdujo se
introdujo por medio del método que se proporciona en este ejemplo, y mediante PCR se mostré que
aproximadamente un 68 % de las cepas resistentes a Zeocin™ resultantes contenian el gen fat-1 (Véase la Tabla 1).
Se observan resultados similares cuando se introdujeron conjuntamente pMON50202 y un plasmido adicional,
seguido por seleccion de células transformadas en medio sélido que contenia SMM. Este método de
cotransformacion se puede usar para introducir cualquier ADN extrafio deseado.

Tabla 1. Eficacias de cotransformacion usando el plasmido marcador seleccionable pTubZeO11-2 y plasmidos que
contienen diversos genes fad. Los transformantes resistentes a Zeocin® se identificaron sistematicamente para
secuencias de ADN de fad mediante PCR.

N.° de cepas que contienen gen fad
Gen fad introducido gene N.° de cepas de Zeocin® Eficacia de cotransformacién
sometidas a ensayo
syn_fat1 17/25 68 %
nat_fat1 24/25 96 %
mut_fat1 21/25 84 %
desB 20/25 80 %

Los sistemas de transformacion y se describen en estos ejemplos representan un avance significativo en la
capacidad para manipular genéticamente Schizochytrium, que es el organismo mas productivo conocido para la
produccién fermentativa de compuestos a base de lipidos. La disponibilidad de dos sistemas de transformacion
independientes, junto con las altas eficacias de transformacion que se producen, deben permitir el apilamiento de
multiples rasgos en cepas modificadas por ingenieria genética. Ademas, la presencia aparente de recombinacion
homdloga en esta microalga debe permitir el desarrollo de procedimientos de desactivacion génica con el fin de
identificar las funciones de genes desconocidos y eliminar rasgos no deseables en cepas de produccion. Los
presentes inventores estan usando en la actualidad estos sistemas para alterar el metabolismo de acidos grasos en
Schizochytrium, y estan explorando posibilidades para usa esta especie y microalgas relacionadas (por ejemplo,
Thraustochytrium) para la produccion de carotenoides, esteroles y otros compuestos lipidicos.

Aunque se han descrito diversas realizaciones de la presente invencién en detalle, para los expertos en la materia
es evidente que se produciran modificaciones y adaptaciones de dichas realizaciones. De forma expresa se debe
entender, sin embargo, que tales modificaciones y adaptaciones estan dentro del alcance de la presente invencién,
tal como se expone en las reivindicaciones que siguen a continuacion.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Roessler, Paul
Matthews, T. Dave
Ramseier, Tom

Metz, James

<120> Producto y Proceso para Transformacion de Microorganismos de Thraustochytriales
<130> 2997-23-PCT

<150> 60/284.116
<151> 16-04-2001

<160> 35
<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 551

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> misc_feature
<222> (520)..(520)
<223>n=a,c,got
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<220>

<221> misc_feature
<222> (541)..(541)
<223>n=a,c,got

<400> 1

gtegtgrota
tcettecaagt
tgaggtcate
getectactge
tggeggegge
gceecgoged
ctaccgeget
ctacgctegt
cecgcaagoto

acaacacgcc
ttatctetet
tceoatceoacs
ctocgagcatyg
gatgatgeect
gtgctegtcyg
ctttaccacc
ggccactaca
gcecgacaact

nggtggtacce g

<210> 2

<211> 27

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 2
gegecagtet cggagaagaa ggtgttg

<210> 3

<211> 27

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 3
agcteecage aggegitace gacetga

<210> 4

<211>725

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 4

gagacgiget
ttttgtagat
teecegtgatt
gcttgagege
gtoccatttit
gaggtectgte
gagcaaaact
acgtgtccte
gagaattcca
geggttggge
cctteagacy
cgtccaagea
acaayg

tcgeaagacce
gaagtttcte
ggagaggatt
gegectegaaa
tctectiace
gataateccac
teggbtettic
atactecact
ctgacaactyg
geggaggtey
gtegtgecta
tecttcaagt

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 5
cacccatggt gttagtagtg tigt

24
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gtictaccee
agttecaactt
tecggeocaggc
gcateocagee
tcaacacctt
atctcgagee
ccgagcagat
ccatcggeaa
gecactggtet

27

27

getgtgetey
tatteteteg
cttgottgtt
geggacyggeg
ccatggeegt
tttteccatty
ctaacaaaayg
gocacacaadg
aaaacaatgt
gcagcaaaaa
acaacacgac
ttatctctet

gocttetteg
caagaagaac
cggtgttcag
ggacggccag
ctteteogag
caccgtetat
catcaccgge
ggagatcgtc
tcagggettn

cgcogoacge
aaattctgta
cecectoecgee
caacgagceyg
tgcecatgcecaz
atcticcagg
cteteotcac
gtcgatazac
atgagagacg
caagcgacte
gttectaccee
agttcaactt

27

cgeccetteg
aacaccacca
gtocggtaacyg
atgccctcgg
actggcgocey
gacgaggtce
aaggaggacyg
gaccteglee
ctetgottea

totgtgtott
gaatgttata
cgggtagege
tttcacgecg
ttttaggece
tttegttaac
aaagecatgge
taagcteete
atcaccactyg
gocogagcaaa
gecttctteg
caagaagsac

cgtccaagea
acaagatgeyg
cctgeotggga
acaagaccat
geaagecacgt
goaccggeac
ctgocaacaa
tecgaceogeat
acgccgtogy

acattaattt
gtatettecac
ttggageaac
cgctgtecaa
cccactgace
tcatgcecact
geggcaacgy
acaaatagayg
gageggegeyg
cecgaateag
cgecccttey
aagaccacca

60
120
180
246
300
360
420
480
540
551

60
120
180
240
300
360
420
480
540
800
€60
720
725
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15

28

<210> 6

<211>24

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 6

amactcgaga cgtgcttcge aaga 24

<210>7

<211> 4646

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400>7
aaactcgaga cgtgettege aagaccgetg tgoctcgegec geacgetotg tgtgttacat 60
tzatttittt gtagatgasg tttctetatt ctctegaaat tcoctgtagsat gttatagtet 120
cttcactece gtgattggag aggattcttyg cttghitecct ceegocegygg tagegettgg 180
agcaacgcett gagcgcgoge tcgaaagegg acggegcaac gagocegtite acgecgeget 240
gtccaagtee catttitote cttaccecat ggeoegttgea tgceaattti aggcccceca 300
ctgaccgagy totgtcgata atccacttit ceattgatcot tecaggtite gttaactceat 360
gccactgage aaaacttegg tetttoctaa casaagcotet ccheacaaayg catggeogogg 420
caacggacgt gtcchbcatac tecactgeca cacaaggtcg ataaactaag ctectcocacaa 480
atagaggaga attccactga caactgaaaa caatgtatga gagacgatca cractggage 540
ggcgeggeyy ttgggogegy aggteggeag caazsazacaag cgactegccyg agcaaaccey 600
aatcagectt cagacggtcg tgcctaacaa caggecgtice tacccegeet tethcgegee 660
cctteogogte caageatcet tcaagtttat ctectctagit caacttcaag aagaacaaca 720
ccaccaacac catgggtgaa gggocgaattc tgecagatate catcacactg goggecgete 780
gagcatgeat ctagagggeco caattcgece tatagtgagt cgtattacaa ttcactggee 840
gtegttitac aacgtegtga ctgggaaaac ceiggegtta cccaacttaa tegoettgea 900
gecacatecece chttogeocag ctggogtaat agogazgagg cocgecaccga togoectteo 960
caacagttge geagectgea tggogaatgg gacgegecocct ghtageggege attaagcgqeg 1020



gcgggtgtgg
cctitegett
aatcggggge
cttgatttgyg
ttgacgttgyg
aaccctatceg
{taaaazaatg
cgtagaaage
tctggacaag
ggcgataget
cgcectetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgeaggggceyg
aggacgagge
tegacgttogt
atctecctgtc
ggeggcetgea
togagoegage
agcatcaggg
gcgaggatet
geegetttte
tagegtigga
tegtgetttia
acgagtictt
tattccettt
agtaaaagat
cageggtaag
taaagttetg
tcgoocgggeg
tcttacggat
cactgecggeoe
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatcet
tggtaagecce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
cecactgagey
gegegtaate
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gitgtecttace
aacgygggggt
cctacagcgt
tceggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgeagegag
cgogcgtigg
cagtgagege
ctttatgckt

asacagetat gaccatgatt acgccaaget tggtacegag ctcggatccé ctagtaacgy

tggttacgeg
tetteceette
tecetttagg
gtgatggtte
agtceacgtt
cggtctattc
agctgattta
cagtcegeag
ggaasacgeca
agactgggeyg
taaggttggg
gegcagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttott
agcgcggcta
cactgazsgcy
atctecgeett
tacgcottgat
acgtactogg
gctocgogeca
cgtcgtgate
tggattcaac
taccegtgat
cggtategece
ctgaattgaa
tttgcggeat
gctgaagatc
ateottgaga
ctatgtcata
cggtattcte
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagagtyg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagceggty
teecgtateg
cagatecgetg
tcatatatac
atecctttttyg
tcagaccceyg
tgctgettoe
ctaccaacte
cttctagtgt
ctegetetge
gggttggact
tecgtgeacac
gagcattgag
ggcagggtcg
tatagteoctg
ggggggcgga
tgeotggeett
attaccgect
tcagtgagey
ccgattecatt
aacgcaatta
ccggctogta
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cagcgtgacc
ctitcteogeco
gttcogattt
acgtagtgygy
ctttaatagt
ttttgattta
acaaattcag
aaacggtget
agcgcaaaga
gttttatgga
aagcectgca
tcaagatetg
cacgcoaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tcgtggetgg
ggaagggact
gotectgeey
ccggetacct
atggaagcog
gccgaactgt
catggcgaty
gactgtggco
attgctgaag
getcecgatt
aaaggaagay
tttgectice
agttgggtge
gttttcgeee
cactattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactecgeet
acagcacgat
ttactctage
cactictgeg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgc
tttagatiga
ataatctecat
tagaaaagat
aascaaaaaa
tttttocgaa
agcogtagtt
taatcetgtt
caagacgata
agecoceagett
asageogecac
gaacaggaga
tegggittcg
gectatggaa
ttgctcacat
ttgagtgage
aggaagcgga
aatgcagctyg
atgtgagtta
tgttgtgtgg

cegecagtgt getggaatte geocett

gctacactig ccagegecct ageogocegcet
acgttcgeeg gotttoceocoeg tcaageteta

agagetttac
ccategoeoct
ggactettgt
taagggattt
ggcgeaaggyg
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagega
aagtaaactg
atcaagagac
ctecggeecge
gctetgatge
cogacctgte
ccacgacggyg
ggctgetatt
agaaagtate
gceceattega

ggcacctecga
gatagacggt
teocaaactgy
tgcegatite
ctygctaaagy
gaatgtcagec
agcttgeagt
accggaattg
gatggettto
aggatgagga
ttgggtggag
cgcegtattc
cggtgeeety
cgttecttge
gggcgaagig
catcatgget
ccaccaageg

gtcttgtecga tcaggatgat

tcgecagget
cctgetigee
ggctgggtgt
agettyggegq
cgcagegeat
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtygggt
cgaagaacgt
cecgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgcet
cggaggaccd
tgategttag
goctgtagea
ttceccggeoas
cteggooett
tegeggtate
cacgacggygyg
ctcactgatt

tttaaaactt
gaccaaaate
caaaggatet
accacegota
ggtaactgge
aggecaceac
accagtgget
gttaccggat
ggagcgaacyg
gcttcoeogaa
gcgeacgagyg
ccaccteotga
aagcgccage
gttecttteet
tgataccgcet
agagegococa
gcacgacagyg
gotoactcat
aattgtgage

29

caaggegoge
gaztatcaty
ggcggaccgo
cgaatggget
cgectictat
caacatttec
cacccagaaa
tacategaac
tticcaatga
gecgggcaag
tcaccagteca
gccataacea
aaggagctaa
gaaccggage
atgccaacsa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac
agkcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
cecttaacygtyg
teocttygagatc
ccageggtgg
ttcagecagag
ttcaagaact
gcigocagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagyg
gagcettceag
cttgagcgtec
gacgcggect
gegttatece
cgocgcagec
atacgcaaac
tttcocgact
taggcacccc
ggataacaat

ccgcaaaaas
ttttcgeect
aacaacactec
ggcecktatiog
aaccggaaca
tactgggeta
gggcttacat
ccagetggay
ttgccgecaa
togitttegea
aggctattcg
cqggcltgteag
aatgaactge
geagetgige
ccggggcagg
gatgcaatge

aaacatcgca .

ctggacgaag
atgeccagacy
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgctteco
cgecttettg
gtgtcgeect
cgctggtgaa
taggatcteas
tgagecactit
agcaactegg
cagaazagca
tgagtgataa
cegekbtttht
tgaatgaage
cgttgegcaa
actggatgga
ggtttatitge
tggggecaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttazaaggat
agttttegtt
cttittttet
tttgtttgee
cgcagatace
ctgtagcace
gcgataagtc
ggtcgggetg
zactgagata
cggacaggta
gaggaaacge
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgectcoctece
ggaaagcyggg
aggctttaca
ttcacacagg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160

2220

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29240
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
45560

4620
4646
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30

<210> 8

<211> 3664

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 8
ccatggeegt tgcatgecaa tittaggeoce coceactgace gaggtotghc gataatccac 60
ttttecatig atetteeago tttegttasc tcatgecact gagocaaesact teggtettte 120
ctaacaaaag ctctoctcac aaagcatgge gcocggcaacgg acgtgtcctc atactcecact 180
geccacacaag gicgataaac tasgetcete acaaatagag gagaattcca ctgacaactg 240
aaaacaatgt atgagagacy atcaccactg gagcggcgeg geggttguge geggaggtog 300
geageaaaaa caagcgacte geoegagoaaa cccgaatcag ccticagacy gteghbgecta 260
acaacacgee ghttctacccc gectictteg cgeccecttcg cgteocaageoa tecttoaagh 420
ttatctctet agttcaactt caasgaagaac amacaccacca acaccatgge caagttgacc 480
agtgeogite cggtgctecac cgogogegac gtegeocggag cggtegagtt ctggaccgac 540
cggctegggt tetcceggga cttegtggag gacgactteg ceggtgtggt ccggogacgac 600
gtgaccchtgt teatecagege ggtccaggac caggtggtge cggacaacac cetggoetgg 6ol
gtgtgggtge goggectgga cgagotgtac geegagtggt eggaggtocgt gtecacgaac 120
ttcecgggacg coctocogggee gygcecatgace gagateoggeg ageageegtg ggggegggag 780
ttcgeectge gogaccegge eoggecaactge gtgeactiteg tggccgagga gcaggactga 840
cacgtgectac gagatttega tteecacegec geoctictatg asaggiiggg ctteggaatce 500
gttttecggy acgecggetg gatgatecte cagegogggg atctocatget ggagttcottce 2960
gococcacceea acttgttiat tgecagettat aatggttaca aatasageaa tageatcaca 1520
aatticacaa ataaagcatt tttttcactg cattctagit gtggtitgtce casacteate 1080
aatgtatctt atcatgtctyg aattecceggy gatcctcetag agtegacctg caggeoatgea 1140
agettggeac tggcegtegt tttacaacgt cogtgactggg aaaaccetgg cgttacceaa 1200
cttaategee ttgcagcaca teoccectite gecagetgge gtaatagocga agaggocege 1260
accgategee ctbteecaaca gittgegeage ctgaatggeg aatggegect gatgeggiat 1320
tttcteectta cgeatcotgtg cggtatttea caccegocatat atggtgeact ctcagtacaa 1380
tctgetcoctga tgoegeatag ttaageocage cccgacaccoe geocaacacce getgacgego 1440
cctgacggge ttgtecitgete ccggeatecg cttacagaca agetgtgace gictceggga 1500
getgeatgtyg tcagagghtt tecacegicat caccgaaacy cgegagacga aagggoctceg 1560
tgatacgect atttttatag gttaatgtca tgataataat ggtttettag acgteaggtg 1620
gcacttttcg gygaaatgtg cgcggaacce ctatttgttt atttttctas atacatteaa 1680
atatgtatcee getcatgaga caataaccect gataaatget tcaataatat tgaaazagga 1740
agagtatgag tattcaacat ttcogtgteog cocttattee ctitttigeg geatttigec 1E00
ttectatttt tgoicaccca gasacgotgg tgaazagtaaa agatgctgea gestcagtitgg 1860
gtgcacgagt ggottacatc gaactggatc tcaacagegg taagatcett gagagtttic 18290
gecocgarga acgttittoea atgatgagea cttttaaaght tetgetatgt ggegeggtat 1880
tatccegtat tgacgeoeggg caagagrcaac teggtogecg catacactat tetcageaty 2040
acttggttga gtactcacca ghcacagaaa agcatcitac ggatggcatg acagtaagag 2100
aakttatgecag tgotgcceata accatgaghtg ataacactge ggeccaactta cttctgacaa 2160
cgatcggagg accgaaggag ctaaccgcett ttttgeacaa catgggggat catgtaactce 2220
gecttgatog ttgggaaccyg gagetgaaltg magocatace aaacgacgag cgtgacacea 2280
cgatgootgt agcaatggea acaacgiige geaaactatht aactggogaa ctacttactce 2340
tagettocey geaacaatta atagactgga tggaggegga taaaghttgea ggaccacttco 2400
tgegetegge cettecgget ggctggtita ttgctgatma atctggagee gatgagegtg 2460
ggtctcegogg tabtcattgea geactggyge cagatggtaa geoocctcocegt ategtagtta 2320
tctacacgac ggggaghtcag gecaactatgg atgaacgaaa tagacagatc gotgagatag 2580
gtgcctcact gattaagcat tggtaactgt cagaccaagt ttactcatat atactttaga 2640
ttgatttaaa acttcatttt taatttaaza ggatctaggt gaagatcctt tttgataate 2700
tcatgaccaa aatcccttaa cgtgagtttt cgttccactyg agegtcagac coegtagaaa 2760
agatcaaagyg atctbtcttga gatccoctttit ttctgegegt aatctgetygce tigozaacaz 2820
aaaaaccacc gctaccageg gtggttigtt tgecggatca agagetacca actettttte 28B0
cgaaggtaac tggcttcage agagegecaga taccaaatac tgteocttcta gtgtagecgt 2840
agttaggecca ccacttcaag aactctgiag cacecgectac atacctceget ctgetaatcc 3000



10

15

20

25

tgttaccagt
gatagttace
gettggagey
cecacgottee
gagagogcac
ttcgecacct
ggaaasacgc
acatgtgtge
aggcaggeay
ccecaggete
tagtcecegen
cgec

<210>9
<211> 3808
<212> ADN
<213> Secuenc

<220>

ggcetgetgeo
ggateaggcy
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgeg
tgggecocage
aagtatgcaa
cccageagge
cctaactecog

a artificial

ES 2 688953 T3

agtggcgata
cagceggtegg
accgaactga
aaggcggaca

ccagggggaa

cgtegatttt
gectttitac
cggeccagate
agcatgeate
agaagtatgc
cecatceocge

agtegtgtot
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatceogt
acgoeiggta
tgtgatgcte
ggttccoctygge
tgagctcgeg
tcaattagte
aaagecatgea
ccectaactee

<223> Schizochytrium sp. y Streptoalloteichus hindustanus

<220>
<221> Promotor

<222> (441)..(894)

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (895)..(1269)

<223>

<220>

<221> terminador
<222> (1270)..(1524)

<223>

<400> 9

taccgggttyg
gggttcegtge
gogtgageeat
aagcggcagyg
totttatagt
gteagggggyg
cttttgetgg
gecgegatat
agcaaccagg
tectecaattag
gceocagtteoe

gactcaagac
acacagooca
tgagazsageg
gteggaacayg
cctgtegggt
cggagocoetat
ccttttgete
cgetageteog
tgtggaaaght
tcageaacea
gceccaticte

tegegegttt
cagetitgtet
ttggegggtg
accatatgeg
attegecatt
tacgcecaget
tttceccoagtce
cctetagagt
ataatcecact
cggtetittec
tacteocactyg
tgacaactga
cggaggtegyg
tcgtgeotaa
ccttcaagtt

gce aag ttg ace agt gec gtt ceg gtg cte

Ala bLys Leu Thr Ser Ala Val Pro Val Leun

10

gga gcg gte gag ttc tgg acec gac cgyg cte

Gly Ala Val Glu Phe Txrp Thxr Asp BArg Leu
25

20

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgy
gtgtgaaata
caggctgege
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
cgacctgeag
tttecattga
taacaaaage
ccacacaagg
aaacaatgta
cagcaaaaac
caacacgeccyg
tatctotcota

5

ggtgaaaacc
gcegggagea
cttaactatyg
cegeacagat
aactgttggg
ggatgtgctyg
aaaacgacgg
gcatgecaat
tttteeaggt
tctectoaca
tcgataaact
tgagagacga
aagcgacteyg
ttetacecceg
gttcaacttc

tectgacacat
gacaagocceg
cggcatcaga
gcgtaaggay
aagggegata
caaggegatt
ccagtgaatt
tttaggccce
ttcgttaact
aagcatggeg
aagctectea
tcaccactgg
cocgagcaaac
cettettege
aagaagaaca

ace
Thr

q99
Gly

31

geagcocteceg
tcagggcgeyg
gcagattgta
aaaatacegce
ggtgcgggec
aagttgggta
cgagcteggt
ccactgaccy
catgccactg
cggoaacgga
caaatagagyg
ageggegegy
ccgaatcage
gececttege
acaccaccaa

geg cgc gac gtc
Ala Arg Asp Val

15

tte tece cgg gac
Phe Ser Arg Asp

30

gagacggtca
tcagegggtyg
ctgagagtge
atcaggegec
tcttogetat
acgecagygt
acccggggat
aggtetgteg
agcaaaactt
cgtgteectea
agaattccecac
cggttgggcy
cttcagacgg
gtccaagcat
cacc atg
Met

1

gcc
Ala

tte
Fhe

3060
3124
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3664

60
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
887

945

943



gtg
Val

atce
Ile
S0

gtg
Val

gtg
val

ggc
Gly

aac
Asn

gag
Glua
35

age
Ser

tgg
Trp

tee
Ser

gag
Glu

tgc

gac
Asp

gcg
Ala

gty
Val

acqg
Thr

cag
Gln
140
gtg
vVal

gac
Asp

gtec
Val

cge
Arg

aac
Asn
85

coy
Pro

cac
His

tte
Phe

cag
Gln

ggc
Gly
10

ttc
Phe

tgy
Trp

tte
Phe

gcc
Ala

gac
Asp
55

ctg
Leu

cgg
Arg

9499
Gly

gtg
Val

ES 2 688953 T3

ggt
Gly
40

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

cgg
Arg

gce
Alz

gtg
Val

gty
Val

gag
Glu

gce
Ala

gag
Glu
105
gag
Glu

Cys

115
gagaktttcga
acgcecggetyg
acttgtttat
atazageatt
ateatgtcoctg:
aatcatggtce
tacgagcerogy

