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DESCRIPCION
Promotor y procedimiento para la transformaciéon de microorganismos Traustoquitriales

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de manera general a una molécula aislada de acidos nucleicos codificante de una
acetolactato sintasa de Traustoquitriales, incluyendo acetolactato sintasas que proporcionan una sensibilidad reducida
a compuestos de sulfonilurea, inhibidores de clase imidazolinona y/o oxibenzoatos de pirmidinilo, en microorganismos
del orden Traustoquitriales; a moléculas de acidos nucleicos que comprenden marcadores seleccionables utiles para
la transformacion de microorganismos del orden Traustoquitriales y a métodos de transformacién de dichos
microorganismos utilizando moléculas de acidos nucleicos recombinantes de la presente invencion. La presente
invencién se refiere ademas a promotores génicos utiles en los sistemas de expresion de los Traustoquitriales. Las
moléculas de acidos nucleicos recombinantes de la presente invencién pueden utilizarse para la expresion de acidos
nucleicos foraneos en un microorganismo Traustoquitriales, asi como para la deleciéon, mutacion o inactivacion de
genes en microorganismos Traustoquitriales.

Antecedentes de la invencién

Los desarrollos han resultado en una revisién de la taxonomia de los traustoquitridios. Algunos taxénomos tedricos
situan los traustoquitridios en el grupo de las algas o de los protistas similares a algas. Sin embargo, debido a la
incertidumbre taxonémica, seria mejor para los fines de la presente invencion considerar las cepas indicadas en la
presente invencion como traustoquitridios (Orden: Traustoquitriales; Familia: Thraustochytriaceae; Género:
Thraustochytrium, Schizochytrium, Labyrinthuloides, o Japonochytrium). Los cambios de taxonomia se resumen a
continuacion.

Las cepas de determinados microorganismos unicelulares dados a conocer y reivindicados en la presente memoria
son miembros del orden Traustoquitriales. Los traustoquitridios son eucariotas marinos con una historia taxonémica
problematica. Se proporciona una revision de los problemas de posicionamiento taxonémico de los traustoquitridios
en Moss (1986), Bahnweb y Jackie (1986) y Chamberlain y Moss (1988).

Por conveniencia, inicialmente los taxénomos situaron a los traustoquitridios junto con otros eucariotas zoospoéricos
incoloros dentro de los Ficomicetos (hongos similares a algas). Sin embargo, el nombre Ficomicetos eventualmente
perdié su estatus taxonémico y los traustoquitridios se incluyeron en los Oomicetos (hongos zoospdricos biflagelados).
Inicialmente se supuso que los Oomicetos estaban relacionados con las algas heterocontas y eventualmente un amplio
abanico de estudios ultraestructurales y bioquimicos, resumidos por Barr (1983), apoyan esta premisa. De hecho, los
Oomicetos han sido aceptados por Leedale (1974) y otros ficologos como parte de las algas heterocontas. Sin
embargo, por razones de conveniencia resultante de su naturaleza heterotroéfica, los Oomicetos y los traustoquitridios
han sido estudiados en gran parte por micélogos (cientificos que estudian los hongos) y no por ficélogos (cientificos
que estudian las algas).

Desde otra perspectiva taxondmica, los bidlogos evolutivos han desarrollado dos escuelas generales de pensamiento
sobre cédmo han evolucionado los eucariotas. Una teoria propone un origen exdgeno de organulos unidos a
membranas mediante una serie de endosimbiosis (Margulis, 1970); p.ej., las mitocondrias se habrian derivado de
endosimbiontes bacterianos; los cloroplastos, de cianofitos, y los flagelos, de espiroquetas. Otra teoria sugiere una
evolucion gradual de los organulos unidos a membranas a partir de sistemas no unidos a membranas del ancestro
procariota mediante un proceso autdégeno (Cavalier-Smith, 1975). Sin embargo, ambos grupos de bidlogos evolutivos
han eliminado los Oomicetos y los traustoquitridios de los hongos y los sitian en las algas cromdfitas en el reino de
los Chromophyta (Cavalier-Smith, 1981) (este reino recientemente se ha expandido para incluir otros protistas y los
miembros de este reino ahora se denominan Stramenopiles) o con todas las algas en el reino Protista (Margulis y
Sagan, 1985).

Con el desarrollo de la microscopia electrénica, algunos estudios sobre la ultraestructura de las zoosporas de dos
géneros de traustoquitridios, Thrautochytrium y Schizochytrium (Perkins, 1976; Kazama, 1980; Barr, 1981) han
proporcionado evidencia firme de que Thraustochytriaceae se relaciona soélo distantemente a los Oomicetos. Ademas,
los datos genéticos de un analisis de correspondencias (una forma de estadistica multivariante) de las secuencias de
ARN ribosémico 5S indican que los Traustoquitriales son claramente un grupo Unico de los eucariotas, completamente
separado de los hongos, y mas estrechamente relacionado con las algas rojas y pardas y con miembros de los
Oomicetos (Mannella et al., 1987). La mayoria de taxénomos ha acordado eliminar los traustoquitridios de los
Oomicetos (Bartnicki-Garcia, 1988).

En resumen, utilizando el sistema taxonémico de Cavalier-Smith (1981, 1983), los traustoquitridios se clasifican con
las algas cromdfitas en el reino Chromophyta (Stramenopiles). Esto las sitia en un reino completamente diferente de
los hongos, que estan dentro del reino Eufungi. Por lo tanto, la posicidon taxonémica de los traustoquitridios se resume
a continuacion:
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Reino: Chromophyta (Stramenopiles)

Filo: Heterokonta

Orden: Thraustochytrales

Familia: Thraustochytriaceae

Género: Thraustochytrium, Schizochytrium, Labyrinthuloides, o Japonochytrium

Algunos de los primeros taxénomos separaron unos cuantos miembros originales del género Thraustochytrium
(aquellos con un estadio vital ameboide) en un género separado llamado Ulkenia. Sin embargo, ahora se conoce que
la mayoria, si no todos, los traustoquitridios (incluyendo Thraustochytrium y Schizochytrium) muestran estadios
ameboides y, como tales, Ulkenia no es considerado por algunos un género valido. Tal como se utiliza en la presente
memoria, el género Thraustochytrium incluira Ulkenia.

A pesar de la incertidumbre en las posiciones taxondmicas dentro de las clasificaciones superiores de Filo y Reino,
los traustoquitridios siguen siendo un grupo claramente diferenciado y caracteristico cuyos miembros siguen siendo
clasificables dentro del orden Traustoquitriales.

Schizochytrium y otros microorganismos traustoquitriales presentan un valor comercial real y potencial sustancial
debido a su capacidad de producir grandes cantidades de compuestos lipoides, incluyendo acidos grasos altamente
insaturados (HDEA, por sus siglas en inglés) y diversos carotenoides (p.ej., astaxantina). Los acidos grasos altamente
insaturados omega-3 son de interés comercial significativo en el aspecto de que recientemente se han reconocido
como importantes compuestos en la dieta para prevenir la arterioesclerosis y la enfermedad cardiaca coronaria, para
aliviar condiciones inflamatorias y para retrasar el crecimiento de las células tumorales. Estos efectos beneficiosos
son el resultado tanto de que los HUPA omega-3 causan inhibicion competitiva de compuestos producidos a partir de
acidos grasos omega-6 como de los compuestos beneficiosos producidos directamente a partir de los HUFA omega-
3 mismos (Simopoulos et al., 1986). Los acidos grasos omega-6 son los HUFA predominantes observados en plantas
y animales. Por lo tanto, el desarrollo ulterior de los microorganismos Traustoquitriales como organismos de
produccién comerciales se beneficiara significativamente de la capacidad de producir cambios genéticos especificos
en los organismos mediante tecnologia de DNA recombinante, incluyendo la potenciacion de la produccion de los
altamente valiosos HUFA y carotenoides por dichos organismos. Ademas, la capacidad de obtener una mejor
comprensién de la bioquimica y biologia molecular de este poco caracterizado grupo de organismos proporcionara
informacién valiosa que puede utilizarse para guiar futuros esfuerzos de desarrollo de cepas. Sin embargo,
anteriormente a la presente invencién, no se disponia de métodos y constructos recombinantes adecuados para
transformar traustoquitridios, incluyendo miembros de los géneros Schizochytitrium y Thraustochytrium. Resulta
importante que el desarrollo de marcadores seleccionables que resultan particularmente Utiles para transformar
organismos Traustoquitriales y la identificacién de secuencias de promotor especificas de Traustoquitriales no se
encontraban disponibles antes de la presente invencion.

Se propuso Schizochytrium como huésped recombinante en la patente US n°® 6.194.167 y en el documento n°® WO
98/46763 se describe la identificacion de desaturasas en Schizochytrium.

Investigadores anteriores han descrito métodos de transformaciéon y reactivos para la utilizaciéon en diversos
microorganismos, incluyendo en microalgas que no pertenecen al orden Thranstochytriales. La patente US n°
6.027.900 de Allnutt et al. da a conocer fusiones genéticas para la utilizacion en ingenieria genética de algas
eucarioticas, y particularmente, Phaeodactylum tricornuium, utilizando un promotor para un gen fotosintético algal
recolector de luz y el gen Sh ble de Streptoalloteichus hindustanus como marcador seleccionable. Las células se
cultivan a altas concentraciones de sal (p.ej., 10 a 35 g/l) y Zeocin™ para la seleccion de transformantes. Las células
microalgales adecuadas para la transformacion utilizando dicho método son microalgas fotosintéticas que pueden
cultivarse bajo condiciones de alta salinidad. La patente US n° 5.661.017 de Dunahay et al. da a conocer un método
para transformar algas que contienen clorofila C (p.ej., diatomeas) utilizando un constructo recombinante que
comprende un marcador seleccionable operablemente ligado a una secuencia de control regulador adecuada para la
expresion del marcador en las algas que contienen clorofila C. El marcador seleccionable se da a conocer como
cualquier marcador adecuado, incluyendo marcadores aislados a partir de fuentes bacterianas y fungicas, y
preferentemente es la neomicina fosfotransferasa. La secuencia de control reguladora puede incluir cualquier
secuencia reguladora derivada de un alga que contiene clorofila C y, preferentemente, de Cyclotella cryptica (p.€j.,
una secuencia reguladora de acetil-CoA carboxilasa de C. cryptica).

Sin embargo, dichos métodos no son facilmente transferibles a la transformacién de microorganismos Traustoquitriales
debido a que, antes de la presente invencion, la transformaciéon de microorganismos tales como los Traustoquitriales
(p.€j., microalgas) distaba de ser rutinaria. Los marcadores y sistemas de transformacion que estan bien desarrollados
para bacterias y levaduras no son necesariamente faciles de adaptar a otros microorganismos. En efecto, la patente
US n° 5.661.017 observa que "se ha tenido poco éxito en el desarrollo de sistemas de transformacion para microalgas
eucarioticas" (col. 1, lineas 49 a 51), lo que se debe en parte a la dificultad de introducciéon de ADN foraneo en dichos
microorganismos, y en parte debido a la falta de marcadores y vectores adecuados para la utilizacion en dicha
transformacion. El sistema descrito en la patente US n° 5.661.017 se desarrollé especificamente para las algas que
contienen clorofila C debido a que sus inventores creian que eran susceptibles de transformacion genética, en
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particular en comparacién con otras algas. De manera similar, la patente US n°® 6.027.900, que ensefia un método de
transformacién que es especifico de las microalgas fotosintéticas, apoya que la mayoria de las algas son refractarias
a cualquier tipo de manipulacion genética (col. 1, lineas 39 a 47). Los sistemas adaptados para bacterias, levaduras,
y células de insecto y animales no se han adaptado con facilidad a las microalgas. Por lo tanto, anteriormente a la
presente invencion, todavia existia una necesidad en la técnica de sistemas de transformacion eficaces y métodos
que sean especificos para las microalgas.

Ademas, aunque el orden Traustoquitriales ahora se agrupa con las algas cromdfitas en el grupo Stramenopiles,
todavia hay autores que defienden la opinidn de que estos microorganismos son bastante diferentes a la mayoria de
microalgas y algunos de estos expertos en la materia cree que miembros del orden Traustoquitriales podrian no ser
clasificables en absoluto como microalgas. Los microorganismos considerados microalgas han evolucionado por lo
menos cuatro veces separadas durante la evolucion, conduciendo a que los microorganismos de tipo "microalgal" se
situen en diferentes reinos (p.ej., las algas rojas, las algas verdes y las algas doradas (Chromophyta) se encuentran
todas en reinos separados). Como resultado, los sistemas de transformacion que se ha demostrado que resultan utiles
en otras microalgas no se espera que resulten utiles para los Traustoquitriales. Por lo tanto, a pesar del valor comercial
de los microorganismos Traustoquitriales, la capacidad de aprovechar todo el potencial de dichos microorganismos
mediante ingenieria genética no se ha alcanzado todavia. Antes de la presente invencion, los presentes inventores no
conocian ningun promotor, marcador seleccionable o vector Util para la transformaciéon de los microorganismos
Traustoquitriales ni se disponia de ningun conocimiento sobre qué sistemas de seleccion podian utilizarse con, o
adaptarse a, los Traustoquitriales.

En resumen, existe una necesidad en la técnica de desarrollar métodos para transformar microorganismos
Traustoquitriales, proporcionando de esta manera un medio para crear cepas de valor comercial incrementado.
Ademas, existe una necesidad en la técnica de desarrollar métodos para la mutacion o inactivacion de genes
especificos mediante recombinacion homdéloga o no homaéloga en microorganismos Traustoquitriales, proporcionando
una nueva manera de alterar el metabolismo celular y de identificar las funciones de genes especificos en los
Traustoquitriales.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona una molécula aislada de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos
nucleicos seleccionada del grupo que consiste en:

a.SEC ID n° 4:

b. nucledtidos 441 a 894 de SEC ID n° 9;

c. una secuencia de acidos nucleicos que es por lo menos aproximadamente 95% idéntica a los nucledtidos 441
a 894 de la SEC ID n° 9 a lo largo de la longitud completa de los nucleétidos 441 a 894 dela SEC IDn° 9, en la
que dicha secuencia de acidos nucleicos presenta una actividad transcripcional por lo menos basal del promotor
a-tubulina, y

d. un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de acidos nucleicos que es totalmente complementaria
a dicho polinucleétido de (a), (b) o (c).

La invencién proporciona ademas un vector recombinante para la transformacion de microorganismos del Orden
Traustoquitriales, que comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina de unién a bleomicina
operablemente ligada a un promotor a-tubulina de Traustoquitriales que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en los nucledtidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9, y una secuencia de acidos
nucleicos que es por lo menos aproximadamente 95% idéntica a los nucleétidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9 a lo largo
de la longitud completa de los nucledtidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9, en la que dicha secuencia de acidos nucleicos
presenta una actividad transcripcional por lo menos basal del promotor a-tubulina.

Breve descripcién de los dibujos

La FIG. 1 ilustra la construccién del plasmido recombinante pTUBZEO-11.
La FIG. 2 ilustra la construccion del plasmido recombinante pTUBZEO11-2.
La FIG. 3A ilustra el plasmido recombinante pMON50200.

La FIG. 3B ilustra el plasmido recombinante pMON50201.

La FIG. 3C ilustra el plasmido recombinante pMON50202.

La FIG. 3D ilustra el plasmido recombinante pMON50203.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion comprende métodos y materiales relacionados para transformar genéticamente
microorganismos del orden Traustoquitriales. Especificamente, la invencién proporciona una molécula aislada de
acidos nucleicos tal como se define en la reivindicacion 1 y un vector recombinante tal como se define en la
reivindicacion 2. Todas las cepas de microorganismos unicelulares dadas a conocer en la presente memoria para la
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utilizacion como transformante de los constructos recombinantes de la presente invencion, que también pueden
denominarse generalmente traustoquitridios, son miembros del orden Traustoquitriales. Segun la presente invencion,
las expresiones "traustoquitridio”, "microorganismo Traustoquitriales" y "microorganismo del orden Traustoquitriales"
pueden utilizarse intercambiablemente. Los presentes inventores no conocen ningun informe anterior que describa un
sistema de transformacion para Schizochytrium o cualquier otro microorganismo Traustoquitriales. Los sistemas de
transformacion descritos en la presente memoria pueden utilizarse para introducir genes foraneos en microorganismos
del orden Traustoquitriales, proporcionando de esta manera un medio para crear cepas con un valor comercial
incrementado. Ademas, la presente invencion permite la mutacion o inactivacién de genes especificos mediante
recombinacion homoéloga o no homologa, proporcionando una nueva manera de alterar el metabolismo celular y de
identificar las funciones de genes especificos en los microorganismos Traustoquitriales.

Mas especificamente, los presentes inventores han demostrado la transformaciéon genética de un microorganismo
Traustoquitriales del género Schizochytrium {Orden, Traustoquitriales; Familia: Thraustochytriaceae; Género:
Schizochytrium), mediante la utilizacion de dos tipos de vectores de transformacion. Estos vectores pueden
introducirse en las células mediante métodos estandares, seguido de la identificaciéon y aislamiento de células
recombinantes basandose en su capacidad de crecer en presencia de compuestos selectivos. Los presentes
inventores han demostrado la eficacia de estos vectores mediante la introduccién de los mismos mediante bombardeo
de particulas, aunque también pueden utilizarse y se conocen en la técnica otros medios para introducir los vectores
(p-€j., electroporacion) y se pretende que se encuentren comprendidos en la presente invencion.

Para un vector de transformacion, ejemplificado en la presente memoria mediante el vector recombinante denominado
pTUBZEO11-2, se cred un gen quimérico en el que el gen ble (que codifica una "proteina de unién a bleomicina") de
Streptoalloteichus hindustanus se introdujo cadena abajo de un promotor del gen de tubulina de Schizochytrium. Se
introdujo un terminador de SV40 cadena abajo del gen ble en este constructo. Este vector permite la expresién del
gen ble en Schizochytrium, proporcionando de esta manera resistencia a Zeocin™ y compuestos relacionados, que
resultan toxicos para las células de tipo salvaje al incluirlas en el medio de crecimiento a niveles apropiados. La fuente
del gen ble y del terminador de SV40 en este constructo fue un vector disponible comercialmente denominado
pSV40/Zeo, que se obtuvo de Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA) (manual técnico 180202, VersionB, "ZeoCassette
Vectors", Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Ave., Carlsbad, CA 92008). Se aisl6 el promotor del gen de tubulina
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa; uno de los cebadores utilizados para la reaccion se basaba en los
datos de secuencia obtenidos mediante un proyecto aleatorio de secuenciacion de ADNc de Schizochytrium. Se
muestra el mapa de pTUBZEO011-2 en la fig. 2 y la secuencia de nucledtidos de pTUBZEO11-2 se representa mediante
SEC ID n° 9. La transformacién de Schizochytrium con este vector se confirmd mediante la utilizaciéon de la reaccion
en cadena de la polimerasa y analisis de transferencia southern para detectar la presencia de secuencias de vector
integradas en el genoma de Schizochytrium.

El gen ble ha sido utilizado por investigadores anteriores como marcador seleccionable para la transformacion genética
de una diversidad de organismos, incluyendo bacterias, microalgas no traustoquitridas, hongos, protozoos, plantas y
células animales (ver, por ejemplo, la patente US n°® 6.027.900; Lumbreras et al., Plant J. 14:441-447, 1998; Rohe et
al., Curr. Genet. 29:587-590, 1996; Messina et al., Gene 165:213-217, 1995; Guerrero et al., Appl. Microbiol.
Biotechnol. 36:759-762, 1992; Pérez et al., Plant Mol. Biol. 13:365-373, 1989; Gatigno et al., Gene 91:35-41, 1990). El
gen ble codifica una "proteina de unién a bleomicina" que proporciona resistencia a varios antibiéticos, incluyendo
bleomicina, fleomicina y Zeocin™ (Drocourt et al., Nucleic Acids Res. 18:4009, 1990). Este gen se encuentra disponible
comercialmente de Invitrogen Corporation, que era la fuente del gen que los presentes inventores utilizaron para crear
el vector de transformaciéon de Schizochytrium, pTUBZBO11-2. Sin embargo, los presentes inventores se cree que
son los primeros en producir un vector de transformacion en el que el gen ble se encuentra unido a un promotor de
traustoquitridio de una manera que permite la expresion del gen en los traustoquitridios.

Se cred un segundo juego de vectores de transformacion mediante mutagénesis dirigida a 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 aminodcidos del enzima codificado (ALS) de manera que es mucho menos
sensible al sulfometurén metilo y otros compuestos sulfonilurea, asi como los inhibidores de la clase imidazolinona y
los oxibenzoatos de pirimidinilo, a los que son sensibles los microorganismos del orden Traustoquitriales. Los
compuestos sulfonilurea, tales como el sulfometurén-metilo (SMM) con frecuencia resultan toxicos para las células
debido a que son capaces de unirse e inactivar el enzima acetolactato sintasa (ALS) de una diversidad de organismos.
ALS cataliza la primera etapa en la biosintesis de los aminoacidos valina, leucina e isoleucina, las imidazolinonas, las
triazolopirimidinas y otros compuestos también se ha demostrado que se unen e inactivan ALS de determinados
organismos. Anteriormente se han utilizado formas mutantes de genes que codifican la acetolactato sintasa (también
conocida como acetohidroxi acido sintasa) de otros organismos a modo de marcadores seleccionables para la
transformacion de levadura y plantas (Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 40:441-470, 1989). Sin embargo, no
hay informes anteriores a la presente invencion que describan la secuencia o propiedades del gen als de
Schizochytrium o cualquier otro miembro de los Traustoquitriales, o la utilizacién de genes als de Traustoquitriales
mutantes para proporcionar resistencia a compuestos de sulfonilurea, imidazolinona u oxibenzoato de pirimidinilo. De
hecho, segun el conocimiento de los presentes inventores, no se ha producido ningun informe publicado con respecto
a la sensibilidad de los microorganismos Traustoquitriales a estos agentes selectivos, incluyendo el sulfometurdn-
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metilo y, por lo tanto, no es conocido de antes de la presente invencion si resultaria ni siquiera posible utilizar dicho
marcador seleccionable en un sistema de transformacion de traustoquitridio. Cabe destacar que los genes con
homologia sustancial a genes als conocidos se observan en diversos organismos, pero no codifican enzimas que son
capaces de catalizar la sintesis de acetolactato (Biochimica et Biophysica Acta 1385:401-419, 1998). Por lo tanto, no
habria resultado evidente que un homdlogo de als clonado de hecho codifica ALS. Con el fin de determinar
definitivamente si el gen de Schizochytrium clonado era un gen als verdadero, los presentes inventores demostraron,
mediante experimentos de transformacion, una correlacidon positiva entre la resistencia a sulfometurén-metilo y la
expresion del gen als putativo de Schizochytrium mutado.

Los presentes inventores han producido tres vectores de transformacion diferentes que contienen genes als mutantes:
un gen als mutante codifica un enzima con una valina en la posicion 595 en lugar de un triptéfano (plasmido
pMON50201 o ALSmut1-7), otro codifica una glutamina en la posicion 192 en lugar de una prolina (plasmido
pMON50202, o ALSmut2-2), y una tercera forma contiene ambas mutaciones (plasmido pMON50203, o ALSmut3-5).
En estos vectores, la expresion de los genes als mutantes recombinantes se encuentra bajo el control del promotor y
terminador del gen als nativo. Los mapas de estos vectores, junto con un vector que contiene el gen als de
Schizochytrium de tipo salvaje (plasmido pMON50200, o AE-5) se muestran en las figs. 3A-3D. La transformacion de
Schizochytrium con estos vectores codificantes de ALS mutantes mediante la utilizacion de la reaccidon en cadena de
la polimerasa y analisis de transferencia southern para detectar la presencia de secuencias de vector integradas en el
genoma de Schizochytrium. Tal como se indica en detalle posteriormente, ahora que los presentes inventores han
identificado la secuencia completa del gen als, también pueden generarse otras mutaciones, especificadas
posteriormente.