“taattgegtt
aatgaatcgg
cgetecactga
aggcggtaat
aaggccagea
Ecegecooes
caggactata
cgacccigece
cteoaatgeteo
gtgtgracga
agteccaacec
goagagcgag
acactagaag
gagttggtag
goaagragca
cggggtcotga
caaaaadgat
gtatatatga
cagcgatcetyg
cgatacggga
caccggctce
gtcctgeaac
gtagttcgee
cacgetoegte
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtcatgcee
gagaatagtg
cgcocacatag
tcteaaggat
gatctteage
atgocgeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgtctaaga
cctitegte

tteocaccgee
gatgatccte
tgeagottat
tttttcactg
azattececggg
atagetgttt
aagcataaag
gcgeteactg
ccaacgogeg
ctegectgoge
acggttatec
asaggecagy
tgacgagecat
aagataccag
gettacegga
acgctygtagg
accceccgtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctetigatee
gattacygcge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatitegt
gggcttacca
agatttatca
tttatecegec
agttaatagt
gtttggtatg
catgitgtge
ggecegeagty
atcegtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttaccgetyg
atocttttact
aaagggaata
ttgaagecatt
aaataaacaa

aaccattatt

120
geettetatg
cagecgcegggyg
aatgyttaca
cattctagtt
gatecctctag
cctgtgtgaa
tgtaaagecet
ccegotttoo
gggagaggeg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegttieece
tacctgtecy
tatcteagtt
cagccegace
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeyg
dgcaaacaas
agaaaaaaayg
aacgaazact
atccttttaa
tctgacagtt
tcaeteratag
tetggececea
gcaataaacc
tceatccagt
ttgecgeaacg
gettecattca
aagaaagcgg
ttatcactea
tgecttttetg
ccgagttget
aaagtgecica
ttgagatcea
tteaccageg
agggcgacac
tateagggtt
ataggogttc

atcatgacat

gtc cgg gac
Val Arg Asp

gtg
Val

ccg
Pxro

gac
Asp
&0

gco
Ala

tac
Tyr
75

999
Gly

ctg
Leu

tco
Ser
50

ttc
Phe

[ale]e
Pro

goo
Bla

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

dag
Glu

aaaggttggy
atctcatget

aatzaagcaa
gtggtttgte
agtcgacctyg
attgttatecce
ggggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggeogegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cetttetece
cggtgtagygt
gctgegectt
cactggcage
agttctigaa
ctctgctgaa
ccaccegetgg
gatctcaaga
cacgtitaagg
attaaaaatg
accaatgctt
titgectgact
gtgctgeaat
agcecageoygg
ctattaattyg
ttgttgeeat
gotocggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgecegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgagty
ggaaatgityg
attgtctcat
cgecgcacatt

taacctataa

32

acc
Thr

gtg
Val

gac
Asp
45

aac
Asn

acc
Thx

ctg
Leu

tgg
Irp

gag
Glu Ser
acc
Thr
85

cocyg
Pro

atg
Met

gec
Alz

gac
Asp
110
cacgtge

cgc
Arg

taga

cttecggaate
ggagttette
tagoatcaca
caaactcate
caggcatgca
gctcacaatt
atgagtgage
cetgtegtge
tgggegectot
agcggtatca
aggaaagaac
getggegttt
tcagaggtgy
cctegtgege
ttecgggaage
cgttegetee
atccggtaac
agccactgyt
gtggtggect
gcecagttace
tageggtggt
agatcctitg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cceecgtoghyg
gataccgoga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtectecyg
agcactgeat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttecttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
agtactcata
gageggatac
tcccecgaaaa

aaataggcgt

tecg

ctg
Leun

gca
Ala

gag
Glu
B0

gag
Glu

gee
Al

tac

tte
Phe

tgg

65
gto
Val

2tc
Ile

ggc
Gly

gttttecgyg
geccacocea
aatttcacaa
aatgtatctt
agcttogegt
ccacacsaca
taactcacat
cagctgeatt
tecegettect
gctcactcas
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacceda
tocteoctgtte

gtggegetit.

aagctggget
tategtettg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
titkttgttt
atctttteta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
ategtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtcea
aattctctta
aagtcattet
gataataceyg
gdgegazaac
gcacceaacht
ggaaggeaaa
ctettecttt
atatttgaat
gtgccacciy

atcacgagge

10421

1089

1137

1185

1233

1279

1339
138¢
1459
151%
1575
1639
1699
1758
1819
18745
1839
1988
2059
2119
21789
2239
2299
2359
2415
24789
2539
2399
2659
2719
2779
2835
2898
2959
3019
3078
31389
3199
3259
3319
3379
3439
3499
3559
3618
3679
3739

3799
3808
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15

20

<210> 10
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 688953 T3

<223> Schizochytrium sp. y Streptoalloteichus hindustanus

<400> 10

Met

Ala

Phe

Phe

Trp

&5

Val

Ile

Gly

<210> 11
<211> 1416
<212> ADN

Ala

Gly

Val

Tie

Val

Val

Gly

Asn

Lys
Ala
Glu

35

Ser

Trp

Ser

Glu

Cys
115

<213> Schizochytrium sp.

<400> 11

Lena

Val

20

Asp

Ala

Val

Thr

Giln

100

Val

Thr

Glu

Asp

Val

Arg

Asn

Pro

His

Ser

Fhe

Phe

Gln

Gly

70

Phe

Trp

Phe

Ala

Trp

Ala

Asp

Leu

Gly

Val

gecaaaaggtc
gcteatigec

catgcagagce
teecgtgace
caagatgetc
tatectggeg
tecggagget
ccccaagaacd
gaacctogee
gatcgeeogat
ggttcteaaqg
gaaggacgec
agcgcagtic
tatgggotac
tattgacate
cgaattcaag
gaactggcay
cttcgacaag

gagctitteo
gagatgatca
ccgttgaatg
accaccatgce
ggcatgeacy
ctcggtgeoce
cgeegtgeeg
ctocacaagyg
aacgtcacge
tggaaggaga
ccgeageagy
gaccaggagyg
cttacctgga
ggccticect
gatggtgatg
gttggcatga
gatctetttt
gtcgcegaty

acaaggagcy
accgtgegga
gceceggetght
agggtctcoyy
gctectgecta
gctttgatga
agegogaggg
tcgtceagec
cccacgtgea
agcaccettt
teocteacgga
tctacatcac
ccaageogey
cgygccattgy
cttettatte
agattctict
acgacaagceq
cgatgecgtge

Val
10

Val Pro

Thr Asp Arg

Gly val val

a0

Gln Val val

Asp Glu Leu

Ala Ber

20

Aszp

Glu Phe

1G5

Arg

Ala Glu

120

Giu

cattggeget
gcgacccgteo
gctcaaggag
cggetttgac
cgecaactac
tegtgtgacg
ccgeggigge
caccgtogeyg
gegoeaggag
tctgetegag
gcttaacaag
cacgggegtc
ccagtggate
cgccaagatt
gatgaceggh
tttgcagaac
ctacteggge
caagggtctc

33

Leu Thr

Leu Gly

Arg Asp

Pro Asp

60
Tyr Ala
75

Gly Pro

Ala Leu

Gln Asp

Alz

Fhe

Asp

45

Asn

Glu

Ala

Arg

Arg

Sar

30

Val

Thr

Trp

Met

Asp
110

Asp
15

Arg
Thr
Leu
Ser
Thr

85

Pro

Val

Asp

Leu

Ala

Elu

g0

Glu

Ala

cetggcacgy
atectatgetg
ttcgcggaga
gagcgtagte
tcgatgoaga
ggcegegttg
atcgttcact
gtecteggeyg
cgcgagecgt
tctgttgatt
cagattctcg
ggaagecace
tectogggty
gocaageecy
atggazattga
aactttcagg
accgccatgt
tactgegega

ccgachttcas
gecagggtgt
aggcecaacat
ccctetecct
acgccgatct
acgcotitge
ttgagatttc
acgtggtega
ggtttgcgea
cggacgacaa
agattcagga
agatgeaggc
gogcoggoac
atgctattat
teacageage
gcatggtcaa
tcaaceegey
aacagtogga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
980

i0z0
1080



10

15

20

25

30

35

40

geteaaggac aagatcaagg
tttegtggac aaggacacge
gatggtcecte gagectecta
gogagegage gegogagoge
actttgctttg cttcacacaa
azaaalaaaaa azazaaaasa

<210>12

<211> 20

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 12

ggatctcttt tacgacaage 20

<210> 13

<211>18

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 13

gattgtgtga agcaaage 18

<210> 14

<211> 7847

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> ceb_transcripcion

<222> (1)..(1259)

<223>

<220>

<221>CDS

<222> (1260)..(3314)

<223>

<220>

<221> ceb_transcripcién

<222> (3315)..(4887)

<223>

<400> 14
ttgtcgacag caacttgeaa
gcacggagcet tgcgaagagy
aacgcaacta ggceccaggce
gtgtgeacaa cecgtgttttg
gcgocgcaage gactgegact
aatccgcgat gggteagtgc
tcactggcat gtcectageat
tcgtaacctt ctcegeaaceqg
cactgtecagt cagtcagtca
cgectggace gotgotgcta
ccagcageooyg ccagtcgacg
ggcgtgtgea aactaacgtt
tgcagagcygc agogcogeoaag
gecactigcgy gogeggcgoeg
cagtgggoge aaagccegcege

ES 2 688953 T3

agtttctega
tegtettgee
agcccaagga
gcmagtgege
cctaagtatyg
amaaazaaas

gttatacgeg
gtttacaagt
tactttcact
cacaaagogo
gcgaggatga
cattegegea
ctttacgega
cgaatcgeey
gtegtgegeg
ctgctagigg
ccagceaggy
gaccactggo
tgcagaatge
gaacagtgeg
agtaagcage

gtacgatgag
catggtecee
cgcctaagtt
aagegeettg
aattcaagtt
aasaaa

accaccaggc
cgtegtteat
gtgtcttgte
azgatgctca
ggatgactgy
tgacgcetge
gcazaattca
tttcagecty
ctgttecage
cacggcaggt
gaaagteccgg
gocegoogac
gcgaaagatc
gaaaggagcg
ggcggggaac

34

ggtccegtce
gctggetite
cttitttcea
ccttgettty
ttettgetto

aatctcageca
tegetetcaa
ttgectttca
ctegactgtg
cagcctgitte
gagagacsag
atcgetttat
actaatctge
accgaggtcecg
aggagcttgt
cgtegaaggg
acgagcagga
cacttgcgeg
gtgcagacgg
ggtatacgeca

tectegaggt
cgctcocacga
tggcgggega
cttegetteg
teggegaaaa

cgcecagega
gctttgecte
caccgaccga
azgaaaggtt
aaaaactgaa
ttaactecgtg
tttttecagtt
agctgegtgg
cgecgtegecg
tgcoggaaca
agaggaaggce
agcaggeage
cggcgggcege
cgegeagtga
gtgcecgegyy

1140
1200
1260
1320
1380
l4i6

60
120
180
240
300
360
420
480
540
800
660
720
780
840
900



cogeegracs
tggcgggeaa
azaagaaaga
gaaatgaaag
gaggagegey
gagcgagcygc
atg
Met
1

gcg
Ala

Ser Ala

ctg
Leu

acg
Thr

ggce
Gly

acg
Ala

gcy
Ala
35

gac
Asp

gg9c
Gly

gga
Gly
50

cgo
Arg

ggea
Gly
&5

cag
Gln

ggc
Gly

‘gcg
Ala

gcg
Ala

Tttt
Fhe

cat
Hisg

ato
Ile

cct
Pro

tac
Tyr

ggc
Gly
115
tte
Fhe

gac
Asp

goc
Ala
130
gcc
Ala

atg
Met
145
gte
Val

gag
Gliu

acec
Thr

teg
Ser

tac
Tyr

atg
Met

gct
Ala

tet
Ser

gct
Ala
195
cgc
Arg

acec
Thr

atc
Ile

age
Ser
210
cte
Leu

ccg
Pro

gag
Glu
225
cge
Arg

ggt
Gly

ceg
Pro

ctc
Leu

aay
Lys

gag
Glua

caa
Gln

aag

Lys Lys

cagaagtata
ggaaaggagg
aagaaagaaa
cacggeacgg
cgcaggacce

ES 2 688953 T3

cgegggocga
agacggazaag
gaazdgaasaga
caaagcaaad

gegeggegag

agtggggegt
agggcgggaa
aagctcoggag
caaagoagac
cgagcgagea

cgcgegeggyg
agagagagag
ccacgecgeyg
ccageooagac
cggegegega

aagtgcggaa
agagagtgaa
gggagagaga
ccagoccgagg
gocgagcgage

aag

gcgagogage
agc geg acc cge geg

Thr

acyg
Thr
20

teg
Ser

gcg
Ala

cce
Pro

acg
Thr

gag
Glu
100
ggc
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

ggc
Gly

gac
Asp
180
gtc
Val

gcg
Ala

cgo
Arg

cca
Pro

gaa
Glu
260
gte
Val

Arg
5

cct
Pro

gca
Ala

gcec
Ala

aac
Asn

gac
asp
85

cte
Leu

gce
Ala

ttc
Phe

tac
Tyr

cct
Pro
1&5

gyt
Gly

ggc
Gly

tgc
Cys

cge
Arg

gtg
val

245
atg
Met

gag
Glua

Ala

gta
Val

cgg
Arg

2ag
Lys

gcg
Ala
70

gat
Asp

atg
Met

att
Ile

att
Tie

gcg
Ala
150
gga
Gly

acyg
Thr

acy
Thr

acc
Thr

atc
Ils
230
cte
Leu

coe
Pro

ottt
Leu

gcg
Ala

aag
Lys

ctyg
Leu

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cgo
Arg

ctg
Leu

cte
Leu
135
cgc
Arg

gec
Als

ceg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215
aat
Asn

gte
Val

gac
Asp

tte
The

aagacttget

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala
40

gcyg
Alza

cge
Arg

cge
Arg

gag
Gl

cce
Pro
120
gct
Ala

gce
Alg

acc
Thr

ctyg
Leu

gct
Ala
200
tag
Trp

gag
Glu

gat
Asp

age
Ser

cac
His

gcgageogate gagegagoga

agg
Arg

cag
Gln
25

goo
Ala

gee
Ala

gayg
Glu

ttc
Phe

cac
His
105
gtt
Val

cge
Arg

acg
Thr

aac
Asn

cte
Leun
185
tte
Phe

zac
Asn

gce
Ala

ctt
Leun

tee
Ser
265
aag
Lys

aca
Thr
10

cag
Gln

gcg
Ala

gcyg
Ala

aag
Lys

gte
Val
20

cag
Gln

tEt
Fhe

cac
His

gge
Gly

acc
Thr
170
gtg
Val

cag
Gln

gtc
Val

ttt
Phe

cct
Pro
250
cce
Fro

gag
Glu

35

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

agce
Ser
75

ggc
Gly

gty
Val

gat
Asp

gag
Glu

aag
Lys
155
atc
Ile

ttc
Phe

gag
Glu

atg
Met

gay
Glu
235
aagy
Lys

cag
Gln

cgo
Arg

gcy
Ala

cag
Gln

tte
Phe

agg
Arg
60

tcg
Ser

ctg
Leuw

gac
Asp

gcc
Ala

cag
Gln
140
cca
Pro

aco
Thr

acc
Thr

tgt
Cys

gtc
Val
220
att
Ile

gat
Aszp

gtt
Val

att
Ile

gcg
Ala

cag
Gln

teg
Ser
45

gcyg
Ala

ctyg
Leu

ace
Thr

aec
Thr

att
Ile
125
ggc
Gly

ggc
Gly

cog
Pro

ggc
Gly

gag
Rsp
205
aag
Lys

gece
Ala

gtg
Val

gct
Ala

gge
Gly

ctyg
Leu

ctg
Leu
30

tce
Ser

the
Phe

gee
Ala

gge
Gly

ate
Tle
110
ttt
Phe

gee
Ala

gtt
Val

atc
Ile

cag
Gln
150
att
Ile

gac
A=p

atg
Met

acc
Thr

gtg
Val
270
gct
Ela

gcgggasagg

tce
Ser
15

cge
Arg

ggc
Gly

tec
Ser

acyg
Thr

gce
Ala
95

o v ol
Fhe

gag
Glu

ggc
Gly

gte
val

aty
Met
173
gty
Val

gtt
Val

gtg
Val

age
Ser

gcc
Ala
255
cgc
Arg

cct
Fro

teg
Ser

gta
Val

acyg
Thxr

acqg
Thr

gtec
Val
BO

can,
Gln

ggc
Gly

agt
Sex

cac
His

cte
Leu
160
gat
Asp

cce
Pro

ggc
Gly

aag
Lys

ggc
Gly
240
gtt
Val

cag
Gln

ggc
Gly

960
1020
1080
1140
1200
1259
1307

1355

1403

1451

1459

1547

1595

1643

1691

1738

1787

1835

1883

1831

1979

2027

2075

2123



acy
Thr

coco
Pro
305
ccg
Fro

acc
Thr

cte
Leu

cag
Gin

gty
Val
385
cgc
Arg

cte
Leu

gag
Glu

ccg
Pro

ctc
Len
465
ctc
Leu

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

aag
Lys
545
tct
Ser

gtt
Val

aag

gco
Ala
250
gtc
Val

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

aac
Asn
370
acg
Thr

gag
Glu

cac
Rig

aac
Asn

tgg
Trp
450
gag
Giu

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala

ggc
Gly
530
att
Ile

tat
Tyr

ggc
Gly

aac

275
gac
Asp

atc
Ile

gtyg
Val

atg
Met

atg
Met
355
gco
Ala

gge
Gly

ggc
Gly

aay
Lys

cte
Leu
435
ttt
Phe

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu

caqg
Gln
515
goo
Ala

gecc
Ala

tecg
Ser

gtg
Val

tgg

tte
Phe

tat
Tyr

cte
Lau

cag
Gin
3440
cte
Leu

gat
Asp

cge
Arg

cgo
Arg

gtc
Val
420
gooc
Ala

gcg
Ala

gtt
Val

ctt
Leun

gtec
Val
500
ttc
FPhe

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met

aayg
Lys
580
cag

aag
Lys

gct
Ala

aaqg
Lys
325
ggt
Gly

ggc
Gly

ctt
Leu

gtt
Val

ggt
Gly
405
gtc
val

aac
Asn

cag
Gln

gat
Asp

aac
Asn
485
tac
Tyzr

ctt
Leu

act
Thr

cCe
Pro

acc
Thr
565
att
Ile

gat

cte
Leu

ggc
Gly
310
gag
Glu

cte
Len

atyg
Met

ate
Ile

gac
Asp
390

ggc
Gly

cag
Gln

gte
Val

atc
Ile

teg
Sex
470
aag
Lys

atc
Ile

ace
Thr

atg
Met

gat
Asp
550

ggt
Gly

ctt
Leu

cte

ES 2 688953 T3

att
Ile
285
cag
Gin

Etao
Fhe

ggc
Gly

cac
His

ctg
Leu
375
gcc
Ala

ate
Ile

cece
Fro

acyg
Thr

qgco
Ala
455
gac
Lsp

cag
Gln

ace
Thr

tgg
Trp

ggc
Gly
535
gect
Ala

atg
Met

ctt
Leu

ttt

280
gee
Ala

ggt
Gly

geg
Ala

gge
Gly

ggc
Gly
360
gcg
Ala

ttt
Fhe

gtt
Val

acc
Thr

coc
Pro
440
gat
Asp

gac
Asp

att
Ile

acy
Thr

acc
Thr
520
tac
Tyr

att
Ile

gaa
Glu

ttg-

Leu

tac

gag
Glu

gte
Val

gag
Glu

ttt
Phe
345
tct
Ser

cte
Leu

gct
Ala

cac
His

gte
Val
425
cac
His

tgg
Trp

aag
Lys

cte
Leu

ggc
Gly
505
aag
Lys

ggc
Gly

gtt
Val

ttg
Leu

cag
Gln
585
gac

36

atg
Met

atg
Mat

aag
Lys
330
gac
Asp

gce
Ala

ggt
Gly

cog
Pro

ttt
Phe
410
gcyg
Ala

gtg
val

aag
Lys

gtt
val

gag
Glu
450
gtc
val

ccg
Fro

ctt
Leu

att
Il=

atc
Ile
570
aac
Asn

aag

ate
Ile

cag
Gin
315
geo
Ala

gag
Glu

tac
Tyr

gce
Ala

gag
Glu
385
gag
Glu

gte
Yal

cag
Gin

gag
Glu

cte
Len
475
att
Ile

gga
Gly

cgc
Arg

ccc
Pro

gac
Asp
555
aca
Thr

aac
Asn

cga

aac
Asn
300
age
Ser

aac
Asn

cgt
Arg

geo
Als

cgo

380
gct
Ala

att
Ile

cte
Leu

cgc

aag
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

age
Ser

cag
Gln

tcg
Ser
540
atc
Ile

gca
Ala

ttt
Phe

tac

285
cgt
Arg

ccg ttg

Pro

att
Ile

agt
Ser

aac
Asn
365
ttt
Fhe

cgo

teo
Sexr

ggc
Gly

cag
Gln
445
cac
Bis

ccg
Pro

aag
Glu

cac
His
tgg
£25

gee
Ala

gat
Asp

gce
Alz

cag
Gln

teg

gcg
Ala

Leu

cco
Pro

ccc
Pro
350
tac
Tyr

gat
Asp

cgt

cec
Fro

gac
2sp
430
gayg
Glu

cct
Pro

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln
510
ate
Ile

att
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

gge
Gly
590

ggc

gag
Glu

aat
Asn

gtg
Val
335
cto
Leu

teg
Ser

gat
Asp

gee
Ala

aag
Lys
415
gtg
Val

cgc
Arg

ttt
Phe

cag
Gln

gac
Asp
495
atg
Met

tec
Ser

ggc
Gly

gat
Asp

tte
Phe
5175
atg
Mat

acc

cga
Arg

gge
Gly
320
ace
Thr

tce
Ser

atg
Met

cogt
Arg

gag
Glu
400
aac
Asn

gtc
Val

gag
Glu

ctyg
Leu

gta
Val
480
goe
Ala

cag
Gln

teg
Ser

gce
Ala

gct
Ala
560
aag
Lys

gtc
Val

goe

2171

2219

2267

2315

2363

2507

2555

2603

2651

2699

2747

27985

2891

2539

2987

3035

3083



Lys Asn Trp Gln

595
aac
Asn

Asp

tte
Phe
6l0
cte
Leu

atg
Met

ccg
Fro

cge
Arg

tac
Tyr

tge
Cys

ggt
Gly

gcg
Ala

Leun

tte
Phe

aaa
Lys

625
Tttt
Phe

cte
Leu

aag
Lys

gac
Asp

atg
Mat

gag
Glu

ccatggcggg
ttgettegect
ttgteggega
cgcttecgge
cgtotgogoa
tegacgagtce
tagecacgcaa
gacgcgagte
cgcgecegey
gacgcgagga
tegiticcgea
ggttccgaac
ctcegraggt
cgcgeetiag
cgctgogetg
cgegaatege
aatagtaggg
ctaagggage
acctategge
gcceacgcga
cacagcigeg
gtggecagggyg
acgcgeggge
gcacgegage
tatgtatgeg
ttcgateggt
cccgggggat
tagtgagtceyg
cecthggoghtt
tagcgaagag
ggacgcgooe
cgctacactt
cacgttogee
tagtgettta
gccatcgeoce
tggactctiyg
ataagggatt
taacgegaat
gtgcgeggaa
agacaataac
cattteccgty
ccagaaacge

gag
Glu

acg
Thr

gte
val
675

ES 2 688953 T3

Phe Tyxr
600
aag

Lys

dac
Asp
515
cag
Gln

teg
Ser

630

tac
Tyr

gat
Asp
645
gte
Val

cte
Leu
660
cte
Len

gag
Glu

cgagogagey
tegetttget
tgectgectg
geggececateyg
cgaccectge
gcacgtcaca
cgatettagy
gcegoogaga
cgatgteotge
ggaccgaaga
tacactcecc
gegycaagga
tctogeagge
ctecactctce
gcegcgaceyg
tegggttgta
gg9999g999g
gtaggggttt
ggagaacttyg
ggcdggeoged
cgtggagtoy
atggatgcce
ctgcgatgeg
gagecgeccoga
gggagactte
ctacggcgecy
ccactagttc
tattacgcge
acgcaactta
gccogoacog
tgtageggeg
gocagogeos
ggcttteccc
cggeaccteg
tgatagacgg
ttecazactg
tigeegatet
tttaacaaaa
cceetatitg
cctgateaaat
tegeccttat
tggtgaaagt

gag
Glua

ttyg
Leu

cct
Pro

oo
Pro

ggt
Gly

ceo
Pro

atg
Met

cct
Pro

aag

Lys

680

agegedegag
ttgotteaca
ccaaccagee
attcaattca
acgaccacgae
tatctcagat
ggtocteget
cgcigcagea
ctggegocga
gagacgetgg
cattcgagct
ttttggetct
cggcagitggt
goccacgoge
gctgegooag
agggtttcas
gtaccecacce
cgttgaccay
coaggogoga
tggcgataca
gctgegagaa
aggtacgteg
agcacygcgat
gcaaatgoecea
gatggccgaa
agcaggaaag
tagagcgygec
goteactgge
ategeettge
atcgoectte
cattaagcge
tagegeocge
gtcaagctct
acccoaaaaa
tttttecgece
gaacaacact
cggoctattg
tattaacget
tttatttttc
gettcaataa
tcoettittt
zaaagatget