Se han utilizado sistemas de transformacion para introducir genes foraneos en las células de los Traustoquitriales
mediante cotransformacion. Se describen genes foraneos que se situan entre diversos promotores de Schizochytrium
y un terminador apropiado (p.ej., SV40 o una regién de terminador génico de Schizochytrium). Se describe un gen
sintético que codifica una acido-graso w-3 desaturasa del nematodo Caenorhabditis elegans, representado en la
presente memoria mediante SEC ID n° 29, para incrementar los niveles de acido docosahexanoico en la SEC ID n°
30 de Schizochytrium que representa la secuencia de aminoacidos de la desaturasa codificada por la SEC ID n° 29.
También pueden introducirse casetes de expresion que contienen genes foraneos en células de Traustoquitriales
mediante inclusion directa dentro del vector de transformacion que contiene el marcador seleccionable.

Ademas, los presentes inventores también han demostrado con los vectores codificantes de ALS mutante que se
produce la recombinacion homodloga en Schizochytrium, indicando la viabilidad de la utilizacion de medios
recombinantes para inactivar o mutar genes de Schizochytrium nativos especificos.

Con respecto a las secuencias de promotor de los Traustoquitriales descritas en la presente memoria, una busqueda
en una base de datos de secuencias (GenBank) de todas las secuencias de nucleétidos y proteinas informadas de
miembros del orden Traustoquitriales, indica que, en el momento de la presente invencion, no se han publicado
secuencias de promotor de Schizochytrium o de cualquier otro miembro de los Traustoquitriales. El Unico gen que ha
sido informado de cualquier especie de Schizochytrium es del ARN ribosémico 5S de S. aggregatum (GenBank n° de
acceso X06104 y M13616). Se ha informado de las secuencias de ARN ribosémico 5S y 18S de los miembros de los
Thrastochytriales, especie Ulkenia y géneros Labyrinthuloides y Thraustochytrium, aunque ello no tiene consecuencias
sobre la presente invencion. Se ha descrito una region codificante parcial de un gen de "ARN polimerasa de tipo T3/T7
putativa" de Thraustochytrium aureum (Nucleic Acids Research 15:648-654, 1996), pero no se ha descrito una
secuencia de promotor para este gen.

La presente invencion puede utilizarse para introducir cualesquiera genes u otras secuencias de nucleétidos que
resultan de interés en un microorganismo del orden Traustoquitriales. Entre tales secuencias de nucledtidos se
incluyen, aunque sin limitarse a ellas, acidos nucleicos codificantes de proteinas (p.€j., enzimas) asociados a la sintesis
de acidos grasos (p.ej., los acidos grasos acido docosahexaenoico (DHA), acido docosapentaenoico (DFA), acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido araquidénico (ARA). Entre dichas proteinas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas,
acido graso sintasas, acido graso desaturasas y acido graso elongasas, asi como proteinas asociadas a un complejo
de poliquétido sintasa y/o proteinas asociadas a la incorporacion de dichos acidos grasos en fosfolipidos o en
moléculas de triacilglicerol. Por ejemplo, la invencién se ha utilizado para introducir genes codificantes de diversos
acido-graso w-3 desaturasas en Schyzotrichium en un esfuerzo por incrementar el nivel de acido docosahexaenoico
(DHA) en las células mediante desaturacion w-3 del acido docosapentaenoico (DPA). A titulo de otro ejemplo, también
se ha demostrado la expresion de una isomerasa putativa de acido graso polienoico del alga roja Ptilota en
Schizochytrium. Los genes codificantes de un complejo de poliquétido sintasa de Schizochytrium (es decir, un sistema
de poliquétido sintasa) se han depositado en GenBank, n° de acceso AF378329 (ORFA), AF378328 (ORFB) y
AF378329 (ORFC).

La presente invencién también resulta Util para introducir genes de microorganismos Traustoquitriales y otras
secuencias de nucleétidos codificantes de proteinas asociadas a la ruta biosintética de isoprenoides. Entre tales
proteinas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, la HMG-CoA sintasa y la HMG-CoA reductasa. Entre otras proteinas
adecuadas se incluyen proteinas asociadas a la sintesis de moléculas derivadas de subunidades de isoprenoide,
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incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, diversos compuestos esteroides y diversos compuestos carotenoides. Entre
las proteinas asociadas a la sintesis de diversos compuestos carotenoides se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
escualeno sintasa, fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa y diversas carotenoide ciclasas, hidroxilasa y quetolasas.

La presente invencion también resulta util para introducir en los Traustoquitriales una o0 mas secuencias de acidos
nucleicos codificantes de proteinas asociadas a la sintesis de compuestos antioxidantes, incluyendo, aunque sin
limitacion, vitamina E y acido lipoico.

Ademas, la presente invencion puede utilizarse para introducir cualesquiera genes u otros vectores de secuencias de
nuclestidos en microorganismos Traustoquitriales con el fin de inactivar o delecionar genes (es decir, "inactivacion
génica" o "disrupcion génica dirigida"). La inactivacion o delecion de genes se utiliza tipicamente con el fin de potenciar
el valor comercial del microorganismo. Por ejemplo, puede resultar deseable eliminar genes que codifican enzimas (o
acidos nucleicos que regulan la expresion de tales genes) de las rutas de sintesis de acidos grasos saturados y
poliinsaturados. En otro aspecto, puede resultar deseable inhibir o inactivar genes codificantes de proteinas que
participan en la degradacion de otros compuestos valiosos producidos por el microorganismo de los Traustoquitriales
o que reducen el valor del compuesto deseado. Por ejemplo, los genes codificantes de lipasas, enzimas de oxidacion
de los acidos grasos y proteinas que presentan sabores u olores desagradables pueden ser dianas de inactivacion
deseables para la presente invencién. En todavia otro aspecto, puede resultar deseable inactivar genes codificantes
de proteinas que estan asociadas a la sintesis de compuestos la sintesis de los cuales compite con otras moléculas
de interés. Por ejemplo, entre dichos genes se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, genes codificantes de proteinas
que participan en la biosintesis de carbohidratos, genes codificantes de proteinas participantes en la sintesis de
diversos productos de rutas de isoprenoides (p.ej., esteroles o compuestos carotenoides especificos) y genes
codificantes de proteinas que participan en la sintesis de componentes de la pared celular. A titulo de ejemplo, se han
introducido genes en células de Schizochytrium mediante la utilizacién de la presente invencién en un esfuerzo por
inactivar genes que son homadlogos a los genes de poliquétido sintasa de Shewanella con el fin de evaluar su papel
en la produccién de acidos grasos altamente insaturados (HUFA). Tal como se ejemplifica en el Ejemplo 6, la presente
invencién también puede utilizarse para inactivar, delecionar o mutar genes nativos que participan en la produccion
de acidos grasos, carotenoides, esteroles, vitaminas u otros compuestos con el fin de mejorar la economia o
aceptabilidad de productos que no estan relacionados con estos compuestos. Se indica que, en algunas realizaciones,
tal como se ha comentado anteriormente, puede resultar deseable potenciar la produccion de una proteina dada,
mientras que en otras realizaciones puede resultar deseable inhibir la produccién de la misma proteina. Tales
determinaciones se basan en el uso dado y en los objetivos de producciéon para el microorganismo especifico. La
presente invencion también resulta Util para determinar el procedimiento de recombinacion genética en
Schizochytrium.

Se describen posteriormente diversas realizaciones de la presente invencion inicialmente con respecto a un gen als
y/o proteina ALS de Traustoquitriales. En la presente memoria se dan a conocer la identificacion, aislamiento y
produccién de secuencias de acidos nucleicos codificantes de marcadores seleccionables que resultan adecuados
para la utilizacion en constructos recombinantes para la transformacion de microorganismos traustoquitridos. Tales
marcadores seleccionables permiten la seleccion de microorganismos que han sido transformados con éxito con los
constructos recombinantes de la presente invencion. Un marcador seleccionable util para la transformacion de
Traustoquitriales segun la presente descripcidon es una acetolactato sintasa de Traustoquitriales (es decir, ALS).
Preferentemente, la acetolactato sintasa ha sido modificada, mutada o de otro modo seleccionada para ser resistente
a la inhibicion por compuestos sulfonilurea, inhibidores de clase imidazolinona y/o oxibenzoatos de pirimidinilo (es
decir, tal ALS es un homélogo de una acetolactato sintasa natural).

Una acetolactato sintasa es una proteina que presenta actividad biolégica de acetolactato sintasa, incluyendo
proteinas de longitud completa, proteinas de fusidon o cualquier homodlogo de una acetolactato sintasa natural. Un
homadlogo de una acetolactato sintasa incluye proteinas que difieren de una acetolactato sintasa natural en que por lo
menos uno o unos cuantos, aunque sin limitarse a uno o unos cuantos, aminoacidos han sido delecionados (p.e€j., una
version truncada de la proteina, tal como un péptido o fragmento), insertados, invertidos, sustituidos y/o derivatizados
(p.€j., mediante glucosilacion, fosforilacion, acetilacion, miristoilacion, prenilacion, palmitacidon, amidacién y/o adicion
de glucosilfosfatidil inositol). Se describen en detalle posteriormente los homdlogos preferentes de una acetolactato
sintasa natural.

Una proteina aislada, tal como una acetolactato sintasa aislada, es una proteina que ha sido extraida de su medio
natural (es decir, que ha sido sometida a manipulacion humana) y puede incluir proteinas purificadas, proteinas
parcialmente purificadas, proteinas producidas recombinantemente y proteinas producidas sintéticamente, por
ejemplo. De esta manera, "aislado" no refleja el grado en que se ha purificado la proteina. Preferentemente, se produce
recombinantemente una acetolactato sintasa aislada. Una "acetolactato sintasa de Traustoquitriales" se refiere a una
acetolactato sintasa (incluyendo un homologo de una acetolactato sintasa natural) procedente de un microorganismo
Traustoquitriales o que ha sido producida de otro modo a partir de los conocimientos de la estructura (p.€j., secuencia)
de una acetolactato sintasa natural a partir de un microorganismo Traustoquitriales. En otras palabras, una
acetolactato sintasa de Traustoquitriales incluye cualquier acetolactato sintasa que presente la estructura y funcion de
una acetolactato sintasa natural procedente de un microorganismo Traustoquitriales 0 que es un homodlogo
biolégicamente activo (es decir, que presenta actividad bioldgica) de una acetolactato sintasa natural procedente de
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un microorganismo Traustoquitriales tal como se describe en detalle en la presente memoria. De esta manera, la
acetolactato sintasa de Traustoquitriales puede incluir proteinas purificadas, parcialmente purificadas, recombinantes,
mutadas/modificadas y sintéticas.

En general, la actividad bioldgica o la accién biolégica de una proteina se refiere a cualquier funcion o funciones
mostradas o realizadas por la proteina que se atribuyen a la forma natural de la proteina segun se mide u observa in
vivo (es decir, en el medio fisiologico natural de la proteina) o in vitro (es decir, bajo condiciones de laboratorio). Por
ejemplo, una actividad bioldgica de una acetolactato sintasa incluye actividad enzimatica de acetolactato sintasa. Las
modificaciones de una proteina, tal como en un homdlogo o mimético (comentado posteriormente) pueden resultar en
proteinas que presentan la misma actividad biolégica que la proteina natural, o en proteinas que presentan una
actividad bioldgica reducida o incrementada en comparacioén con la proteina natural. Las modificaciones que resultan
en una reduccién de la expresion de la proteina o en una reduccion de la actividad de la proteina, puede denominarse
inactivacion (completa o parcial), regulacion negativa o accion reducida de una proteina. De manera similar, las
modificaciones que resultan en un incremento de la expresion de proteina o en un incremento de la actividad de la
proteina pueden denominarse amplificacion, sobreproduccion, activacion, potenciacion, regulacion positiva o accion
incrementada de una proteina.

Con respecto a la acetolactato sintasa indicada, resulta preferente que las modificaciones presentes en los homadlogos
de acetolactato sintasa, en comparacién con una acetolactato sintasa natural, no modifiquen sustancialmente, o por
lo menos no reduzcan sustancialmente, la actividad biolégica basica de la sintasa en comparacion con la proteina
natural. Sin embargo, tales homdlogos pueden presentar diferencias en caracteristicas aparte de la actividad funcional
0 enzimatica de la proteina en comparacion con la forma natural, tal como una sensibilidad reducida a la inhibicion por
determinados compuestos en comparacion con la proteina natural. Preferentemente, un homologo de una acetolactato
sintasa natural presenta una sensibilidad reducida (es decir, reducida, disminuida) a compuestos que se unen e
inactivan las acetolactato sintasas naturales en comparacion con la acetolactato sintasa natural a partir de la que se
deriva el homdlogo. Por ejemplo, los compuestos sulfonilurea, tales como el sulfometuréon-metilo (SMM), con
frecuencia resultan téxicos para las células debido a que son capaces de unirse e inactivar la acetolactato sintasa
(ALS). Las imidazolinonas, triazolopirimidinas, y otros compuestos similares (denominados en general en la presente
memoria, inhibidores de clase imidazolinona) también se ha demostrado que se unen e inactivan ALS. Por lo tanto,
un homoélogo de una acetolactato sintasa natural preferentemente presenta una sensibilidad reducida a los
compuestos sulfonilurea, asi como a los inhibidores de clase imidazolinona (p.e€;j., al presentar sitios de union alterados
para dichos inhibidores o sitios de unién con afinidad reducida para el inhibidor) y a oxibenzoatos de pirimidinilo,
manteniendo simultdneamente la actividad enzimatica de acetolactato sintasa.

Tal como se utiliza en la presente memoria, una proteina que presenta "actividad biolégica de acetolactato sintasa" o
a la que se hace referencia como "acetolactato sintasa", se refiere a una proteina que cataliza la primera etapa en la
biosintesis de los aminoacidos valina, leucina e isoleucina. Mas especificamente, una acetolactato sintasa aislada de
la presente invencion, incluyendo proteinas de longitud completa, proteinas truncadas, proteinas de fusion y
homdlogos, puede identificarse de una manera sencilla a partir de la capacidad de la proteina de catalizar la sintesis
de acetolactato a partir de piruvato. El experto en la materia podra evaluar a actividad biolégica de acetolactato sintasa
mediante cualquier ensayo in vitro o in vivo de actividad enzimatica.

Se describe una acetolactato sintasa que presenta una secuencia de aminoacidos que es por lo menos
aproximadamente 65% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEC ID n° 15, SEC ID n°
19, SEC ID n°® 22, SEC ID n° 24 a lo largo de por lo menos aproximadamente 600 aminoacidos de cualquiera de dichas
secuencias, en donde la proteina es una acetolactato sintasa (es decir, presenta actividad bioldgica de acetolactato
sintasa). Mas preferentemente, una acetolactato sintasa tal como se describe presenta una secuencia de aminoacidos
que es por lo menos aproximadamente 70% idéntica, y mas preferentemente por lo menos aproximadamente 75%
idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 80% idéntica y todavia mas preferentemente
por lo menos aproximadamente 90% idéntica y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 95%
idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 96% idéntica, y todavia mas preferentemente
por lo menos aproximadamente 97% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 98%
idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 99% idéntica a cualquiera de las secuencias
SEC ID n° 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n°® 22 o SEC ID n°® 24 a lo largo de por lo menos aproximadamente 600
aminoacidos de cualquiera de las secuencias SEC ID n° 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n° 22 o SEC ID n°® 24, en las que
la proteina presenta actividad biologica de acetolactato sintasa.

Se describe ademas una acetolactato sintasa que presenta una secuencia de aminoacidos que es por lo menos
aproximadamente 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEC ID n° 15, SEC ID n°
19, SEC ID n° 22, SEC ID n° 24, a lo largo de por lo menos 95 aminoacidos de cualquiera de dichas secuencias, en
las que la proteina es una acetolactato sintasa (es decir, presenta actividad bioldgica de acetolactato sintasa). Mas
preferentemente, una acetolactato sintasa tal como se describe presenta una secuencia de aminoacidos que es por
lo menos aproximadamente 80% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos 85% idéntica, y todavia mas
preferentemente por lo menos 90% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos 95% idéntica, y todavia mas
preferentemente por lo menos 96% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos 97% idéntica, y todavia mas
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preferentemente por lo menos 98% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos 99% idéntica, a cualquiera
de las secuencias SEC ID n® 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n° 22 0 SEC ID n°® 24 a lo largo de por lo menos 95 aminoacidos
de cualquiera de las secuencias SEC ID n°® 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n° 22 o SEC ID n°® 24, en las que la proteina
presenta actividad bioldgica de acetolactato sintasa. Todavia mas preferentemente, una acetolactato sintasa tal como
se describe presenta una secuencia de aminoacidos que presenta cualquiera de los porcentajes de identidad
anteriormente indicados respecto a cualquiera de las secuencias SEC ID n°® 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n°® 22 0 SEC ID
n°® 24 a lo largo de por lo 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 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, de cualquiera de las secuencias SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 0 SEC ID n°® 24, en
las que la proteina presenta actividad bioldgica de acetolactato sintasa.

Tal como se utiliza en la presente memoria, a menos que se indique lo contrario, la referencia a un porcentaje (%) de
identidad se refiere a una evaluacion de homologia que se lleva a cabo utilizando: (1) una busqueda de homologia de
BLAST con BLAST 2.0 Basic utilizando blastp para las busquedas de aminoacidos y blastn para las busquedas de
acidos nucleicos con parametros por defecto estandares, en las que la secuencia problema se filtra para regiones de
baja complejidad por defecto (descrita en Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W.
& Lipman, D.J., "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:33 89-3402, 1997); (2) una alineacion de BLAST 2 (utilizando los pardmetros indicados posteriormente),
(3) y/o PSI-BLAST con los parametros por defecto estandares (Position-Specific Iterated BLAST) Se indica que debido
a algunas diferencias en los parametros estandares entre BLAST 2.0 Basic BLAST y BLAST 2, dos secuencias
especificas podrian reconocerse como con homologia significativa utilizando el programa BLAST2, mientas que una
busqueda realizada en BLAST 2.0 Basic BLAST utilizando una de las secuencias como secuencia problema podria
no identificar la segunda secuencia dentro de las mejores coincidencias. Ademas, PSI-BLAST proporciona una version
facil de utilizar automatizada de una busqueda "de perfil", que es un modo sensible de buscar homélogos de secuencia.
El programa en primer lugar lleva a cabo una busqueda en la base de datos BLAST con huecos. El programa PSI-
BLAST utiliza la informacion de cualesquiera alineaciones significativas que devuelve para construir una matriz de
puntuacién especifica de posiciéon que sustituye la secuencia problema para la siguiente ronda de busquedas en la
base de datos. Por lo tanto, debe entenderse que el porcentaje de identidad puede determinarse mediante la utilizacion
de cualquiera de estos programas.

Pueden alinearse dos secuencias especificas entre si utilizando la secuencia de BLAST2 tal como se indica en
Tatusova y Madden, "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol
Lett. 174: 247-250, 1999). La alineacion de secuencias de BLAST2 se lleva a cabo en blastp o blastn utilizando el
algoritmo de BLAST 2.0 para llevar a cabo una busqueda en BLAST con huecos (BLAST 2.0) entre las dos secuencias
permitiendo la introduccion de huecos (deleciones e inserciones) en la alineacion resultante. En aras de la claridad en
la presente memoria, se ha llevado a cabo una alineacion de secuencias de BLAST2 utilizando los parametros por
defecto estandares siguientes:

Para blastn, utilizando 0 matriz BLOSUMG62:

recompensa por coincidencia=1

penalizacién por no coincidencia=-2

penalizaciones por hueco abierto (5) y por extensioén de hueco (2)
hueco x_dropoff (50) expect (10) tamario de palabra (11) filtro (on)

Para blastp, utilizando 0 matriz BLOSUM62:

penalizaciones por hueco abierto (11) y por extension de hueco (1)
hueco x_dropoff (50) expect (10) tamario de palabra (3) filtro (on).

Una acetolactato sintasa tal como se describe también puede incluir proteinas que presentan una secuencia de
aminoacidos que comprende por lo menos 30 residuos aminoacidos contiguos de cualquiera de entre SEC ID n° 15,
SECID n° 19, SEC ID n°22 o0 SEC ID n° 24 (es decir, 30 residuos aminoacidos contiguos que presentan una identidad
de 100% respecto a 30 aminoacidos contiguos de cualquiera de entre SEC ID n® 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 o
SEC ID n° 24). Se describe una acetolactato sintasa que incluye proteinas que presentan secuencias de aminoacidos
que comprenden por lo menos 50, y mas preferentemente por lo menos 75, y mas preferentemente por lo menos 100,
y mas preferentemente por lo menos 115, y mas preferentemente por lo menos 130, y mas preferentemente por lo
menos 150, y mas preferentemente por lo menos 200, y mas preferentemente por lo menos 250, y mas
preferentemente por lo menos 300, y mas preferentemente por lo menos 350, y més preferentemente por lo menos
400, y més preferentemente por lo menos 450, y mas preferentemente por lo menos 500, y mas preferentemente por
lo menos 550, y mas preferentemente por lo menos 600, y mas preferentemente por lo menos 650 residuos
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aminoacidos contiguos de cualquiera de entre SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 o SEC ID n° 24. Dicha
proteina presenta actividad biolégica de acetolactato sintasa.

El término "contiguo" o "consecutivo" con respecto a las secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos descritas en
la presente memoria se refiere a conectarse en una secuencia no interrumpida. Por ejemplo, que una primera
secuencia comprenda 30 aminoacidos contiguos (o consecutivos) de una segunda secuencia, se refiere a que la
primera secuencia incluye una secuencia no interrumpida de 30 residuos aminoacidos que es 100% idéntica a una
secuencia no interrumpida de 30 residuos aminoacidos en la segunda secuencia. De manera similar, que una primera
secuencia presente "identidad de 100%" respecto a una segunda secuencia se refiere a que la primera secuencia se
corresponde exactamente con la segunda secuencia sin huecos entre nucleétidos o aminoacidos.

En otro ejemplo descrito, un ejemplo de acetolactato sintasa, que incluye un homélogo de acetolactato sintasa, incluye
una proteina que presenta una secuencia de aminoacidos que es suficientemente similar a una secuencia de
aminoacidos de acetolactato sintasa natural para que una secuencia de acidos nucleicos codificante del homélogo
sea capaz de hibridarse bajo condiciones de astringencia moderada, elevada o muy elevada (indicadas
posteriormente) a (es decir, con) una molécula de acidos nucleicos codificante de la acetolactato sintasa natural (es
decir, al complemento de la cadena de acidos nucleicos codificante de la secuencia de aminoacidos de la acetolactato
sintasa natural). Preferentemente, una acetolactato sintasa descrita esta codificada por una secuencia de acidos
nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia moderada, elevada o muy elevada con el complemento de
una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID n° 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n° 22 o0 SEC ID n° 24. Todavia mas preferentemente, una
acetolactato sintasa tal como se describe esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo
condiciones de astringencia moderada, elevada o muy elevada con el complemento de los nucleotidos 1.260 a 3.314
de SEC ID n°® 15, los nucledtidos 1.260 a 3.314 de SEC ID n° 18, 1.260 a 3.314 de SEC ID n° 21 o los nucledtidos
1.260 a 3.314 de SEC ID n° 23. Tales condiciones de hibridacion se describen en detalle posteriormente. Un
complemento de secuencia de acidos nucleicos de la secuencia de acidos nucleicos codificante de una acetolactato
sintasa tal como se describe se refiere a la secuencia de acidos nucleicos de la cadena de acidos nucleicos que es
complementaria a la cadena que codifica la acetolactato sintasa. Se apreciara que un ADN de doble cadena que
codifica una secuencia de aminoacidos dada comprende un ADN monocatenario y su cadena complementaria que
presenta una secuencia que es un complemento del ADN monocatenario. De esta manera, las moléculas de acidos
nucleicos indicadas pueden ser de bicatenarias 0 monocatenarias, y entre ellas se incluyen las moléculas de acidos
nucleicos que forman hibridos estables bajo condiciones de hibridacion restrictivas con una secuencia de acidos
nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos SEC ID n® 15, SEC ID n° 19, SEC ID n°® 22 o SEC ID n° 24, y/o
con el complemento de la secuencia de acidos nucleicos que codifica cualquiera de dichas secuencias de
aminoacidos. Los métodos para deducir una secuencia complementaria son conocidos por el experto en la materia.
Debe indicarse que debido a que las tecnologias de secuenciacién de aminoacidos y de secuenciacion de acidos
nucleicos no estan totalmente exentas de errores, las secuencias presentadas en la presente memoria en el mejor de
los casos representan secuencias aparentes de una acetolactato sintasa.

Los homadlogos de la acetolactato sintasa pueden ser el resultado de variacion alélica natural o mutacién natural. Los
homodlogos de acetolactato sintasa descritos también pueden producirse utilizando técnicas conocidas de la técnica,
incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, modificaciones directas de la proteina o modificaciones del gen codificante
de la proteina utilizando, por ejemplo, técnicas de ADN clasicas o recombinantes para llevar a cabo mutagénesis
aleatoria o dirigida. Una variante alélica natural de un acido nucleico codificante de una acetolactato sintasa es un gen
que se encuentra en esencialmente el mismo locus (o loci) en el genoma que el gen que codifica una secuencia de
aminoacidos SEC ID n° 15 pero que, debido a variaciones naturales causadas por, por ejemplo, mutaciéon o
recombinacién, presenta una secuencia similar, aunque no idéntica. Las variantes alélicas naturales tipicamente
codifican proteinas que presentan una actividad similar a la de la proteina codificada por el gen con el que se estan
comparando Una clase de variantes alélicas puede codificar la misma proteina, pero presentar diferentes secuencias
de acidos nucleicos debido a la degeneracion del codigo genético. Las variantes alélicas pueden comprender ademas
alteraciones en las regiones 5’ o 3’ no traducidas del gen (p.ej., en regiones de control regulatorio). Las variantes
alélicas son bien conocidas por el experto en la materia.

Las proteinas acetolactato sintasa tal como se describen también incluyen productos de expresion de fusiones génicas
(por ejemplo, utilizadas para sobreexpresar formas activas solubles de la proteina recombinante), de genes
mutagenizados (tales como genes que presentan modificaciones de codones para potenciar la transcripcion génica y
la traduccion) y de genes truncados (tales como genes en los que se han eliminado dominios de unién a membrana
para generar formas solubles de una proteina membranal, o genes en los que se han eliminado secuencias de sefal
que resultan mal tolerados en un huésped recombinante particular).

El tamafio minimo de una proteina y/o homologo tal como se describe es un tamafio suficiente para presentar actividad
biolégica de acetolactato sintasa. Preferentemente, una proteina de la presente invencion presenta una longitud de
por lo menos 30 aminoacidos, y mas preferentemente, por lo menos aproximadamente 50, y mas preferentemente por
lo menos 75, y mas preferentemente por lo menos 100, y mas preferentemente por lo menos 115, y mas
preferentemente por lo menos 130, y mas preferentemente por lo menos 150, mas preferentemente por lo menos 200,
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y mas preferentemente por lo menos 250, y mas preferentemente por lo menos 300, y mas preferentemente por lo
menos 350, y mas preferentemente por lo menos 400, y mas preferentemente por lo menos 450, y mas
preferentemente por lo menos 500, y mas preferentemente por lo menos 550, y mas preferentemente por lo menos
600, y mas preferentemente por lo menos 650, y mas preferentemente por lo menos 684 aminoacidos de longitud. No
existe un limite, aparte del limite practico, al tamafio maximo de dicha proteina en el aspecto de que la proteina puede
incluir una parte de una proteina acetolactato sintasa o una acetolactato sintasa de longitud completa, mas secuencias
adicionales (p.ej., una secuencia de proteina de fusion), si se desea.

También se describe una proteina de fusion que incluye un dominio que contiene acetolactato sintasa (es decir, una
secuencia de aminoacidos de una acetolactato sintasa segun la presente invencién) unida a uno o mas segmentos de
fusion. Entre los segmentos de fusién descritos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, segmentos que pueden:
potenciar la estabilidad de la proteina; proporcionar otra actividad biolégica deseable y/o ayudar en la purificacién de
una acetolactato sintasa (p.ej., mediante cromatografia de afinidad). Un segmento de fusién adecuado puede ser un
dominio de cualquier tamafio que presenta la funcion deseada (p.ej., proporciona una estabilidad, solubilidad, accién
o actividad biologica incrementadas, y/o simplifica la purificacion de la proteina).

Pueden unirse segmentos de fusion a los extremos amino y/o carboxilo del dominio que contiene acetolactato sintasa
de la proteina y puede ser susceptible de corte con el fin de permitir la recuperacién sencilla de una acetolactato
sintasa. Las proteinas de fusiéon preferentemente se producen mediante el cultivo de una célula recombinante
transfectada con una molécula de acidos nucleicos de fusion que codifica una proteina que incluye el segmento de
fusién unido al extremo carboxilo-terminal y/o amino-terminal de un dominio que contiene acetolactato sintasa.

Se describe ademas un mimético de una acetolactato sintasa. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término
"mimético" se utiliza para referirse a cualquier compuesto péptido o no peptidico que es capaz de mimetizar la accidon
biolégica de un péptido natural, con frecuencia debido a que el mimético presenta una estructura basica que mimetiza
la estructura basica del péptido natural y/o que presenta propiedades biolégicas destacadas del péptido natural. Entre
los miméticos pueden incluirse, aunque sin limitarse a ellos, péptidos que presentan modificaciones sustanciales
respecto del prototipo, tales como la falta de similitud respecto a cadenas laterales con el péptido natural (tales
modificaciones, por ejemplo, pueden reducir su susceptibilidad a la degradacién), anticuerpos antiidiotipicos y/o
cataliticos, o fragmentos de los mismos; partes no proteicas de una proteina aislada (p.ej., estructuras de
carbohidrato), o moléculas organicas sintéticas o naturales, incluyendo acidos nucleicos y farmacos identificados
mediante quimica combinatorial, por ejemplo.

Dichos miméticos pueden disefarse, seleccionarse y/o de otro modo identificarse utilizando una diversidad de métodos
conocidos de la técnica. Se dan a conocer diversos métodos de disefio de farmacos, Utiles para disefiar miméticos u
otros compuestos terapéuticos, en Maulik et al., Molecular Biotechnology: Therapeutic Applications and Strategies,
Wiley-Liss, Inc., 1997. Puede obtenerse un mimético de acetolactato sintasa por ejemplo a partir de estrategias de
diversidad molecular (una combinacion de estrategias relacionadas que permiten la construccion rapida de bibliotecas
grandes de moléculas quimicamente diversas), bibliotecas de compuestos naturales o sintéticos, en particular de
bibliotecas quimicas o combinatoriales (es decir, bibliotecas de compuestos que difieren en secuencia o tamafio pero
que presentan bloques constructivos similares) o mediante disefio de farmacos racional dirigido o aleatorio. Ver, por
ejemplo, Maulik et al., supra.

En una estrategia de diversidad molecular, se sintetizan bibliotecas grandes de compuestos, por ejemplo, a partir de
péptidos, oligonucledtidos, carbohidratos y/o moléculas organicas sintéticas, utilizando enfoques bioldgicos,
enzimaticos y/o quimicos. Entre los parametros criticos para desarrollar una estrategia de diversidad molecular se
incluyen la diversidad de subunidades, el tamafio molecular y la diversidad de la biblioteca. El objetivo general del
cribado de tales bibliotecas es utilizar la aplicacion secuencial de la seleccion combinatorial para obtener ligandos de
afinidad elevada para una diana deseada y después optimizar las moléculas de cabeza mediante estrategias de disefio
aleatorio o dirigido. Los métodos de diversidad molecular se describen en detalle en Maulik et al., ibid.

Maulik et al. Dan a conocer ademas, por ejemplo, métodos de disefio dirigido en los que el usuario dirige el
procedimiento de creacion de nuevas moléculas a partir de una biblioteca de fragmentos, de fragmentos
apropiadamente seleccionados; el disefio aleatorio, en el que el usuario utiliza un algoritmo genético o de otro tipo
para mutar aleatoriamente fragmentos y sus combinaciones, aplicando simultaneamente un criterio de seleccion para
evaluar el ajuste de los ligandos candidatos, y un enfoque basado en una matriz en el que el usuario calcular la energia
de interaccion entre estructuras receptoras tridimensionales y fragmentos pequefios sonda, seguido de la union entre
si de los sitios de sonda favorables.

Se describen acetolactato sintasas que pueden derivarse de cualquier microorganismo Traustoquitriales y, en
particular, de cualquier organismo Schizochytrium. La acetolactato sintasa descrita de la presente invencién presenta
una secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo de SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 y SEC ID n° 24.
La proteina que presenta una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 15 es una acetolactato sintasa
natural (es decir, de tipo salvaje) procedente de un microorganismo Traustoquitriales y, especificamente, es una
acetolactato sintasa de Schizochytrium. Las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID n°® 19, SEC ID n°
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22 y SEC ID n° 24 son secuencias que han sido modificadas, de manera que los enzimas resultantes presentan una
sensibilidad reducida a los compuestos sulfonilurea, asi como a inhibidores de clase imidazolinona y oxibenzoatos de
pirimidinilo, en comparacién con la proteina natural representada por la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 15. Se
indica que las proteinas representadas por SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 y SEC ID n° 24 presentan actividad bioldgica
de acetolactato sintasa. Las acetolactato sintasas con sensibilidad reducida a los compuestos sulfonilurea, asi como
a inhibidores de clase imidazolinona y oxibenzoatos de pirimidinilo son acetolactato sintasas descritas, debido a que
las secuencias de acidos nucleicos codificantes de tales sintasas pueden utilizarse en vectores recombinantes de la
presente invencion a modo de marcadores seleccionables.

Por lo tanto, un ejemplo descrito se refiere a una acetolactato sintasa modificada, incluyendo cualquier homdlogo de
cualquiera de entre SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 y SEC ID n°® 24, en el que el homodlogo presenta
actividad bioldgica de acetolactato sintasa, y en particular, en el que el homdlogo presenta una sensibilidad reducida
a compuestos sulfonilurea, asi como a inhibidores de clase imidazolinona y oxibenzoatos de pirimidinilo, en
comparacion con la proteina natural representada por la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 15. En un ejemplo
descrito, entre dichos homologos de acetolactato sintasa se incluyen proteinas que presentan una secuencia de
aminoacidos que difieren de la SEC ID n° 15 por una delecién, insercion o sustitucion de aminoacido en una o mas de
las posiciones siguientes: 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) (verMazur y Falco, Annu. Rev. Plant Physiol.
Plant Mol. Biol. 40:441-470, 1989). Otros sitios de mutacién posibles son conocidos por el experto en la materia
basados en mutaciones de aminoacido con éxito en ALS de otros organismos. La aplicacion de dichos sitios a los
sitios correspondientes en ALS de Traustoquitriales se encuentra comprendida en la presente invencion.

Se describe una molécula aislada de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica
una acetolactato sintasa de Traustoquitriales y una secuencia de acidos nucleicos totalmente complementaria a la
misma. Una molécula de acidos nucleicos descrita codificante de una acetolactato sintasa incluye una molécula de
acidos nucleicos codificante de cualquiera de las proteinas acetolactato sintasa, incluyendo homologos, comentados
anteriormente. Mas particularmente un ejemplo descrito se refiere a una molécula aislada de acidos nucleicos que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina que presenta una secuencias de aminoacidos
que es por lo menos aproximadamente 65% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de entre
SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 y SEC ID n° 24, a lo largo de por lo menos aproximadamente 600
aminoacidos de cualquiera de tales secuencias, en el que la proteina es una acetolactato sintasa (es decir, como
actividad biolégica de acetolactato sintasas). Mas preferentemente, una molécula aislada de acidos nucleico tal como
se describe presenta una secuencia de acidos nucleicos codificante de una secuencia de aminoacidos que es por lo
menos aproximadamente 70% idéntica, y mas preferentemente por lo menos aproximadamente 75% idéntica, y
todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 80% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo
menos aproximadamente 85% idéntica y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 90% idéntica
y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 95% idéntica, y todavia més preferentemente por lo
menos aproximadamente 96% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 97% idéntica,
y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 98% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo
menos aproximadamente 99% idéntica a cualquiera de las secuencias SEC ID n° 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n° 22 o
SEC ID n°® 24 a lo largo de por lo menos aproximadamente 600 aminoacidos de cualquiera de las secuencias SEC ID
n® 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 0 SEC ID n° 24, en las que la proteina presenta actividad biologica de acetolactato
sintasa.

En otro ejemplo descrito, una molécula aislada de acidos nucleicos presenta una secuencia de acidos nucleicos
codificante de una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 y SEC ID n° 24 a lo largo de por lo menos 95
aminoacidos de cualquiera de dichas secuencias, en donde la proteina es una acetolactato sintasa (es decir, presenta
actividad biologica de acetolactato sintasa). Mas preferentemente, una molécula aislada de acidos nucleicos de la
presente invencion presenta una secuencia de acidos nucleicos codificante de una secuencia de aminoacidos que es
por lo menos aproximadamente 80% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 85%
idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos aproximadamente 90% idéntica y todavia mas preferentemente
por lo menos 95% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos 96% idéntica, y todavia mas preferentemente
por lo menos 97% idéntica, y todavia mas preferentemente por lo menos 98% idéntica, y todavia mas preferentemente
por lo menos 99% idéntica a cualquiera de entre SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n® 22 0 SEC ID n° 24, a lo largo
de por lo menos 95 aminoacidos de cualquiera de SEC ID n°® 15, SEC ID n° 19, SEC ID n°® 22 0 SEC ID n° 24, en
donde la proteina presenta actividad biolégica de acetolactato sintasa.

En todavia otro ejemplo descrito, una molécula aislada de &cidos nucleicos presenta una secuencia de acidos
nucleicos codificante de una secuencia de aminoacidos que presenta cualquiera de los porcentajes de identidad
anteriormente indicados respecto a cualquiera de las secuencias SEC ID n°® 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n°® 22 0 SEC ID
n°® 24 a lo largo de por lo 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
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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 de cualquiera de las secuencias SEC ID n® 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n° 22 0 SEC ID n° 24, en
donde la proteina presenta actividad bioldgica de acetolactato sintasa. Se determiné el porcentaje de identidad
utilizando los pardmetros por defecto de BLAST 2.0 Basic BLAST, tal como se ha indicado anteriormente.

En un ejemplo descrito, entre las moléculas de acidos nucleicos codificantes de una acetolactato sintasa se incluyen
moléculas aisladas de acidos nucleicos que se hibridan bajo condiciones de astringencia moderada, y todavia mas
preferentemente bajo condiciones de astringencia elevada, y todavia mas preferentemente bajo condiciones de
astringencia muy elevada con el complemento de una secuencia de acidos nucleicos codificante de una acetolactato
sintasa natural. Preferentemente, una molécula aislada de acidos nucleicos codificante de una acetolactato sintasa tal
como se describe comprende una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones de astringencia
moderada o elevada con el complemento de una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina que
comprende una secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n® 22 0 SEC ID n°
24. En un ejemplo descrito, una molécula aislada de acidos nucleicos comprende una secuencia de acidos nucleicos
que se hibrida bajo condiciones de astringencia moderada, elevada o muy elevada con el complemento de una
secuencia de acidos nucleicos representada por los nucleétidos 1.260 a 3.314 de SEC ID n° 14, los nucleétidos 1.260
a 3.314 de SEC ID n° 18, los nucleétidos 1.260 a 3.314 de SEC ID n° 21 o los nucleétidos 1.260 a 3.314 de SEC ID
n° 23.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las condiciones de hibridacion se refieren a condiciones de hibridacion
estandares bajo las que se utilizan las moléculas de acidos nucleicos para identificar moléculas de acidos nucleicos
similares. Tales condiciones estandares se dan a conocer en, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press, 1989. Sambrook et al., ibid. (ver especificamente las paginas 9.31
a 9.62). Ademas, las formulas para calcular las condiciones apropiadas de hibridacién y lavado para conseguir la
hibridacion permitiendo diversos grados de no correspondencia de los nucleétidos se dan a conocer en, por ejemplo,
Meinkoth et al., Anal. Biochem. 138:267-284, 1984; Meinkoth et al., ibid.

Mas particularmente, las condiciones de hibridacion y lavado de astringencia moderada, tal como se denominan en la
presente memoria, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acidos nucleicos que
presentan una identidad de secuencia de acidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 70% respecto a la
molécula de acidos nucleicos que se utiliza para sondear la reaccion de hibridacion (es decir, condiciones que permiten
una no correspondencia de aproximadamente 30% o menos de los nucledtidos). Las condiciones de hibridacion y
lavado de astringencia elevada, tal como se denominan en la presente memoria, se refieren a condiciones que
permiten el aislamiento de moléculas de acidos nucleicos que presentan una identidad de secuencia de acidos
nucleicos de por lo menos aproximadamente 80% respecto a la molécula de acidos nucleicos que se utiliza para
sondear la reaccion de hibridacion (es decir, condiciones que permiten una no correspondencia de aproximadamente
20% o menos de los nucledtidos). Las condiciones de hibridacion y lavado de astringencia muy elevada, tal como se
denominan en la presente memoria, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acidos
nucleicos que presentan una identidad de secuencia de acidos nucleicos de por lo menos aproximadamente 90%
respecto a la molécula de acidos nucleicos que se utiliza para sondear la reaccién de hibridacién (es decir, condiciones
que permiten una no correspondencia de aproximadamente 10% o menos de los nucledtidos). Tal como se ha
comentado anteriormente, el experto en la materia puede utilizar las formulas en Meinkoth et al., ibid. Para calcular
las condiciones de hibridacién y lavado apropiadas para conseguir estos niveles particulares de no correspondencia
de nucleétidos. Tales condiciones variaran, dependiendo de si se forman hibridos de ADN:ARN o de ADN:ADN. Las
temperaturas de fusion calculadas para los hibridos de ADN:ADN son 10°C inferiores a las de los hibridos de
ADN:ADN. En ejemplos particulares, las condiciones de hibridacion restrictivas para los hibridos de ADN:ADN incluyen
la hibridacién a una fuerza i6nica de 6X SSC (Na* 0,9 M) a una temperatura de entre aproximadamente 20°C y
aproximadamente 35°C (astringencia mas baja), mas preferentemente de entre aproximadamente 28°C vy
aproximadamente 40°C (mayor astringencia) y todavia mas preferentemente, de entre aproximadamente 35°C y
aproximadamente 45°C (todavia mas astringencia), con condiciones de lavado apropiadas. En ejemplos particulares,
entre las condiciones de hibridacion restrictivas para los hibridos de ADN:ARN se incluyen la hibridacién a una fuerza
i6nica de 6X SSC (Na* 0,9 M) a una temperatura de entre aproximadamente 30°c y aproximadamente 45°C, mas
preferentemente de entre 38°C y aproximadamente 50°C, y todavia mas preferentemente, de entre aproximadamente
45°C y aproximadamente 55°C, con condiciones de lavado de astringencia similar. Estos valores se basan en calculos
de una temperatura de fusion para moléculas de mas de aproximadamente 100 nucleétidos, 0% de formamida y un
contenido de G+C de aproximadamente 40%. Alternativamente, la Tm puede calcularse empiricamente tal como se
indica en Sambrook et al., supra, paginas 9.31 a 9.62. En general, las condiciones de lavado deberian ser tan
astringentes como resulte posible y deben resultar apropiadas para las condiciones de hibridacién seleccionadas. Por
ejemplo, las condiciones de hibridacion pueden incluir una combinacién de condiciones salinas y de temperatura que
sean aproximadamente 20-25°C inferiores a la Tm calculada de un hibrido particular, y las condiciones de lavado
tipicamente incluyen una combinacién de condiciones salinas y de temperatura que son aproximadamente 12-20°C
inferiores a la Tm calculada del hibrido particular. Un ejemplo de condiciones de hibridacion adecuadas para la
utilizaciéon con hibridos de ADN:ADN incluye una hibridaciéon de 2 a 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
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aproximadamente 2X SSC, seguido de lavados adicionales a temperaturas mas altas y una fuerza iénica mas baja
(p-€j., por lo menos un lavado a aproximadamente 37°C en aproximadamente 0,1X-0,5X SSC, seguido de por lo menos
un lavado a aproximadamente 68°C en aproximadamente 0,1X-0,5X SSC).

En otro ejemplo descrito, las moléculas de acidos nucleicos codificantes de una acetolactato sintasa tal como se ha
descrito incluyen moléculas de acidos nucleicos que comprenden una secuencia de acidos nucleicos codificante de
una proteina que presenta una secuencia de aminoacidos que comprende por lo menos 30 residuos aminoacidos
contiguos de cualquiera de SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n® 22 o SEC ID n° 24 (es decir, 30 residuos
aminoacidos contiguos que presentan una identidad de 100% respecto a 30 aminoacidos contiguos de cualquiera de
SEC ID n° 15, SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 o SEC ID n° 24). En un ejemplo descrito, una molécula aislada de acidos
nucleicos comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina que presenta una secuencia de
aminoacidos que comprende por lo menos 50, y mas preferentemente por lo menos 75, y mas preferentemente por lo
menos 100, y mas preferentemente por lo menos 115, y mas preferentemente por lo menos 130, y mas
preferentemente por lo menos 150, y mas preferentemente por lo menos 200, y més preferentemente por lo menos
250, y mas preferentemente por lo menos 300, y mas preferentemente por lo menos 350, y mas preferentemente por
lo menos 400, y mas preferentemente por lo menos 450, y mas preferentemente por lo menos 500, y mas
preferentemente por lo menos 550, y mas preferentemente por lo menos 600, y mas preferentemente por lo menos
650 residuos aminoacidos contiguos de cualquiera de SEC ID n°® 15, SEC ID n°® 19, SEC ID n° 22 o0 SEC ID n° 24.
Dicha proteina presenta actividad bioldgica de acetolactato sintasa. En un ejemplo descrito, una molécula aislada de
acidos nucleicos codificante de una acetolactato sintasa comprende una secuencia de acidos nucleicos que presenta
por lo menos 60 nucledtidos contiguos, y mas preferentemente por lo menos 150, y més preferentemente por lo menos
225, y mas preferentemente por lo menos 300, y mas preferentemente por lo menos 345, y mas preferentemente por
lo menos 390, y mas preferentemente por lo menos 450, y mas preferentemente por lo menos 525, y mas
preferentemente por lo menos 600, y mas preferentemente por lo menos 750, y mas preferentemente por lo menos
900, y mas preferentemente por lo menos 1.050, y mas preferentemente por lo menos 1.200, y mas preferentemente
por lo menos 1.350, y mas preferentemente por lo menos 1.500, y mas preferentemente por lo menos 1.650, y mas
preferentemente por lo menos 1.800, y todavia mas preferentemente por lo menos 1.950 nucleétidos contiguos de los
nucledtidos 1.260-3.314 de la SEC ID n° 15, de los nucledtidos 1.260-3.314 de la SEC ID n° 18, de los nucledtidos
1.260-3.314 de la SEC ID n° 21 o de los nucleétidos 1.260-3.314 de la SEC ID n° 23.