Asp

gtc
Val

dag
GClu

gtec
Val

gtc
Val
665
coo
Pro

Lys bhrg

gee
Ala

gat
Asp

cte
Lieu

aag
Lys
€35
ctc
Leu

ctc
Leu
650
cec
Pro

gct
Ala

aag
Lys

gac
Asp

cgegeaagtyg
caacctaagt
agccatecegy
ceccateocgat
caaggcocaac
gecatttggac
cattgcatec
ggecgctecg
ctgatctotg
ggtatgeagy
tgectegtect
ggtgggtygga
cgttagaaat
gcateogecge
agtacgacag
gggtegggeg
cgggcaggtt
agaagecggag
ggcaghtcte
gocgaggegac
ggctictege
gegtgeacge
gogagcacge
cggaacacge
aggggtgcaa
ggagcaagygd
gocaccgegyg
cgtcgtttta
agcacatece
cecaacagtthg
ggcgyggtgtyg
tcettteget
aaatecggggd
acttgattayg
tttgacgtty
caaccctate
gttaaaaaat
tacaatttag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggeatttt
gaagatcagt

37

Ser
605
atg
Met

Tyr

geg
Ala
620
gac
Asp

aag
Lys

gtt
Val

gay
Glu

kLt
Fha

gge
Gly
gce taa
Ala

cgca agcgcc
atgaattcaa
ceggecgice
acgttecgece
gcgeegetca
tgtgagtgtt
gticgggoco
acgcgagggc
gagcgcaagg
atatacccgy
tggcagagec
ctecegatega
agggagtgcc
catgecegeeg
tgggacagag
tegtegegty
ctoctogoeea
aacctgecge
caatttgegg
cgcgcggdgge
tggottggtt
gcccagggag
gatgcgagea
gtittttgtt
ggcraaaaga
gcggaatict
tggagetceca
caacgtcgtg
cctittcgeea
cgeagoctga
gtggttacge
ttettcoott
ctcectitag
ggtgatggtt
gagtccacgt
teggtctatt
gagctgatit
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gecttectgt
tgggtgcacg

Gly

cgt
Arg

atc
Ile

tte
Phe

cog
Pro
670
gttctttttt

Thr Ala

gco
Alz

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
£40
gac
Bsp

gty
Val
655
ctc
Len

cac
His

tigecctiget
gttttettge
ttgacgectt
ccotcacgte
gctcagettyg
attatgecac
tgoaggegty
tegagetege
aagacacggc
ggegggacat
gagcgcgaac
ggcgcaggtt
ggagtctiga
tceegtetgt
cteogaggega
ccaaagtgaa
gcctaagtge
ggcgeggaga
acagcggcgc
cgegtggega
ggaggtegogy
aazaggacay
cgcgatgoya
tggtgattte
tgctgacage
tetgeotiga
attegcocta
actgggaaas
gctggegtaa
atggcgaatyg
gcagcgtgac
cetttotege
ggttcegatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgatit
aacazmasatt
tcggggaaat
teegcocteatg
gagtattcaa
ttttgceteac
agtgggttac

3131

3178

3227

3275

3324

33e4
3444
3504
3564
3624
3684
3744
3804
3864
3924
3984
4044
43104
4164
4224
4284
4344
4404
4464
4524
4584
4644
4704
4764
4824
4884
45944
3004
5064
5124
5184
5244
5304
5364
5424
5484
5544
5604
5664
5724
5784
5844



10

atcgaactgy
ccaatgatga
gggcaagagoe
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga

‘gcaacaacgt
ttaatagact

gctggetggt
gcageactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatecctt
goeggtggttt
agcagagcogo
aagaactetg
gocagtggeg
gcogeageggt
tacaccgaac
agaaaggcedg
cttecaggga
gagcgtogat
geggectttt
ttatececcctg
cgcagecegaa
cgcaaacoge
ccocgactgga
gcaccceagy
taacaatttc
cactaaaggg
cttgatateg

atctcaacag
agcacttttaa
aacteggteg
azaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagecat
tgcgeaaact
ggatggaggce
ttattgetga
ggccagatgg
tggatgaacyg
tgtcagaceca
amaggatcta
tttegtteca
tttttectgeg
gtttgcocgga
agataccaaa
tageaccgec
ataagteqgtg
cggygetgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctyg
ttitgtgatog
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgaged
cteteceoge
aagcgggeag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aattceoctgea

ES 2 688953 T3

cggtaagatc
agttctgeta
ccgcatacac
tacggatgge
tgeggeocaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggatazagtt
taaatcigga
taageectec
aaatagacag
agtttactea
ggtgaagatec
ctgagegtca
cgtaatctge
tcaagageta
tactgtccett
tacatacctc
tettaceggy
ggggggttey
acagcegtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctecgteagygg
ggectittge
taaccgtatt
cagegagtca
gegttggeeg
tgagcgeaac
tatgctteeg
cagctatgac
gggtaccygg
gcc

<210> 15

<211> 684

<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<400> 15

Met Ser Ala Thr Arg Ala Ala

1 5

Ala Leu Thr Thr Pre Val Lys

20
Ala Leu

Ala Ser Ala

35

Gly Arg

Gly Gly Asp Ala Ala Lys Lys
55

Ala Thr

70

Gly Pro Asn

65

Arg Gly

Gln Ala Ala Thr Asp Ala

85

Asp

cttgagagtt
tgtggegegy
tattctcecaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggacecac
geccggtgage
cgtatcgtag
atcgectgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacceccgtag
tgottgeaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctetgetaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaas
agggtcggaa
agtectgteg
gggcggagoec
tggcctittg
acagocttthg
gtgagcgagyg
attcattaat
gcaattaatg
gctegtatgt
catgattacg
cecceecteg

Thr Arg

10
Gln Gin
25

Ala
40

Ala
Ala Ala
Arg Glu

Arg Phe

80

38

Thr

Gin

Ala

Bla

Lys

YVal

ttecgocecga
tattateccecceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgategg
ctcgocttga
ccacgatgoeo
ctctagette
ttectgeacte
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgecectc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaadaaaacc
tteocgaaggt
cgtagtitagg
tectgttace
gacgatagtt

cecagcettgga

gegocacget
caggagagcy
ggtttcgeea
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagoggaaga
geagctggea
tgagttagcet
tgtgtggaat
ccaagogoge
aggtogacgg

Ala Rla Al

Gln Gln Gl

Ala Phe Se

Ala Arg Al

60
Le

Ser Ser

15

Gly Leu

Thr

agaacgtittt

‘tattgacgee

tgagtactea
cagtgcetgec
aggaccgaag
tecgttgggaa
tgtagecaaty
ccggcaacaa
ggoacttecy
cggtatecatt
gacggggagt
actgattaag
agaactteat
caaaatcect
aggatcttct
accgctacea
aactggettc
ccaccacttc
agtggctget
accggataayg
gogaacgace
tcocecegaagyg
cacgagggag
cctectgactt
cgocagcaac
ctttectagceg
taccgctege
gegeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagegga
aattaaccct
tatcgataag

Ser
15

a Lesu
n Leu Arg
r Ser Gly
a Phe Ser
uAla T

Ala
95

Gly

Ser

Val

Thr

Thr

Val
8O

Gln

5304
5964
6024
6084
6144
6204
6264
6324
6384
6444
6504
6564
6624
6684
6744
6804
6864
6924
5984
7044
7104
7164
7224
7284
7344
7404
7464
7524
7584
7644
7704
7764
7824
7847



Pro Gly

115

Phe
Glu
Ser
Met
Ala
185
Arg
Pro
Gly
Lys
Lys
275
Asp
Ile
Val
Met
Met:
355
Ala

Gly

Gly

ES 2 688953 T3

1c0 105

Gly Ala Ile Leu Pro Val Phe Asp Rla

120

Lys Phe Ile Leu Ala Arg His Glu Gln
135 _ 140

Gly Tyr Ala Arg Ala Thr Gly Lys Pro
150 155

Gly Pro Gly Ala Thr Asn Thr Ile Thr
165 170

Asp Gly Thr Pro Leu Leu Val Fhe Thr
180 185

vzl Gly Thr Asp Ala Phe 6ln Glu Cys
200

Bla Cys Thr Lys Trp Asn Val Met val
215 | 220

2rg Arg Ile Asn Glu Ala Phe Glu Ile
230 235

Pro Val Leu Val Asp Leu Pro Lys Asp
24% 250

Glu Met Pro Asp Ser Ser Pro Glm Val
260 265

Val Glu Leu Phe His Lys Glu Arg Ile
280

Phe Lys Leu Ile Rla Glu Met Ile Asn
285 300

Tyr Ala Gly Gln Gly Val Met Gln Ser
310 315

Leu Lys Glu Phe Ala Glu Lys Ala Asn
325 330

Gln Gly Leu Gly Gly Phe Asp Glu Arg
340 345

Leu Gly Met His Gly 8Ser Ala Tyr Ala
360

Asp Leu Ile Leu Ala Leu Gly Ala Arg
375 ' 380

Arg Val Asp Ala Phe Ala Pro Glu Ala
390 395

Arg Gly Gly Ile Val His Phe Glu Ile
405 410G

39

Phe His Glu Leu Met Arg Glu His Gln Val Asp Thr

ile
125

Gly

Pro
Gly
Asp
205
Lys
Ala
Val
Ala
Gly
285
Arg
Pro
Ile
Ser
Asn
365
Fhe

Arg

Ser

Ile Phe Gly

110

Phe

Ala

Val

Ile

Gln

180

Ile

Asp

Met

Thr

Val

270

Als

Ala

Leu

Pro

Pro

350

Tyr

Asp

Arg

Pro

Giu
Gly
Val
Met
175
Val
Yal
Val
Ser
Ala
255
Arg
Fro
Glu
&sn
Val
335
Leu
Ser
Asp

Ala

Lys
415

Ser
His
Leu
160
Asp
Exro
Gly
Lys
Gly
240
Val
Gln
Gly
Arg
Gly
320
Thr
Ser
Met
Arg
Glu

400

Asn



10

15

Len

Glu.

Pro
Leu
465
Leu
Asp
Ala
Gly
Lys
545
Ser
Val
Lys
Met
Gly
625
Fhe

Lys

Glu

<210> 16
<211> 30
<212> ADN

His
Asn
Trp
450
Glu
Thr
Gln
Ala
Gly
530
Ile
Tyr
Gly
Asn
Phe
610
Leu
Leu

Asp

Met

Lys

Leu

435

Phe

Ser

Glu

Glu

Gln

515

Ala

Ala

Ser

Val

Trp

585

Asn

Tyr

Glu

Thr

Val
675

<213> Schizochytrium sp.

<400> 16

tatcgataag cttgacgteg aattectgea

<210> 17
<211> 32
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

Val
420
Ala
Ala
Val
Leu
val
500
Phe
Gly
Lys
Met
Lys
580
Gln
Pro
Cys
Tyr
Leu

660

Leu

Val

Asn

Gln

Asp

Asn
485

Tyr
Leu
Thx
Pro
Thr
565
Ile
Asp
Arg
Ala
Asp
645

Yal

Glu
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Gln
Val
Ile
Ser
470
Lys
TIle
Thr
Met
Asp
550
Gly
Leu
Len
Fhe
Lys
630
Glu

Leu

Pro

30

Thr

Ala

455

Asp

Gln

Thr

Trp

Gly

335

Ala

Met

Leu

Phe

Asp

615

Gln

Gly

Pro

Pro

Thr Val
425

Pro His
440

Asp Trp

Asp Lys

Ile Lau

Thr Gly
505

Thr Lys
520

Tyr Gly

Ile Val

Glu Leu

Leu Gin
585

Tyxr Asp
600

Lys Val
Ser Glu
Pro Val
Met Val

665

Lys Pro
680

40

Ala

Val

Lys

Val

Glu

490

Val

Bro

Leu

Ile

Ile

570

Asn

Lys

Ala

Leu
650

Pro

Lys

Val Leu Gly Asp

Gln
Glu
Leu
175
Iie
Gly
Arg
Pro
Asp
555
Thr
hsn
Arg
Asp
Lys
635
Leu

Ala

Asp

Arg

Lys
460

Lys

Gln

Ser

Gln

Ser

540

Ile

Ala

Phe

Tyxr

Ala

G20

Asp

Glu

Gly

Ala

Gln

445

His

Pro

Glu

Ris

Trp

525

Ala

Asp

Ala

Gln

Ser

605

Met

Lys

Val

Phe

430

Glu

Pro

sln

Lys

Gln

510

Ile

Ile

Gly

Glu

Gly

580

Gly

Arg

Ils

Phe

Pro
670

Val
Arg
Phe
Gln
Asp
495
Met
Ser
Gly
Asp
Phe
575
Met
Thr
ala
Lys
Val

655

Leu

Val

Glu

Leu

Val

480

Ala

Gin

Ser

Ala

560

Lys

Val

Ala

Lys

Glu

640

BAsp

His
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<400> 17
catggtcaag aacgttcagg atctctttta eg

<210> 18

<211> 7847

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> ceb_transcripcion
<222> (1)..(1259)
<223>

<220>

<221> CDS

<222> (1260)..(3314)
<223>

<220>

<221> ceb_transcripcion
<222> (3315)..(4887)
<223>

<220>

<221> mutaciéon
<222> (3042)..(3044)
<223>

<400> 18

ttgtcgacag
gcacggagel
aacgcaacta
gtgtgcacaa
gegogcaage
aatccgegat
tecactggeat
tcgtaacctt
cactgtcagt
cgectggace
ccagcageocg
ggegtgtgea
tgcagagege
gcactigeogg
cagtgggcge
cocgcocogcaca
tggcgggcaa
aaaagaaaga
gaaatgaaag
gaggagcgeg
gagcgagcge

caacttgcaa
tgcgaagagg
ggcccaggec
cegtgttttg
gactgegact
gggtcagtge
gtectageat
ctegcaaceg
cagtcagtea
gectgatgeta
ccagtcgacy
aactaacgtt
agegogoaag
gegeggeged
zaagcogege
cagaagtata
ggaaaggagyd
aagaaagaaa
cacggcacygd
cgcaggacce
grcgagogagce
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32

gttatacgeg
gtttacaagt
tactitcact
cacaaagcgc
gegaggatga
cattegegea
ctitacgega
cgeatcgeorcg
gtcgtgegeg
ctgctagtgg
ccagecaggyg
gaccactgge
tacagaatgc
gaacagtgeg
agtaagcage
cgcegggecga
agacggaaag
gaaagaaaga
cazagcaaagq
gegeggegay
aaggettget

accaccaggce
cgtegtteoat
gtgtcttate
aagatgctcea
ggatgactgg
tgacgectyge
gcaasattca
tttcageety
ctgttecage
cacggcaggt
gaaagteegy
gcccgeegac
gcgaaagate
gaaaggagcyg
ggcggggaac
agtggggegt
agggcgggaa
aagcteggag
caaagcagac
cgagcgagea
gcgagegate

atg agc geg acc ogc geg gog acy agg aca gog
Met Ser Ala Thr Arg Ala Ala Thr Arg Thr Ala

1

5

10

gcg ctg acg acg cct gta aag cag cag cag cag

41

aatctcagea
tegetcoteaa
ttgeectitea
ctegactgtg
cagcctgtte
gagagacaag
ategotttat
actaatctge
accgaggtey
aggagcttgt
cgtcgaaggy
acgagcagga
cacttgegeg
gtgragacgy
ggtatacgca
€gcgegeggyg
agagagagag
ccacgccgcg
ccagccagac

-cggegogoyga

gagcgagcega

cgoccagega
getttgecte
caccgaccga
magaaaggtt
aaaaactgaa
ttaactcgtg
tttttecagtt
agctgegtgg
cgegtegeeg
tgecggaaca
agaggaaggc
agcaggcadc
cggcgggege
cgcgcagtga
gtgcegeggyg
aagtgcggaa
agagagtgaa
gggagagaga
ccagccgaqgy
gcgagegage
gcgggaaygyg