Entre las moléculas de acidos nucleicos descritas se incluyen los nucledtidos 1.260-3.314 de la SEC ID n° 14 (codifica
la SEC ID n° 15), los nucleétidos 1.260-3.314 de la SEC ID n° 18 (codifica la SEC ID n°® 19), los nucleétidos 1.260-
3.314 de la SEC ID n° 21 (codifica la SEC ID n° 22) o los nucleétidos 1.260-3.314 de la SEC ID n° 23 (codifica la SEC
ID n° 24), SEC ID n° 14, SEC ID n° 18, SEC ID n°® 21 o SEC ID n° 23. Segun la presente invencién, una molécula
aislada de acidos nucleicos es una molécula de acidos nucleicos que ha sido extraida de su medio natural (es decir,
que ha sido sometida a manipulacién humana), siendo su medio natural el genoma o cromosoma en la que se
encuentra naturalmente la molécula de acidos nucleicos. De esta manera, "aislada" no refleja necesariamente el grado
en que se ha purificado la molécula de acidos nucleicos, sino que indica que la molécula no incluye un genoma entero
0 un cromosoma entero en el que se encuentra la molécula de acidos nucleicos en la naturaleza. Una molécula aislada
de acidos nucleicos puede incluir un gen, tal como un gen de acetolactato sintasa descrito en la presente memoria.
Una molécula aislada de acidos nucleicos que incluye un gen no es un fragmento de un cromosoma que incluye dicho
gen, sino que por el contrario incluye la region codificante y las regiones reguladoras asociadas con el gen, pero ningun
gen adicional naturalmente presente en el mismo cromosoma. Una molécula aislada de acidos nucleicos puede incluir
ademas una secuencia de acidos nucleicos especificada, flanqueada (es decir, en el extremo 5’ y/o 3’ de la secuencia)
por acidos nucleicos adicionales que normalmente no flanquean la secuencia de acidos nucleicos especificada en la
naturaleza (es decir, son secuencias heterélogas). Molécula aislada de acidos nucleicos puede incluir ADN, ARN (p.€j.,
ARNmM) o derivados de ADN o ARN (p.ej., ADNc). Aunque la expresion "molécula de acidos nucleicos" principalmente
se refiere a la molécula fisica de acidos nucleicos y la expresion "secuencia de acidos nucleicos" se refiere
principalmente a la secuencia de nucledtidos en la molécula de acidos nucleicos, las dos expresiones pueden utilizarse
intercambiablemente, especialmente con respecto a que una molécula de acidos nucleicos, o una secuencia de acidos
nucleicos, es capa de codificar una proteina.

Preferentemente, una molécula aislada de acidos nucleicos de la presente invencion se produce utilizando tecnologia
de ADN recombinante (p.ej., reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacion, clonacion) o sintesis quimica.
Entre las moléculas aisladas de acidos nucleicos se incluyen moléculas de acidos nucleicos naturales y homoélogos
de las mismas, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, variantes alélicas naturales y moléculas de acidos nucleicos
modificados en las que se han insertado, delecionado, sustituido y/o invertido, nucleétidos de tal manera que dichas
modificaciones proporcionan el efecto deseado sobre la actividad bioldgica de la proteina. Las variantes alélicas y
homadlogos de proteinas (p.gj., proteinas codificadas por homdlogos de acidos nucleicos) han sido comentadas en
detalle anteriormente.

Una molécula de acidos nucleicos puede producirse utilizando varios métodos conocidos por el experto en la materia
(ver, por ejemplo, Sambrook et al., ibid). Por ejemplo, pueden modificarse moléculas de acidos nucleicos utilizando
una diversidad de técnicas, incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, técnicas de mutagénesis clasicas y técnicas de
ADN recombinante, tales como la mutagénesis dirigida a sitio, el tratamiento quimico de una molécula de acidos
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nucleicos para inducir mutaciones, el corte con enzimas de restriccion de un fragmento de acidos nucleicos, la ligacion
de fragmentos de acidos nucleicos, la amplificaciéon por PCR y/o la mutagénesis de regiones seleccionadas de una
secuencia de acidos nucleicos, la sintesis de mezclas de oligonucleétidos y la ligacién de grupos de mezcla para
"construir" una mezcla de moléculas de acidos nucleicos, y combinaciones de los mismos. Los homdlogos de molécula
de acidos nucleicos pueden seleccionarse de una mezcla de acidos nucleicos modificados mediante cribado para la
funcion de la proteina codificada por el acido nucleico y/o mediante hibridaciéon con un gen de tipo salvaje.

De manera similar, el tamafio minimo de una molécula de acidos nucleicos 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 oligonucleétido que es capaz de formar un hibrido estable con la secuencia complementaria de una molécula
de acidos nucleicos codificante de la proteina natural (p.ej., bajo condiciones de astringencia moderada, elevada o
muy elevada). De esta manera, el tamafio de la molécula de &cidos nucleicos codificante de dicha proteina puede
depender de la composicion de acidos nucleicos y el porcentaje de homologia o identidad entre la molécula de acidos
nucleicos y la secuencia complementaria, asi como de las condiciones de hibridacién de por si (p.€j., la temperatura,
la concentracion salina y la concentracion de formamida). El tamafio minimo de una molécula de acidos nucleicos que
se utiliza como cebador oligonucleétido o como sonda tipicamente es de por lo menos aproximadamente 12 a
aproximadamente 15 nucleétidos de longitud en el caso de que las moléculas de acidos nucleicos sean ricas en GC y
de por lo menos aproximadamente 15 a aproximadamente 18 bases de longitud en el caso de que sean ricas en AT.
No existe ningun limite, aparte del limite practico, para el tamafio maximo de una molécula de acidos nucleicos de la
presente invencion, en el aspecto de que la molécula de acidos nucleicos puede incluir una parte de una secuencia
codificante de proteina (p.ej., una secuencia codificante de acetolactato sintasa) o una secuencia de acidos nucleicos
codificante de una proteina de longitud completa.

Una realizacion de la presente invencion incluye un vector recombinante para la utilizacion para la transformacion de
un microorganismo Traustoquitriales. Segun la presente invencion, un vector recombinante es una molécula de acidos
nucleicos manipulada (es decir, producida artificialmente) que se utiliza como herramienta para manipular una
secuencia de acidos nucleicos seleccionada y para introducir dicha secuencia de acidos nucleicos en una célula
huésped. Por lo tanto, el vector recombinante resulta adecuado para la utilizacion en la clonacion, secuenciacion y/o,
de otro modo, manipulacion de la secuencia de acidos nucleicos seleccionada, tal como mediante la expresion y/o
introduccién de la secuencia de acidos nucleicos seleccionada en una célula huésped para formar una célula
recombinante. Tal vector tipicamente contiene secuencias de acidos nucleicos heterdlogos, es decir, secuencias de
acidos nucleicos que naturalmente no se observa que sean contiguas a la secuencia de acidos nucleicos que debe
introducirse, aunque el vector puede contener también secuencias de acidos nucleicos reguladoras (p.ej., promotores,
regiones no traducidas) que son naturalmente contiguas a las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion
(comentadas en detalle posteriormente). El vector puede ser de ARN o ADN, procariético o eucariético, y tipicamente
es un plasmido. El vector puede mantenerse como elemento extracromosdmico (p.ej., un plasmido) o puede integrarse
en el cromosoma del microorganismo recombinante. El vector entero puede mantenerse en su sitio dentro de una
célula huésped o, bajo determinadas condiciones, puede delecionarse el ADN plasmidico, reteniendo la molécula de
acidos nucleicos de la presente invencién. La molécula de acidos nucleicos integrada puede encontrarse bajo el control
de un promotor cromosoémico, bajo el control de un promotor nativo o plasmidico, o bajo una combinacién de varios
controles de promotor. Pueden integrarse en el cromosoma una Unica copia o multiples copias de la molécula de
acidos nucleicos. Un vector recombinante tal como se ha descrito contiene por lo menos un marcador seleccionable
para microorganismos Traustoquitriales segun la presente invencion, tal como una secuencia de &cidos nucleicos
codificante de una acetolactato sintasa de Traustoquitriales (proteina natural u homologo) o una secuencia de acidos
nucleicos codificante del gen ble (descrito posteriormente). Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion
"molécula de acidos nucleicos recombinante" se utiliza principalmente para referirse a un vector recombinante en el
que se ha ligado la secuencia de acidos nucleicos que debe clonarse, manipularse y transformarse en la célula
huésped (es decir, el inserto).

La invenciéon proporciona un vector recombinante para la transformacién de microorganismos del Orden
Traustoquitriales, que comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina de unién a bleomicina
operablemente ligada a un promotor a-tubulina de Traustoquitriales que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en los nucledtidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9, y una secuencia de acidos
nucleicos que es por lo menos aproximadamente 95% idéntica a los nucleétidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9 a lo largo
de la longitud completa de los nucleétidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9, en la que dicha secuencia de acidos nucleicos
presenta una actividad transcripcional por lo menos basal del promotor a-tubulina, o una molécula de acidos nucleicos
recombinante que comprende la molécula aislada de acidos nucleicos segun la reivindicacion 1, operablemente ligada
a una secuencia de control transcripcional. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "molécula
recombinante" o "molécula de acidos nucleicos recombinante" principalmente se refiere a una molécula de acidos
nucleicos o secuencia de acidos nucleicos operablemente ligada a una secuencia de control transcripcional, aunque
puede utilizarse intercambiablemente con la expresion "molécula de acidos nucleicos" en el caso de que dicha
molécula de &cidos nucleicos sea una molécula recombinante tal como se comenta en la presente memoria. Segun la
presente invencion, la expresion "operablemente ligada" se refiere a la unidon de una molécula de acidos nucleicos a
una secuencia de control transcripcional de manera tal que la molécula sea capaz de expresarse al transfectarse (es
decir, transformarse, transducirse, transfectarse, conjugarse o conducirse) dentro de una célula huésped. Las
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secuencias de control transcripcional son secuencias que controlan el inicio, elongacion o terminacion de la
transcripcion. Son secuencias de control de la transcripciéon particularmente importantes aquellas que controlan el
inicio de la transcripcion, tales como las secuencias de promotor, intensificador, operador y represor. Entre las
secuencias de control transcripcional adecuadas se incluye cualquier secuencia de control transcripcional que pueda
funcionar en un microorganismo del orden Traustoquitriales. Los presentes inventores se cree que son los primeros
en aislar e identificar por lo menos tres de tales promotores, descritos en detalle en otros sitios de la presente memoria.

El promotor puede ser un promotor de acetolactato sintasa de Traustoquitriales (representado en la presente memoria
por los nucledtidos 1 a 1.259 de la SEC ID n° 14), un promotor de a-tubulina de Traustoquitriales (representado en la
presente memoria por los nucleétidos 441-894 de la SEC ID n° 9). La clonacion y secuenciacion del promotor de o-
tubulina se describe en la seccién de Ejemplos. El promotor de a-tubulina comprende la secuencia de promotor de o-
tubulina de Traustoquitriales natural (nucleétidos 441-894 de la SEC ID n° 9) o una secuencia de &cidos nucleicos que
es por lo menos 95% idéntica a los nucleétidos 441-894 de la SEC ID n° 9, en la que el promotor presenta una actividad
transcripcional por lo menos basal del promotor de a-tubulina. Los métodos para determinar el porcentaje de identidad
se han descrito anteriormente en la presente memoria para las secuencias de la acetolactato sintasa y se encuentran
comprendidas en la presente memoria.

En una realizacién, un vector recombinante de la presente invencién es un vector de expresion. Tal como se utiliza en
la presente memoria, la expresién "vector de expresion" se utiliza para referirse a un vector que resulta adecuado para
la produccién de un producto codificado (p.ej., una proteina de interés). En la presente realizacién, una secuencia de
acidos nucleicos codificante del producto que debe producirse se inserta en el vector recombinante para producir una
molécula de acidos nucleicos recombinante. La secuencia de acidos nucleicos codificante de la proteina que debe
producirse se inserta en el vector de una manera que liga operablemente la secuencia de acidos nucleicos con
secuencias reguladoras en el vector (p.ej., un promotor de Traustoquitriales de la presente invencion), permitiendo la
transcripcion y traduccion de la secuencia de acidos nucleicos dentro del microorganismo recombinante. Los
marcadores seleccionables de la presente invencion permiten la seleccidon de un microorganismo recombinante en el
que se ha introducido con éxito una molécula de acidos nucleicos recombinante de la presente invencion.

En otra realizacion, un vector recombinante de la presente invencion es un vector de localizacion. Tal como se utiliza
en la presente memoria, la expresién "vector de localizacién" se utiliza para referirse a un vector que se utiliza para
introducir una molécula particular de acidos nucleicos en una célula recombinante, en la que la molécula de acidos
nucleicos se utiliza para delecionar o inactivar un gen endégeno dentro de la célula huésped (es decir, se utiliza para
la tecnologia de disrupcion génica dirigida o de inactivacion génica). Dicho vector también puede conocerse en la
técnica como un vector "knock-out". En un aspecto de la presente realizacién, una parte del vector, aunque mas
tipicamente, la molécula de acidos nucleicos insertada en el vector (es decir, el inserto), presenta una secuencia de
acidos nucleicos que es homéloga respecto a una secuencia de 4cidos nucleicos de un gen diana en la célula huésped
(es decir, un gen que es la diana para la delecién o inactivacion). La secuencia de acidos nucleicos del inserto vector
se disefia para unirse al gen diana de manera que el gen diana y el inserto experimenten recombinaciéon homaéloga,
de manera que el gen diana endégeno resulta delecionado, inactivado o atenuado (es decir, por la mutacion o delecion
de como minimo una parte del gen diana endogeno).

El vector recombinante de la presente invencion es un vector recombinante que resulta adecuado para la utilizacion
en un microorganismo Traustoquitriales.

El experto en la materia apreciara que la utilizaciéon de tecnologias de ADN recombinante pueden mejorar el control
de la expresion de las moléculas de acidos nucleicos transformadas mediante la manipulacion, por ejemplo, del
numero de copias de las moléculas de acidos nucleicos dentro de la célula huésped, la eficiencia con la que se
transcriben dichas moléculas de acidos nucleicos, la eficiencia con la que se traducen los transcritos resultantes y la
eficiencia de las modificaciones post-traduccionales. Ademas, la secuencia de promotor puede manipularse
genéticamente para mejorar el nivel de expresidon en comparacién con el promotor nativo. Entre las técnicas
recombinantes Utiles para controlar la expresion de moléculas de acidos nucleicos se incluyen, aunque sin limitarse a
ellas, la integracion de las moléculas de acidos nucleicos en una o mas cromosomas de la célula huésped, la adiciéon
de secuencias de estabilidad del vector a plasmidos, las sustituciones o modificaciones de sefiales de control
transcripcional (p.ej., promotores, operadores e intensificadores), las sustituciones o modificaciones de sefales de
control traduccional (p.ej., sitios de unién ribosémica, secuencias de Shine-Dalgarno), la modificaciéon de moléculas
de acidos nucleicos para que se correspondan con el uso de codones de la célula huésped y la delecién de secuencias
que desestabilizan los transcritos.

En una realizacion de la presente invencion, un vector recombinante adecuado para la utilizacion en la transformacion
de microorganismos Traustoquitriales contiene el gen Ble Sh de Streptoalloteichus hindustanus como marcador
seleccionable (que codifica una "proteina de union a bleomicina") en combinacién con un promotor de Traustoquitriales
tal como se ha indicado anteriormente en la presente memoria. Un vector recombinante de la invencién comprende el
gen ble y un promotor de Traustoquitriales incluye, por ejemplo, la secuencia de vector representada por la SEC ID n°
9. La secuencia de aminoacidos de la proteina de unién a bleomicina de Streptoalloteichus hindustanus se representa
en la presente memoria como SEC ID n° 10.
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Las moléculas de acidos nucleicos recombinantes de la presente invencion, que pueden ser de ADN o ARN, también
pueden contener secuencias reguladoras adicionales, tales como secuencias reguladoras de la traduccién, origenes
de replicacion y otras secuencias reguladoras que son compatibles con la célula recombinante. En una realizacion,
una molécula recombinante de la presente invencion, incluyendo aquellas que estan integradas en el cromosoma de
la célula huésped, también contienen sefiales secretorias (es decir, secuencias de acidos nucleicos de segmento de
sefial) para permitir que la proteina expresada sea secretada de la célula que produce la proteina. Entre los segmentos
de sefal adecuados se incluyen un segmento de sefal que esta asociado naturalmente a la proteina que debe
expresarse o a cualquier segmento de sefial heterdlogo capaz de dirigir la secrecién de la proteina segun la presente
invencién. En otra realizacién, una molécula recombinante de la presente invencion comprende una secuencia lider
para permitir que una proteina expresada sea transportada e insertada en la membrana de una célula huésped. Entre
las secuencias lider adecuadas se incluyen una secuencia lider que esta asociada naturalmente a la proteina, o
cualquier secuencia lider heterdloga capaz de dirigir el transporte e insercion de la proteina en la membrana de una
célula.

En una realizacion, la molécula de acidos nucleicos recombinante comprende ademas una secuencia de acidos
nucleicos codificante de una proteina que debe producir la célula, en la que la secuencia de acidos nucleicos
codificante de la proteina esta operablemente ligada a una secuencia de control transcripcional. Las proteinas que
pueden resultar deseables para la produccién en un Traustoquitriales son conocidas por el experto en la materia y
todas pretender estar comprendidas en la presente invencién. Entre las proteinas particularmente preferentes se
incluyen, aunque sin limitarse a ellas, proteinas asociadas a la sintesis de un acido graso seleccionado del grupo que
consiste en acido docosahexaenoico (DHA), acido docosapentaenoico (DPA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido
araquidonico (ARA). Entre dichas proteinas se incluyen, por ejemplo, una acido-graso sintasa, una acido graso
desaturasa, una acido graso elongasa, una proteina asociada a un complejo de poliquétido sintasa y una proteina
asociada a la incorporacion de acidos grasos en fosfolipidos o en moléculas de triacilglicerol. En un aspecto, la proteina
es una acido-graso w-3 desaturasa codificada por la secuencia de acidos nucleicos SEC ID n° 29. La SEC ID n° 30
representa la secuencia de aminoacidos de la desaturasa. En otro aspecto, la proteina es una isomerasa de acido
graso polienoico. En una realizacién, entre las proteinas que pueden producirse en microorganismos Traustoquitriales
utilizando el presente método se incluyen proteinas asociadas a las rutas biosintéticas de isoprenoide. Entre dichas
proteinas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA reductasa, escualeno sintasa, fitoeno
sintasa, fitoeno desaturasa, una carotenoide ciclasa, una carotenoide hidroxilasa y una carotenoide quetolasa. En
todavia otra realizacion, las proteinas que pueden producirse en los microorganismos Traustoquitriales utilizando el
presente método se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, vitamina E y acido lipoico.

En una realizacion, la molécula de acidos nucleicos recombinante Gtil en el método de la presente invencion incluye
una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida con una secuencia diana de acidos nucleicos en el microorganismo,
de manera que un gen que comprende la secuencia de acidos nucleicos diana resulta mutado o inactivado mediante
recombinacién homadloga con la segunda secuencia de acidos nucleicos. Dicha secuencia de acidos nucleicos puede
ser homologa respecto a genes que codifican enzimas (o acidos nucleicos que regulan la expresion de dichos genes)
de las rutas de sintesis de acido graso saturado y poliinsaturado, genes codificantes de proteinas que participan en la
degradacion de otros compuestos valiosos producidos por el microorganismo Traustoquitriales o que, de otra manera
,disminuyen el valor del compuesto deseado, o genes codificantes de proteinas que estan asociados a la sintesis de
compuestos la sintesis de los cuales compite con otras moléculas de interés. Por ejemplo, entre las secuencias de
acidos nucleicos diana se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, secuencias codificantes de lipasas, enzimas de
oxidacion de acidos grasos, proteinas que participan en la sintesis de carbohidratos, proteinas que participan en la
sintesis de productos de las rutas de isoprenoide, proteinas que participan en la sintesis de componentes de la pared
celular, proteinas que participan en las rutas de sintesis de acidos grasos saturados, proteinas que participan en las
rutas de sintesis de acidos grasos poliinsaturados, proteinas asociadas con un complejo de poliquétido sintasa y
proteinas asociadas a la incorporacion de acidos grasos en fosfolipidos o moléculas de trialglicerol.

En una realizacion de la presente invencion, el método para la transformacién de microorganismos Traustoquitriales
incluye una etapa de introduccion en la célula de por lo menos una molécula adicional de acidos nucleicos
recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina que debe expresarse,
estando operablemente ligada a la secuencia de acidos nucleicos a una secuencia de control transcripcional.
Alternativamente, la molécula adicional de acidos nucleicos recombinante 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 acidos nucleicos diana resulta mutada o inactivada mediante recombinacion
homadloga con la segunda secuencia de acidos nucleicos. De esta manera, pueden introducirse multiples proteinas en
la célula, pueden inactivarse multiples genes o resultan posibles combinaciones de los dos. La molécula adicional de
acidos nucleicos recombinante puede introducirse en el microorganismo Traustoquitriales simultaneamente con la
primera molécula de acidos nucleicos recombinante (es decir, cotransformarse), o como una transformacién posterior
(p-€j., a fin de "acumular” caracteristicas).

En una realizacién, el método incluye ademas la etapa de introducir en la célula por lo menos una molécula adicional
de acidos nucleicos recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina de
unién a bleomicina. En esta realizaciéon, la molécula adicional de acidos nucleicos recombinante se introduce
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preferentemente en una etapa posterior, en lugar de cotransformarse. Preferentemente, la molécula de acidos
nucleicos recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina de unién a
bleomicina que comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos codificante de una segunda proteina que debe
ser expresada por la célula, en la que la secuencia de acidos nucleicos codificante de la segunda proteina se liga
operablemente a una secuencia de control transcripcional. Alternativamente, o adicionalmente, la molécula de acidos
nucleicos recombinante que comprende una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina de unién a
bleomicina comprende ademas una segunda secuencia de acidos nucleicos que se hibrida con una secuencia diana
de acidos nucleicos en el microorganismo, de manera que un gen que comprende la secuencia diana de acidos
nucleicos resulta mutada o inactivada mediante recombinacién homodloga con la segunda secuencia de acidos
nucleicos. En una realizacién, dicha molécula de acidos nucleicos recombinante comprende una secuencia de acidos
nucleicos SEC ID n° 9.

Entre las células huésped adecuadas para la transformacion utilizando el método de la presente invencion se incluyen,
aunque sin limitarse a ellas, cualquier microorganismo del orden Traustoquitriales. Las células huésped pueden ser
células no transformadas o células que ya se encuentran transfectadas con por lo menos una molécula de acidos
nucleicos. Las células huésped preferentes para la utilizacién en la presente invencion se incluyen microorganismos
de un género, incluyendo, aunque sin limitacion: Thraustochytrium, Labyrinthuloides, Japonochytriunz vy
Schizochytrium. Entre las especies preferentes dentro de estos géneros se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
cualquier especie de Schizochytrium, Schizochytrium limacinum, Schizochytrium minutum; cualquier especie de
Thraustochytrium species (incluyendo especies de Ulkenia anteriores, tales como U. visurgensis, U. amoebaida, U.
sarkariana, U. profunda, U. radiate y U. minuta), e incluyendo Thraustochytrium striatum, Thraustochytriumaureum,
Thraustochytrium roseum y cualquier especie de Japonochytrium. Entre las cepas particularmente preferentes de
Traustoquitriales se incluyen, aunque sin limitarse a ellas: Schizochytrium sp. (S31)(ATCC 20888); Schizochytrium sp.
(S8) (ATCC 20889); Schizochytrium sp. (LC-RM)(ATCC 18915); Schizochytrium sp. (SR21); Schizochytrium
aggregatum (Goldstein et Belsky)(ATCC 28209); Schizochytrium limacinum (Honda et Yokochi)(IFO 32693);
Thraustochytrium sp.(23B)(ATCC 20891); Thraustochytrium striatum (Schneider)(ATCC 24 473); Thraustochytrium
aureum (Goldstein)(ATCC 34304); Thraustochytrium roseum (Goldstein) (ATCC 28210) y Japonochytrium sp.
(L1)(ATCC 28207).

Segun la presente invencion, el término "transformacion" se utiliza para referirse a cualquier método por el que una
molécula de acidos nucleicos exdgena (es decir, una molécula de acidos nucleicos recombinante) puede insertarse
en las células microbianas, tales como las células microbianas de Traustoquitriales. En sistemas microbianos, el
término "transformacion” se utiliza para describir un cambio hereditario debido a la adquisiciéon de acidos nucleicos
exdégenos por los microorganismos y es esencialmente sinénimo al término "transfeccion”. Entre las técnicas de
transformacion adecuadas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, el bombardeo de particulas, la electroporacion, la
microinyeccion, la lipofeccion, la adsorcion, la infeccién y la fusién de protoplastos.

En una realizacién, una proteina que debe producirse utilizando un método de la presente invenciéon se produce
mediante el cultivo de una célula que expresa la proteina (es decir, un microorganismo Traustoquitriales recombinante)
bajo condiciones eficaces para producir la proteina. En algunos casos, la proteina puede recuperarse, y en otros, el
microorganismo puede recolectarse completo o como lisado y utilizarse como una "biomasa". En otra realizacién, un
gen diana se deleciona o se inactiva mediante el cultivo de una célula que ha sido transformada con una molécula
recombinante que comprende un vector de localizacién de la presente invencidon bajo condiciones eficaces para
permitir la recombinacién dentro de la célula, resultando en la delecion o inactivacion de un gen diana. Una célula
preferente para el cultivo es una célula recombinante de la presente invencion. Entre las condiciones de cultivo eficaces
se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, medios eficaces, biorreactor, temperatura, pH y condiciones de oxigeno que
permiten la produccién de proteina y/o la recombinacién. Un medio eficaz se refiere a cualquier medio en el que
tipicamente se cultiva una célula Traustoquitriales. Dicho medio tipicamente comprende un medio acuoso que
presenta fuentes asimilables de carbono, nitrégeno y fosfato, y sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados,
tales como vitaminas. Se comentan en detalle ejemplos de medios y condiciones de cultivo adecuados en la seccién
de Ejemplos. Las condiciones de cultivo adecuadas para los microorganismos Traustoquitriales también se describen
en la patente US n° 5.340.742, publicada el 23 de agosto de 1994, de Barclay. Las células de la presente invencion
pueden cultivarse en biorreactores de fermentacion convencionales, matraces de agitacion, probetas, placas de
microtitulacion y placas Petri. El cultivo puede llevarse a cabo a una temperatura, pH y contenido de oxigeno
apropiados para una célula recombinante. Tales condiciones de cultivo se encuentran comprendidas dentro de los
conocimientos del experto ordinario en la materia.

Dependiendo del vector y sistema huésped utilizado para la produccién, las proteinas resultantes de la presente
invencién pueden permanecer dentro de la célula recombinante, secretarse al medio de fermentacion, secretarse a un
espacio entre dos membranas celulares, o retenerse sobre la superficie externa de una membrana celular. La
expresion "recuperacion de la proteina" se refiere a recolectar el medio de fermentacion completa que contiene la
proteina y no requiere necesariamente etapas adicionales de separacion o purificacién. Las proteinas producidas
mediante el método de la presente invencion pueden purificarse utilizando una diversidad de técnicas estandares de
purificacion de proteinas, tales como, aunque sin limitarse a ellas, la cromatografia de afinidad, la cromatografia de
intercambio idnico, la filtracién, la electroforesis, la cromatografia de interacciéon hidrofébica, la cromatografia de
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filtracion en gel, la cromatografia de fase inversa, la cromatografia de cancanavalina A, el cromatoenfoque vy la
solubilizacién diferencial. Las proteinas producidas mediante el método de la presente invencién preferentemente se
recuperan en forma "sustancialmente pura". Tal como se utiliza en la presente memoria, "sustancialmente puro" se
refiere a una pureza que permite la utilizacion eficaz de la proteina como producto comercial.

Todavia otra realizacion de la presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante del orden
Traustoquitriales que ha sido transformado con una molécula de acidos nucleicos recombinante que comprende una
secuencia de acidos nucleicos codificante de una acetolactato sintasa de la presente invencion. Preferentemente, la
acetolactato sintasa proporciona al microorganismo una sensibilidad reducida a compuestos seleccionados del grupo
que consiste en compuestos sulfonilurea, inhibidores de clase imidazolinona y oxibenzoatos de pirimidinilo. Las
moléculas de acidos nucleicos recombinantes adecuadas y las secuencias para la utilizacion en la transformacion de
dicho microorganismo han sido descritas en detalle anteriormente. Dicho microorganismo puede transformarse
adicionalmente con otras moléculas de acidos nucleicos recombinantes, incluyendo moléculas de acidos nucleicos
recombinantes que comprenden un marcador seleccionable gen ble y secuencias de control transcripcional de
Traustoquitriales, tal como se ha indicado anteriormente en la presente memoria. Los microorganismos
Traustoquitriales recombinantes segun la presente invencion se describen en la seccién de Ejemplos. Segun la
presente invencién, un microorganismo Traustoquitriales recombinante de la presente invencién se manipula
genéticamente para expresar una proteina de interés (se han comentado anteriormente ejemplos de tales proteinas)
utilizando los vectores recombinantes indicados en la presente memoria y/o se manipulan genéticamente para una
delecién o inactivacion dirigida de un gen diana utilizando los vectores recombinantes indicados en la presente
memoria.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un microorganismo recombinante presenta un genoma que ha sido
modificado (es decir, mutado o modificado) respecto a su forma normal (es decir, de tipo salvaje o natural) utilizando
tecnologia recombinante. Un microorganismo recombinante segun la presente invencién puede incluir un
microorganismo en el que se han insertado, delecionado o modificado moléculas de acidos nucleicos (es decir, se han
mutado, p.ej., mediante insercién, delecion, sustitucion y/o inversion de nucledtidos), de manera que tales
modificaciones proporcionen el efecto deseado dentro del microorganismo. Tal como se utiliza en la presente memoria,
las modificaciones genéticas que resultan en una reduccién de la expresién génica, en la funcién del gen, o en la
funcién del producto génico (es decir, la proteina codificada por el gen) puede denominarse inactivacién (completa o
parcial), delecion, interrupcion, bloqueo o regulacion negativa de un gen. Por ejemplo, una modificacion genética en
un gen que resulta en una reduccién de la funcion de la proteina codificada por dicho gen puede resultar en una
delecién completa del gen (es decir, el gen no existe y, por lo tanto, la proteina no existe), una mutacion en el gen que
resulta en una traduccion incompleta o nula de la proteina (p.€j., la proteina no se expresa) o una mutacion en el gen
que reduce o anula la funcién natural de la proteina (p.€j., se expresa una proteina que presenta una actividad o accion
enzimatica reducida o nula). Puede hacerse referencia a las modificaciones genéticas que resultan en un incremento
de la expresién o funcion génica como amplificacion, sobreproduccién, sobreexpresion, activacion, potenciacion,
adicion o regulacion positiva de un gen.

Segun la presente invencion, puede producirse un microorganismo Traustoquitriales recombinante utilizando cualquier
microorganismo del orden Traustoquitriales. Entre los géneros preferentes de Traustoquitriales se incluyen, aunque
sin limitarse a ellos: Thraustochytrium, Labyrinthuloides, Japonochytrium, y Schizochytrium. Entre las especies
preferentes dentro de dichos géneros se incluyen, aunque sin limitarse a ellas: cualquier especie de Schizochytrium
incluyendo Schizochytrium aggregatum y Schizochytrium limacinum; cualquier especie de Thraustochytrium
(incluyendo cualquier de las especies anteriores de Ulkenia, tales como U. visurgensis, U. amoeboida, U. sarkariana,
U. profunda, U. radiata, U. minuta y Ulkenia sp. BP-5601), Thraustochytrium striatum, Thraustochytrium aureum,
Thraustochytrium roseum; y cualquier especie de Japonochytrium. Entre las cepas particularmente preferentes de
Traustoquitriales se incluyen, aunque sin limitarse a ellas: Schizochytrium sp. (S31)(ATCC 20888); Schizochytrium sp.
(S8) (ATCC 20889); Schizochytrium sp. (LC-RM)(ATCC 18915); Schizochytrium sp. (SR21); Schizochytrium
aggregatum (Goldstein et Belsky)(ATCC 28209); Schizochytrium limacinum (Honda et Yokochi)(IFO 32693);
Thraustochytrium sp.(23B)(ATCC 20891); Thraustochytrium striatum (Schneider)(ATCC 24 24473); Thraustochytrium
aureum (Goldstein)(ATCC 34304); Thraustochytrium roseum (Goldstein)(ATCC 28210) y Japonochytrium sp.
(L1)(ATCC 28207).

Los ejemplos siguientes se proporcionan con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
El presente ejemplo describe la produccién del plasmido recombinante pTUBZEO11-2. La construccion del plasmido
recombinante pTUBZEO11-2 se ilustra en las figs. 1 y 2. Este plasmido contiene el gen ble de Streptoalloteichus
hindustanus funcionalmente acoplado con un promotor de gen de a-tubulina aislado a partir de Schizochytrium sp.
Este plasmido se produjo de la manera siguiente: Se aislé un clon de ADNc (CGNE0002-001-B6) a partir de una
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biblioteca de ADNc de Schizochytrium sp. y se secuencié parcialmente (SEC ID n° 1) como parte de un proyecto de
secuenciacion de ADNc a gran escala de Schizochytrium. Se determind que la secuencia de nucledtidos codificaba la
a-tubulina mediante busqueda de homologia de BLASTX (Gish W. y D. States, Nat. Genet. 3:266-272, 1993). La
secuencia de aminoacidos deducida a partir de las bases 116 a 550 era 93% idéntica a los primeros 145 aminoacidos
de la a-tubulina de Pelvetica fastigiata (GenBank n° de acceso U58642).

Con el fin de aislar el promotor asociado a dicho gen, se aislé el ADN gendémico a partir de células de Schizochytrium
sp. y se proceso mediante la utilizacion de un kit "GenomeWalker™" (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA), que
implica la digestién enzimatica de ADN gendmico con endonucleasas de restriccion para generar extremos romos,
seguido de la ligacion del ADN digerido a moléculas adaptadoras especificas de ADN bicatenario proporcionadas en
el kit. A continuacion, se amplificé el ADN cadena arriba de la secuencia codificante de a-tubulina mediante la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) utilizando el cebador adaptado externo (AP1) proporcionado en el kit y el cebador
especifico de a-tubulina PGR20 (SEC ID n° 2). Se llevd a cabo una amplificacion adicional del gen utilizando el cebador
adaptador anidado (AP2) proporcionado en el kit y el cebador anidado especifico de a-tubulina PGR19 (SEC ID n° 3).
Los productos de PCR resultantes se subclonaron en el plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Se
secuencié uno de los fragmentos subclonados: la secuencia de 725 pb inmediatamente anteriores al codén de inicio
del gen de a-tubulina se proporciona como SEC ID n° 4.

Utilizando cebadores oligonucledtidos basandose en la secuencia de ADN obtenida de esta manera, se utilizé la PCR
utilizando la ADN polimerasa Taq (Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT) para generar una regién de promotor de o-
tubulina modificada en la que se habia incorporado un sitio de restriccion Ncol en el extremo 3’ del fragmento de ADN,;
este sitio Ncol contenia un codén de inicio que se encontraba en la misma posicién que en la regién codificante de a-
tubulina. Los cebadores utilizados en esta reaccion eran PGR33 (SEC ID n° 5) y PGR34 (SEC ID n° 6) y el molde era
ADN genomico aislado a partir de células de Schizochytrium sp. Se utilizaron las condiciones de reaccién siguientes:
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 cloné en el plasmido pCR2.1-TOPO para formar el plasmido p7TUB (SEC ID n° 7). Se digiri6 el plasmido
p7TUB con Ncol y un fragmento de 463 pb resultante que contenia la regién de promotor de a-tubulina de
Schizochytrium se aislé mediante purificacion en gel de agarosa. El plasmido pSV40/Zeo (Invitrogen Corp., Carlsbad,
CA), que contiene el gen ble de Streptoalloteichus hindustanus flanqueado por un promotor de SV40 y terminador,
también se digirié con Ncol, rindiendo un fragmento de 3.201 pb y un fragmento de 314 pb. El fragmento de 3.201 pb
se purificd en gel de agarosa y se ligoé en el fragmento Ncol de 463 pb a partir de p7TUB, rindiendo pTUBZEO-11
(SEC ID n° 8), ilustrado en la fig. 1.

A continuacion, el plasmido pTUBZEO-11 se digirié con Sphl y un fragmento de 1.122 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 ligé al plasmido pUC19 (Messing, J., Meth. Enzymol. 101:20, 1983) que habia sido linearizado mediante
digestion con Sphl. El plasmido resultante se denomind pTUBZEO11-2 (SEC ID n° 9) y se ilustra en las figs. 2 y 4. El
plasmido pTUBZBO11-2 también se denomina pMON50000. En la SEC ID n° 9, se encuentra contenido el promotor
de a-tubulina de Schizochytrium, dentro de los nucleotidos 441-894; la regidn codificante del gen ble se encuentra
contenida dentro de los nucledtidos 895-1.269, y el terminador de SV40 se encuentra contenido dentro de los
nucleétidos 1.270-1.524.

Ejemplo 2

El presente ejemplo describe la produccion de los plasmidos recombinantes pMON50200, pMON50201, pMONS50202
y pMONS0203.

Se aisl6 el gen codificante de acetolactato sintasa nativa (als) de Schizochytrium sp. de la manera siguiente. Se aislé
un clon de ADNc (LIB81-028-Q1-E1-D9) a partir de una biblioteca de ADNc de Schizochytrium y se secuencio
parcialmente (SEC ID n° 11) como parte de un proyecto de secuenciacion de ADNc a gran escala de Schizochytrium
sp. Se determind mediante homologia de BLASTX que la secuencia de nucleétidos codificaba acetolactato sintasa,
p.€j., la secuencia de aminoacidos deducida de las bases 154 a 378 era 68% idéntica a los aminoacidos 313 a 387 de
ALS de Schizosaccharomyces pombe (GenBank, n° de acceso P36620). A continuacion, se obtuvo la secuencia de
longitud completa de dicho ADNc clonado, que indicaba que el clon de ADNc no contenia la region codificante de als
entera. Con el fin de obtener el gen als de longitud completa, se sondeé una biblioteca genémica de lambda de
Schizochytrium utilizando protocolos estandares (ver, p.ej., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) con una sonda de ADN de 372 pb marcada con digoxigenina (DIG,
denominada sonda ALS2). Se generd la sonda LAS2 mediante PCR utilizando una mezcla de nucleétidos que incluia
DIG-11-UTP (Boehringer Mannheim Biochemicals GmbH, Alemania), utilizando el cebador directo PGR38 (SEC ID n°
12) yy el cebador inverso PGR39 (SEC ID n° 13), que estaban basados en la secuencia de ADNc clon LIB81-028-Q1-
E1-D9. Se aislé uno de los clones gendmicos identificados con la sonda ALS2, denominado ALS-4A, y se caracterizd
adicionalmente mediante transferencias de hibridacién southern utilizando la sonda ALS2 marcada con DIG. Se
encontré que un fragmento de 4,9 kpb procedente de ADN de lambda ALS-4A digerido con Ahdl se hibridaba con la
sonda ALS2. Se aislé este fragmento mediante purificacion en gel de agarosa, se tratd con ADN polimerasa de T4 con
el fin de generar extremos romos y después se ligd en pBluescriptll KS+ digerido con Smal (Stratagene Corp., La
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Jolla, CA) para formar el plasmido pMON50200 (ilustrado en la fig. 3-A). La secuencia de pMON50200 se proporciona
como SEC ID n°® 14. La secuencia del enzima acetolactato sintasa codificada por el gen als de Schizochytrium se
proporciona como SEC ID n° 15.

Se produjeron los plasmidos pMON50201, pMON50202 y pMONS50203 (ilustrados en las figs. 3-B, 3-C y 3-D,
respectivamente) a partir del plasmido pMON50200 mediante mutagénesis dirigida a sitio, de manera que los enzimas
acetolactato sintasa codificados ya no resultan inhibidos por determinados compuestos, incluyendo sulfometurén-
metilo (SMM). Estos plasmidos se construyeron de la manera siguiente. El kit de mutagénesis dirigida a sitio
"Transformera" (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA) se utilizé para introducir las mutaciones siguientes en el
plasmido pMON502000 siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé un cebador oligonucleétido de seleccion,
DM19 (SEC ID n° 16) en los tres constructos; este cebador conduce a la conversion de un sitio EcoRV Unico en el sitio
de clonacion multiple de pMONS50200 en un sitio Autll. Se utilizo el cebador DM14 (SEC ID n°® 17) para modificar el
residuo aminoacido numero 595 en el enzima ALS codificado de triptéfano a valina, introduciendo simultaneamente
un sitio Acll en la secuencia génica; el pldsmido resultante se denomin6 pMON50201 (SEC ID n°® 18). De manera
similar, el cebador DM15 (SEC ID n° 20) se utilizé para modificar el residuo aminoacido numero 192 en el enzima ALS
codificado de una prolina a una glutamina y para introducir un sitio Bsgl en el gen als, resultando en el plasmido
pMON50202 (SEC ID n°® 21). Para la construccion del plasmido pMON50203 (SEC ID n° 23), se utilizaron ambos
cebadores DM14 y DM15, resultando en un enzima ALS codificado que contenia ambas sustituciones de residuos
aminoacidos descritos anteriormente. Las secuencias de los enzimas acetolactato sintasa mutante codificados por los
plasmidos pMON50201, pMON50202 y pMON50203 se proporcionan como SEC ID n° 19, SEC ID n° 22 y SEC ID n°
24, respectivamente.

Ejemplo 3

El presente ejemplo describe la transformacion genética de Schizochytrium sp. con las moléculas recombinantes
descritas en los Ejemplos 1y 2.

La cepa utilizada en el presente ejemplo en Schizochytrium sp. N230D, un derivado de la cepa 20888 de la American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Para los cultivos liquidos, las células se cultivaron axénicamente en
medio M50-3 a 30°C bajo agitacion a 200-300 rpm. El medio M50-3 contenia los componentes siguientes: NaCl, 12,5
g; MgS04+7H20, 2,5 g; KCl, 0,5 g; CaClz, 0,05 g; glucosa, 30 g; Na-glutamato, 3 g; KH2PO4, 0,4 g; extracto de levadura,
1 g; NaHCOs3, 0,4 g; Na2EDTA, 30 mg; FeClz*6H20, 1,2 mg; H3BO3, 34,2 mg; ZnSO4+7H20; 0,67 mg; CoCl2+6H20,
0,13 mg; NaMoQ4+2H20, 25 ug; CuSO4+5H20, 10 ug; NiSO4+6H20, 0,26 mg; tiamina*HCI, 100 ug; biotina, 0,5 ug;
cianocobalamina, 0,5 ug y agua desionizada (enrase a un litro); pH final ajustado a 7,0. Para el crecimiento en medio
solido, las células se cultivaron a 30°C sobre medio M50-3 o medio M1E-3 solidificado mediante la adicién de agar al
1,5% (p/v). El medio M1E-3 contiene los componentes siguientes: glucosa, 4 g; (NH4)2SO4, 0,75 g; Na2S0q4, 5 g;
MgSOQO4+7H20, 2 g; KH2PO4, 0,5 g; KCI, 0,5 g; CaClz*2 H20, 0,1 g; tampén MOPS, 20,9 g; FeS04+4H20, 0,3 mg;
MnCl2+4H20, 0,1 mg; ZnSO4+7H20; 80 ug; CoCl2+6H20, 2 pug; NaMoO4+2H20, 1 pg; CuSO4+5H20, 60 pg; NiSO4+6H20,
80 pg; tiamina*HCI, 320 ug; CA-pantotenato, 320 ug; cianocobalamina, 8 ug, y agua desionizada (enrase a un litro);
pH final ajustado a 7,0.

La sensibilidad de Schizochytrium sp. a Zeocin™ y SMM se determind mediante la inclusion de estos inhibidores en
medio M1E-3 solidificado a diversas concentraciones y extendiendo las células sobre las placas a densidades similares
a las presentes durante los procedimientos utilizados para la seleccion de células recombinantes.

Se llevd a cabo la transformacion genética de las células de Schizochytrium mediante bombardeo de particulas
(Sanford J.C., F.D. Smith y J.A. Russell, Meth. Enzymol. 217:483-509, 1993) utilizando un sistema de inyeccion de
particulas Bio-Rad Biolistic PDS-1000/He (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Ca). Se cultivaron células Schizochytrium
sp. N230D en medio M50-3 liquido hasta una densidad 6ptica de 680 nm (DOsso) de 0,4 a 0,8 (longitud del camino
optico: 10 mm). Se centrifugd brevemente una alicuota de células correspondiente a 1,0 DOsso, se eliminé la solucidn
sobrenadante y las células peletizadas se resuspendieron en 100 pl de agua estéril. A continuacion, las células
resuspendidas se extendieron en un circulo de 4 a 6 cm sobre una placa Petri que contenia medio agar solidificado
(p-€j., medio M50-3 o M1E-3) y se dejé en reposo durante 30 a 60 min de manera que pudiese absorberse el exceso
de agua en el medio sdlido; a esto se le denomina placa diana.

Se utilizé una alicuota de 1,5 mg de microportadores de oro (diametro nominal de 0,6 um, disponible de Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA) con 2,5 ug de ADN plasmidico de transformacion (es decir, plasmido TUBZEO11-2,
pMON50201, pMON50202 o pMON50203) siguiendo las instrucciones del fabricante (manual de instrucciones del
sistema de inyeccion de particulas Biolistic® PDS-1000/He; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las células se
bombardearon con los microportadores de oro recubiertos con ADN utilizando las condiciones siguientes: disco de
ruptura de 1.100 psi, camara de vacio de 25° Hg, ensamblaje de lanzamiento de microportador en el estante superior
y placas diana en el estante intermedio, proporcionando una distancia de disco de ruptura a malla de retencion de 1,5
a 2 cm y una distancia de malla de retencion a diana de aproximadamente 7 cm. Tras el bombardeo, se dej6é que las
células se recuperasen sobre las placas diana durante 4 a 6 horas a 30°C. A continuacion, se desprendieron las células
de las placas diana mediante enjuague con 1,5 ml de agua estéril, se recolectaron en un tubo de microcentrifuga, se
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centrifugaron brevemente y se resuspendieron en 400 pl de agua estéril. Se extendieron cien microlitros de la
suspension sobre cuatro placas M1E-3 que contenia 150 a 200 pg/ml de Zeocin™ (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) o
25 ug/ml de SMM. Las placas que contenian Zeocin™ se utilizaron para seleccionar las células que habian sido
transformadas con plasmido pTUBZEO11-2, mientras que las placas que contenian SMM se utilizaron para
seleccionar las células que habian sido transformadas con los plasmidos pMON50201, pMON50202 o pMON50203.
A continuacion, las placas se incubaron durante 7 a 10 dias a 30°c. Las colonias que aparentemente eran resistentes
al agente selectivo seguidamente se sembraron sobre placas de M1E-3 fresco que contenia el mismo agente selectivo,
a fin de confirmar la resistencia. Este protocolo resulta tipicamente en la generacién de 100 a 1.000 cepas resistentes
a Zeocin™ o a SMM por cada bombardeo.

Ejemplo 4

El ejemplo a continuaciéon demuestra el andlisis por PCR de células de Schizochytrium transformadas.

Se utilizé la PCR para confirmar la presencia de secuencias de plasmido en las cepas putativamente transformadas
que eran resistentes a los agentes selectivos Zeocin™ o SMM. Se obtuvo ADN molde de transformantes putativos y
células de Schizochytrium N230D no recombinantes, mediante la utilizacién de un asa de inoculacién de 1 pl de
plastico de un solo uso a fin de extraer una pequefia cantidad de células (1 a 2 mm?) de las colonias resistentes que
habian sido sembradas sobre placas de agar (tal como se indica en el Ejemplo 3). Las células se resuspendieron en
15 a 20 pl de Triton X-100 al 1% en un tubo de microcentrifuga, se introdujeron en un bafio de agua en ebullicién
durante 10 minutos y después se centrifugaron durante 5 minutos a 14.000xg. Se utilizaron partes de estos extractos
(1 a 3 pl) para proporcionar el ADN molde para reacciones de PCR de 25 pl utilizando ADN polimerasa Taq. Para
detectar la presencia de secuencias de pTUBZEO11-2 en el ADN de Schizochytrium, se utilizaron los cebadores DM20
(SEC ID n°® 25) y DM21 (SEC ID n° 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 utilizado fue el siguiente: 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. Con el fin de detectar la presencia de
secuencias de pMON50201, pMON50202 o pMON50203 en el ADN de Schizochytrium, se utilizaron los cebadores
BLA1 (SEC ID n°® 27) y BLA2 (SEC ID n° 28); estos cebadores se hibridan con el gen bla (resistencia a ampicilina)
presente en el esqueleto de vector y amplifican un fragmento de ADN de 1.229 pb. El perfil térmico utilizado fue el
siguiente: 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 mediante electroforesis en gel de agarosa estandar, seguido de la tincién con
bromuro de etidio.