gcg geg ctg teec teg
Ala Ala Leu Ser BSer

135

cag cag ctg cge gta



Als

ggc
Gly

ggc
Gly

gg=
Gly
65

cag
Gln

atec
Iie

tac
Tyr

gac
Bsp

atyg
Met
145
gte
Val

gct
Ala

acc
Thx

atc
Ile

gag
Glu
225
cgoe
Arg

gag
Glu

aay
Lys

acqg
Thr

occ
Pro
305
ccg
Pro

Leu

gcg
Ala

gga
Gly
50

cge
Arg

gcg
Ala

ttt
Phe

cot
Pro

gce
Ala
130
geo
Lla

acc
Thr

tac
Tyr

tct
Ser

agc
Ser
210
cto
Leu

ccg
Pro

cte
Leu

caa
Gln

gcc
Ala
290
gtc
val

gct
Ala

Thr

gcg
Bla
35

gac
Asp

gge
Gly

gcg
Ala

cat
His

ggc
Gly
115
tte
Phe

gag
Glu

teg
Ser

atyg
Met

gct
Bla
195
cge
Arg

ceg
Pro

ggt
Gly

aaqg
Lys

aag
Lys
275
gac
Asp

ate
Tle

gtg
Val

Thr
20

teg
Ser

gcd
Ala

falnls:
Pro

acg
Thi

aag
Glu
100
ggc
Gly

aag
Lys

ggec
Gly

ggc
Gly

gac
Asp
180
gte
Val

geg
Bla

cgc
Arg

cee
Pro

gaa
Glu
260
gtc
Yal

ttc
Fhe

tat
Tyr

cte
Leun

Pro

gca
Ala

geco
Ala

aac
Asn

gac
Asp

cte
Ley

goeo
Ala

tte
Fhe

tac
Tyr

cek
Pro
165
ggt
Gly

gge
Gly

tgc
Cys

cge
Arg

gtg
Val
245
atyg
Met

gag
Glu

aag
Lys

get
Ala

aag
Lys
325

Val

cgy
Arg

aag
Lys

gcyg
Ala
70

gat
Asp

atg
Met

att
Ile

att
Ile

gcg
Ala
150
gga
Gly

acg
Thr

acg
Thr

ace
Thr

atc
Ile
230
cto
Len

fatuls:
Pro

ctt
Leu

cte
Leu

ggc
Gly
310
gag
Glu
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Leu

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cge
Arg

ctyg
Leu

cte
Leu
135
cgc
Arg

goo
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215
aat
Asn

gtec
Val

gac
Asp

ttc
Fhe

att
Ile
295
cag
Gln

tic
Phe

Gin

gcyg

40

gcg
Ala

cgc
Arg

cge
Arg

gagd
Glu

cee
Pro
128
gct
Ala

gco
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

gect
Ala
200
tgy
Trp

gag
Glu

gat
Asp

agc
Ser

cac
His
280
geoe
Als

ggt
Gly

gcg
Ala

Gln

gcc
Bla

gce
Ala

gag
Glu

tte
Phe

cac
His
105
gtt
Val

cge
Arg

acg
Thx

aac
Asn

cte
Leu
18%
ttc
Phe

aac
Asn

gce
Ala

ctt
Leu

tce
Ser
265
aag
Lys

gag
Glu

gtc
Val

gag
Glu

Gln

gcg
Ala

gcyg
Ala

aag
Lys

gte
Val
90

cag
Gln

ttt
Phe

cac
His

ggc
Giy

age
Thr
170
gtg
Val

cag
Gin

gtc
Val

f£tt
Phe

cct
Pro
250
coe
Pro

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

aag
Ly=s
330

42

Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

agc
Ser

ggc
Gly

gtg
Val

gat
Asp

gag
Glu

aag
Lys
155
atec
Ile

tte
Phe

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu
235
aag
Lys

caqg
Gin

cge
Arg

atc
Il=

cag
Gln
315
gce
Ala

‘Gln

tte
Phe

agg
Arg
60

teg
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala

cag
GIn
140
ccc
Pro

ace
Thr

aca
Thr

tgt
Cys

gtc
Val
220
att
Ile

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

aac
Asn
300
age
Ser

zac
Asn

Gln

teg
Ser
45

geg
Ala

cty
Leu

acec
Thr

ace
Thr

att
Ile
125
ggc
Gly

ggc
Gly

cecg
Pro

ggc
Gly

gac
Asp
205
aag
Lys

gce
Ala

atg
Val

got
Ala

ggc
Gly
285
cgt
Arg

ccg
Pro

att
Ile

Leu
30

tec
Ser

tEc
Fhe

geco
Ala

ggc
Gly

atc
Il=
110
ttt
Phe

gcc
Ala

gtt
Val

ate
Ile

cag
Gln
150
att
Ile

gac
Asp

atg
Met

acc
Thr

gtg
Val
270
gct
Ala

gcg
Ala

tig
Leu

ceoc
Pro

Arg

ggc
Gly

tce
Ser

acg
Thr

gco
Ala
95
At o
Fhe

gag
Gin

ggc
Gly

gte
val

atg
Met
175
gtg
Val

gtt
Val

gtg
Val

age
Ser

gcc
Ala
255
cge
Arg

cct
Pro

gag
Glu

aat
Azn

gtg
Val
335

Val

acg
Thr

acg
Thxr

gte
vVal
g0

caa
Gln

gge
Gly

agt
Ser

cac
His

ctc
Leu
160
gat
Asp

cece
Fro

ggc
Gly

aag
Lys

gge
Gly
240
gtt
Val

cag
Gln

ggc
Gly

cga
Arg

ggc
Gly
320
ace
Thr

1403

1451

1488

1547

1585

1643

1691

1739

1787

1835

1883

1831

197¢

2027

2075

2123

2171

2219

2267



ace
Thr

cte
Leu

cag
Gln

gty
Val
385
cgc
Arg

cktc
Len

g=9
Glu

ccg
Pro

cte
Leu
465
cte
Leu

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

aag
Lys
545
toct
Ser

gtt
Val

aag
Lys

atg
Met

ggt
Gly
625
ttt
Phe

ace
Thr

aag
Lys

aac
Asn
370
acg
Thr

gag
Glu

cac
His

aac
Ban

tgg
Trp
450
gag
Glu

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala

ggc
Gly
530
att
Ile

tat
Tyr

ggc
Gly

aac
Asn

tte
Phe
610
cte
Leu

cte
Leu

atg
Met

atg
Met
355
gec
Ala

gge
Gly

gge
Gly

aag
Lys

cto
Leu
435
ttt
Fhe

ket
Ser

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln
515
gce
Alz

gcc

Ala

teg
Ser

gtg
Val

gtt
val
585
aac
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

cag
Gln
340
cte
Leu

gat
Asp

cge

cge
Arg

gte
Val
420
ace
Bla

gcg
Ala

gtt
Val

okt
Len

gte
Val
500
tte
Fhe

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
580
cag
Gln

ccg
Pro

tge
Cys

tac
Tyr

ggt
Gly

gge
Gly

ctt
Leu

gtt
vVal

ggt
Gly
405
gtc
Val

aac
Asn

cag
Gln

gat
Asp

aac
Asn
485
tac
Tyr

ctt
Len

act
Thr

olals]
Pro

aco
Thr
565
att
Ile

gat
Asp

cgo
Arg

gcyg
Ala

gat
Asp

ctc
Leu

atg
Met

ate
Ile

gac

390

ggc
Gly

cag
Gln

gte
Val

atec
Ile

teg
Ser
470
aag
Lys

ate
Ile

acc
Thr

atyg
Met

gat
Asp
550
ggt
Gly

ctt
Leu

ctc
Leu

tte
Fhe

aaa
Lys
630
gayg
Glu
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ggc
Gly

cac
His

ctg
Leu
375
gcc
Al=a

atc
Ile

cce
Pro

acg
Thr

geo
Ala
455
gac
Asp

cag
Gln

ace
Thr

tgg
Trp

gygc
GSly
535
gct
Ala

atg
Met

cti
Leu

ttt
Phe

gac
Asp
615
cag
Gln

ggt
Gly

gyc
Gly

gge
Gly
360
gcg
Ala

ttt
Phe

gtt
Val

acce
Thr

cce
Pro
440
gat
Asp

gac
Asp

att
Ile

acg
Thr

ace
Thr
520
tac
Tyvr

att
Iie

gaa
Glu

ttg
Leun

tac
Tyr
800
aag
Lys

teg
Ser

cceo
Pro

ttt
Fhe
345
tet
Ser

cto
Leu

gct
Ala

cac
His

gtc
Val
425
cac
His

tgg
Trp

aag
Lys

cte
Leu
gge
Gly
505

aag
Lys

ggc
Gly

gtt
Val

tig

Leu

cayg
Gln
585
gac
Asp

gtc
Val

gag
Glu

gte
Val

gac
Asp

goe
Ala

ggt
Gly

cog
Pro

ttt
Fhe
410
gcg
Ala

gty
Val

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
450
gteo
Val

ccg
Fro

ctt
Leu

att
ile

atc
Ile
570
aac
Asn

aag
Lys

gco
Ala

cte
Leu

cte
Leu

43

gag
Glu

tac

Tyx,

gee
Ala

gag
Glu
3985
gag
Glu

gtc
Val

cag
Gln

gag
Glu

cte
Leun
475
att
Ile

g9a
Gly

cge
Arg

ceo
Pro

gac
Asp
555
aca
Thx

aac
Asn

cge
Arg

gat
Asp

aag
Lys
635
cte
Len

cgt
Arg

geo
Ala

cgc
Arg
380
gct
Ala

att
Ile

cto
Leu

oge
Arg

aag
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

age
Ser

cag
Gln

teg
Ser
540
ate
Ile

gca
Ala

ttt
Phe

tac
Tyr

geg
aAla
620
gac
Asp

gay
Glu

agt
Ser

aac
Asn
265
ttt
Phe

cge
Arg

teo
Ser

ggc
Gly

cag
Gln
445
cac
His

ccyg
Fro

gag
Glu

cac
His

tygg
Trp
525
goe
Ala

gat
Asp

goe
Ala

cag
Gln

teg
Ser
605
atg
Met

aag
Lys

gtt
Val

cce
Pro
350
tac
Tyr

gat
Asp

cgt
Arg

cec
Pro

dac
Asp
430
dag
Glu

cet
Pro

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln
510
atc
Ile

att
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

ggc
Gly
590
ggc
Gly

cgt
arg

atc
Ile

tte
FPhe

cte
Leu

teg
Ser

gat
Asp

goc
Ala

aay
Lys
415
gty
Val

cge
Arg

ttt
Fhe

cag
Gln

gac
Asp
495
atg
Met

tee
Ser

age
Gly

gat
Asp

tte
Phe
575
atg
Met

acc
Thxr

gEC
Ala

aag
Lys

gtg
Val

tcec
Ser

atg
Met

cgt
Arg

gag
Glu
400
aag
Asn

gtc
Val

gag
Glu

cty
Len

gtc
Val
480
gcc
Ala

cag
Gln

tcg
Ser

gco
Ala

gct
Ala
568
aag
Lys

gte
Val

gee
Alza

aag
Lys

gag
Glu
6540
gac
Asp

2315

2363

2411

2459

2507

2555

2603

2651

2699

2747

2795

2843

2891

2938

2987

3035

3083

3131

3179

3z27



aag gac acqg cte gte
Liys Asp Thr Leun Val

gag atg gfc cte
Glu Met Val Leun
675

ccatggeggyg
trtgctteget
ttgteggega
cgcttecgge
cgtctgegea
tcgacgagte
tagcacgcaa
gacgegagte
cgegocageyg
gacgcgagga
tegtteoogea
ggttccgaac
ctecegeagat
cygcgccttag
cgctgegetyg
cgcgaatcge
aatagtaggy
ctaagyggage
acctatcgge
gococcacgoga
cacagcltgeg
gtggecagggyg
acgoegoggge
gcacgcgage
tatgtatgeg
ttegateggt
ceegggggat
tagtgagteg
cectggegtt
tagcgaagag
ggacgegeoce
cgetacactt
cacgttcgee
tagtgcttta
gceatcgecee
tggacteitg
ataagggatt
taacgogaat
gtgcgeggaa
agacaataac
catitcogtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccataga
gagctaacceg
ceggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact

qgctggetggt

645

€60

gag
Gl

cgagcgagey
tegettiget
tgcctgeoty
gegdecateg
cgacecctge
geacgtcaca
cgatcttegg
gcogeegaga
cgatgictge
ggaccgaaga
tacactccee
gcggeaagga
tctogcagge
cteactetee
gocgegaceyg
tegggttgta
g9gIgggygy
gtaggggttt
ggagaactig
ggcggcegeg
cgcggagtcg
atggatgecc
ctgegatgeg
gagegocega
gggagactte
ctacggcgeg
ccactagttc
tattacgcoc
acccaactta
goocogoaccey
tgtageggeg
goecagegeoe
gactttecee
cggeaccteg
tgatagacgg
ttccaaactyg
ttgeccgattt
tttaacaaaa
ccectattty
actgataaat
tegecettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aacteoggtoy
aaaagcatet
gtgataacac
cttttitgea
atgaagceat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattygctga

ttg coo
Leu Pro

cct cct
Pro Pro
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680
agegogogagy
ttgcttcaca
ccaaccagec
attcaattca
acgaccacge
tatctcagat
ggtccteget
cgchgocagea
ctggegecyga
gagacgctgy
cattcgaget
ttttggetet
cggeagtggt
gocoacygcge
getgcgoeag
agggtttcaa
gtaccecacce
cgttgaccag
ccaggogega
tggcgataca
gctgegagaa
aggtacgteg
agcacgcgat
gcaaatgccea
gatggcegaa
agcaggaaag
tagagecggeco
gekcactgge
atcgectige
ategeocette
cattaagcge
tagegecege
gtcaagectct
accccaaaas
tittteogeee
gaacaacact
cggcctattyg
tattaacgct
tttattttte
gcttcaataa
toccttttit
aaaagatgct
cggtaagate
agttctgcta
ccgeatacac
tacggatgge
tgeggecaac
caacatgygg
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga

650

atg gtc cece get
Met Val

- 665
aag cod
Lys Pro

Pro Ala

aag gac
Lys Asp

cgegeaagtyg
caacctaagt
agccatcegg
cceatcoegat
caaggccaac
gecatttggac
cattgeaten
ggcegetoeg
ctgatectctg
ggtatgeagy
tgctegteet
ggtgggtagga
cgttagaaat
gcatcgeege
agtacgacag
gggtegggey
cgggcaggtt
agaageggay
ggcagttete
gogaggoegac
ggctteotege
gegtgegege
gegageacge
cggaacacge
aggggtgeaa
ggagcaayggyg
gccaccgogyg
cgteogtttta
agcacatcec
ccaacagttg
ggegggtgtg
tccttieget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctate
gttaaaaaat
tacaatttag
taaatacatt
tattgaaaaa
goggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tatggegegy
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac

googgtgage

44

655

gge ttt ccg cte cac

Gly Phe Pro Lewu His
670

gco taa ghbtetttttt

Ala

cgcaagegec
atgaaticaa
cocggoogtoc
acgticogee
gogeegetea
tgtgagtgtt
gttegggece
acgeogaggoo
gagcgeaagyg
atataceccgg
tgycagageo

ctcegatega.

agggagtgee
catgoceogocg
tggyacagag
tegtcgegtg
ctoctcegoea
aacctgecge
caatttgegg
cgegeggggc
tggcttggtt
gcccagggag
gatgcgagca
gttttrtgtt
ggccazaaga
geggaattet
tggagectcea
caacgtcgtg
cctttocgeca
cgcagcectga
gtggttacge
ttetteceoett
cteoctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggteotatt
gagetgattt
gtggeoacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gecitecetgt
tgggtgcacg
ttegecooga
tattatceeg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctecgecttga
ccacgatgeo
ctectagettce
ttctacgete
gtgggtcteg

ttogeccitget
gttttettge
ttgacgectt
ccctoacgte
gctocagottg
attatgccac
tgeaggegty
togagetege
aagacacgge
ggcgggacat
gagcgcgaac
ggegeagygtt
ggagtcttga
tecocogtetgt
ctcgaggega
ccaaagigaa
geoectaagtge
ggcgoeggaga
acagcggeoge
cgegtggega
ggggteyegg
zasaggacag
cgegatgega
tggtgatttce
tgectgacage
tctgeocttga
attcgeecta
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatyg
gcegegtgac
cctttctege
ggttcegatt
cacgtagtgg
tetttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
tcggggaaat
tcegeteaig
gagtattcaa
ttttgecteac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgce
tgagtactca
cagtgctgea
aggaccgaag
teghtgggaa
tgtagecaaty
coggoaacaa
ggccctkceg
cggtatcatt

3275
3324

3384
3444
3504
3564
3624
3684
3744
3804
3864
3524
3584
4044
4104
4164
4224
4284
4344
4404
4464
4524
4584
1644
4704
4764
4824
48814
4944
5004
5064
5124
5184
5244
5304
5364
5424
5484
5544
5604
5664
5724
5784
5844
5904
5564
6024
6084
6144
6204
6264
6324
6384
6444
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geagoactgg
caggecaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagateoctt
goggtggttt
agcagagoge
aagaactctyg
gceagtggeg
gogoageggt
tacaccgaac
agasagygcegg
ctteoceagggg
gagcgtcgat
geggecktt
ttatececty
cgoagecgaga
cgcaaaccqgc
ccegactgga
gcaccocagyg
taacaattte
cactaaaggg
cttgacgteg

ggecagatgy
tggatgaacyg
tgtcagacca
azaggatcta
ttteghteoca
tttttctgeg
gtttgecgga
agataccaaa
tagcaccgee
ataagtecgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatce
gaaacgcctg
tttitgtgatg
tacggttect
attetgtgga
cgaccgagoey
ctcteccege
aagegdgoag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aattectgea

ES 2 688953 T3

taagoectee
aaatagacag
agtttactea
ggtgaagate
ctgagegtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcctt
tacataccte
tcttaceggy
agggggttey
acagegtgag
ggtaagegygce
gtatctttat
ctcgtcaggyg
ggecttttge
taaccgtatt
cagegagtca
gcgtiggecg
tgagegcaac
tatgctteog
cagctatgac

gggtacegygyg
gco

<210> 19

<211> 684

<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.

<400> 19

Met Se
1

Ala Le

Gly Al

G1
50

Giy

Gly Ar

63

Gin 21

Ile

Tyr

Al

13

Met

Phe

Pro

Ala

r Ala Thr

Thr
20

1 Thr

a Ala Ser

35

y Asp Ala

g Gly Pro

a Ala Thr

Arg

Pro

Ala

Ala

Asn

BAsp

Bla Ala

Val Lys

Arg Leu

Lys Lys

55
Ala Thx
70

Asp Ala

85

Glu
100

His

Gly Gly

115

a Phe
0

Lys

Glu Gly

Leu

Ala

Phe

Tyr

Met Arg

Ile Leu

Ile Leu

135

Ala Arg

cgtatcgtag
atcgetgaga
tatatactit
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgeaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctotgotaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtectgteog
gggcggagec
tggoctittg
accgoctttg
gtgagcgagg
attcattaat
geaattaztg
gctegtatgt
catgattacg
cocooocoteg

Thr Arg Thr

Gln Gln Gln

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

Arg Glu Lys

Phe Val

20

Arg

His Gln

105

Glu

Pro Val Phe
120 :

Ala Arg His

Ala Thr

45

Gly

ttatctacac
taggtgecte
agattgattt
atcteatgac
zazagatcaa
caasaaadacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tectgttace
gacgatagtt
ccagecttgoa
gegeocacget
caggagageg
ggtttcgeeca
tatggazaaa
cteacatgtt
agtgagcetga
aagcggaaga
gcagctggea
tgagttagcet
tgtgtggaat
coaagogoge
aggtegacgy

Ala Rla

Gln Gln

Ala Phe

Ala Arg

&0

Ser Ser

Gly Leu
Val Asp

Zsp Ala

gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatcoect
aggatcttet
acegetacea
aactggcttc
ccaccacttc
agtggetget
aceggataag
gogaacgace
toceocgaaggg
cacgagggayg
cctetgactt
cgccagcaac
ctttecetgeg
taccgetege
gegeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccet
tatcgataag

Ala

Gln

Ser

Ala

Leau

Thr

Thr

Ile

Leu
Leu
30

Ser
Phe
Ala
Gly
Ile

110

Phe

125

Glu Gln

140

Lys Pro

Gly

Gly

Ala

Val

Ser

Arg

Gly

Ser

Thr

Ala

Phe

Glu

Gly

Val

Sex

Val

Thr

Thr

VYal

80

Gin

Gly

Ser

His

Len

6504
6564
6624
6684
6744
6BC4
6864
6924
6984
7044
7104
7164
7224
7284
7344
7404
7464
7522
7584
7644
7704
7764
7824
7847



145

Val Thr

Rla Tyr

Thr Ser

Ile Ser
210

Glu Leu
225

Arg Pro
Glu Leu
Lys Gln
Thr Ala

250

Pro Val
305

Pro Ala
Thr Thr
Leu Lys
Gln Asn

370

Val Thr
385

Arg Glu
Leu His

Glu Asn

Pro Trp
450

Ser
Met
Ala
155
Arg
Pro
Gly
Lys
Lys
275
Asp
Ile
Val
Met
Met
355
Ala
Gly
Gly
Lys
Leu

435

Phe

Gly
Asp
180
val
Ala
Arg
Pro
Glu
260
Val
Phe
Tyr
Leu
Gln
340
Leu
Asp
Arg
Arg
Val
420

Ala

Ala

Pro
165
Gly
Gly
Cys
Arg
Val
245
Mek
Glu
Lys
Ala
Lys
325
Gly
Gly
Leu
Val
Gly
405
val

Asn

Gln

ES 2 688953 T3

150

Gliy
Thr
Thr
Thr
Ile
230
Leu
Pro
Leu
Leu
Gly
310
Glu
Leun
Met:
Ile
Asp
390
Gly
Gln

Val

Ile

Zla
Pro
Asp
Lys
215
Asn
Yal
Asp
Phe
ile
285
Gln
Fhe
Gly
His
Leun
375
Ala
Ile
Pro

Thr

Ala
4155

Thr Asn

Leu Leu
185

Ala Phe
200

Trp Asn

Glu Ala

Asp Leu

Ser Ser
265

His Lys
280

Ala Glu

Gly Val

Ala Glu

Gly Phe
345

Gly Ser
360

Ala Leu
Phe Ala
Val His
Thxr Val

425

Pro His
440

Asp Trp

46

Thr
170
Val
Gln
Val
Phe
Pro
250
Pro
Glua
Met
Met
Lys
330
Asp
Ala
Gly
Pro
FPhe
410
Ala

Val

Lys

155

Ile

Phe

Glu

Met

Glu

235

Lys

Gln

Arg

Ile

Gln

315

Ala

Glu

Tyr

Ala

Glu

395

Glu

Val

Gln

Glu

Thr
Thy
Cys
Val
220
Ile
Asp
Val
Tle
Asn
300
Ser
Asn
Arg
Ala
Arg
380
Ala
Ile
Leu

Arg

Lys
460

Fro

Gly

Asp

205

Lys

Alz

Val

aAla

Gly

285

Arg

Pro

Ile

Ser

Asn

365

Phe

Arg

Serx

Gly

Gln

445

His

Ile
Gln
190
Ile
Asp
Met
Thr
Val
270
Als
Ala
Leu
Pro
Pro
350
Tyxz
Asp
Arg
Pro
Asp
430

Glu

Pro

Mat
175
Val
Val
Val
Ser
Ala
255
Arg
Pro
Glu
Fi¥orsl
Val
335
Leu
Ser
Asp
Ala
Lys
415
Val

Arg

Phe

160

Asp
Pro
Gly
Lys
Gly
240
Val
Gln
Gly
Aryg
Gly
320
Thr
Ser
Met
Arg
Glu
400
Asn
Val

Glu

Leu
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15

20

25

<210> 20
<211> 26

Leu
485

Leu

Gly
Lys
545
Ser
Val
Lys
Met
Gly
625
Phe

Lys

Glu

<212> ADN
<213> Schizochytrium sp.

<400> 20

Glu

Thr

Gln

Ala

Gly

530

Ile

Tyr

Gly

Aszn

Phe

610

Leu

Leu

Asp

Met

Ser

Gla

Giln

Gln

515

Ala

Ala

Ser

Val

Val

585

Asn

Tyx

Glu

Thr

Val
675

Val
Leu
Val
500
Fhe
Gly
Lys
Met
Lys
580
Gln
Pro
Cys
Tyr
Leau

660

Leu

ceggecaggt geagacetet getgte

<210> 21

<211> 7847
<212> ADN
<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> ceb_transcripcion
<222> (1)..(1259)

<223>

<220>

<221> mutacion

<222> (1334)..(1835)

<223>

Asp
Asn
485
Tyr
Leu
Thr
Pro
Thr
565
Ile
Asp
Arg
Ala
Asp
645

Val

Glu

28

ES 2 688953 T3

Ser
470
Lys
Ile
Thr
Met
Asp
550
Gly
Leu
Leu
Phe
Lys
G630
Glu

Leu

Pro

Asp
Gln
Thr
Trp
Gly
535
Ala
Met
Leu
Phe
Asp
615
Gln
Gly

Pro

Pro

Asp
Ile
Thr
Thx
520
Tyr
Iie
Glu
Leu
Tyr
600
Lys
Ser
Pro

Met

Lys
680

47

Lys Val Leu Lys

Len

Gly
505
Lys
Gly
Val

Leu

Gln
585

Bsp
Val
Glu
Val
Val

665

Pro

Glu
490
Val
Pro
Ley
Ile
Ile
S7¢
Asn
Lys
Ala
Letu
Leu
650

Pro

Lys

475

Ile

Gly

Arg

Pro

Asp

555

Thr

Asn

Arg

Asp

Lys

635

Leu

Ala

Asp

Gln

Ser

Gln

Ser

549

Tle

Ala

Fhe

Tyr

Ala

620

Asp

Glu

Gly

Ala

Trp
525
Ala
Asp
Ala
Gln
Ser
605
Met
Lys

Val

Fhe

Lys
Gln
510
Ile
Ile
Gly
Glu
Gly
590
Gly
Arg
1ls

Fhe

Pro
870

Eln Val
480

Asp Ala
495

Met Gln

Ser BSer

Gly Ala

Asp Ala
560

Phe Lys
575

Met Val

Thr Ala

Ala Lys

Lys Glu
640

Val Asp
g855

Leu His
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<220>

<221>CDS

<222> (1260)..(3314)

<223>

<220>

<221> ceb_transcripcién

<222> (3315)..(4887)

<223>

<400> 21

ES 2 688953 T3

ttgtcgacag
gcacggaget
aacygcaacta
gtgtgcacaa
gcgegeoaage
aatcecgegat
tecactggeat
tegtaacctt
cactgtcagt
cgectggace
cecagcagoog
ggcgtgtgea
tgeagagege
gcacttgogg
cagtgggege
ccgoogeaca
tggcgggeaa
aaaagaaaga
gaaatgaaag
gaggagcgcd
gagcgagoge

cazacttgcaa
tgegaagagg
ggcccaggeo
ccgtgttttg
gactgcgact
gggtcagtge
gtcctageat
ctecgeaaceg
cagktcagteca
gotgctgeta
ccagtegacyg
aactaacgtt
agcgcgcaay
gegeggegey
aaagoogoge
cagaagtata
ggaaagyady
aagaaagaaa
cacggeacgyg
cgcaggaccc
gegagegage

gttatacgog
gtttacaagt
tactitcact
cacaaagege
gogaggatga
cattcgegea
ctttacgega
cgaatcogoeg
gtegtgegeyg
ctgctagtgg
ccagecagygg
gaccactggc
tgcagaatge
gaacagtgeg
agtaagecagc
cgcgggecga
agacggaaag
gaaagaaaga
caaagcaaag
gegcggegag
aaggettget

Aaccaccagge
egtcgtticat
gtgtcttgtc
aagatgctea
ggatgactgyg
tgacgoetge
gcaaaattca
tttecageetg
ctgttocage
cacggeaggt
gaaagtocgg
gococegoogac
gcgaaagate
gaaaggageg
ggcggggaac
agtggggegt
agggegggaa
aagetoeggag
caaagcagac
cgagocgagea
gegagaegate

gatctcagea
tcgctetcaa
ttgcotttea
ctcgactgtg
cagcetgtte
gagagacaag
ategetttat
actaatetge
accgaggtog
aggagctigt
cgtcgaaggy
acgagoagga
cacttgegeg
gtgcagacyg
ggtatacgea
cgcgegeyggy
agagagagag
ccacgcegeg
cecagocagac
cggogogega
gagcgagega

atg
Met
1

gcg
ila

gge
Gly

qgc
Gly

gga
Gly
65

cag
Gln

atc
Ile

tac

agc
Ser

ctqg
Leau

gcg
Ala

gga
Gly
50

cge
Arg

gcg
Ala

ttt
Phe

cct

gcyg
Ala

acy
Thr

gcg
Ala
35

gac
Asp

gge
Gly

gcg
Ala

cat
His

qgc

ace
Thr

acg
Thx
20

tcg
Ser

gcg
ala

cce
Ero

acyg
Thr

gag
Glu
100

ggc

cge
Arg
5

cct
Pro

gca
Ala

gco
Ala

aac
Asn

gac
Asp
85

cte
Leu

gcc

gcg
Ala

gta
Val

cgg
Arg

aag
Lys

gcg
Ala
70

gat
Asp

atg
Met

att

gcg
Ala

aag
Lys

ctg
Leun

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cyge
Arg

ctg

acy
Thr

cag
Glin

geg
Ala
40

gcg
Ala

cge
Arg

cge
Arg

gag
Glu

cccC

agg
Arg

cag
Gln
25

gec
Ala

gce
Ala

gayg
Glu

ttc
Phe

cac
His
105
gtt

aca
Thr
10

cag
Gln

geg
Ala

gcg
Ala

aag
Lys

gtc
Val
a0

cag
Gln

ttt

48

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
ala

gcag
Ala

age
Sexr
75

ggc
Gly

gtg
Yal

gat

gcg
Ala

cag
Gln

tte
Phe

gac
Asp

gco

dcg
Ala

cay
Gln

teg
Ser
45

gcg
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

acc
Thr

att

ctyg
Leu

ctg
Leu
30

tecc
Ser

tte
Phe

geo
Ala

ggc
Gly

atc
Ile
110
ttt

cgeceadega
getttgecte

caccgaccga -

aagaaaggtt
aaaaactgaa
ttaactegtyg
tttttecagtt
agctgegtgg
cgegtogoeg
tgceggaaca
agaggasgge
agcaggcage
cggcggygege
cgcgcagtga
gtgcegeggy
aagtgecggaa
agagagtgaa
gggagagaga
céagocgagy
gcgagcgage
gegggaagg
tee teg
Ser Ser
i5
cagc
Arg

gta
val

ggc
Gly

acg
Thr

teco
Ser

acg
Thxr

acg
Thr

gtc
Val
80

caa
Gln

gec
Ala
95

ttt
Phe

ggc
Gly

gag agt

B0
126
180
240
300
360
420
480
540
600
6&D
720
780
840
800
960

1620
1080
1140
1200
1259
1307

1355

1403

1451

1488

1547

1595

1643



Tyr

gac
Asp

atg
Met
145
gtc
Val

gct
Ala

acc
Thr

ate
Ile

gag
Glu
225
cgeo

gag
Glu

aag
Lys

acg
Thr

cee
Pro
305
[afaty]
Pro

acc
Thr

cte
Leu

cag
Gln

gtg
Val
385
cge
Arg

cte
Leu

Pro

gee
Ala
130
goo
Ala

ace
Thr

tac
Tyr

tot
Ser

age
Sex
210
cte
Len

ceyg
Pro

ctc
Leu

caa
Gln

qcc
Ala
2580
gtec
Val

got
Ala

acc
Thr

aag
Lys

aac
Asn
370
acg
Thr

gag
Glu

cac
His

Gly
115
tte
Phe

gag

Glu

teg
Ber

atg
Met

gct
2la
1585
cge
Arg

cCg
Fro

ggt
Gly

aag
Lys

aag
Lys
275
gac
Asp

atc
Ile

gty
val

atg
Met

atg
Met
355
gCC
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Gly

aag
Lys

ggc
Gly

ggc
Gly

‘gag

Asp
130
gte
Val

gcg
Bla

cgc
Arg

cec
Pro

gaa
Glu
260
gtc
Val

tte
FPhe

tat
Tyr

cte
Leu

cag
Gln
340
cte
Leun

gat
Asp

cge
Arg

cga
Arg

gtc
Val
420

Ala

tte
Phe

tac
Tyr

cct
Pxo
165

ggt
Gly

gge
Gly

tge
Cys

cge
Arg

gtg
val
245
atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gct
Ala

aag
Lys
325
ggt
Gly

ggc
Giy

ctt
Leu

gtt
Val

ggt
Gly
405
gtc
Val

Ile

att
Iie

geyg
Ala
150
gga
Gly

acg
Thr

acg
Thr

ace
Thr

atc
lle
230
cte
Leu

ooo
Pro

ctt
Leu

cte
Leu

gga
Gly
310
gag
Glu

cta
Leu

atyg
Met

atec
Ile

gac
Asp
390
ggc
Gly

cag
Gln

ES 2 688953 T3

Leu Pro Val

cte

120
gct

cge

Leu Ala Arg

135
cgc
Arg

geo
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215
aat
Asn

gte
val

gac
Asp

tte
Phe

att
Iie
295
cag
Gln

tte
Fhe

gge
Gly

cac
His

ctyg
Leu
375
gee
Ala

ate
Iie

folala!
Pro

gce
Als

acc
Thr

ctyg
Len

gct
Ala
200
tgg
Trp

gag
Glu

gat
Asp

age
Ser

cac
His
280
gee
Ala

ggt
Giy

gcy
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly
360
gcg
Ala

thE
Phe

gtt
val

ace
Thr

acg
The

aac
Asn

cte
Leu
185
ttc
Phe

aac
Asn

gcc
Ala

ctt
Leu

toe
Sex
265
aag
Lys

gag
Glu

atc
Val

gag
Glu

Lkt
Phe
345
tct
Ser

ctc
Leu

gct
Ala

cac
His

gta
Val
425

Fhe

a0
His

gge
Gly

acc
Thr
i70
gty
Val

cag
Gln

gte
Val

Tttt
Phe

cect
Pro
250
cco
Pro

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

aag
Lys
330
gac
Asp

gee
Alzs

ggt
Gly

ceg
Pro

ttt
Phe
410
gcg
Ala

49

Asp

gag
Glu

aaqg
Lys
155
atc
Ile

tte
Phe

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu
235
aag
Lys

cag
Gln

cge

atc
Ile

cag
Gln
315
goo
Ala

gzg
Glu

tac
Ty

gco
Ala

gag
Glu
395
Jgag
Glu

gtc
Val

Ala

cag
Gln
140
cec
FPro

acc
Thr

acc
Thr

tgt
Cys

gtc
Val
220
att
Ile

gat
Asp

gkt
Val

att
Ile

aadc
Asn
200
agce
Ser

aac
Asn

cgt
ATg

gco
Bla

cge
Arg
380
gct
Zla

att
Ile

ctc
Leu

Tle
125
ggc
Gly

ggc
Gly

ceg
Pro

ggc
Gly

gac
Asp
205
aag
Lys

goeo
Ala

gtg
val

gct
Ala

ggc
Giy
285
cgt
Arg

ccg
Pro

att
Ile

agl
Serx

aac
Asn
365
£ttt
Phe

cge
Arg

teo
Ser

gge
Gly

Phe Glu Ser

gee
Ala

gtt
val

ate
Tle

cag
Gln
190
att
Ile

gac
Asp

atg
Met

ace
Thr

gtg
Val
270
gct
Ala

gacg
Ala

ttg
Leu

cce
Pro

ccc
Pro
350
tac
Tyx

gat
Asp

egt
ATy

cCce
Pro

gac
Asp
430

gge,

Gly

gte
Val

atg
Met
175
gty
Val

gtt
Val

gtg
val
age
Ser
geco
Ala
255

cgc
Arg

cct
Fro

gay
Glu

aat
Asn

gty
Val

335
cte
Leu

teg
Ser

gat
Asp

gce
Ala

aay
Lys
415
gtg
Val

cac
His

cte
Leu
160
gat
Asp

cag
Gln

ggc
Gly

aag
Lys

ggc
Gly
240
gtt
Val

cag
Gln

ggc
Gly

cga
Arg

ggc
Gly
320
acc
Thr

tee
Ser

atg
Met

ogt
Arg

gag
Glu
400
aac
Asn

gtc
Val

1651

17398

1787

1835

1883

1831

1979

2027

2075

2123

2171

2219

2267

2315

2363

2411

2459

2507

2555



gag
Glu

ccyg
Pro

cte
Leu
465
cte
Leu

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

aag
Lys
545
tet
Ser

gtt
Val

azg
Lys

atg
Met

gyt
Giy
625
ttt
Fhe

aag
Lys

gag
Glu

zac
Asn

tgg

4150

gag
Glu

acyg
Thr

cag
Gln

gcg
Alas

ggc
Gly
530
att
Ile

tat
Tyr

ggc
Gly

aac
Asn

tte
Phe
610
cto
Leu

cte
Len

gac
Asp

atg
Met

cte
Leu
435
£ttt
Phe

tect
Ser

gag
zlu

gag
Glu

cag
Gin
515
gce
Ala

gce
2la

teg
Ser

gtg
Val

tgy
Trp
595
aac
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

acy
Thr

gtc
Val
675

gec
Ala

gcg
Ala

gtt
Val

ctt
Len

gte
Val
500
tte
Fhe

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met

aaqg
Lys
580
cag
Gln

ccg
Pro

tgc
Cys

tac
Tyr

cte
Leu
660
cte
Leu

aac
Asn

cag
Gln

gat
Asp

2AC
Asn
4B5
tac
Tyx

ctt
L.eu

act
Thx

cce
Pro

ace
Thxr
565
att
Ile
gat
Asp

cgc
Arg

gcg
Ala

gat
Asp
645
gtc
Val

gag
Glu

gtc
Val

atc
Ile

teg
Ser

470

aag
Lys

ate
Ile

acc
Thr

atg
Met

gat
Asp
350

ggt
Gly

ctt
Leu

cte
Leu

tte
Phe

2aa
Lys
630
gag
Glu

ttg
Len

cct
Pro

ES 2 688953 T3

acg
Thr

gce
Alz

455’
-gac

Asp

cag
Gln

ace
Thr

tgy
Trp

ggc
Gly
535
gct
Ala

atg
Met

ctt
Leu

ttt
FPhe

gac
Asp
615
cag
Gln

ggt
Gly

coo
Pro

cck
Pro

coce
Pro
440
gat
Asp

gac
Asp

att
Ile

acg
Thr

acc
Thr
520
tac
Tyr

att
Ile

gaa

Glu’

ttg
Leu

tac
Tyr
600
aag
Lys

teg
Ser

cocc
Pro

atg
Mat

aag
Lys
B8O

cac gtg
His Val

aag
Lys

gtt
Val

tgy
Trp

aag
Lys

cte
Leu

gag
Glu
450
gte
Val

ggc
Gly
505
aag
Lys

ccg
Pro

ctt
e

gge
Gly

att
Ile

gtt
Val

ate
Ile
570
aac
Asn

ttg
Leu

cagy
Gln
585
gac
Asp

2ag
Lys

goo
Ala

gtc
Val

cte
Leu

gag
Glu

cte
Len
650
cce
Fro

gtc
Val

gte
Val
665
[alele;
Pro

aag
Lys

cag
Gln

gag
Glu

cteo
Leu
475
att
Ile

gga
Gly

cgc
Arg

cce
Pro

gac
Asp
555
aca
Thr

aac
Asn

cge
Arg

gat
Asp

aag
Lys
635
cta
Len

gct
Ala

gac
Asp

cgc
Arg

aag
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

age
Ser

cag
Gln

teg
Ser
540
ate
Ile

gea
Ala

ttt
Phe

tac
TyT

gcg
Ala
620
gac
Asp

gayg
Giua

ggc
Gly

gcc
Bhia

cag
His

ceg
Pro

gag
Glu

cac
His

tgg

525
geco
Ala

gat
Asp

goco
Ala

cag
Gln

teg
Ser
805
atg
Met

aaq
Lys

gtt
Val

ttt
Phe

taa

gag
Glu

cot
Pro

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln
510
atc
Ile

att
Tl=

ggt
Gly

gaa
Glu

gge
Gly
550
ggc
Gly

cgt
Arg

atc
Ile

tte
Fhe

ccyg
Pro
670

cgc
Arg

ttt
Fhe

cag
Gln

gac
Asp
495
atg
Met

tec
Ser

ggc
Gly

gat
Asp

tte
Phe
575
atg
Met

ace
Thr

acc
Al=a

aag
Lys

gtg
Val
655
cte
Leu

gag
Glu

cta
Leu

gte
Val
480
geo
Ala

cag
Gln

tcg
Ser

gee
Ala

gct
hla
540
aag
Lys

gte
Val

gecc
Ala

aag
Lys

gag
Glu
640
gac
Asp

cac
His

gttcbtitttt

ccatyggegyg
ttgctteget
ttgteggega
cgocttcegge
cgtctgegea
tcgacgagtce
tagcacgeaa
gacgegagtc
cgcgececgeg
gacgcgagyga
tcgtteoegea

cgagegageg
tegetttget
tgoctgectyg
gcggccateg
cgacccctge
gcacgtcaca
cgatcttcgg
goocgocgaga
cgatgtctge
ggaccgaaga
tacacteccece

agegegegayg
ttgetteaca
ccaaceagec
attcaattea
acgaccacgc
tatctcagat
ggtccteget
cgctgeagea
ctggegeega
gagacgetgy
cattcgaget

cgegoaagty
caacctaagt
ageccatccogg
ceecatoogat
caaggccaac
gecatttggac
cattgcatec
ggcegetcoeg
ctgatctctyg
ggtatgcagy
tgetegtect

50

cgcaagcgoco
atgaattcaa
ccggecgtoc
acgttccgee
gogecgctca
tgtgagtgtt
gttcgggeec
acgcgagggce
gagcgcaagg
atataccogyg
tggcagaged

ttgeoettget
gttttotige
ttgacgectt
ccctcacgte
gctcagettg
attatgceac
tgcaggegtyg
tcgagoioge
aagacacggc
gycggyacat
gagcgcgaac

2603
2651
2699
2747
2795
2843
2851
2938
2987
3035
3083
3131
3179
3227
3275
3324

3384
3444
3504
3564
3624
3684
3744
3804
3864
3924
3984



ggttccgaac
cteogeaggt
cgegecttag
cgcotgcgety
cgcgaatege
aatagtaggy
ctaagggagce
acctategge
goocacgega
cacagctgeg
gtggcagygg
acgcgoggga
goacgogage
tatgtatgeg
ttogateggt
cecegggggat
tagtgagtcg
ccectggegtt
tagcgaagag
ggacgcgoce
cgetacactt
cacgtiegen
tagtgcttta
gceateocgeea
tggactcttyg
ataagggatt
taacgegaat
gtgcgeggaa
agacaataac
catttcegtyg
ccagaaacge
atcgaacitgg
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccqg
ccggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggotggt
gcagcactgg
cagycaacta
cattggtaac
tittaattita
taacgtgagt
tgagatcectt
geggtggttt
agcagagege
aagaactelg
gecagtggey
gcgeageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttecagggy
gagegtcgat
goggeetttt
ttatceoectg
cgeagccogaa

cgcazacege
ceocgactgga
graccccagg
taacaattte
cactaaaggg
cttgacgteg

gcggeaagga
tetegoagge
ctcactetee
gecgcgaceg
tcgygttgta
g999g999ggy
gtaggggttt
ggagaactig
ggeggeegeyg
cgeggagteg
atggatgeee
ctgcgatgeg
gagcgeccga
gggagacttc
ctacggcgeog
ccactagtte
tattacgege
acccaactta
gocegeacoy
tgtagcoggeg
goccagegeec
ggctticceoo
cggeaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgoegattt
tttaacaaaa
cocectatttyg
ceteataaat
tegeecettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
agaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgegeoaaact
ggatggagge
ttattgetga
ggeeagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtteca
tttttctgey
gtttgeegga
agataccaza
tagcaccgea
ataagteogtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctyg
ttttgtgatyg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagey

ctctoeccege
aagegggcayg
ctitacactt
acacadgaas
aacaaaaget
aattcctgea

ES 2 688953 T3

tritggetet
cggcagtggh
goooacgege
gctgogecayg
agggtitcaa
gtaccraceo
cgttgaccag
ceaggodega
tggcgataca
gctgcgagaa
aggtacgteyg
agcacgcgat
gcaaatgecea
gatggcegaa
agcaggaaag
tagageggeo
geteactgge
atcgecettge
atcgocecttce
cattaagcgc
tagogeceege
gtecaagetct
acceccadaaa
tttttecgece
gaacaacact
cggectattg
tattaacget
tttattttte
gettecaataa
tecettitit
aaaagatgct
cggtaagate
agttetgeta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggeeaac
caacatgggy
accaaacgac
attzactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagcecetec
agatagacag
agtttactcea
ggtgaagate
ctgagcgtca
cgtaatcetge
tcaagagcta
tactgtecctt
tacatacctc
tcttaceggy
ggggggttey
acagcgtaag
ggtaagegge
gtatctttat
ctegtcaggg
ggecttttge
taaccgtatt
cagcgagtca

gegttggecg
tgagcgcaac
tatgcttceg
cagctatgac

gggtacegygg
gceo

ggtggytgga
cgttagaaat
geatcgeoge
agtacgacag
gggtcaggeg
cgggcaggtt
agaagcggag
ggceagttcte
gocgaggoegac
ggecttetege
geghgegege
dJegageoacge
cggaacacge
aggggtgcaa
ggagcaadgg
goccacoegegy
cgtegtttta
agcacatcce
ccaacagttg
ggegggatatg
tocttteget
aaategyggy
acttgattag
tttgacgtig
caacectatc
gttaaaaaat
tacaatttag
taaatacatt
tattgaasaa
geggeatttt
gaagatcagt
ctitgagagtt
tgtggegegy
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gecaggaccac
geoggtgage
cgtatcgtag
atcgectgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgecttgcaaa
ccaactettt
ctagtgtage
gctectgetaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggcggagec
tggocttttg
accgeettig
gtgagcgagy

atteattaat
gcaattaatyg
goctogtatgt
catgattacyg
cccccecteg

51

ctceogatcga
agggaghtgec
catgececgecyg
tgggacagag
tcgtegegtg
ctectegeca
aacctgecac
caatttgcgg
tgegeggggce
tggcttggtt
geccagggag
gatgegagea
gttttttgtt
ggccaaaaga
goggaattct
tagegcicca
caacgtcgtyg
cctttegecea
cgecagcctga
gtggttacgc
ttecttceoectt
cktecectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
toeggtetatt
gagcktgattt
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gecttectgt
tgggtgeacg
ttegocceega
tattatceeg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctegeottga
ccacgatgeo
ctctagette
ttctgegete
gtygggtctcg
ttatctacac
taggtygccete
agattgattt
atectcatgac
azaagatcaa
caaaaaaacec
ttcecgaaggt
cgtagttagg
toctgttace
gacgatagtt
ccagettgga
gogecacget
caggagagog
ggtttegeea
tatggazaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga

geagcetggea
tgagttaget
tgtgtggaat
ccaagcgege
aggtcgacgg

ggcgeaggtt
ggagtottyga
tecaghtetagt
ctcgaggega
ccaaagtgaa
gcctaagige
ggcgeggaga
acagoggege
cgogtggega
ggggtcgegg
aaaaggacag
cgcgatgega
tggtgattte
tgctgacage
tectgeottga
attcgececeta
actgggaasza
gctygogtaa
atggcgaatg
gcagcgltgac
cectttetege
ggttcoecgatt
cacgtagtgg
tetttaatag
ctitttgattt
aacaazaatt
tcggggasat
Lcegeteaty
gagtattcaa
ttttgcteac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgec
tgagtacteca
cagtgctgec
aggaccgaayg
tegtitgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggeocetieeg
cggtatecatt
gacggggagt
actgattaag
amaactitcat
caaaatceccet
aggatettct
accgctacca
aactggettc
ccaccacttc
agtggctget
accggataag
gcgaacgacc
tcccgaaggg
cacgagggag
cctetgactt
cgccageaac
ctttectgeg
taccgotege
gegoccaata

cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct
tatcgataag

4044
4104
4164
4224
4284
4344
4404
4464
4524
4584
4644
4704
4764
4824
4884
4944
5004
3064
5124
5184
5244
5304
5364
5424
5484
5544
5604
5664
5724
5784
5844
5504
5964
6024
6084
6144
6204
6264
6324
6384
6444
6504
6564
6624
6684
6744
65804
6864
6924
6584
7044
7104
7164
7224
7284
7344
7404
7464
7524

7584
7644
1704
7764
7824
7847



<210> 22
<211> 684

<212> PRT
<213> Schizochytrium sp.