Los resultados de estos analisis confirman que la amplia mayoria de cepas seleccionadas bajo estas condiciones son
transformantes verdaderos que contiene ADN plasmidico. No se generaron productos de PCR del tamafio correcto al
utilizar ADN molde de las células de Schizochytrium sp. N230D de control que no habian sido bombardeadas con los
plasmidos de transformacion.

Ejemplo 5

El ejemplo a continuacién describe los analisis de transferencia southern de las células de Schizochytrium
transformadas.

Se llevaron a cabo transferencias de hibridacion southern utilizando ADN aislado a partir de células de Schizochytrium
N230D parental y varios transformantes putativos con el fin de confirmar la presencia de secuencias de ADN de vector
de transformacién dentro de las células transformadas; se llevd a cabo transferencia southern utilizando técnicas
conocidas por el experto en la materia (ver, p.ej.,, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Se aisl6 ADN mediante la utilizacion de un kit de purificacion de ADN "QlAamp"
(Qiagen Inc., Valencia, CA) digerido con diversos enzimas de restriccion, se separaron mediante electroforesis a través
de geles de agarosa (0,8%-1,2% p/v) y después se transfirieron a membranas de nilon mediante transferencia capilar
alcalina.

La deteccion del ADN del vector en las células transformadas con pTUBZEO11-2 se llevé a cabo mediante la utilizacion
del sistema a base de DIG "Genius" (Boehringer Mannheim Biochemicals GmbH, Alemania), utilizando como sonda
de hibridacién, un fragmento de gen ble marcado con DIG de 346 pb generado mediante PCR con los cebadores
DM20 (SEC ID n° 25) y DM21 (SEC ID n° 26) y una mezcla de nucleétidos que incluia DIG-11-UTP. La prehibridacion
de la membrana se llevé a cabo a 68°C durante 1 h en el tampdn de hibridacion suministrado en el kit Genius. La
hibridacion se llevé a cabo a 68°C durante 18 h en tampdn de hibridacion que contenia la sonda del gen ble que habia
sido desnaturalizada por calor durante 5 min a 94°C. A continuacién, 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 0,1XSSC/SDS al 0,1%. La deteccion
quimioluminiscente del ADN hibridante se llevé a cabo tal como se indica en las instrucciones del kit Genius.

EI ADN procedente de las células de Schizochytrium N230D no transformadas no se hibridé con la sonda de gen ble.
A lainversa, el ADN procedente de las células transformadas se hibridd con la sonda, de la manera siguiente:
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Sphl: el ADN digerido con Sphl procedente de células de Schizochytrium transformadas contenia un
fragmento de ADN de ~1.100 pb que se hibridaba con la sonda génica ble; este fragmento, que también se
observo en el ADN de pTUBZEO11-2 digerido con Sphl, representa el casete de expresion del gen ble entero
(que incluye el promotor del gen de tubulina y el terminador de SV40).

Xhol: para cada uno de los transformantes sometidos a ensayo, la digestidon con Xhol del ADN resulté en
fragmentos hibridantes de tamario superior a 15-20 kpb. Xhol no corta dentro de pTUBZBO11-2 vy, por lo
tanto, estos resultados indican que pTUBZEO11-2 aparentemente no existe en forma de elemento
extracromosomico en las células transformadas, sino que por el contrario se integra en el cromosoma de
Schizochytrium.

Ncol o Hindlll: ambos enzimas cortan una vez dentro de pTUBZEO11-2. La digestion del ADN transformante
con cualquiera de estos enzimas tipicamente conduce a un fragmento hibridante prominente que comigra
con el vector pTUBZEO11-2 linearizado (es decir, ~3,8 kpb). Ello sugiere que el vector puede integrarse en
el cromosoma en forma de repeticiones en tandem.

Ejemplo 6

El presente ejemplo demuestra la recombinacion homdloga en Schizochytrium.

Los experimentos siguientes se llevaron a cabo para demostrar que puede producirse la recombinaciéon homdloga en
Schizochytrium entre las secuencias de ADN nativo enddgenas y las secuencias de ADN homologas presentes en las
moléculas de ADN recombinante introducidas en las células. Este tipo de recombinacién homéloga puede resultar
muy beneficioso para producir cepas recombinantes con propiedades deseables. Por ejemplo, puede utilizarse la
recombinacién homologa para inactivar genes endégenos mediante la insercion dirigida de secuencias genéticas
foraneas. Ademas, puede utilizarse la recombinacion homadloga para sustituir un gen endégeno o parte del mismo por
una forma alterada del gen de manera que las células recombinantes muestran nuevas propiedades.

Se demostré que la recombinacién homodloga se produce en las células de Schizochytrium transformadas con el
plasmido pMON50202, que contiene una mutacion en el gen als de Schizochytrium. Esta mutacién introduce un sitio
Bsgl en la posicion de pb 571 de la regidn codificante als. Existe un sitio Bsgl natural en la posicion de pb 1.324 de la
region codificante als. Por lo tanto, pueden utilizarse transferencias southern de ADN de Schizochytrium digerido con
Bsgl para diferenciar el gen als nativo del gen als mutante recombinante. Para estos experimentos, se produjo una
sonda de hibridacién especifica de als mediante PCR utilizando una mezcla de nucledtidos 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 pequena cantidad de pMON50200 como el molde. La sonda de hibridacién marcada con
DIG de 323 pb resultante se denomind ALS1.

Se digirid6 ADN procedente de células de Schizochytrium N230D no recombinantes con Bsgl y Ahdl separadamente,
se sometieron a electroforesis en gel de agarosa, se transfirieron a una membrana de nilén y después se sondearon
con la sonda ALS1 utilizando procedimientos esencialmente iguales a los indicados en el Ejemplo 5. La sonda ALS1
marco un fragmento de 1,76 kpb de ADN digerido con Bsgl y un fragmento de 4,9 kpb de ADN digerido con Ahdl.

Las transferencias southern de DHA digerido con Bshl y Ahdl procedente de diversas cepas recombinantes que habian
sido transformadas con pMON50202 también se sondearon con la sonda ALS1. En algunos casos, el fragmento Bsgl
de 1,76 kpb no se encontraba presente y en su lugar se marcaba un fragmento de 0,75 kpb correspondiente al
fragmento Bsgl de 753 pb presente en pMON50202. Se marcé un fragmento Agdl de 4,9 kpb en estas cepas
recombinantes, sin embargo, indicando que el gen als mutante recombinante se habia recombinado con el gen als
nativo mediante recombinacion homologa de doble entrecruzamiento.

También se observé que se producia recombinacion homodloga de un solo entrecruzamiento en cepas recombinantes
transformadas con pMON50202. En estos casos, se marcaron los fragmentos Bsgl tanto de 1,76 kpb como de 0,75
kpb en las transferencias southern de ADN procedentes de las cepas recombinantes, pero el fragmento Ahdl de 4,9
kpb se sustituyé por fragmentos marcados de mayor tamano, indicando que el vector pMON50202 completo se habia
insertado en el gen als nativo, como una copia Unica o como repeticiones en tandem.

Se obtuvo evidencia adicional de recombinacion homdloga en Schizochytrium mediante la introduccion de moléculas
de ADN recombinantes que contenian un gen als mutante truncado, de manera que el enzima ALS incompleto
codificado por el gen truncado no era funcional. Este gen truncado se produjo mediante digestién de pMON50202 con
Clal e Hindlll, rindiendo un fragmento de 2,8 kpb, eliminando de esta manera los ultimos 388 pb de la secuencia
codificante als junto con la region de terminador de als. Este fragmento de 2,8 kpb se ligd en pBluescriptll KS+
(Stratagene Corp., La Jolla, CA) que habia sido digerido con Clal e Hindlll, rindiendo el plasmido pAR2. Sélo se
esperaria que el plasmido pAR2 proporcionase resistencia a SMM en las células de Schizochytrium transformadas en
el caso de que un gen als mutante funcional se restaurase en las cepas transformadas mediante recombinacion
homologa entre el gen als nativo y el gen als mutante truncado presente en pAR2. Se introdujo este constructo en las
células de Schizochytrium N230D mediante bombardeo de particulas y se aislaron las cepas resistentes a SMM tal
como se indica en el Ejemplo 3. El analisis de transferencia western del ADN digerido con Bsgl procedente de los
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transformantes realizado tal como se ha indicado anteriormente en el presente ejemplo, indicé que la recombinacién
homologa se habia producido claramente en estas cepas; es decir, un fragmento Basgl de 1,76 kpb se habia hibridado
con la sonda ALS1 en las células no recombinante, pero que esto habia sido sustituido por un fragmento hibridante
de 0,75 kpb en las células que habian sido transformadas con pAR2.

Ejemplo 7

El presente ejemplo describe la utilizacién del vector de transformacion pTUBZEO11-2 o pMON50202 para producir
mediante cotransformacidn cepas que contiene moléculas de ADN foraneo adicionales que no estan unidas a un gen
marcador seleccionable.

Se llevo a cabo la cotransformacion mediante introduccion simultanea de pTUBZEO11-2 y un plasmido adicional que
contenia cualquiera de entre varios genes. Los plasmidos se coprecipitaron sobre las particulas de oro tal como se
indica en el Ejemplo 3 utilizando 2,5 ug de cada pldsmido. Tras el bombardeo de las células diana con las particulas
de oro recubiertas con plasmido, se seleccionaron las cepas recombinantes en placas de agar que contenian Zeocin™
tal como se indica en el Ejemplo 1. La presencia del segundo plasmido no seleccionado seguidamente se confirmé
mediante analisis de PCR o mediante hibridacién de transferencia southern. Tipicamente se alcanzan frecuencias de
cotransformacion muy elevadas (p.ej., 50% a 90%). Por ejemplo, el plasmido pTR202, que contiene el gen fat-1 de
Caenorhabditis elegans (Spychalla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:1142-1147, 1997) unido al promotor y
terminador del gen de tubulina de Schizochytrium se introdujo mediante el método proporcionado en el presente
ejemplo y aproximadamente 68% de las cepas resistentes a Zeocin™ resultantes se mostré6 mediante PCR que
contenian el gen fat-1 (ver la Tabla 1). Se observaron resultados similares al cointroducir pMON50202 y un pldsmido
adicional, seguido de la seleccion de las células transformadas sobre un medio sélido que contenia SMM. Este método
de cotransformacioén puede utilizarse para introducir cualquier ADN foraneo deseado.

Tabla 1. Eficiencias de cotransformacion utilizando el plasmido marcador seleccionable pTubZeo11-2 y plasmidos
que contiene diversos genes fad. Se cribaron transformantes resistentes a Zeocin® para secuencias de ADN fad
mediante PCR.

Gen fad N° que contiene genes fad N° de Eficiencia de
introducido cepas Zeocin® sometidas a ensayo cotransformacion
syn_fat1 17/25 68%
nat_fat1 24/55 96%
mut_fat1 21/25 84%
desB 20/25 80%

Los sistemas de transformacion descritos en los presentes ejemplos representan un avance significativo en la
capacidad de manipular genéticamente Schizochytrium, que es el organismo mas productivo que se conoce para la
produccién fermentativa de compuestos a base de lipidos. La disponibilidad de dos sistemas de transformacion
independientes, junto con las elevadas eficiencias de cotransformacién que se produce, deberian permitir la
acumulacién de multiples caracteristicas en las cepas manipuladas. Ademas, |la aparente presencia de recombinacion
homadloga en este microalga deberia permitir desarrollar procedimientos de inactivacién génica con el fin de identificar
las funciones de genes desconocidos y de eliminar caracteristicas no deseables en las cepas de produccion. Los
presentes inventores estan utilizando actualmente estos sistemas para alterar el metabolismo de los acidos grasos en
Schizochytrium y estan explorando posibilidades de utilizar esta especie y microalgas relacionadas (p.€j.,
Thraustochytrium) para la produccion de carotenoides, esteroles y otros compuestos lipoides.

Aunque se han descrito en detalle diversas realizaciones de la presente invencion, resulta evidente que el experto en
la materia concebira modificaciones y adaptaciones de dichas realizaciones. Sin embargo, debe entenderse
expresamente que tales modificaciones y adaptaciones se encuentran comprendidas dentro del alcance de la presente
invencion, tal como se proporciona en las reivindicaciones, posteriormente.
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<160> 35

<170> Patent In versién 3.1

<210> 1
<211> 551
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

<221> misc_feature
<222> (520)..(520)
<223>n=a,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (541)..(541)
<223>n=a,c,g,0t

<400> 1

gtcgtgecta
tcctteaagt
tgaggtcatc
getctactge
tggcggegge
gcceecgegce
ctaccgeget
ctacgctegt
ccgcaagcte
nggtggtace

<210> 2
<211> 27
<212>ADN

acaacacgcc
ttatctetet
tccatccaca
ctcgagcatg
gatgatgcect
gtgectcecgtceyg
ctttaccacc
ggccactaca
gccgacaact
g

<213>Schizochytrium sp.

<400> 2
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gttctaccce
agttcaactt
tcggecagge
gcatccagce
tcaacacctt
atctecgagee
ccgagecagat
ccatcggcaa
gcactggtct

gcgccagtct cggagaagaa ggtgttg 27

<210> 3
<211>27
<212>ADN

<213>Schizochytrium sp.

<400> 3

agctcccage aggcgttacc gacctga 27

<210>4
<211>725
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 4
gagacgtget
ttttgtagat
tcecegtgatt
gcttgagege
gtceccatttt
gaggtctgtce
gagcaaaact
acgtgtcctce
gagaattcca
geggttggge
ccttecagacg
cgtccaagea
acaag

tcgcaagacc
gaagtttcte
ggagaggatt
gcgctegaaa
tctecttace
gataatccac
tcggtettte
atactccact
ctgacaactg
geggaggteg
gtegtgecta
tcecttecaagt

gctgtgecteg
tattctcteg
cttgettgtt
gcggacggeg
ccatggecgt
ttttcecattg
ctaacaaaag
gccacacaag
aaaacaatgt
gcagcaaaaa
acaacacgcce
ttatctctcet

gcettetteg
caagaagaac
cggtgttcag
ggacggecag
cttectecgag
caccgtectat
catcaccgge
ggagatcgtc
tcagggettn

cgcecgecacge
aaattctgta

.ccctecegee

caacgagccy
tgcatgccaa
atcttccagg
ctctecteac
gtcgataaac
atgagagacg
caagcgactce
gttctaccce
agttcaactt

25

cgcecetteg
aacaccacca
gtcggtaacg
atgccctcgg
actggcgeeg
gacgaggtcc
aaggaggacg
gacctegtece
ctctgecttea

tectgtgtgtt
gaatgttata
cgggtagege
tttcacgeecg
ttttaggcece
tttcgttaac
aaagcatgge
taagctccete
atcaccactg
gccgagcaaa
geettctteg
caagaagaac

cgtccaagea
acaagatgeg
cctgectggga
acaagaccat
gecaagcacgt
gcaccggcac
ctgccaacaa
tcgacegeat
acgccgtegg

acattaattt
gtctcttcac
ttggagcaac
cgctgtccaa
cccactgacce
tcatgccact
gcggcaacgg
acaaatagag
gagcggcgcyg
cccgaatcag
cgcecectteg
aacaccacca

60
120
180
240
300
360
420
480

551

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
725
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<210>5
<211>24
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 5

cacccatggt gttggtggtg ttgt

<210>6
<211>24
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 6
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24

aaactcgaga cgtgcttcgc aaga 24

<210>7
<211> 4646
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 7

aaactcgaga
taattitttt
ctteactcece
agcaacgctt
gtccaagtce
ctgaccgagyg
gccactgage
caacggacgt
atagaggaga
ggegeggcegyg
aatcagcectt
ccttegegte
ccaccaacac
gagcatgeat
gtecgttttac
gcacatccece
caacagttgc

cgtgettege
gtagatgaag
gtgattggag
gagcgecgcge
catttttctc
tctgtcgata
aaaacttcgg
gtccteatac
attccactga
ttgggegegg
cagacggtcg
caagcatcct
catgggtgaa
ctagagggce
aacgtcgtga
ctttecgeeag
gcagcctgaa

aagaccgctg
tttctctatt
aggattettg
tcgaaagcgy
cttaccccat
atccactttt
tctttectaa
tccactgeea
caactgaaaa
aggtcggeag
tgcctaacaa
tcaagtttat
gggcgaattc
caattegecee
ctgggaaaac
ctggcgtaat

tggcgaatgg

tgctegegee
ctctegaaat
cttgttecct
acggcgcaac
ggcegttgea
ccattgatct
caaaagctct
cacaaggteg
caatgtatga
caaaaacaag
cacgccgtte
ctctctagtt
tgcagatatc
tatagtgagt
cctggegtta
agcgaagagg
gacgcgecct

26

gcacgetectyg
tetgtagaat
cccgeceggy
gagcegtttce
tgccaatttt
tceaggttte
cctcacaaag
ataaactaag
gagacgatca
cgactegecg
taccccgect
caacttcaag
catcacactg
cgtattacaa
cccaacttaa
cccgcaccga
gtagcggege

tgtgttacat
gttatagtet
tagegettgg
acgccgeget
aggccecceca
gttaactcat
catggegegg
ctcetcacaa
ccactggage
agcaaacccqg
tcttegegee
zagaacaaca
gecggecgetce
ttcactggee
tcgecttgea
tcgececettec
attaagcgeg

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

840
900

1020



gcgggtgtgg
cctttegett
aatcggggge
cttgatttgg
ttgacgttgg
aaccctatceg
ttaaaaaatg
cgtagaaage
tctggacaag
ggcgataget
cgeectetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcy
aggacgaggc
tegacgttgt
atctecetgtce
ggcggetgea
tcgagegage
agcatcaggg
gcgaggatct
gcecgetttte
tagcegttgga
tcegtgettta
acgagttctt
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tecgcegggeg
tcttacggat
cactgcggee
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttace
aacggggggt
cctacagcgt
tcecggtaage
ctggtatectt
atgctcgtca
cctggeettt
ggataaccgt
gcegeagegag
cgcgegttgg
cagtgagegce
ctttatgctt

tggttacgeg
tcttecette
tcecetttagg
gtgatggtte
agtccacgtt
cggtctattce
agctgattta
cagtccgeag
ggaaaacgca
agactgggcyg
taaggttggg
gcgcagggga
agatggattg
ggcacaacag
ccecggttett
agcgeggcta
cactgaagcg
atctcgecett
tacgcttgat
acgtactcgg
gctcgcgecea
cgtcgtgatce
tggattcaac
tacccgtgat
cggtatcgece
ctgaattgaa
tttgeggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtcata
cggtattcte
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagagtg
ggcgaactac
gttgecaggac
ggageeggtyg
tceegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceyg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctegetctge
gggttggact
tecgtgeacac
gagcattgag
ggcagggteg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgecct
tcagtgageg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetegta
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cagcgtgacc
ctttectegee
gttccgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaattcag
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
aagccctgea
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tecgtggetgg
ggaagggact
getectgecyg
ccggctacct
atggaagccg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggce
attgctgaag
gcteccgatt
aaaggaagag
tttgeccttce
agttgggtgc
gttttcgecee
cactattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgeet
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctecat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gectatggaa
ttgctcacat
ttgagtgage
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttagtgtgg

gctacacttg
acgttcgeeg
agagcetttac
ccategecect
ggactcttgt
taagggattt
ggcgcaaggg
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
cteeggeege
gctctgatge
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gcecattcga

gtcttgtcga

tcgccagget
cctgettgece
ggctgggtgt
agcttggegy
cgcagcgeat
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
cecgtattgac
ggttgagtac
atgcagtget
cggaggaccyg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttceccggeaa
ctecggeectt
tecgeggtate
cacgacgggyg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggeccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacyg
gcttcecegaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttctttect
tgataccgcet
agagcgccca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgage

ccagegeecet
gctttececeg
ggcacctcga
gatagacggt
teccaaactgg
tgecegatttce
ctgctaaagg
gaatgtcagc
agcttgcagt
accggaattg
gatggctttc
aggatgagga
ttgggtggag
cgeegtgtte
cggtgecectg
cgtteccttge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggcgcge
gaatatcatg
ggcggaccege
cgaatgggct
cgccttcectat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
ttteccaatga
gecgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atgccaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatce
ccageggtgy
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgcecagtg
aaggcgcage
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtc
aacgcggect
gcgttatcce
cgeegeagec
atacgcaaac
tttcecgact
taggcacccc
ggataacaat

agcgceccget
tcaagcteta
ccgcaaaaaa
ttttcgecet
aacaacactc
ggcctattgg
aaccggaaca
tactgggcta
gggcttacat
ccagetgggg
ttgcecgecaa
tcgtttegea
aggctattcg
cggetgteag
aatgaactgc
gcagctgtge
ccggggeagg
gatgcaatge

aaacatcgeca -

ctggacgaag
atgccegacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttce
cgecttettg
gtgtcgeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgecgeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggceaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacge
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgectctceee
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagyg

aaacagctat gaccatgatt acgccaaget tggtaccgag cteggatcca ctagtaacgg
ccgecagtgt gectggaatte gecett

<210>8
<211> 3664
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

27

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620
46486
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<400> 8

ccatggecgt
tttteccattyg
ctaacaaaag
gccacacaag
aaaacaatgt
gcagcaaaaa
acaacacgcc
ttatctetet

" agtgcegtte

cggctegggt
gtgaccctgt
gtgtgggtge

Frocooeaco
ttcecgggacg

ttegeectge
cacgtgctac
gttttceggy
gcccaccceea
aatttcacaa
aatgtatctt
agcttggeac
cttaatcgece
accgatcgece
tttctcectta
tctgetetga
cctgacggge
gctgecatgtg
tgatacgect
gcactttteg
atatgtatcce
agagtatgag
ttecctgtttt
gtgcacgagt
gcceccgaaga
tatecegtat
acttggtiga
aattatgcag
cgatcggagg
gcettgatceg
cgatgcectgt
tagcttceceg
tgegetegge
ggtctegegyg
tctacacgac
gtgcctecact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca

tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgcecttce
gagagcgcac
ttegecaccet
ggaaaaacgc
acatgtgtge
aggcaggeag
ceccecaggcete
tagtceegee
cgce