<400> 22

Met
Ala
Gly
Gly
Gly
65

Gln
Ile
Tyx
Asp
Met

145

Val

Thr
Ile
Glu

225

arg

Ser
Leu
Al=s
Gly
50

Arg
Ala
Phe
Pro
Rla
130G
Ala
?hr
Tvx
Ser
Ser
210

Leu

Pro

Ala
Thr
Ala
35

Asp
Gly
Ala
His
Gly
115
Fhe
Glu
Ser
Mat
Ala
195
Arg

Pro

Gly

Thr Arg
Thr Pro
20

Ser Ala
Ala Ala
Pro Asn
Thr Asp

B85
Glu Leu
100
Gly Bla
Lys Phe
Gly Tyr
Gly Pro
165
Asp Gly
180
Val Gly
Ala Cys

Arg Arg

Pro Vval
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Ala
val
Arg
Lys
Ala
70

Asp
Met
Ile
Jie
Ala
150
Gly
Thr
Thr
Thr
Jle

230

Leu

Ala

Lys

Lan

Lys

55

Thr

Arg
Leu
Leu
135
Arg
Ala
Pro
Asp
Lys
215

Asn

Val

Thr

Gln

BAla

40

Ala

Arg

Arg

Glu

Pro

120

Bla

Ala

Thr

Leu

200

Trp

Glu

Asp

52

Arg
Gln
25

Ala

G}u
Phe
Ris
145
val
Arg
Thr
Asn
Len
185
Pha
Asn

aAla

Leua

Thr
10

Gin
2la
Ala
Lys
Val
20

Gln
Phe
His
Gly
Thx
170
Yal
Gin
Val

Fhe

Pro

Gln

Ala

Ala

Ser

73

Gly

Val

Aep

Glu

Lys

155

Ile

Fhe

Glu

Met

Glu

235

Lys

Ala

Gln

Fhe

Arg

60

Sexr

Leu

Asp

Ala

Gln

140

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

220

Ile

Asp

Ala

Gln

Ser
45

Ala T

Leu
Thr
Thr
Ile
125

Gly

Gly

Pro

Gly

Asp
205

Ala

Val

Len
Leu
30

Ser

Ala
Gly
Ile
110
Phe
Ala
Val
Ile
Gln
180
Ile
Asp

Met

Thr

Saer

Arg

Gly

Ser

Thr

Ala

95

Fhe

Glua

Gly

Val

Met

175

Val

Val

Val

Ser

Ala

Ser

Val

Thxr

Thr

Val

Gln

Gly

Ser

His

Lieu

160

Bsp

Gln

Gly

Lys

Gly

240

Val



Glu

Lys

Thr

Pro
305

Gln
Val
385
Arg
Leu
Glu
Ero
Leu
465
Leu
Asp
Ala

Gly

Lys
545

Leu

Gln

Ala

280

Val

Ala

Thr

Lys

Asn

370

Thr

Glu

His

Asn

Trp

450

Glu

Thr

Gln

Ala

Gly

530

Ile

Lys
Lys
275
Asp
Il=
Val
Mat
Met
355
Ala
Gly
Gly
Lys
Leu
435
Fhe
Ser
Glu
Glu
Gln
515

Ala

Ala

Glu

260

Val

Fhe

Tyx

Leu

Gln

340

Leu

Asp

Arg

Arg

Val

420

Ala

Ala

Val

Leu

Val

500

Phe

Gly

Lys

245

Met
Glu
Lys
Ala
Lys
325
Gly
Gly
Leu
Val
Gly
405
Val
Asn
Gln
Asp
Asn
485
Tyr
Leu

Thr

Pro
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Pro
Leu
Lau
Gly
310
Glu
Leu
Met
Ile
Asp
380
Gly
Gln
Val
Ile
Ser
470
Lys
Ile
Thr

Met

Asp
550

Asp
Phe
Ile
285
Gln
Phe
Gly
His
Leu
375
Ala
Ile
Pro
Thr
Ala
455
Rsp
Gin
Thr
Trp
Gly

535

Ala

Ser
His
280
Alz
Gly
Ala
Gly
Gly
360
Ala
Phe
Val
Thr
Pro
440
Asp
Asp
ITle
Thr
Thr
520

Ty

Ile

53

Ser
265
Lys
Glua
Val
Glu
Phe
345
Ser
Leu
Ala
His
val
425
His
Trp
Lys
Leu
Gly
505
Lys

Gly

Val

250

Pro
Giu
Met
Met
Lys
330
Asp
Ala
Gly
Pro
Phe
410
Ala
Val
Lys
Val
Glu
450
Val
Pro

Leun

Ile

Gln
Ary
Ile
Gln
315
Ala
Glu
Tyr
Ala
Glu
385
Glu
Val
Gln
Glu
Leu
475
Ile
Gly
Arg

Pro

Asp
555

val

Ile

Asn

300

Ser

Asn

Arg

Ala

Arg

380

Ala

Ile

Leu

Arg

Lys

460

Lys

Gln

Serx

Gln

Ser

540

Ile

Gly
285
Axg
Pro
Ile
Ser
Asn
365
Phe
Arg
Sex
Gly
Gln
445
His
Pro
Glu
His
Trp
525

Ala

Asp

Val
270

Ala

Len
Fro
Pro
380
Tyr
Asp
Arg
Pro
Asp
430
Glu
Pro
Gln
Lys
Gin
510
Ile

Ile

Gly

255

Axrg

Pro

Glu

Val

335

Leun

Ser

Asp

Ala

Lys

415

Val

Bxg

Phe

Gin

Asp

495

Met

Ser

Gly

Asp

Gin

Gly

Arg

Gly

320

Thr

Ser

Met

Arg

Glu

400

Asn

Val

Glu

Leu

Val

480

Ala

Gln

Ser

Ala

Ala
560



10

15

20

25

30

35
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Ser Tyr Ser Met Thr Gly Met Glu Leu Ile
1% 570

Val Gly Val Lys Ile I.eu Leu Leu Gln Asn
580 585

Lys Asn Trp Gln Asp Leu Phe Tyr Asp Lys
585 600

Met Phe Asn Pro Arg Phe Asp Lys Val Ala
610 6135

Gly Leu Tyr Cys Ala Lys Gln Ser Glu Leu
625 _ 630

Phe Leu Glu Tyr Asp Glu Gly Pro Val Leu
645 650

1Lys Asp Thr Leu Val Leu Pro Met val Pro
: 660 665

Glu Met Val Leu Glu Pro Pro Lys PFro Lys
615 630

<210> 23

<211> 7847

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> ceb_transcripcion
<222> (1)..(1259)
<223>

<220>

<221> CDS

<222> (1260)..(3314)
<223>

<220>

<221> ceb_transcripcion
<222> (3315)..(4887)
<223>

<220>

<221> mutaciéon
<222> (1834)..(1835)
<223>

<220>

<221> mutacion
<222> (3042)..(3044)
<223>

<400> 23

ttgtcgacag caacttgecaa gttatacgeg accaccagge
gcacggagct tgegaagagg gtttacaagt cgtegtteat
aacgcaacta ggeoccaggee tactttcact ghgtettgte
gtgtgcacaa ccgtgttttg cacaaagege aagatgetca

54

Thr

Asn

Arg

Asp

Lys

635

Len

Ala

Asp

Ala

Phe

Tyx

Ala

620

Asp

Glu

Gly

Bia Glu Phe Lys
575

Gln Gly Met Val
580

Ser Gly Thr Ala
605

Met Arg Ala Lys
Lys Ile Lys Glu
640

Val Phe Val Asp
655

Phe Pro Leu His
870

aatctcageca cgoccagega
tegotectcaa gotttgecte
ttgectttea cacecgacega
ctegactgtg aagsaaggtt

60
120
180
240



gegcgoaage
zatcegegat
tcactggeat
tegtaaccett
cactgteagt
cgectggace
ccagcagecyg
ggegtgtgea
tgecagagege
gecactigegg
cagtgggcge
ccgecgeaca
tggcgggcaa
assagaaaga
gazaatgaaag
gaggagceygcy
gagcgagoge
atg agc gcg
Met Ser Ala
1
gcg
Ala

ctg
Leu

acg
Thr

geyg
Ala

gcg
Ala
35

gac
Asp

ggce
Gly

gga
Gly
50

cge
Arg

ggc
Gly

ggce
Gly

gga
Gly
65

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

Lttt
Phe

cat
His

ate
Ile

cect
Pro

tac
Tyz

ggc
Gly
115
tte
Phe

gac
Asp

gec
Ala
130
fofals
Ala

atg
Met
145
ate
Val

gag
Glu

acg
Thr

teg
Ser

tac
Tyr

atg
Met

gct
Ala

tct
Ser

acc
Thr

gct
Ala
185
cge
Arg

atc
Ile

age
Ser
210

gactgcocgact
gggtcagtge
gtectageat
ctcgcaaceg
cagteagtca
gotgetgeta
ccagtcegacyg
aactaacgtt
agcgegoaag
gegcegygegey
aaagoocgoge
cagaagtata
ggazaggagg
aagaaagaaa
cacggcacgg
cgcaggacce

gegagogagc.
gog
Ala

acc cgo
Thr Arg
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gcgaggatga
cattegegea
ctttacgcga
cagaatcgecg
gtegigegeg
ctgctagtgg
ccagecaggg
gaccactgge
tgecagaatge
gaacagtgcg
agtaagcagc
cgcgggcecga
agacggaaag
gaaagaaaga
caaagcaaag
gcgeggcgag
aaggcttget
gcg acg
Ala Thr

agyg
Arg

ggatgactgy
tgacgectga
gecaaaatitca
tttecagectg
ctgttceage
cacggeaggt
gaaagtecegg
gcoogecgac
gegeaagatc
gaaaggagog
ggcggggaac
agtggggegt
agggegggaa
aagctcggag
caaagcagac
cgagcgagca
gcgagcgatc
aca gcg
Thr Ala

cagectghte
gagagacaag
atcgetttat
actaatetge
acegadgtcg
aggagcttgt
cgtcgaaggy
acgagcagga
cacttgegeg
gtgcagacyy
ggtatacgea
cgcgegeggy
agagagagag
ccacgeogey
coagecagac
cgycycgoga
gagcgagega
gcg gog
Ala Ala

ctg
Leu

aaaaactgaa
ttaactegty
ttttteoagtt
agctgegtog
cgegtogecy
tgccggaaca
agagyaaggce
agcaggcagc
cggegggege
cgegcagtga
gtygccgcgay
aagtgcggaa
agagagtgaa
gggagagaga
ccagcecgagyg
gogagogage
gcgggaagg
tee tcg
Sar Ser

acy
Thr
20

tcg
Ser

geg
Ala

cce
Pro

acy
Thr

gag
Glu
100
gge
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

ggc
Gly

gac
Asp
180
gte
Val

gcyg
Ala

L)
cct
Pro

gca
Ala

gec
Ala

aac
Asn

gac
Asp
85

cte
Leu

gec
Ala

tte
Phe

tac
Tyr

cct
Pro
165
ggt
Gly

ggc
Gly

tgc
Cys

gta
Val

cagd
Arg

aag
Lys

gcg
Ala
70

gat
Asp

atg
Mat

att
Ile

att
Ile

gcg
Ala
150
gga
Gly

acqg
Thi

acyg
Thr

acc
Thr

aag
Lys

ctyg
Leu

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cge
Arg

ctg
Leu

cte
Leu
135
cgc
Arg

goc
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215

cag
Gln

gcg
ala
40

dgcg
Ala

cgc
Arg

cgc
Arg

gag
Glua

cCoe
Pro
120
got
Ala

goe
Ala

ace
Thr

ctg
Leu

get
Ala
200
tgg
Trp

cag
Gln
25

gce
BAla

goe
Algy

gag
Glu

tte
Phe

cac
His
105
gtt
Val

cgeo
hrg

acy
Thr

aac
Asn

ctc
Leu
185
ttce
Fhe

aac
Asn

10
cag
Gln

gcd
Ala

gcq
Ala

aag
Lys

gte
Val
80

cay
Gln

Ttk
Phe

cac
His

agc
Gly

ace
Thr
170
gty
Val

cag
Gln

gte
Val

55

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

age
Ser
75

ggc
Gly

gtg
Val

gat
Asp

gay
Glu

aag
Lys
155
atc
Ile

tte
Phe

dag
Glu

atg
Met

cag
Gin’

tte
Phe

agy
Arg
60

teg
Ser

ctog
Leu

gac
Asp

gacc
Ala

cag
Gln
140
cce
Fro

acc
Thr

acc
Thr

tgt
Cys

gtc
Val
220

cag
Gln

teg
Ser
45

gcg
Ala

ctg
Leu

ace
Thr

acc
Thr

att
Ile
125
ggc
Gly

ggc
Gly

ccy
Pro

gge
Gly

gac
Asp
205
aag
Lys

ctyg
Leu
30

tee
Ser

tte
Phe

gC‘.C
Ala

ggc
Gly

atc
Ile
110
tit
Fhe

gee
Ala

gtt
Val

ate
Ile

cay
Gln
130
att
Tle

gac
Asp

15
cgc
Arg

ggc
Gly

tce
Ser

acy
Thr

goo
Ala
85

ttt
Phe

gayg
Glu

ggc
Gly

gtc
Val

atg
Met
175
gtg
Val

gtt
Val

gtg
val

gta
val

acg
Thr

acg
Thr

gtec
val
B0

caa
Gin

ggc
Gly

agt
Ser

cac
His

cte
Leu
160
gat
Asp

cag
Gln

ggc
Gly

aag
Liys

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
260
1020
1080
1140
1200
1258
1307

1355

1403

1451

1499

1547

1585

1643

1651

1739,

1787

1835

1883

1531



gag
Glu
225
cgo
Arg

gag
Giu

aag
Lys

acg
Thr

cee
Pro
305
ccy
Pro

ace
Thr

cte
Leu

cag
Gln

gty
Val
385
cgc
Arg

cte
Leu

gaqg
Giu

ccyg
Pro

cte
Len
465
cte
Lewu

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

cte
Leu

cog
Pro

ctc
Leu

caa
Gln

gee
Ala
290
gte
Val

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

aac
Asn
370
acq
Thr

gag
Glua

cac
His

aac
Asn

tgg
Trp
430
gag
Glu

acy
Thr

cag
Gln

gcg
Bla

gqc
Gly

ccy
Fro

ggt
Gly

aag
Lys

aaq
Lys
275
gac
Asp

atc
Ile

gtg
Val

atg
Met

atg
Met
355
gce
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

ctc
Leu
435
Ttk
FPhe

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln
515
gee
Ala

cge
Arg

coo
Pro

gaz
Glu
260
gtc
Val

tte
Phe

tat
Tyr

cke
Leu

cag
Gln
340
cte
Leu

gat
Asp

cge
Arg

cge
Arg

gtc
Val
420
gcc
Ala

gcg
Ala

gttt
Val

ettt
Leu

gte
Val
500
tte
Phe

gdc
Gly

cge
Arg

gtg
Val
245
atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

get
Ala

aag
Lys
325

ggt
Gly

ggc
Gly

ctt
Leu

gtt
Val

ggt
Gly
405
gtc
Val

aac
Asn

cadg
Gln

gat
Asp

aac
Asn
485
tac
Tyxr

ctt
Leu

act
Thr

atc
Ile
230
ctc
Leu

coc
Pro

ctt
Leu

cte
Leu

ggc
Gly
310
gag
Glu

cte
Leu

atg
Met

atc
Ile

gac
Asp
380
ggc
Gly

cag
Gln

gte
Val

atc
Iie

teg
Ser
470
aag
Lys

ate
Ile

gcc
Thr

atq
Mat
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azat
Asn

gtc
Val

gac
Asp

tte
Phe

att
Tle
285
cag
Gln

tte
Phe

gge
Gly

cac
His

ctg
Leu
37s
gcc
Ala

atc
Ile

cee
Pro

acg
Thr

gco
Ala
455
gac
Asp

cag
Gln

ace
Thr

tgg
Trp

ggc
Gly

dgag
Glu

gat
Asp

age
Ser

cac
His
28D
goo
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly
360
gcg
Ala

Lttt
Phe

gtk
Val

ace
Thr

cce
Pro
440
gat
Asp

gac
Asp

att
Ile

acg
Thr

acc
Thx
520
tac
Tyr

geo
2la

ctt
Leu

teo
Ser
265
zag
Lys

gag
Giu

gte
Yal

gag
Glu

ttt
Phe
345
tet
Ser

cte
Leu

gct
Ala

cac
His

gtc
Val
425
cac
Bis

tgg
Trp

aag
Lys

cte
Leu

ggc
Gly
505
aag
Lys

gge
Gly

it
rhe

folat
Pro
250
falala)
Pro

gag
Giu

atg
Met

atyg
Met

aag
Lys
330
gac
Asp

goe
2la

ggt
Gly

coeg
Pro

ttt
Phe
410
gcg
Ala

gtg
Val

aag
Lys

gtt
Val

gay
Glu
490
gtc
Val

ccg
Pro

ctt
Leu

56

gag
Gin
235
azg
Lys

cag
Gin

age
Arg

ate
Ile

cag
Glin
315
gee
Ala

gag
Glu

tac
Tyr

gco
Ala

gag
Glu
385
gag
Glu

gtc
Val

cag
Gln

gag
Glu

ctc
Leu
175
at®
Ile

gga
Gly

cgc
Arg

cce
Fro

att
Ile

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

aac
Asn
300
agc
Ser

aag
Asn

cgt
Arg

gcc
Ala

cga
Arg
380
gct
Ala

att
ile

cte
Leu

cge.

Arg

=289
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

age
Ser

cag
Gln

teg
Ser

gece
Ala

gtg
Val

gct
Ala

ggc
Gly
285
cgt

ccg
Pro

att
Ile

agt
Ber

a2ac
Asn
365
ttt
Phe

cge
Arg

tec
Ser

aggco
Gly

cag

445
cac
His

ccg
Pro

gag
Glu

cac
His

tagg
Trp
525
gec
Ala

atg
Met

ace
Thr

gtg
Val
270
gct
Ala

geg
Ala

ttg
Leu

ccce
Pro

ccc
Pro
350
tac
Tyr

gat
Asp

cgt
Arg

cee
Pro

gac
Asp
420
gayg
Glu

cct
Pro

cag
Gln

aay
Lys

cag
510
atc

Iia

att
Ile

age
Sexr

gcc
Ala
2558
cgo
Arg

cct
Pro

Jgag
Gla

aat
Asn

gtg
Val
335
cte
Leu

tcg
Ser

gat
Asp

gcc
Ala

aag
Lys
415
gty
Val

cgo
Arg

ttt
Phe

cag
Gln

gac
Asp
495
atg
Mat

tee
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly
240
gtt
Val

cag
Gln

Jggec
Gly

cga

ggc
Gly
320
acec
Thr

tee
Ser

atg
Met

cgt
Arg

gag
Glu
400
aac
AsSn

gtc
Val

gag
Glu

ctg
Leu

gtc
Val
480
gce
Als

cag
Gln

teg
Ser

gco
Ala

1979

2027

2075

2123

2171

2218

2267

2315

2363

2411

2458

2507

2555

2603

2651

2682

2747

2785

2843

2821



530
att
Ile

aag
Lys
545
tct
Ser

gce
Al=m

tat
Tyr

teg
Ser

gtt
Val

gtg
Val

ggc
Gly

aac
Asn

aay
Lys

gtt

585
aac
Asn

tte
Phe
610
ctc
Leu

atg
M=t

tac
Tyx

ggt
Gly
625
ttt
Fhe

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

acg
Thr

atg
Met

gte
Val
675
ceatggeggy
ttgetteget
ttgteggega
cgcttecegge
cgtctgeogea
tecgacgagtc
tagcacgcaa
gacgcgagtce
cgegeocgeg
gacgcgagga
tegtteegea
gogttccgaac
ctecogeaggt
cgegecttag
cgetgegety
cgegaatege
aatagtagag
ctaagggage
acctatecgge
geccacgcga
cacagcetgeg
gtggcagggqg
acgeoygegago
geacgogage
tatgtatgeg
ttegateoggt
ccegggggat
tagtgagtceg
ccotggegtt
tagcgaagag
ggacgogece

gad
Glu

Val.

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
580
cag
Gln

ceyg
Pro

tgc
Cys

tac
Tyr

cte
Len
660
ctc
Leu

[slaled
Pro

ace
Thr
565
att
Ile

gat
Asp

cgc
Arg

gcg
Ala

gat
Asp
645
gte
Val

gag
Glu

gat
Asp
550

ggt
Gly

ctt
Leu

cte
Leu

tta
Fhe

zaa
Lys
630
gag
Glu

ttg
Leu

cet
Fro
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535
gct
Ala

atg
Met

ctt
Leu

ttt
Phe

gac
Asp
615
cag
Gln

ggt
Gly

cee
Fro

cet
Pra

att
Il=

gaa
Glu

ttg
Lau

tac
Tyr
600
aag
Lys

tog
Ser

ccec
Pro

atg
Met

aag
Lys

gtt
Val

ttg
Leu

cag
Gln
585
gac
Asp

gte
vVal

gayg
Glu

gtc
Val

gte
Val
665
cce
Pro

att
Iie

ate
Ile
570
aac
Asn

aag
Lys

gce
Ala

cte
Leu

cte
Lau
650
folaled
Pro

aag
Lys

gac
Asp
555
aca
Thr

dac
Asn

cgeo
Arg

gat
Asp

aadg
Lys
635
cte
Leu

gct
Ala

gac
Asp

540
atc
Ile

gca
Ala

£ttt
Phe

tac
Tyr

gcqg
Ala
620
gac
Asp

gag
Glu

gge
Gly

gco
Ala

gat
Asp

gce
Ala

cag
Gln

tecg
Ser
605
atg
Met

aag
Lys

gtt
Val

ttt
Fhe

taa

agat
bsp

gct
Ala
560
aag
Lys

ggt
Gly

ttc
FPhe
575
atg
Met

gaa
Glu

gte
Val

gge
Gly
580
ggc
Gly

ace
Thr

geco
Ala

cgt
Arg

gccoc
Ala

aag
Lys

ate
1le

aag
Lys

gag
Glu
640
gac
Asp

tte
FPhe

gtg
Val
655
ctc
Leu

cac
His

ceg
Pro
670
gttettittt

cgagegageg
tcgetttget
tgecctgecty
geggecatcg
cgaccectge
gcacgtcaca
cgatcttegg
goegeogaga
cgatgtctge
ggaccgaaga
tacactcece
goggcaagga
tctegragge
cteactcter
geocgegaceg
tegggttgta
999999999y
gtaggggtit
ggagaacttyg
ggcggeogeg
cgocggagteg
atggatgcce
ctgegatgeg
gagcgceedga
gggagactte
ctacggcgeg
ccactagtteo
tattacgeyge
acccaactta
geccgcaccyg
tgtageggeg

680
agcgcgodag
ttgctteoaca
ccaaccagec
attcaattca
acgacecacgo
tatectcagat
ggtecetcget
cgctgcagea
ctggcgeega
gagacgetgy
cattecgaget
ttitggetcet
cggcagtggt
gocccacgocgo
gcectgoegocag
agggttteaa
gtacccaceco
cgttgaccag
ccaggogoega
tggcgataca
gctgcgagaa
aggtacgteqg
agecacgegat
gcaaatgeea
gatggcegaa
agceggaaag
tagagecggec
gotcactgge
ategecttge
atecgeeoetic
cattaagcge

cgcgceaagtyg
caacctaagt
agccatecgg
cccatecegat
caaggocaac
gcatttggac
cattgecatce
ggcegetceg
ctgatctetyg
ggtatgeagy
tgoctegtoct
ggtgggtgga
cgttagaaat
geateocgecge
agtacgacay
gggtegggey
cgggeaggtt
agaageoggaqg
ggcagttctc
gocgaggegac
ggcttctege
gcgtgegege
gocgagecacge
cggaacacge
aggggtgcaa
ggagcaaggy
gceoaccgogg
cgtcgtitta
agcacatccc
craacagtty

ggegggtgty

57

cgcaagegce
atgaattcaa
coggeogtee
acgttecgee
gegecgetea
tgtgagtgtt
gttegggeee
acgegagggce
gagcgeaagyg
atatacccgg
tggcagagcee
ctcecgatega
agggagtgcec
catgcogecey
tgggacagay
tcgtegegtyg
ctcctegeca
aaccigeocge
caatttgegg
cgegeggggc
tggcttggtt
goceoagggag
gatgcgageca
gttttthgtt
ggccaanaga
geggaattct
tggagctcca
cazcgtegty
cectttegeea
cgcagcectga
gtygttacge

ttgocettget
gtttteottge
ttgacgectt
cacteoacgte
getecagettg
attatgccac
tgeaggegty
tegagetege
aagacacgge
ggcgggacat
gagcgegaac
ggcgeaggtt
ggagtettga
tccegtetgt
ctcgaggega
ccaaagtgaa
gcctaagtge
ggcgeggaga
acageggoge
cgcgtggega
ggggtcogegg
azaaggacag
cgegatgega
tggtgattte
tgctgacage
tetgecttga
attcgeocecta
actgyggazaa
gctggegtaa
atggegaatyg
gcagegtgac

2939

2987

3035

3083

3131

3178

3227

3275

3324

3384
3444
3504
3564
3624
3684
3744
3804
3864
3924
3584
4044
41014
4164
4224
4284
4344
4404
4464
4524
4584
4644
4704
4764
4824
4884
4544
5004
5064
5124
5184
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cgectacactt geeagogeece tagegecege teettteget ticttecctt cctttetege 5244
cacgttegec ggctttecce gtcaagotet aaateoggggg ctecectttag ggttcecgatt 5304
tagtgcttta cggcacctcyg accccasaza acttgattag gghgatggtt cacgtagtgg 53¢4
goccatcgeee tgatagacgy ttittegece tttgacgttg gagteoccacgt totttaatag 5424
tggactettyg ttccaaactg gaacaacact caaccetatc toggtetatt cttbtgattt 5484
ataagggatt ttgeccgattt cggectattg gttaaaamaat gagetgattt aacaaaaatt 5544
taacgcgaat tttaacaasa tattaacget tacaatttag gbggeacttt teggggaaat 5604
gtgcgeggaa cocctatttg tttatttttc tazatacatt caaatatgta tcegeotcatg 5664
agacaataac cctgataaat gecttcaataa tattgzasaz ggaagagtat gagtattcaa 5724
catttocegtg tcgeceottat tecetttttt geggeatttt geootteotgt ttttgeteac 5784
ccagazacyge tggtgaaagt azaaagatget gaagatcagt tgggtgcacg agtggghtac 5844
atcgaactgyg stctcazcag cggtaagatc ctigagagtt ttegeccega agaacgtttt 5904
ccaatgatga gcacttttaa agttcotgeta tgtggegegy tattateecg tattgacgec 5854
gggcaagage aactcggtcg ccegoatacac tattctcaga atgacttogt tgagtactcea €024
ccagtcacag aaaageatet tacggatgge atgacagtaa gagaattatg cagtgetgec 6084
ataaccatga grgataacac tgcyggccaac ttacttctga caacgategg aggaccgaag 6144
gagctaaccyg ctttttigea caacatggygg gatcatgtaa ctegectiga tegtigggaa 6204
ceggagetga atgaagocat accaaacgac gagegtgaca ccacgatgec tgtageaatg 6264
goaacaacgt tgcgeaaact attaactgge gaactactta cictagetic ccggeaacaa 6324
ttaatagact ggatggaggc ggataamagtt gcaggaccac ttetgegete ggocccttecg 6384
gotggoetagt ttattgetga taaatetgga geecggtgage gtgggtctcg cggtatcatt 6444
gcageactgg ggcceagatygyg taagcccetec cgtatcgtag ttatctacac gacggggagt 6504
caggcaacta tggatgaacg aaatagacag atcgctgaga taggtgootce actgattaag 6564
cattggtaac tgtcagacca agtttactca tatatacttt agattgattt zaaacttceat 6624
ttttaattta aaaggatcta ggtgaagatc ctttttgata atctcatgac cazaatccect 6684
taacgtgagt tttegitcca ctgagegtca gaccccgtag aaaagatcaa aggatettet 6744
tgagatectt ttittetgeg cgtaatetge tgettgeaama caaasasaacc accgetacea 6804
goggtggttt gttitgocgga toaagagecta ccaacteottt tteocgaaggt aactggetic 6864
agecagagcge agataccaaa tactgbcctt ctagtgtage cgtagttagg ccaccactte 6924
aagaactctg tagecaccgec tacataccte getctgetaa tectgitace agtggetget 6984
gocagtggeg astaagteghtg tettaceoggg ttggactecaz gacgatagtt aceggataag 7044
gegeageggt egggctgaac ggggdgtteg tgcacacage ceagoligga dgogaacgacc 7104
tacaccgaac tgagatacct acagcgtgag ctatgagaaa gegecacget tecegaaggg 7164
agaaaggcegg acaggtatce ggtaagogge agggtoggaa caggagageg cacgagggag 7224
cttccagggy gaaacgcectg gtatctttat agteoctgteg ggtticgeca cctetgactt 7284
gagcgtecgat ttttgtgatg ctceugtcaggg gggcggagce tatggaaaaa cgcocagceaac 7344
geggecthtt tacgghttcect ggeoctttige tggectittg ctcacatgtt cttitcctgey 7404
ttatceccetg attctgtgga taaccgtatt acegecttty agigagciga tacogetege 7464
cgcageccgaa cgacegagcey cagocgagtos gigagcdagd aagcggaaga dgegcocccaata 7524
cgcaaaccge ctctoceocge gegttggeeg atteattaat geagetyggea cgacaggttt 7584
cocogactgga aagegggcay tgagogeaac geaattaatg tgagttaget cactcattag 7644
gcaccccagg cittacactt tatgettceg getcgtatgt tgtgtggaat tgtgageuaga 7704
taacaatttc acacaggaaa cagctatgac catgattacg ccaagegege aattaacccet 7764
cactaaaggg sacaaaaget gggtaccggg cceccecteg aggicgacgy tateogataag 7824
cttgacgteg aattcctgeoa gec 7847

<210> 24

<211> 684

<212> PRT

<213> Schizochytrium sp.
<400> 24

Met Ser Ala Thr Arg Ala Ala Thr Arg Thr Ala Ala Ala Leu Ser Ser
1 5 10 15

Ala Leu Thr Thr Pro Val Lys Gln Gln Gln Gln Gln Gln Leu Arg Val
20 25 30

Gly Rla Ala Ser RAla Arg Leu Ala Ala Ala Ala Phe Ser Ser Gly Thr

58



Gly
Gly
65

Gln
Ile
Tyr
Asp
Met
145
Val
Ala
Thr
Ile
Glu
225
Glu
Lys
Thr
Pro
305

Pro

Thr

Gly
50

Arg
Ala
Phe
Pro
Ala
130
Ala
Thr
Tyr
Ser
Ser
210
Leu
Pro
Leu
Gin
Ala
290
Val

Ala

Thr

35

Asp
Gly
Ala
His
Gly
115
Fhe
Glu
Ser
Met
Ala
195
Arg
Pro
Gly
Lys
Lys
275
Asp
Ile

Val

Met

BAla
Pro
Thi
Glu
100
Gly
Lys
Gly
Giy
Asp
180
Val
Ala
Arg
Pro
Glu
260
Val
Phe
Tvyr

Leu

Gln
340

Ala

Phe

Tyr
Pro
165
Gly
Gly
Cys
Arg
Val
245
Met
Glu
Lys
Ala
Lys

325

Gly

ES 2 688953 T3

Lys
Ala
70

Asp
Met
Ile
Ile
Ala
150
Gly
Thr
Thr
Thr
Ile
230
Leu
Pro
Leu
Leun
Gly
310

Glu

Leu

Lys
55
Thr

Ala

Leu
Leuy
135
Arg
Ala
Bro
Asp
Lys
215
BAsn
Val
Asp
Phe
Ila
255
Gln

Phe

Gly

40

Ala

Arg

Arg

Glu

Pro

120

Ala

Ala

Thr

Leu

Ala
200

Trp

Glu

Asp

Ser

.

His
280
Ala
Gly

Ala

Gly

59

Ala

Glu

Fhe

His

105

Val

Arg

Thr

Asn

Lew

185

Phe

Asn

Ala

Leu

Ser

265

Lys

Glu

Val

Glu

Phe
345

Ala

Lys

Val

50

Gln

Fhe

Gly
Thr
170
Val
Gln
Val
Phe
Pro
250
Pro
Glu
Met
Met
Lys

330

Asp

Ala

S5er

15

Gly

Val

Asp

Glu

Lys=

155

Ile

Phe

Glux

Met

Glu

235

Lys

Gln

Arg

Ile

Gln

315

Ala

Glu

Arg

Ser

Leun

Asp

Ala

Gin

140

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

220

Iile

Asp

Val

Ile

Asn

300

Ser

Asn

Arg

45

Ala

Thr

Thx

Tle

125

Gly

Gly

Pro

Gly

Asp

205

Lys

Als

val

Ala

Gly

285

Arg

Pro

Ile

Ser

Phe

RAla

Gly

Ile

1i0

Phe

Ala

Val

Ile

Gln

190

Iie

Asp

Met

Thr

Val

270

Ala

Ala

Leu

Pro

Pro
350

Ser
Thr
Ala
85

Phe
Glu
Gly
Val
Mzt
175
Val
Val
Val
Ser
Ala
255
Arg
Pro
Glu
Asn
Val

335

Len

Thr
Val
80

Gln
Gly
Ser
His
Leu
160
Asp
Gln
Gly
Lys
Gly
240
Val
Gln
Gly
Arg
GLly
320

Thr

Ser



Len
Gln
Val
385
Arg
Leu
Glu
Pro
Leu
465
Len
Asp
Ala
Gly
Lys
545
Ser
Val
Lys
Met
Gly
625

Phe

Lys

Lys

Asn

370

Thr

Glu

His

Asn

Trp

450

Glu

Thr

Gln

Ala

Gly

530

Ile

Tyxr

Gly

Asn

FPhe

619

Leu

Leu

Asp

Met
355

Ala

Gly

Gly

Lys

Leun

435

Phe

Ser

Glu

Glu

Gln

515

Ala

Ala

Ser

Val

Val

595

Asn

Tvr

Glu

Thr

Leu
Asp
Arg
Arg
Val
420
Ala
Ala
val
Leu
Val
500
Phe
Gly
Lys
Met
Lys
380
Giln
Pro
Cys

Tyr

Leu
66l

Gly
Leu
Val
Gly
405
Val
Asn
Gln
Asp
Asn
485
Tyr
Leu
Thr
Pro
Thr
565
Ile
Asp
Arg
Ala
Asp
645

Val

Glu Met Val

6875

ES 2 688953 T3

M=t
Ile
Asp
380
Gly
Glin
Val
Ile
Ser
470
Lys
Ile
Thr
Met
Zasp
550
Gly
Lenu
Len
Phe
Lys
630

Glu

Leu

Leu

Leu
375
Ala
Ile
Pro
Thr
Ala
455
Asp
Gln
Thr
Trp
Gly
535
Ala
Met
Leu
Phe
Asp
615
Gln

Gly

Pro

Giu

Gly
360
Ala
Phe
Val
Thr
Fro
444
Asp
Asp
Ile
Thr
Thr
520
Tyx
Ile
Glu
Leu
Tyzr
600
Lys
Ser

Pro

Met

Pro

60

Ser Ala Tyr
Leu Gly Ala
Ala Pro Glu

385

His Phe Glu
410

Val Ala Val
His val Gln
Trp Lys Glu
Lys Val Leu

475

Leu Glu Ile
490

Gly Val Gly
505

Lys Pro Arg

Gly Leu Pro

Val Ile Asp
585

Leu Ile Thr
570

Gin Asn Asn
585

Asp Lys Arg

Val Bla Asp

Glua Leu Lys
635

Val Leu Leuy
650

Val Pro 2Zla
665

Pro Lys Pro
&80

Ala
Arg
380
Ala
Ile
Leu
Arg
Lys
460
Lys

Gln

Ser

Gln.

Ser
540
ile
Ala
Phe
Tyr
Ala
€20
Asp

Giu

Gly

Asn
65
Phe
Arqg
Ser
Gly
Gln
445

His

Pro

Asp

Ala

Gin

Ser

605

Met

Lys

Val

Phe

Lys Asp

Arg

Pro

Asp

430

Glu

Pro

B3in

Lys

Gln

510

Ile

Ile

Gly

Gilu

Gly

550

Gly

Arg

Ile

Phe

Fro
670

Ala

Ser

Asp

Ala

Lys

415

Val

Arg

Fhe

Gln

Asp

495

Met

Ser

Gly

Asp

Phe

375

Met

Thr

2la

Lys

Val

655

Leu

Met
Arg
Glu
A00
Asn
Val
Glu
Leu
Val
480
Ala
Gln
Ser
Ala
Bla
560
Liys
Val
Ala
Lys
Glu
640

Asp

His
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<210> 25

<211> 18

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 25
gttgaccagt geegttce 18

<210> 26

<211> 18

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 26
cgaagtgcac gcagttgc 18

<210> 27

<211> 31

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 27
gegeecatgg gacgtecaggt ggeacitttc g 3

<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 28
gegeceatgg cegeggeaag cageagatta cgegea

<210> 29

<211> 1263

<212> ADN

<213> Caenorhabditis elegans

<220>

<221> CDS

<222> (23)..(1228)
<223>

<400> 29

gcggecgega attcagatct ce atg gte get cac tcg fcg gag gat cte tceg
Met Val 2la His Ser Ser Glu Gly Leu Ser

1
gco ace geo ccg gke ace gge
Ala Thr Ala Pro Val Thr Gly

15
teg ctc gag gag &adg gag gcec
Ser Leu Glu Glu Lys Glu Ala
30
cag goet ace acc gag gag ccc
Gln Ala Thr Thr Glu Glu Pro
45
tte cge cge geo ate cce geo

gga
Gly

ccg
Pro

cga
Arg
50

cac

36

gac
Asp

cge
Arg
35

atc
Ile

tge

61

gtc
Val
20

gac
Asp

cayg
Gln

tte

5
cte gtc
Leu Val

gtc aac
Val Asn

ctg ccc
Leu Pro

gag cgc

gac
Asp

gec
&la

aco
Thr
55

gac

goe
Ala

aac
Asn
40

gtc
Val

ctc

cge
Arg
25

acc
Thr

gac
ASD

gtc

10
gec
Als

aag
Lys

gec
Ala

aag

52

100

148

196

244



Phe

tecy
Ser

tte
Fhe

tgg
Tryp

cac
His

tte
Phe

tgy
Trp
155
sag
Lys

coc
Pro

aag
Lys

ttec
FPhe

tgc
Cys
235
acc
Thr

cte
Leu

gtc
Val

cge
Arg

acc
Thr
315
aac
Asn

azg
Lys

gte
Val

Arg

ate
Ile

gec
Ala

zac
Asn

gac
Asp

atc
Ile
140
cag
Gln

gac
Asp

teg
Serx

tgg
Trp

tgg
Trp
220
gtg
Val

atc
Ile

teg
Serxr

gac
Asp

ggc
Gly
300

aco

Thr

aag
Lys

gte
Val

aac
Asn

Arg

cga
Arg

cte
Leu

atec
lie

tgec
Cys
125
ggc
Gly

aag
Lys

cac
His

tgg
Trp

tte
Fhe
205
cce
Pro

atc
Il=

gco
Ala

tte
Phe

gac
Asp
285
cag
Gln

atyg
Met

atc
Ile

cte
Leu

tac
Tyx
365

Ala

tac
Tyx

cce
Fro

tie
Phe
110
cte
Leu

cac
His

teg
Ser

gge
Gly

aag
Lys
120
cco
Pro

tac
Tyxr

age
Serx

ggc
Gly

tte
Phe
270
gtc
Val

acc
Thr

cac
His

ccg
Pro

gag
Glu
350
gac
hsp

Ile

cte
Leu

gcc
Ala
85

atg
Met

cac
His

atc
Ile

cac
His

Tac
His
175
cge
Arg

gte
Val

tog
Ser

ggeo
Gly

tcg
Ser
255

ggc
Gly

goco
Ala

cag
Gln

cac
His

cac
His
335
cce
Pro

ttc
Phe

Pro

gtc
Val

tte
Phe

gac
Gly

gga
Gly

gece
Ala

aag
Lys
1560
gtc
Val

tgg
Txp

tac
Tyr

teg
Ser

ate
Ile
240
tac
Tyc

cte
Leu

gag
Glu

acc
Thr

atc
Ile
320
tac
Tyr

ctc
Leu

tte
Phe

ES 2 688953 T3

Ala
65

cag
Gln

gag
Glu

gtc
Val

age
Ser

ttc
Phe
145
cte
Leu

tag
Trp

tte
Phe

acc
Thxr

ctc
Len
225
tgce
Cys

tcg
Ser

atg
Met

gtc
Val

ate
Ile
305
acc
Thr

cac
His
tceg
Ser

gce
Ala

His

gac
Asp

tac
Tyx

tie
Phe

tto
Phe
130
teg
Ser

cac
His

gtc
Ile

aac
Asn

ctc
Len
210
ttc
FPhe

tgc
Cys

aac
Asn

cte
Leu

tac
Tyr
290
gac
Asp

gac
Asp

cte
Len

gac
Asp

cge
Arg
370

Cys

tte
FPhe

ttc
Phe

ggec
Gly
115
teg
Ser

ceo
Fro

cac
His

cag
Gin

cce
Pro
195
tte
Phe

gtc
Val

tgc
Cys

tog
Trp

gtc
Val
275
gag
Glu

cge
Arg

ggc
Gly

atec
Ile

acc
Thr
355
tte
Phe

Phe

gco
Ala

ggc
Gly
100
tic
Pha

gac
Asp

cte
Leu

gcc
2la

gac
Asp
180
atc
Tle

ggc
Gly

cgeo
Arg

gte
Val

tte
Phe
260
ate
Ile

gcc
Ala

tac
Tyr

cac
His

Jag
Giua
340
cag
Gln

cteo
Leu

62

GElun

gcc
Rla
85

cte
Len

goo
Ala

aac
Asn

tte
Phe

ttc
Phe
165
aag
Lys

cce
Pro

tte
Phe

aac
Asn

tgc
Cys
245
tgg
Trp

gtoc
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gtg
Val
325
gac
Ala

tac
Tyr

tgy
Trp

Arg
70

cte
Len

ttc
Phe

cte
Leu

cag
Gln

teg
Ser
150
aceg
Thr

gac
Asp

tte
Phe

tgc
Cys

teg
Ser
230
goco
Ala

tac
Tyr

ace
Thr

gag
Glu

ggc
Gly
310
gcc
Ala

acoc
Thr

ggc
Gly

tte
Phe

Asp

ace
Thr

gygc
Gly

ttce
Phe

aac
Asn
135
cCco
Pro

aac
Asn

tgg
Trp

tcg
Ser

gac
Asp
215
gac
Asp

tac
Tyr

tac
Tyr

tac
Tyr

tgg
Trp
2895
ckte
Leu

cac
His

gag
Glu

tac
Tyr

aac
Asn
375

Leu

atc
Ile

tac
Tyr

gtc
val
120
ctc
Len

tac
Tyr

cac
His

gag
Glu

gge
Gly
200
ggc
Gly

cge
Arg

ate
Ile

tyg
Trp

ctg
Leu
280
teg
Ser

ggc
Gly

cac
His

age
Gly

aag
Lys
360
tac
Tyr

Val

cte
Leu

cte
Lieu
105
gtc
Val

aac
Asn

tte
Phe

atec
Ile

gcc
Ala
185

tgy

Trp

teg
Ser

gte
Val

gcc
Ala

gte
Val
265
cag
Gln

e
Phe

cte
Leu

tic
Phe

atc
Val
345
teg
Ser

aag
Lys

Lys

tae
Tyx
90

gte
Val

ggc
Gly

gac
Asp

ceo
Pro

gac
Asp
170
atyg
Met

cte
Leu

cac
His

cag
Gln

cte
Leu
250
ccy
Pro

cac
His

gte
Val

gac
Asp

tte
Phe
330
azg
Lys

cag
Glno

ctc
Leu

252

340

3e8

426

484

532

580

628

676

724

77z

820

Bo8

216

964

1012

1060

1108

1156



10

gac tac ctc gtg cac
Bsp Tyr Leu Val His

380
cte gag
Len Glu
395
googe

<210> 30
<211> 402
<212> PRT

gag amg gcc
Glu Lys Ala

<213> Caenorhabditis elegans

<400> 30

Met

Gly

Ala

Pro

Ala

65

Gln

Glu

Val

Ser

Phe

145

Leu

Trp

Phe

Thr

Leu
225

Val

Gly

Pro

Arg

50

His

Asp

Tyr

Phe

Phe

130

Ser

Ile
Asn
Len

210

Phe

Ala
Asp
Arg
35

Ile
Cys
Phe
Fhe
Gly
115
Ser
Pro
His
Gln
Pro
195

Phe

Val

His
Val
20

Asp
Gln
FPhe
Ala
Gly
i00
Phe
Asp
Leun
Ala
BAsp
180

Tle

Gly

ES 2 688953 T3

gag acc goce gge ate atg cag ttc cgc acc ace
Lys Thr Ala Gly Ile Met Gln Phe Arg Thr Thr

385

aag gcc
Lys Ala

400

Ser

Leu

Val

Leu

Glu

Ala

85

Len

Ala

Asn

Phe

Phe

165

Lys

Pro

Fhe

Asn

aag taaccecgyggg gtacccttaa ggeatgegeg

Lys

Ser Glu Gly Leu

Val

Asn

Pro

Arg

70

Leun

Phe

Leu

Gln

Ser

150

Thr

Asp

Phe

Cys

Ser
230

Asp
Ala
Thi
55

Asp
Thx
Gly
Fhe
Asn
135
Pro
Asn
Trp
Ser
Asp

215

Asp

Ala
Asn
40

Val
Leu
Ile
Tyr
Val
120
Leu
Tyr
His
Glo
Gly
200

Gly

Arg

63

Arg
25 7
Thr
Asp
Val
Leu
Leu
105
Val
Asn
Phe
Ile
Ala
185
Trp

Ser

Val

Ser
10

Ala
Lys
Ala
Lys
Tyr
oli]

Val
Gly
Asp
Pro
Asp
170
HMet
Ley
Bis

Gin

390

Ala
Ser
Gln
Phe
Ser
75

Phe
Trp
His
Fhe
Trp
155
Lys
Pro
Lys

Fhe

Cys
235

Thr

Leu

Ala

Arg

60

Tle

Ala

Azn

Asp

Ile

140

Gln

Asp

Ser

Trp

Trp

220

Val

Ala
Glu
Thr
43

Arg
Arg
Leu
Iie
Cys

125

Gly

Lys

His
Trp
Phe
205

Pro

Ile

Pro
Glu
30

Thr
Ala
Ty
Pro
Phe
110
Lgu
His
Ser
Gly
Lys
180
Pro

Tyr

Ser

Val
15

Lys
Glu

Ile

Leu

Bla T

85

Met

His

Ile

His

His

175

Arg

Val

Ser

Gly

Thr

Giu

Glu

FPro

Val

80

Gly

Gly

Ala

Lys

160

Val

Trp

Tyr

Serx

Ile
240

1204

1258

1263
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25

Cys

Ser

Met

Val

Cys

Lsn

Leu

Tyr

Cys Val

Cys
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Ala Tyr

245

Fhe
260

Val
275

Ile

Glu Ala

290

Ile
30s

Thr

Ser

Ala

Asp

Asp

Leu

Asp

Arg

Arg

Gly

Trp

Val

Asp

Tyr

Yal

Tyr Tyr

Thr Tyxr

Glu Trp

2585
Giy Leu
310

Ala His

325

Ile Glu

340

Thr
355

Gln

Phe Leu

370

Thr
385

Ala

Ala

Gly Ile

Lys

Ala

Tyr

Trp

Met

<210> 31
<211> 570
<212> ADN

<213> Caenorhabditis elegans

<400> 31

agcagcagat
tttccgaagg
cctggggtyy
ggttgagggy
aggegoeogoeo
cgcaccgeaw
acgegacget
acagacgteg
cagcagceea
cggaagcaaq

tgecegagge
cgggctegge
acggcgagge
acgaactgtt
gagtgcgacg
tcgeaccygea
gggeetteoee
gcageoagaaa
tcgegagoaa
ccttgacate

<210> 32
<211>18
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 32

gaccegtcat ctatgetg 18

<210> 33
<211>18
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

Thr Glu

Gly Tyr

Asn
375

Fhe

Gln Phe

390

cgdeggaagy
gacgacgecy
taactaggac
taggcgegge
gggaacgetg
ccgcatcgea
ggcgaaaaaa
cgaatcagte
gggctcagec
cttitgceoaac

Ile Ala

250

Val
265

Trp Pro

Leu Gln

280

Ber Phe Val

Gly Leu Asp

Fhe Phe

320

Ris

Val
345

Gly Lys

Lys Ser Gln

360

Tyr Lys Leu

Arg Thr Thr

Leu

Thr Ile

Ser

Leu

Val A&sp

Ala

Phe

Asp

Ser
255

Gly Tyr

Fhe
270

Gly Leu

Val Ala Glu

285

Arg Gly

300

Thr
315

Thr
Asn Lys
Lys Val

Val Asn

Gln

Met

Ile

Leu

Tyr

Thr Glr Thx

Iie
320

His.
335

Pro Tyr

Giu
350

Pro Leu

Asp Phe Phe

365

Asp Tyr

380
Leu Glu
395

Leu

Glu

Val His Lys

Lys Ala Lys

400

gacgaggoce
gogeggogac
ttggggaage
cgagtecgtea
cgecgacate
ccgecategea
agtgatctgg
gagcagcagce
agcagaacac

aggeggeteg
gacggecctyg
cgagetgage
gagccagect
gcattgecace
fcgagaccey
cttacazate
tgcagcagea
caatcagycc

tgaaagegea
ccggaceggy
gacttgageg
gtygagaaag
gcatcgcawt
acgcagcgayg
cogagacgag
gocagcadcag
aagaatcgca

64

&0
120
180
240
300
360
420
430
540
570
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<400> 33
ctcaaagtga acgatgee 18

<210> 34

<211> 4244
<212> ADN
<213> Schizochytrium sp.

<400> 34

tttctetete
cgtccgtteg
cttgttgcea
gggtctgect
ccategggce
acgracgggy
gtegecgece
gococoocgoay
aagaaaagaa
tgatgggget
titgggagag
ggttgcetgaa
ggaggggatg
ccgogeggeg
tattecattet
ggactctatyg
agatacagca
geacggrage
tttttgattt
caagaggcaa
cgeegeteog
ttceatteac
tgttegtteg
acgacceteyg
tgctaagege
aagtctecat
ggagagaagy
gecctcttayg
ggeggccacy
ceghotgett
ccegtetteog
acgtacttaa
gcetegeate
gcggggegygc
tecgetegote
tggotgeatyg
tgectgecett
cacccgccgc
cgcgataccyg
gagaaggagyg
gctggegaag
ccceggtooa
gtictcectee
ctegetegeg
gecggegate
cegecteogt

tcgagetgtt
atcaageget
ggcagecegea
geocktceeget
tegectecte
ggacgcgode
teecttectte
cggogegeag
aataacageg
tctegtggeg
aagagtggga
acttecttega
gatacctecce
gtgggtcegg
tcctetocag
ttttagggca
cagagacctt
ggtycacgeyg
taggtggtgt
gcaagtacat
ctcaagectge
ttttctgeat
tacgtgegtyg
gtegtaegecg
gcagcaatge
cgcagccaca
aaagacccgc
acagttccta
ggttccececeo
acgcactteg
gocegegtoygg
tattaacagt
getggggacy
ctetteegge
gegggagede
cctgectgee
cgtgegtgeg
accteogactt
tgcgaggeta
gctggeggag
gtgcetggag
ttccaccacy
gececgggectt
gaggattcge
gocgatggety
attgtggatt

ES 2 688953 T3

goctgetgetg
cgctegeteg
ggctgtetgt
cocegocegeo
yogoogeacy
cccgeghcoe
cctegectee
gaagcgaygga
ccegtcteygceg
cggctgocgge
cgcggagaag
gcggeacagy
gaggctggea
aggegcegagyg
gaaggaagea
cgteggagea
geoggedacy
cteccteggea
gcctgeeact
acatcecatte
agetagetgg
cocgogaccag
cgtgegtece
caagcgasaac
tgagagtaat
ttcaggettt
cgeogeoges
gatgcocggye
gcaccitcca
cgcggoogee
aggtegtcec
gggacctege
caggcegaggco
cggeggeege
agogeggege
tgcctagcctg
tgcagtgaatg
ttgaagaage
cgaagcgagt
gegtgeatge
gatctaacga
tctgtgecty
caggaccegag
cggeogocgy
tgctgacgta
cgttagttgg

ctgctgetge
accgatcggt
ctgtttgtgt
gccgeecgta
categocgege
cogecgoogo
tcocttecebooe
gagcgyggdag
cagacygcgcg
ctyggeccgde
ataagatyggt
cgatggeogay
tggacgagct
ttggttttet
agtcacatag
yaaggcegcega
cggatgcagy
gatgecacggt
ttgascatcea
gaattcaagt
ctgacaggygce
caggecegta
agcitgeetgt
ccgacgccga
cttecagceca
ctectetetet
toctgegectyg
gococgregcge
caccttctte
goeoocgegaac
cgegoocgege
acaggacctg
atceeggege
atcaggcgga
cagegtggcc
cgtgrgtgeg
cggeyggaaga
cgcgatgcga
ctggeeggce
cggcgaccat
tegetgetat
cogecigace
acgagacctg
geeggacyggyg
ctegtgegtg
ttattggttg

65

tgcticcttg
gcgtgegtge
agttttaccc
tocacceege
atcgeatgea
cgtegtegte
gagccceeot
gagagaagaa
cggecgegtyg
ctegeettityg
gcecatggoge
agacocgacagd
ggccgegegyg
tcatacctga
agtatcacta
gcgaticgaa
cgagcacgca
tetgegeege
tccacaagte
tcaagagacy
tecgetggetg
cgcacgttet
ctaatctgee
cctggecaat
ccaagitcatt
ccctoootet
tgacgggctg
cteegtegea
cococcgcageo
ccgagegegt
tackteoegggt
acggragcac
ggccoocgnac
tgacgcaaga
aagcicocege
tgogtgegtyg
gggatcatge
tgcygatgega
gtcatacaac
tgcgaacgeg
gatgctatag
tgcgettgge
cagectgeage
actcgegagy
geageegtac
atttgttgat

ctggttcteca
gtacgtgaght
teggggtteg
tecgectecge
toatgetgee
tggcegatgee
gtottectic
aagazaagaa

‘cgaggcggeg

aggtgcagge
aggacggaga
ctgccggege
atctyggetgg
taccatacgy
acctaatgat
tgcgagegat
cgeaccgeac
geectttacat
aacgcageat
cagcaacagc
tagtggaaaa
ctogtttgtt
gocgogatcea
gocgoaagaa
atcgetgece
ctttetgecg
tcegttgtaa
ggcacacgta
ggaccgcgeg
gctgtgggey
cctgtgeggt
agacgtecgce
cggggaggct
gocctegeady
ccecttetgge
cettegtgeg
gaggatcaat
tgegatgega
geacgttttc
gegtetegig
ctgtgetgat
tttccttcaa
tagactcgeg
tcacacggee
gtcagcegacy
taatttitit

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1620
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1840
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
27760
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-gttegtagge

tegctogact
cgggeegacy
cacgecetce
acgcacgeag
gettcecttee
cgatacctge
tagggtttgt
cgatectgate
gtctgoacge
aagcacgcag
tgctgetgtyg
gtacatacat
togtegecge
gecgecgeoy
atggatggat
agcgaggacy
cgetgecgeyg
tetttgtete
tggaagatygy
gaggaggagc
tcggagagag
goacgagoac
cagegectag
caagocgoca

<210> 35

<211> 4244
<212> ADN
<213> Schizochytrium sp.

<400> 35

tttctctete
cgtecgtteg
cttgttgcca
gggtetgect
cecategggec
acgcacgggyg
gtcgoegoce
gocceogcad
aagaaaagaa
tgatggggot
tttgggagag
ggttgctgaa
ggaggggaty
ccgegeggeyg
tattcattect
ggactctatyg
agatacagca
gocacggcage
tttttgattt
caagaggcaa
cgeegotoeg
tteccatteac
tgttegtteg
acgacccteyg
tgetaagege
aagtctoeat
ggagagasgg

ttggttatag
tgagtcocaca
aaagtgecgeyg
gtcgecagtea
gocacgcacge
gcacgggoct
cggtgeegee
tegtectgaa
tgatttgett
cgcagettec
cttegeegeo
gecogggektt
actgecgget
cgegggogeo
cteoogoteeg
ggatggatgyg
agcgegogag
ccegecttge
gegegocget
ctecattcaat
agcaagcaaa
agtcttgega
gagcacgage
ctcgoctegat
goccagocage

tegagebgtt
atczagegct
ggcagecgea
gectceceoget
tegectecte
ggacgegege
tccttectte
CggCgegeayg
aataacagcg
tectegtggeg
aagagtggga
acttcttecga
gatacctcece
gtgggtcegg
tcctctceag
ttttagggca
cagagacctt
ggtgeacgeg
taggtggtgt
gcaagtacat
ctecaagectge
ttttetgeat
tgcgtgegty
gteogtegecy
gcagcaatge
cgoagecaca
aaagacccgco

ES 2 688953 T3

ctaatagttt
ccactgccece
agtgaggtaa
gtoccagacag
ccgeacgeac
accktcteget
tocegteacge
ttgtttgatt
tgetttgett
cttcocttcteo
gcatccggte
tctecategg
toctectett
gegcgegeoy
ctocgaggee
atggattttg
cgeggeoagoee
gagcetgege
tggocctogtyg
cgacccattae
ccaaaagcete
cgaccaccgyg
acgagcacyga
acagaaagag
tagctageea

getgetgetg
cgctegeteg
ggectgteotgt
cccgeooges
goegoogeacy
ccegegtece
cctegcectee
gaagcgagga
cegtotegeg
cggetgegge
cgcggagaag
gcggeacagg
gaggctggea
aggecgegagg
gaaggaagca
cgtcggagea
gecggcgacy
ctecctcggea
goctgeecact
acatecattce
agctagetgg
ccgeggccag
cgtgegtece
caagcgagaac
tgagagtaat
ttcaggettt
cgecgooges

agtttatact
tctactgtga
cctaagcaac
gecagaaaagc
gctecectoca
ccotegecta
gctcagecge
tgatttgatt
tgteciceacte
cagcectock
ggteggtegyg
cgactctite
ecagcgcgge
ccgoegooge
gcgagagggco
ttgatcgatg
ggattcgeag
cgegagegag
tgtettgtge
acgeacgcac
tegeogeteoge
cagcagcagc
geattcagzge
gegggttyggy
gecigectge

ctgctgetge
accgatcggt
ctgtttgtgt
gccgecegta
catcgogege
ccgeegooge
tecttectece
gagegyggag
cagacgcgeg
ctggecegge
ataagatggt
cgatggcgag
tagacgaget
ttggttttet
agtcacatag
gaaggcgcyga
cggatgcagy
gatgeacggt
ttgaacatca
gaattcaagt
ctgacagygge
caggcccgta
agctgeetygt
cegacgocyga
cttcageccoca
ctcotctetet
totgegeoetg

66

ggtgotctte
atggatcaat
ggeggtcoctte
gtcttaggga
tegegtgect
googeacoag
agctcageoe
tgatttgate
ecggcgegyga
tetgeteoeeg
tcgatcgace
ttctecatac
gacggcggea
cogegiegea
cgcagegygeg
geggegeatyg
ggcctegete
cgagcgageg
ttgcgtageg
tccggeogege
ggtctegyge
agcagcagea
aagaggacag
cgtaaaaaaa
caaa

tgcoticetty
gegtgegtge
agttttacce
Loccacecocge
atcgcatgeca
cgteghegte
gageccccect
gagagaagaa
cggccgegtg
ctogectttg
gocatggege
agaccgacag
ggccgedgegy
tcatacctga
agtatcacta
gcgattcgaa
cgagcacgea
tetgegecge
teracaagtc
tcaagagacyg
tegetggetyg
cgcacgttet
ctaatectgee
cctggcecaat
ccaagicatt
cectcectet

tgacygggctg

ggtgctgatt
ggacgcacga
agaggggacy
coacgcacgc
atttttttag
geggeaygeag
ageogegage
cgateegate
ccaagcgtee
cctctegege
cgectgeege
gtecctactac
ggctgcgacg
gggcctegte
cgatggatgg
ggcggagatg
gocctegegoc
ageggggctt
ggcgecygcegy
agagaaggcc
tcgageggte
gegotgtega
acacggttgt
aaggagcacg

ctggtteica
gtgegtgagt
teggggtteg
tecgecteege
tecatgetgee
tggecgatgee
gtcttcette
aagaaaagaa
cgagygcggcyg
aggtgcagge
aggacggaga
ctgceggege
atctggetgg
taccatacgg
gectaatoat
tgocgagegat
cgeoaccgeac
gectttacat
aacgcageat
cagcaacage
tagtggaaaa
ctogtttgtt
gegegatcea
gccycaagaa
atcgectgeee
ctttecigeeg
teegttgtaa

ZB20
288G
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3960
4020
4080
4140
4200
4244

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1620
1080

- 1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
15620



gcoctettag
ggcggeoacg
ccgtetgett
cegbtettocg
acgtacttaa
gcoctegeatce
geggggegge
tegetegoete
tggctgoatg
tgcctgectt
caccegooge
cgcgataccy
gagaaggadyg
getggegaag
ceccggtoca
gttetectee
ctegetegeg
gceggegatce
cegectoogt
gttegtagge
tagectegact
cgggcegacy
cacgcectea
acgoacgoac
gcttocttea
cgatacctge
tagggtttgl
cgatctgate
gtetgegoge
aagcacgcag
tgctactgty
gtacatacat
tcgtegecge
gccgceogecy
atggatggat
agcgaggacy
cgetgeoegcey
tectttgtete
tggaagatgg
gaggaggage
tecggagagag
gcacgageac
cagecgectag
caageogeca

acagttccta
gottececeoo
acgcactteg
gecgeategg
tattaacagt
gctggggacg
cteticegge
gegggagege
cetgectgee
cgtycgtgeyg
acctcgactt
tgcgaggeta
gctggeggag
gtgcetggag
ttecaccacg
goecgggectt
gaggattege
gegatggetyg
attgtggatt
ttggttatag
tgggtccaca
aaagtgcgcg
gtcgeagtea
gcacgcacge
gcacgggect
cggtgcegee
tegtectgaa
tgatttgctt
cgecagettceco
cttegeogee

goceggacttt

actgcegget
cgcggycgece
ctecgetecg
ggatggatgg
agcgegegag
ccecgecttge
gecgegeeget
ctcattcaat
agcaagcaaa
agtcttgegg
gagcacgagc
ctegotegat
gocageeagce
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ggtgccggge
gcaccticca
cgoggecgoc
aggtecgtece
gggacctage
caggcgaggo
cggoggcoge
agcgecggoego
tgcctgeoetyg
tgcegtgaghy
ttgaagazge
ocgaagcgagt
gcgtgeatage
gatctaacga
tectgtgectyg
caggaccgag
cggecogeagyg
tgctgacgta
cgttagttgg
ctaatagttt
ccactgoccce
agtgaggtaa
gteccagacag
cocgeacgeag
accteteoget
teegtecacge
ttgtttgatt
tgetttgett
cttettectee
gcatccggte
toteoeategg
tcctectott
gcgegegecy
ctocgaggoc
atggattttg
cgcggcagee
gagecigege
tggectcootg
cgacccattc
ccaaaagoic
cgaccacagy
acgageacga
acagaaagag
tagctageca

goccgeoogogo
caccttcectte
gcocogegaac
cgogecogegc
acaggacctyg
atceeqggege
atcaggegga
cagegtggee
cgtgecgtgeg
cggcggaaga
cgegatgega
ctggeeggee
cggegaceat
tegctgetat
ccgectgace
acgagacctg
gocggacgdy
ctegtgogtg
ttgttggttg
agtttatact
bctactgtga
cctaagcaac
gcagaaaagce
gctceocteee
ceckegecte
gctcagecoge
tgakttgatt
tgtcteccte
cagacctect
ggteggtegg
cgactctttc
ccagegegge
ccgecgoego
gcgagagggco
ttgatcgaty
ggattegeag
cgocgagegag
tgtettgtge
acgcacgcac
tegegetege
cagcagoage
gcattcgage
gcgggttygy
gcctgectge

67

ctcegtegea
cccogeagee
ccgagegegt
tactecgggt
acggcageac
ggceccgeac
tgacgeaaga
aagctceege
tgcgtgegtg
gaggatcatgc
tgegatgega
gtecatacaac
tgcgaacgeg
gatgctatag
tgegettgge
cagctgcage
actcgegagy
gcagcegtac
atttgttgat
ggtgoctctte
atggatcaat
ggecggtcttc
gtcttaggga
tcgegtgect
goccgeacoag
agctecageee
tgatttgatc
ccggogogga
tctgecteceg
tcgatcgacc
ttctecatac
gacggeggoa
cegogtegea
cgcggeggcyg
gcggegeatg
ggcctegecte
cgagegagog
ttgegtageg
tecggegege
ggtcteggge
agcagcagca
aagaggacag
cgtaaaaaaa
caaa

ggracacgta
ggaccgegeyg
gctgtgggeg
cetgtgegat
agacgtogee
cggggagygct
gccectogeag
cecttctgge
ccttegtgeg
gaggatcasat
tgcgatgega
gecacgtittc
gegtategtyg
ctgtgctgat
tttectteoaa
tagactegeg
tcacacgges
gtcagegacg
taattttttt
gatgetgatt
ggacgcacga
agaggggacg
ccacgcacge
atttttttag
gecggcageag
agecogegago
cgatcegatc
ccaagagtec
cetcteogege
cgectgeege
gtectactac
ggctgcgacy
ggguctegtc
cgatggatgg
ggcggagatg
geetocgoegecs
agcggggett
ggcgccgogy
agagaaggee
tegagoggte
gegetgtoga
acacggttgt
aaggagcacy
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REIVINDICACIONES

1. Un método para produccion de una proteina, que comprende: cultivar un microorganismo recombinante del Orden
Thraustochytriales en un medio, en el que el microorganismo recombinante comprende una molécula de acido
nucleico aislada que comprende un gen extrafio que codifica la proteina, para producir la proteina; y recuperar la
proteina.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la molécula de acido nucleico aislada comprende adicionalmente una o
mas secuencias de control de transcripcion y el gen extrafio esta unido de forma operativa a la una o mas
secuencias de control de transcripcion.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que la una o mas secuencias de control de transcripcién comprenden una
secuencia de control de transcripcidn de Thraustochytriales seleccionada entre el grupo que consiste en secuencias
de promotor de Thraustochytriales, secuencias de amplificaciéon de Thraustochytriales, secuencias de operador de
Thraustochytriales, secuencias de represor de Thraustochytriales, y combinaciones de las mismas.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que al menos una secuencia de control de transcripcion de
Thraustochytriales es una secuencia de promotor de Thraustochytriales seleccionada entre el grupo que consiste en
una secuencia de promotor de acetolactato sintasa de Thraustochytriales, secuencia de promotor de a-tubulina de
Thraustochytriales, secuencia de promotor de sistema de policétido sintasa de Thraustochytriales, y secuencia de
promotor de acido graso desaturasa de Thraustochytriales.

5. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que la molécula de acido nucleico aislada comprende
adicionalmente una secuencia de segmento de sefal de acido nucleico.

6. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que la proteina se secreta en el medio, y en el que la
proteina se recupera del medio.

7. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que el microorganismo es de un género seleccionado
entre el grupo que consiste en Thraustochytrium, Labyrinthuloides, Japonochytrium, y Schizochytrium.

8. Un método para produccion de una proteina, que comprende:
cultivar un microorganismo recombinante del Orden Thraustochytriales en un medio, en el que el microorganismo
recombinante comprende una molécula de acido nucleico aislada que comprende un gen extrafio que codifica la
proteina, para producir la proteina; y
extraer el microorganismo que comprende la proteina.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que el microorganismo se extrae como una biomasa.

68
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