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

tgcatgeccaa
atcttccagg
ctctecteac
gtcgataaac
atgagagacg
caagcgacte
gttctaccce
agttcaactt
cggtgctcac
tctcceceggga
tcatcagcge
gcggectgga

crtooagano
cctecogggee

gecgacecgge
gagatttcga
acgeccggetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
tggcegtegt
ttgcagcaca
cttecccaaca
cgcatctgtg
tgccgeatag
ttgtctgcte
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctecatgaga
tattcaacat
tgctecaccca
gggttacate
acgttttceca
tgacgeceggyg
gtactcacca

tgctgcceata

accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttececgget
tatcattgeca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagceg
tggcttcage
ccacttcaag

ggctgetgee
ggataaggeg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tgggcccage
aagtatgcaa
cccageagge
cctaacteceg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2698473 T3

ttttaggeee
tttegttaac
aaagcatgge
taagctecte
atcaccactg
gccgagcaaa
gecttetteg
caagaagaac
cgcgegegac
cttcgtggag
ggtccaggac
cgagcetgtac

oozt oace
ggcecatgace

cggceaactge
ttecacegee
gatgatccte
tgcagcttat
ttttteactg
aattccecggg
tttacaacgt
tcececttte
gttgcgecage
cggtatttea
ttaagccage
cecggeatecg
tcaccgteat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttecgtgteg
gaaacgctgyg
gaactggatce
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgcett
gagctgaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctggttta
gcactgggge
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag

agtggcgata
cageggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa,
cgtegatttt
gectttitac
cggccagate
agcatgcate
agaagtatgc
cececatcecge

cccactgacc
tecatgccact
gcggcaacgg
acaaatagag
gagcggedeg
ccecgaatcag
cgceccctteg
aacaccacca
gtcgccggag
gacgactteg
caggtggtge
gccgagtggt
gagatcggeg
gtgcactteg
gccttctatg
cagegegggyg
aatggttaca
cattctagtt
gatcctctag
cgtgactggg
geccagetgge
ctgaatggeg
caccgcatat
cccgacacce
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattee
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
teggteogecyg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttetgegegt
tgcecggatca
taccaaatac
caccgcctac

agtcgtgtet
gctgaacggy
gatacctaca
ggtatcecggt
acgectggta
tgtgatgcte
ggttectgge
tgagctcgeg
tecaattagte
aaagcatgca
ccctaactee

gaggtctgte
gagcaaaact
acgtgtcctc
gagaattcca
geggttggge
ccttcagacy
cgtccaagea
acaccatgge
cggtcgagtt
ceggtgtggt
cggacaacac
cggaggtegt
agcagcegtyg
tggeegagga
aaaggttggg
atctecatget
aataaagcaa
gtggtttgtae
agtecgacctg
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgect
atggtgcact
gccaacacce
agctgtgace
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
ggatggcatg
ggcecaactta
catgggggat
saacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagce
gcecteeegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcectt
agcgtcagac
aatctgectgce
agagctacca
tgtecttcta
ataccteget

taccgggttg
gggttegtge
gcgtgageat
aagcggeagyg
tetttatagt
gtecaggggygy
ctttitgetgg
gcegegatat
agcaaccagg
tctcaattag
gcccagttec

<223> Schizochytrium sp. y Streptoalloteichus hindustanus

28

gataatccac
teggtettte
atactccact
ctgacaactg
gceggaggteg
gtcgtgecta
tecctteaagt
caagttgacc
ctggaccgac
ccgggacgac
cctggectgyg
gtccacgaac
ggggegggag
geaggactga
cttcggaatce
ggagttettc
tagcatcaca
caaactcatc
caggcatgea
cgttacccaa
agaggccegce
gatgcggtat
ctcagtacaa
gctgacgege
gtcteceggga
aagggcctcg
acgtecaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gecattttgec
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgeggtat
tctecagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttec
ggtgagegtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtageegt
ctgctaatcc

gactcaagac

acacagcccea
tgagaaagceg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
ccttttgete
cgctagcteg
tgtggaaagt
tcagecaacca
gcceattete

2400
2460

2700
2760

3000

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3664
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15

<220>

<221> promotor
<222> (441)..(894)

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (895)..(1269)

<223>

<220>

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

<223>

<400>9
tcgegegttt
cagcttgtet
ttggcgggty
accatatgcg
attcgceceatt
tacgccaget
tttcceagte
cctctagagt
ataatccact
cggtetttee
tactccactg
tgacaactga
cggaggtcgg
tcgtgectaa
ccttcaagtt

gcc aag ttg acc
Ala Lys Leu Thr

gga gcg gtc gag
Gly Ala Val Glu

20

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
gtgtgaaata
caggctgege
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
cgacctgcag
tttccattga
taacaaaagc
ccacacaagg
aaacaatgta
cagcaaaaac
caacacgccg
tatctectcta

5

ES 2698473 T3

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
gcatgeccaat
ttttccaggt
tctecteaca
tcgataaact
tgagagacga
aagcgactceg
ttctaccceg
gttcaactte

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
tttaggcecee
ttegttaact
aagcatggeg
aagctcctca
tcaccactgg
ccgagcaaac
ccttettege
aagaagaaca

agt gcec gtt ceg gtg cte ace
Ser Ala Val Pro Val Leu Thr

10

tte tgg acc gac cgg ctc ggg
Phe Trp Thr Asp Arg Leu Gly
25

29

gcagcteceg
tcagggegeg
gcagattgta
aaaataccgce
ggtgegggece
aagttgggta
cgagecteggt
ccactgaccyg
catgccactg
cggcaacgga
caaatagagg
ageggegegg
ccgaatcagce
geceecttege
acaccaccaa

gagacggtca
tcagegggty
ctgagagtgce
atcaggcgcec
tcttegetat
acgccagggt
acccggggat
aggtctgteg
agcaaaactt
cgtgtccectea
agaattccac
cggttgggeg
cttcagacgg
gtccaagcat
cacc atg

Met

1

gcg cgc gac gtc gee
Ala Arg Asp Val Ala

15

ttc tece cgg gac tte
Phe Ser Arg Asp Phe

30

993
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gtg
val

gag gac
Glu Asp
35

agc gecg
Ser Ala

atc
Ile
50

gtg
Val

gtg
Val

tgg
Trp

gtg tcc
Val Ser

acg
Thr

ggc gag
Gly Glu

cag
Gln
100
gtg
val

aac
Asn

tgc
Cys
115
gagatttcga
acgcecggcetg
acttgtttat
ataaageatt
atcatgtctg-
aatcatggtc
tacgagccgg

"taattgegtt

aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagcea
tcegecceec
caggactata
cgaccctgece
ctcaatgctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcc
gtcctgeaac
gtagttegece
cacgctcgtce
catgatcccce
gaagtaagtt
ctgtcatgce
gagaatagtg
cgccacatag
tcteaaggat
gatcttcage
atgccgeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

gac
Asp

gte
Val

cgce
Arg

aac
Asn
85

ccyg
Pro

cac
His

ttc
Phe

cag
Gin

ggc
Gly
70

ttc
Phe

tgg
Trp

ttec
Phe

gce
Ala

gac
Asp
55

ctg
Leu

cgg
Arg

ggg
Gly

gtg
val

ggt
Gly
40

cag
Gln

gac
Asp

gac
Asp

cgg
Arg

gce
Ala

ES 2698473 T3

gtg
Val

gty
Val

gag
Glu

gce
Ale

gag
Glu
105
gag
Glu

gte
Val

gtg
Val

ctg
Leun

tece
Ser
50

ttc
Phe

gag
Glu

cgg
Arg

ccg
Pro

tac
Tyr
75

999
Gly

gcc
Ala

cag

gac
Asp

gac
Asp
60

gee
Ala

ccyg
Pro

ctg
Leu

gac

gac
Asp
45

aac
Asn

gag
Glu

gce
Ala

cge
Arg

tga

gtg acc ctg
Val Thr Leu

ctg gce
Leu Ala

acc
Thr

tcg
Ser

tgg
Trp

gag
Glu
80

gag
Glu

atg
Met

acc
Thr
95
ccg gco
Pro Ala

gac
Asp
110
cacgtgctac

ggc
Gly

ttececaccgee
gatgatccte
tgcagettat
tttttecactg
aattecececggg
atagctgttt
aagcataaag
gcgctcactg
ccaacgcgcyg
ctegetgege
acggttatce
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccceegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctcttgatec
gattacgege
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttcegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggcegeagtyg
atccgtaaga
tatgecggcga
cagaacttta
cttacegetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa

120
gccttctatg
tagcgegggyg
aatggttaca
cattctagtt
gatcctctag
cctgtgtgaa
tgtaaagecet
ccegetttee
gggagaggcg
tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecce
tacctgtecyg
tatctcagtt
cagceccgace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeccea
gcaataaacc
tceateccagt
ttgcgeaacg
gcttcattcea
aaaaaagcgyg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttget
aaagtgetea
ttgagatcea
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte

Gln Asp

aaaggttggg
atctcatget
aataaagcaa
gtggtttgte
agtcgacctg
attgttatce
ggggtgecta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ggctgeggey
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagcte
cetttetece
cggtgtaggt
gctgegeett
cactggcage
agttcttgaa
ctectgetgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagecegg
ctattaattg
ttgttgeecat
gctecggttce
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgeceegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt

cttecggaatce
ggagttctte
tagcatcaca
caaacteatce
caggcatgeca
gctcacaatt
atgagtgage
cctgtegtge
tgggegetet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaage
cgttegectec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggecet
gccagttace
tageggtggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cccegtegtyg
gataccgcga
aagggccgag
ttgcecgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtectecyg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttcg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcccegaaaa

acgtctaaga aaccattatt atcatgacat taacctataa aaataggeg

cctttegte

<210> 10
<211> 124
<212> PRT
<213> Secuen

<220>

cia artificial

<223> Schizochytrium sp. y Streptoalloteichus hindustanus

30

gtttteccggg
gcccaceceea
aatttcacaa
aatgtatctt
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgeatt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttcecatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggegettt
aagctggget
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacccacget
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattect
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgccacctg

atcacgagge

1041

1089

1137

1185

1233

1278

1339
1399
1458
1518
1579
1639
1699
1759
1819
1879
1839
1999
2059
2119
2179
2239
2299
2359
2419
2479
2539
2599
2659
2719
2779
2839
2899
2959
3019
3079
3139
3199
3259
3319
3379
3439
3499
3559
3619
3679
3739

3799
3808



10

15

20

25

<400> 10
Met Ala Lys
1

Ala Gly Ala

Phe Val Glu

35
Phe Ile
50

Ser

Trp Val
65

Trp

Val Val Ser

Ile Gly Glu

Gly Asn Cys

115

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

Leu Thr

Val Glu

20

Asp Asp

Ala Val

Val Arg

Thr Asn
85

Gln
100

Pro

Val His

<213> Schizochytrium sp.

<400> 11

gcaaaaggtc
gctcattgee
catgcagagc
tccegtgace
caagatgctc
tatcctgygeg
tcecggagget
ccccaagaac
gaacctcgece
gatcgcegat
ggttcteaag
gaaggacgcc
agcgcagttc
tatgggctac
tattgacatc
cgaattcaag
gaactggcag
cttcgacaag

gctecaaggac
tttegtggac
gatggtcctce
gcgagegage
ctttgetttg
aasaaaaaaaa

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Schizo

<400> 12

gagcttttcc
gagatgatca
ccgttgaatg
accaccatgc
ggcatgcacg
ctcggtgceee
cgeecgtgeeg
ctccacaagg
aacgtcacge
tggaaggaga
ccgecagcagyg
gaccaggagyg
cttacctgga
ggccttcect
gatggtgatg
gttggegtga
gatctctttt
gtcgccgatyg

aagatcaagg
aaggacacgc
gagcctecta
gcgecgagege
cttcacacaa
aaaazaaaaa

chytrium sp.

ggatctcttt tacgacaagc

<210> 13
<211>18
<212> ADN
<213> Schizo

chytrium sp.

Ser Ala Val

Phe

Trp

Phe

ES 2698473 T3

Pro val

Trp Thr Asp Arg

Leu
10

Leu

25

Phe Ala Gly Val val

40

Gln Asp Gln Val

55

Gly Leu Asp Glu Leu

Phe Arg Asp Ala

Gly Arg Glu Phe

Arg

Val Pro

Tyx
75

Ser
90

Gly

Ala

105

Val Ala
120

acaaggagcyg
accgtgcgga
gcceggetgt
agggtectegyg
gctctgecta
gctttgatga
agcgcgaggg
tecgtceagece
cccacgtgea
agcacccttt
tcctcacgga
tctacatcac
ccaagcecgceg
cggccattgg
cttcttattce
agattcttet
acgacaagcg
cgatgegtge

agtttctega
tegtcttgee
agcccaagga
gcaagtgcge
cctaagtatyg
asaaaaaaaa

20

Glu Glu

Gln

cattggcget
gcgaccegte
gctcaaggag
cggetttgac
cgccaactac
tegtgtgacg
ccgeggtgge
caccgtegeg
gcgeecaggag
tctgectcegag
gcttaacaag
cacgggcgtc
ccagtggatce
cgccaagatt
gatgaccggt
tttgcagaac
ctactcgage
caagggtctc

gtacgatgag
catggtccee
cgcctaagtt
aagcgccttg
aattcaagtt
aaaaaa

31

Thr Ala Arg

Phe Ser

30

Gly

Asp Asp Val
45

Asp Asn Thr

60

Ala Glu Trp

Pro Ala Met

Leu Arg Asp
110

Asp

cctggcacgyg
atctatgctg
ttcgecggaga
gagcgtagte
tcgatgcaga
ggccgegttyg
atcgttcact
gtccteggeg
cgcgageegt
tcotgttgatt
cagattctecg
ggaagccacc
tcectegggtyg
gccaageecy
atggaattga
aactttcagyg
accgccatgt
tactgecgega

ggtceegtce
gctggetttc
cttttttecca
cettgetttyg
tteottgetty

Asp Val
15

Arg Asp
Thr Leu

Leu Ala

Glu
80

Ser

Thr
95

Glu

Pro Ala

ccgacttcaa
gccagggtgt
aggccaacat
ccctecteect
acgccgatcet
acgcctttge
ttgagattte
acgtggtcga
ggtttgcgea
cggacgacaa
agattcagga
agatgcaggc
gcgeccggeac
atgctattgt
tcacagcage
gcatggtcaa
tcaacccgeg
aacagtcgga

tcectegaggt
cgctccacga
tggcgggega
cttegetteg
teggegaaaa

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

1020
1080

1140
1200
1260
1320
1380
1416



10

15

20

25

<400> 13

ggttgtgtga agcaaagc

<210> 14
<211> 7847
<212>ADN

<213>Schizochytrium sp.

<220>

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

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1260)..(3314)

<223>

<220>

<221> prim_transcript
<222> (3315)..(4887)

<223>

<400> 14

ttgtcgacag
gcacggagcet
aacgcaacta
gtgtgcacaa
gcgcgcaagce
aatccgegat
tcactggecat
tcgtaacctt
cactgtcagt
cgecctggacce
ccagcagccg
ggcgtgtgea
tgcagagcge
gcacttgcegg
cagtgggcgce

caacttgcaa
tgcgaagagy
ggcccaggce
ccgtgttttyg
gactgcgact
gggtcagtgce
gtcctageat
ctcgeaaccg
cagtcagtca
gctgectgceta
ccagtcgacg
aactaacgtt
agcgcgeaag
gcgcggcegeg
aaagccgcge

ES 2698473 T3

18

gttatacgeg
gtttacaagt
tacttteact
cacaaagcgc
gcgaggatga
cattcgcgea
ctttacgega
cgaatcgecg
gtecgtgegeg
ctgctagtgg
ccagccaggg
gaccactgge
tgcagaatgce
gaacagtgcg
agtaagcagce

accaccaggce
cgtegtteat
gtgtcttgte
aagatgctca
ggatgactgg
tgacgcetge
gcaaaattca
tttecageectg
ctgttccage
cacggcaggt
gaaagtccegyg
gcccgecgac
gcgaaagatc
gaaaggageg
ggcggggaac

32

aatctcagca
tcgetctcaa
ttgcetttcea
ctegactgtg
cagcctgtte
gagagacaag
atcgetttat
actaatctgce
accgaggtcg
aggagcttgt
cgtcgaaggg
acgagcagga
cacttgcegeg
gtgcagacgg
ggtatacgeca

cgcccagega
gctttgecte
caccgaccga
aagaaaggtt
aaaaactgaa
ttaactecgtyg
tttttcagtt
agctgcgtgg
cgcgtcgeeg
tgccggaaca
agaggaagge
agcaggcage
cggcgggege
cgcgcecagtga
gtgcegeggg

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



ccgeogcaca
tggcgggcaa
aaaagaaaga
gaaatgaaag
gaggagcgceyg
gagcgagcgce

cagaagtata
ggaaaggagg
aagaaagaaa
cacggcacgg
cgcaggacce
gcgagcgage

ES 2698473 T3

cgegggeega
agacggaaag
gaaagaaaga
caaagcaaag
gcgeggegag
aaggcttget

agtggggegt
agggcgggaa
aagctcggag
caaagcagac
cgagcgagca
gcgagegatce

cgegegeggy
agagagagay
ccacgccegeyg
ccageceagac
cggcgegega
gagcgagega

aagtgcggaa
agagagtgaa
gggagagaga
ccagccgagg
gcgagcgage
gcgggaagg

atg
Met
1

gcg
Ala

gge
Gly

ggce
Gly

gga
Gly
65

cag
Gln

atc
Ile

tac
Tyr

gac
Asp

atg
Met
145
gtc
Val

gct
Ala

acc
Thr

atc
Ile

gag

225
cge
Arg

gag
Glu

aag
Lys

agce
Ser

ctg
Leu

gcg
Ala

gga
Gly
50

cge
Arg

‘gcg

Ala

ttt
Phe

cct
Pro

gce
Ala
130
gcc
Ala

ace
Thr

tac
Tyr

tct
Ser

age
Ser
210
ctc
Leu

ccg
Pro

ctc
Leu

caa
Gln

gcg
Ala

acg
Thr

gcg
Ala
35

gac
Asp

ggc
Gly

gcg
Ala

cat
His

gge
Gly
115
tte
Phe

gag
Glu

tcg
Ser

atg
Met

gckt
Ala
195
cgc
Arg

ccg
Pro

ggt
Gly

aag
Lys

aag
Lys

acc cgc gcg
Thr Arg Ala
5 .
cct
Pro

acg
Thr
20

teg
Ser

gta
Val

gca
Ala

cgg
Arg

gce
Ala

aag
Lys

gcg
Ala

cce
Pro

aac
Asn

gcg
Ala
70

gat
Asp

acg
Thr

gac
Asp
85

cte
Leu

atg
Met

gag
Glu
100
gge
Gly

att
Ile

gce
Ala

tte
Phe

att
Ile

aag
Lys

tac
Tyr

gcg
Ala
150
gga
Gly

ggc
Gly

cct
Pro
165
ggt
Gly

gge
Gly

acg
Thr

gac
Asp
180
gtc
Val

acg
Thr

ggc
Gly

tgc
Cys

acc
Thr

gcg
Ala

atc
Ile
230
ctc
Leu

cge
Arg

cge
Arg

cce
Pro

gty
Val
245
atg
Met

cce
Pro

gaa
Glu
260
gtec
Val

ctt
Leu

gag
Glu

gcg
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cge
Arg

ctg
Leu

cte
Leu
135
cgce
Arg

gcc
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215
aat
Asn

gte
Val

gac
Asp

tte
Phe

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala
40

gcg
Ala

cgc
Arg

cgce
Arg

gag
Glu

ccc
Pro
120
gct
Ala

gce
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

gct
Ala
200

tgg
Trp

gag
Glu

gat
Asp

agce
Ser

cac
His

agg
Arg

cag
Gln
25

gcc
Ala

gecc
Ala

gag
Glu

tte
Phe

cac
His
105
gtt
Val

cge
Arg

acg
Thr

aac
Asn

cte
Leu
185
tte
Phe

aac
Asn

gce
Ala

ctt
Leu

tcc
Ser
265
aag
Lys

aca
Thr
10

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

aag
Lys

gtc
Val
90

cag
Gln

ttt
Phe

cac
His

gge
Gly

acc
Thr
170
gtg
Val

cag
Gln

gtc
Val

ttt
Phe

cct
Pro
250
ccc
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

agc
Ser
75

ggc
Gly

gtg
Val

gat
Asp

gag
Glu

aag
Lys
155
atc
Ile

tte
Phe

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu
235
aag
Lys

cag
Gin

cgc
Arg

33

gcg
Ala

cag
Gln

tte
Phe

agg
Arg
60

tcg
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala

cag
Gln
140
ccc
Pro

acc
Thr

acc
Thr

tgt
Cys

gte
Val
220
att
Ile

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

geg ctg tece
Ala Leu Ser
15

cge
Arg

cag
Gln

ctg
Leu
30

tece
Ser

teg
Ser
45

gcg
Ala

gge
Gly

tte
Phe

tece
Ser

ctg
Leu

gce
Ala

acg
Thr

acec
Thr

ggc
Gly

gcc
Ala
95

ttt
Phe

ate
Ile
110
ttt
Phe

acc
Thr

att
Ile
125

gge
Gly

gag
Glu

gece
Ala

gge
Gly

gtt
Val

gte
Val

ggc
Gly

atc
Ile

atg
Met
175
gtg
val

ccg
Pro

ggc
Gly

cag
Gln
1580
att
Ile

gtt
Val

gac
Asp
205
aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

atg
Met

gec
Ala

agc
Ser

acc
Thr

gtg
Val

gcc
Ala
255
cge
Arg

gct
Ala

gtg
Val
270
gct
Ala

cct
Pro

ggc
Gly

teg
Ser

gta
val

acg
Thr

acg
Thr

gte
Val
80

caa
Gln

ggc
Gly

agt
Ser

cac
His

ctc
Leu
160
gat
Asp

cce
Pro

gge
Gly

aag
Lys

gge
Gly
240
gtt
Val

cag
Gln

ggc
Gly

960
1020
1080
1140
1200
1259
1307

1355

1403

1451

1499

1547

1585

1643

1691

1738

1787

1835

1883

1931

1979

2027

2075

2123



acg
Thr

cce
Pro
305
cecg
Pro

acce
Thr

ctc
Leun

cag
Gln

gty
val
385
cgc
Arg

cte
Leu

gag
Glu

ccg
Pro

ctc
Leu
465
cte
Leu

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

aag
Lys
545
tct
Ser

gtt
vVal

aag

gce
Ala
290
gtc
Val

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

aac
Asn
370
acg
Thr

gag
Glu

cac
His

aac
Asn

tgg
Trp
450
gag
Glu

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala

ggc
Gly
530
att
Ile

tat
Tyr

ggce
Gly

aac

275
gac
Asp

atc
Ile

gtg
Val

atg
Met

atg
Met
355
gce
Ala

gge
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

cte
Leu

ttt
Phe

tet
Ser

gag
Glu

gag
Glu

cag
515
gcc

Ala

gcc
Ala

tcg
Ser

gtg
Val

tgg

tte
Phe

tat
Tyr

ctc
Leu

cag
Gln
340
cte
Leu

gat
Asp

cgc
Arg

cge
Arg

gtc
Val
420
gce
Ala

gcg
Ala

gtt
Val

ctt
Leu

gtc
Val
500
tte
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
580
cag

aag
Lys

gct
Ala

aag
Lys
325
ggt
Gly

ggce
Gly

ctt
Leu

gtt
Val

ggt
Gly
405
gtc
Val

aac
Asn

cag
Glin

gat
Asp

aac
Asn
485
tac
Tyr

ctt
Leu

act
Thr

ccc
Pro

acc
Thr
565
att
Ile

gat

cte
Leu

ggc
Gly
310
gag
Glu

ctc
Leu

atg
Met

atc
Ile

gac
Asp
390
gge
Gly

cag
Gln

gtec
Val

atc
Ile

teg
Ser
470
aag
Lys

atc
Ile

acc
Thr

atg
Met

gat
Asp
550

ggt
Gly

ctt
Leu

cte

att
Ile
295
cag
Gln

ttc
Phe

ggce
Gly

cac
His

ctg
Leu
375
gcec
Ala

atc
Ile

ccce
Pro

acg
Thr

gce
Ala
455
gac
Asp

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp

ggc
Gly
535
gct
Ala
atg
Met

ctt
Leu

ttt

ES 2698473 T3

280
gce
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly
360
geg
Ala

ttt
Phe

gtt
Val

acec
Thr

cce
Pro
440
gat
Asp

gac
Asp

att
Ile

acg
Thr

acc
Thr
520
tac
Tyr

att
Ile

gaa
Glu

ttg
Leu

tac

gag
Glu

gtc
val

gag
Glu

ttt
Phe
345
tct
Ser

ctc
Leu

gct
Ala

cac
His

gtec
Val
425
cac
His

tgg
Trp

aag
Lys

ctc
Leu

ggc
Gly
505
aag
Lys

ggc
Gly

gtt
Val

ttg
Leun

cag
Gln
585
gac

atg
Met

atg
Met

aag
Lys
330
gac
Asp

gce
Ala

ggt
Gly

ccg
FPro

ttt
Phe
410
gcg
Ala

gtg
Val

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
490
gtc
val

ceg
Pro

ctt
Leu

att
Ile

atc
Ile
570
aac
Asn

aag

atc
Ile

cag

315
gcec
Ala

gag
Glu

tac
Tyr

gcec
Ala

gag

385

gag
Glu

gtc
Val

cag
Gln

gag
Glu

cte
Teu
475
att
Ile

gga
Gly

cgce
Arg

cce
Pro

gac
Asp
555
aca
Thr

aac
Asn

cgc

34

aac
Asn
300
age
Ser

aac
Asn

cgt
Arg

gcc
Ala

cge
Arg
380
gct
Ala

att
Ile

cte
Leu

cgc

aag
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

age
Ser

cag
Gln

teg
Ser
540
atc
Ile

gca
Ala

ttt
Phe

tac

285
cgt
Arg

ccg
Pro

att
Ile

agt
Ser

aac
Asn
365
ttt
Phe

cge

tece
Ser

ggc
Gly

cag
Gln
445
cac
His

ccg
Pro

gag
Glu

cac
His

tgg
Trp
525
gce
Ala

gat
Asp

gce
Ala

cag
Gln

tcg

gcg
Ala

ttg
Leu

cce
Pro

ccc
Pro
350
tac
Tyr

gat
Asp

cgt
Arg

cce
Pro

gac
Asp
430
gag
Glu

cct
Pro

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln
510
atc
Ile

att
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

ggc
Gly
590

ggc

gag
Glu

aat
Asn

gty
Val
335
ctc
Leu

tecg
Ser

gat
Asp

gcc
Ala

aag
Lys
415
gtg
Val

cge

ttt
Phe

cag
Gln

gac
Asp
495
atg
Met

tea
Ser

ggce
Gly

gat
Asp

tte
Phe
575
atg
Met

acc

cga
Arg

ggc
Gly
320
acec
Thr

tcc
Ser

atg
Met

cgt
Arg

gag
Glu
400
aac
Asn

gtc
val

gag
Glu

ctg
Leu

gtc
Val
480
gce
Ala

cag
Gln

teg
Ser

gcc
Ala

gct
Ala
560
aag
Lys

gtc
Val

gece

2171

2219

2267

2315

2363

2555

2603

2651

2699

2747

2795

2843

2891

29395

2987

3035

3083



Lys Asn Trp
585
aac

Asn

tte
Phe
610
ctc
Leu

atg
Met

tac
Tyr

ggt
Gly
625
trt
Phe

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

acg
Thr

gtc
Val
675
ccatggcggg
ttgetteget
ttgtcggega
cgcttecegge
cgtetgegea
tcgacgagte
tagcacgcaa
gacgcgagtc
cgcgcecgeg
gacgcgagga
tcgttecgea
ggtteccgaac
ctecegeaggt
cgcgecttag
cgectgegetyg
cgcgaatege
aatagtaggg
ctaagggagc
acctatcgge
gcececacgcega
cacagctgeg
gtggcagggyg
acgegeggge
gcacgcgagce
tatgtatgeg
ttcgatcggt
cccgggggat
tagtgagteg
coctggegtt
tagcgaagag
ggacgcgeec
cgctacactt
cacgttecgee
tagtgcttta
gccatcgece
tggactettg
ataagggatt
taacgcgaat
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacgce

gag atg
Glu Met

Gln Asp

ccg
Pro

cgc
Arg

tgc
Cys

gcg
Ala

Leu

ttc
Phe

aaa
Lys

ES 2698473 T3

Phe Tyr
600
aag

Lys

gac
Asp
615
cag
Gln

teg
Ser

630

tac
Tyr

gat
Asp
645
gtc
Val

ctec
Leu
660
ctc
Leu

gag
Glu

cgagcgagcg
tcgetttget
tgcectgectg
geggeccateyg
cgacccctge
gcacgtcaca
cgatcttegg
gccgecgaga
cgatgtctge
ggaccgaaga
tacactcccc
gcggeaagga
tctegoagge
ctcactctcce
gcegegaceg
tcgggttgta
9999999999
gtaggggttt
ggagaacttg
ggcggecgeg
cgcggagteyg
atggatgcce
ctgecgatgeg
gagcgceccga
gggagactte
ctacggcgeg
ccactagttce
tattacgcge
acccaactta
gcccgecaccq
tgtageggeg
gccagcgeec
ggctttccee
cggeaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgecegattt
tttaacaaaa
ccectatttg
cctygataaat
tcgeccttat
tggtgaaagt

gag
Glu

ttg
Leu

cct

Pro

ccce
Pro

ggt
Gly

atg
Met

cce
Pro

cct
Pro

aag

Lys

680

agegegegag
ttgettcaca
ccaaccagcoe
attcaattca
acgaccacgc
tatctcagat
ggtecteget
cgctgcagea
ctggcgeega
gagacgetgg
cattcgagct
ttttggetet
cggeagtggt
gcccacgcgo
gctgegecag
agggtttcaa
gtacccaccce
cgttgaccag
ccaggcgega
tggcgataca
gctgcgagaa
aggtacgtcg
agcacgcgat
gcaaatgcca
gatggccgaa
agcaggaaag
tagagecggcece
gctecactygge
atcgecttge
atcgcectte
cattaagcge
tagcgecege
gtcaagetcet
accccaaaaa
tttttegecee
gaacaacact
cggecctattg
tattaacget
tttattttte
gcttcaataa
tcecetttttt
aaaagatgct

Val

Val

Asp Lys

gtc
Val

gcc
Ala

cte
Leu

gag
Glu

ctc
Leu
650
cce
Pro

gtc

gtc

665

cce aag

Arg

gat
Asp

aag
Lys
635
ctc
Leu

gct
Ala

gac

Tyr

gcg
Ala
620
gac
Asp

gag
Glu

gge
Gly

gce

Ser
605
atg
Met

aag
Lys

gtt
Val

ttt
Phe

taa

Gly Thr 2Ala

cgt
Arg

gce
Ala

aag
Lys

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu
640
gac
Asp

tte
Phe

gtg
Val
655
ctc
Leu

cac
His

ccg
Pro
670
gttctttttt

Pro Lys Asp
cgcgcaagtg
caacctaagt
agccatccgg
cccatecgat
caaggccaac
gcatttggac
cattgcatecce
ggccgeteog
ctgatctetg
ggtatgcagg
tgctegtect
ggtgggtgga
cgttagaaat
gcatcgecge
agtacgacag
gggtcgggeg
cgggcaggtt
agaagceggag
ggcagttctc
gcgaggcgac
ggcttctege
gegtgegege
gecgagcacgce
cggaacacgc
aggggtgcaa
ggagcaaggyg
gccaccgegyg
cgtegtttta
agcacatcce
ccaacagttg
ggegggtgtg
tcettteget
aaateggggg
acttgattag
tttgacgttyg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggeatttt
gaagatcagt

35

Ala

cgcaagcgec
atgaattcaa
ccggecgtec
acgtteccgece
gcgcegetca
tgtgagtgtt
gttcgggece
acgcgagggc
gagcgcaagg
atataccegyg
tggcagagce
ctcecgatega
agggagtgec
catgcecgecg
tgggacagag
tegtegegtyg
ctecctegeca
aacctgecge
caatttgcgg
cgegeggggce
tggcttggtt
gcccagggag
gatgcgagca
gttttttgtt
ggccaaaaga
gcggaattet
tggagctcca
caacgtegtyg
cctttegeeca
cgecagcctga
gtggttacge
ttctteoeett
ctccetttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtetatt
gagctgattt
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgcacg

ttgcettget
gttttcttge
ttgacgectt
cccteacgte
gctcagettg
attatgccac
tgcaggcegtyg
tcgagcetege
aagacacgge
ggcgggacat
gagcgcgaac
ggcgeaggtt
ggagtcttga
tececegtetgt
ctcgaggega
ccaaagtgaa
gcctaagtge
ggcgeggaga
acagcggcge
cgcegtggega
ggggtcgegy
aaaaggacag
cgcgatgcga
tggtgatttc
tgctgacage
tctgectiga
attcgeecta
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
gcagcgtgac
cctttctege
ggttcegatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
tcggggaaat
tcegecteatg
gagtattcaa
ttttgcteac
agtgggttac

3131

3179

3227

3275

5844
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atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga
‘gcaacaacgt

ttaatagact

gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gccagtggeg
gcgeageggt
tacaccgaac
agaaaggcegg
cttecagggg
gagcgtecgat
gcggectttt
ttatcccectg
cgcagccgaa
cgcaaacegc
ccecgactgga
gcaccccagg
taacaatttc
cactaaaggg
cttgatatcg

<210> 15
<211> 684
<212> PRT

atctcaacag
gcacttttaa
aactecggteg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaageccat
tgcgeaaact
ggatggaggc
ttattgcetga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegttcea
tttttctgeg
gtttgcegga
agataccaaa
tagcaccgec
ataagtcgtg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagcg
cteteeeccge
aagcgggeag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aattcctgea

<213> Schizochytrium sp.

<400> 15

ES 2698473 T3

cggtaagatc
agttctgcta
ccgeatacac
tacggatggce
tgcggceaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagcectec
aaatagacag
agtttacteca
ggtgaagatc
ctgagecgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttaccaggg
ggggggtteg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctegtecaggg
ggectttige
taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggecg
tgagcgeaac
tatgctteceg
cagctatgac
gggtaccggy
gce

cttgagagtt
tgtggegegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttetga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcktgeaaa
ccaactcttt
ctagtgtagce
gectctgetaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggcggagec
tggcecttttg
accgecetttg
gtgagegagyg
attcattaat
gcaattaatg
gctegtatgt
catgattacg
cceeceecteg

ttcgececga
tattatcecg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgee
ctctagettc
ttetgegete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgectc
agattgattt
atctecatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tocctgttacce
gacgatagtt
ccagettgga
gcgecacget
caggagagcyg
ggtttcgececa
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gecagetggea
tgagttagct
tgtgtggaat
ccaagcgcge
aggtegacgyg

Met Ser Ala Thr
1

Ala Leu Thr Thr
20

Gly Ala Ala Ser
35

Gly Gly Asp Ala
50

Gly Arg Gly Pro

65

Gln Ala Ala Thr

Arg
5

Pro
Ala
Ala

Asn

Asp
85

Ala
Val
Axrg
Lys
Ala

70

Asp

Ala

Lys

Leu

Lys

55

Thr

Ala

Thr Arg Thr
10

Gln Gln Gln
25

Ala Ala Ala
40

Ala Ala Ala

Arg Glu Lys

Axrg Phe Val
90

Ala

Gln

Ala

Ala

Ser

15

Gly

36

2la

Gln

Phe

Arg

60

Ser

Leu

Ala

Gln

Ser

45

Ala

Leu

Thr

Leu

Leu

30

Ser

Phe

Ala

Gly

agaacgtttt
tattgacgee
tgagtactca
cagtgctgece
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggcccttcey
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctget
accggataag
gcgaacgace
tececgaaggyg
cacgagggag
cctetgactt
cgccagcaac
ctttecctgeg
taccgcetege
gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct
tatcgataag

Ser Ser

15

Arg Val

Gly Thr

Ser Thr

val
80

Ala
85

Gln



Ile

Tyx

Asp

Met

145

Val

Ala

Thr

Glu

225

Glu

Lys

Thr

Pro

305

Pro

Thr

Leu

Gln

Val
385

Phe

Pro

Ala

130

Ala

Thr

Tyr

Ser

Ser

210

Leu

Pro

Leu

Gln

Ala

290

val

Ala

Thr

Lys

Asn

370

Thr

Glu

Gly
115
Phe
Glu
Ser
Met
Ala
185
Arg
Pro
Gly
Lys
Lys
275
Asp
Ile
Val
Met
Met
355
Ala

Gly

Gly

Glu
100

Gly

Lys
Gly
Gly
Asp
180

val

Ala

Glu
260
Val
Phe
Tyxr
Leu
Gln
340
Leu
Asp

Arg

Arg

Leu
Ala
Phe
Tyr
Pro
165
Gly
Gly
Cys
Arg
Val
245
Met
Glu
Lys
Ala
Lys
325
Gly
Gly
Leu

val

Gly
405

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

390

Gly

Arg

Leu

Leu

135

Arg

Ala

Pro

Asp

Lys

215

Asn

Val

Asp

Phe

Ile

295

Gln

Phe

Gly

His

Leu

375

Ala

Ile

ES 2698473 T3

Glu

Pro

120

RAla

Ala

Thr

Leu

Ala

200

Trp

Glu

Asp

Ser

His
280
Ala
Gly
Ala
Gly
Gly
360
Ala

Phe

Val

His

105

Val

Arg

Thr

Asn

Leu

185

Phe

Asn

Ala

Leu

Ser

265

Lys

Glu

Val

Glu

Phe

345

Ser

Leu

Ala

Gln

Phe

Gly
Thr
170
Val
Gln
Val
Phe
Pro
250
Pro
Glu
Met
Met
Lys
330
Asp
Ala
Gly
Pro

Phe
410

Val

Asp

Glu

Lys

155

Ile

Phe

Glu

Met

Glu

235

Lys

Gln

Arg

Ile

Gln

315

Ala

Glu

Tyxr

Ala

Glu

395

Glu

37

Asp

Ala

Gln

140

Pro

Thr

Thr

Cys

vVal

220

Ile

Asp

val

Ile

Asn

300

Ser

Asn

Arg

Ala

Arg

380

Ala

Ile

Thr
ile
125
Gly
Gly
Pro
Gly
Asp
205
Lys
Ala
Val
Ala
Gly
285
Arg
Pro
Ile
Ser
Asn
365
Phe

Arg

Ser

Iie

110

Phe

Ala

Val

Ile

Gln

150

Ile

Asp

Met

Thr

val

270

Ala

Ala

Leu

Pro

Pro

350

Tyr

Asp

Arg

Pro

Fhe
Glu
Gly
Val
Met
175
Val
Val
Val
Ser
Ala
255
Arg
Pro
Glu
Asn
val
335
Leu
Ser
Asp

Ala

Lys
415

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

400

Asn
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15

20

Leu His Lys Val Val Gln Pro
420

Glu Asn Leu Ala Asn Val Thr
: 435

Pro Trp Phe Ala Gln Ile Ala
450 455

Leu Glu Ser Val Asp Ser Asp

f
H
(%]
]
j=y
Il
[
=
= :Iﬂ

o« U
(6,0}

Asp Gln Glu Val Tyr Ile Thr
500

Ala Ala Gln Phe Leu Thr Trp
515

Gly Gly Ala Gly Thr Met Gly
530 535

Lys Ile Ala Lys Pro Asp Ala
545 550

Ser Tyr Ser Met Thr Gly Met
565

Val Gly Val Lys Ile Leu Leu
580

Lys Asn Trp Gln Asp Leu Phe
595

Met Phe Asn Pro Arg Phe Asp
610 615

Gly Leu Tyr Cys Ala Lys Gln
625 630

Phe Leu Glu Tyr Asp Glu Gly
645

Lys Asp Thr Leu Val Leu Pro
660

Glu Met Val Leu Glu Pro Pro
675

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 16
tatcgataag cttgacgtcg aattcctgca

<210> 17

<211> 32

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<210> 18

<211> 7847

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

ES 2698473 T3

Thr
Pro
440

Asp

Asp

=
-
@®

Thr

Thxr

520

Tyxr

Ile

Glu

Leu

Tyxr

600

Lys

Ser

Pro

Met

Lys
680

Val
425

His

Gly
Val
Leu
Gln
585
Asp
Val
Glu
Val
Val

665

Pro

30

Ala

Val

Lys

Val

Pro
Leu
Ile
Ile
570
Asn
Lys
Ala
Leu
Leu
650

Pro

Lys

val

Gln

Glu

Arg
Pro
Asp
555
Thr
Asn
Arg
Asp
Lys
635
Leu

Ala

Asp

38

Leu
Arg
Lys
460

Lys

Gln
Ser
540
Ile
Ala
Phe
Tyr
Ala
620
Asp
Glu

Gly

Ala

Gly

Gln
445

Trp
525
Ala
Asp
Ala
Gln
Ser
605
Met
Lys

Val

Phe

Asp
430
Glu

Pro

Ile
Ile
Gly
Glu
Glf
590
Gly
Arg
Ile

Phe

Pro
670

Val

Arg

Phe

Gln

5 Asp

495

Met

Ser

Gly

Asp

Phe

575

Met

Thxr

Ala

Lys

Val

655

Leu

Val

Glu

Leu

Val
480

Ser
Ala
Ala
560
Lys
Val
Ala
Lys
Glu
640

Asp

His
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<220>

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

<223>

<220>
<221> CDS

<222> (1260).

<223>

<220>

(3314)

<221> prim_transcript

<222> (3315).

<223>

<220>

.(4887)

<221> mutacion

<222> (3042).

<223>

<400> 18

ttgtcgacag
gcacggagcet
aacgcaacta
gtgtgcacaa
gcgegcaage
aatccgegat
tcactggcat
tcgtaacctt
cactgtcagt
cgectggace
ccagcagccg
ggcgtgtgca
tgcagagege
gcacttgegg
cagtgggcgce
ccgccgeaca
tggcgggcaa
aaaagaaaga
gaaatgaaag
gaggagcgceg
gagcgagcge

.(3044)

caacttgcaa
tgcgaagagy
ggcccaggece
ccgtgttttg
gactgcgact
gggtcagtge
gtcctageat
ctcgcaaccyg
cagtcagtca
gctgetgeta
ccagtcgacg
aactaacgtt
agcgcgcaad
gegeggegeyg
aaagccgege
cagaagtata
ggaaaggagyg
aagaaagaaa
cacggcacgg
cgcaggacee
gcgagegagce

ES 2698473 T3

gttatacgeg
gtttacaagt
tactttcact
cacaaagcgc
gcgaggatga
cattcgegea
ctttacgega
cgaatcgeceg
gtegtgegeg
ctgctagtgg
ccagccaggg
gaccactgge
tgcagaatgce
gaacagtgeg
agtaagcagc
cgcgggecga
agacggaaag
gaaagaaaga
caaagcaaag
gcgcggegag
aaggcettget

accaccaggc
cgtegttcat
gtgtcttgte
aagatgctca
ggatgactgg
tgacgcetge
gcaaaattca
tttcageetyg
ctgttcecage
cacggcaggt
gaaagtccgg
gcccgecgac
gcgaaagate
gaaaggagcg
ggcggggaac
agtggggegt
agggcgggaa
aagctcggag
caaagcagac
cgagcgagea
gcgagcgate

atg agc gcg acc cgc gcg gcg acyg agg aca gcg
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

39

aatctcageca
tcgetetcaa
ttgeetttea
ctcgactgtg
cagcctgtte
gagagacaag
atcgctttat
actaatctgce
accgaggteg
aggagcttgt
cgtegaaggy
acgagcagga
cacttgcgeg
gtgcagacgg
ggtatacgca
cgegegeyggy
agagagagag
ccacgecgeg
ccagccagac

-cggegegega

gagcgagcga

cgeccagega
gctttgecte
caccgaccga
aagaaaggtt
aaaaactgaa
ttaactcgtg
tttttecagtt
agctgegtgg
cgegtegeeg
tgecggaaca
agaggaaggc
agcaggcagce
cggegggege
cgcgcagtga
gtgcegeggg
aagtgcggaa
agagagtgaa
gggagagaga
ccagccgagyqg
gcgagcgage
gcgdggaagyg

gcg gcg ctg tece teg
Ala Ala Leun Ser Ser

15

cag cag ctg cgc gta

1080
1140
1200
1259
1307

1355



Ala

gge
Gly

ggc
Gly

gga
Gly
65

cag
Gln

atc
Ile

tac
Tyr

gac
Asp

atg
Met
145
gte
val

gct
Ala

acc
Thr

atc
Ile

gag
Glu
225
cgce
Arg

gag
Glu

aag
Lys

acg
Thr

cee
Pro
305
ccg
Pro

Leu

gcg
Ala

gga
Gly
50

cge
Arg

gcg
Ala

Tttt
Phe

cct
Pro

gce
Ala
130
gcoc
Ala

acec
Thr

tac
Tyr

tct
Ser

agc
Ser
210
ctc
Leu

ccg
Pro

ctc
Leu

caa
Gln

gcc
Ala
290
gte
Val

gct
Ala

Thr

gcg
Ala
35

gac
Asp

gge
Gly

gcg
Ala

cat
His

ggce
Gly
115
tte
Phe

gag
Glu

teg
Ser

atg
Met

gct
Ala
195
cge
Arg

ccg
Pro

ggt
Gly

aag
Lys

aag
Lys
275
gac
Asp

atc
Ile

qtg
vVal

Thr

teg
Ser

gcg
Ala

cce
Pro

acg
Thr

gag
Glu
100
ggc
Gly

aag
Lys

gge
Gly

ggc
Gly

gac
Asp
180
gte
Val

gcg
Ala

cgce
Arg

cce
Pro

gaa
Glu
260
gtc
Val

ttc
Phe

tat
Tyr

ctc
Leu

Pro

gca
Ala

gce
Ala

aac
Asn

gac
Asp
85

ctec
Leu

gcc
Ala

tte
Phe

tac
Tyr

cct
Pro
165
ggt
Gly

ggce
Gly

tgc
Cys

cge
Arg

gtg
Val
245
atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gct
Ala

aag
Lys

325

Val

cgg
Arg

zag
Lys

gcg
Ala
70

gat
Asp

atg
Met

att
Ile

att
Ile

geg
Ala
150
gga
Gly

acg
Thr

acqg
Thr

ace
Thr

atc
Ile
230
ctc
Leu

ccc
Pro

ctt
Leu

ctec
Leu

ggc
Gly
310
gag
Glu

Leu

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cge
Arg

ctg
Leu

cte
Leu
135
cgc
Arg

gcc
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215
aat
Asn

gtc
Val

gac
Asp

tte
Phe

att
Ile
295
cag
Gln

ttc
Phe

ES 2698473 T3

Gln

gcg
Ala
40

gcg
Ala

cgce
Arg

cge
Arg

gag
Glu

cce
Pro
120
gct
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

gect

200

tgg
Trp

gag
Glu

gat
Asp

agc
Ser

cac
His
280
gece
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

Gin

gce
Ala

gce
Ala

gag
Glu

ttc
Phe

cac
His
105
gtt
val

cge
Arg

acg
Thr

aac
Asn

ctc
Leu
185
tte
Phe

aac
Asn

gecc
Ala

ctt
Leu

tce
Ser
265
aag
Lys

gag
Glu

gtec
Val

gag
Glu

Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

aag
Lys

gtc
Val
90

cag
Gln

ttt
Phe

cac
His

gge
Gly

ace
Thr
170
gtg
Val

cag
Gln

gtc
Val

Tttt
Phe

cct
Pro
250
cce
Pro

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

aag
Lys
330

Gln-

geg
Ala

gcg
Ala

agc
Ser
75

ggc
Gly

gtg
Val

gat
Asp

gag
Glu

aag
Lys
155
atc
Ile

ttc
Phe

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu
235
aag
Lys

cag
Gln

cgc
Arg

atc
Ile

cag
Gln
315
gcc
Ala

40

Gln

tte
Phe

agg
Arg
60

tcg
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

gce
Ala

cag
Gln
140
cce
Pro

acc
Thr

acc
Thr

tgt
Cys

gtc
Val
2290
att
Ile

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

aac
Asn
300
agc
Ser

aac
Asn

Gln

teg
Ser
45

gcg
Ala

ctg
Leu

acce
Thr

acc
Thr

att
Ile
125
ggc
Gly

ggc
Gly

ceqg
Pro

ggc
Gly

gac
Asp
205
aag
Lys

gcc
Ala

gtg
vVal

gct
Ala

gge
Gly
285
cgt

ccg
Pro

att
Ile

Leu
tec
Ser

tte
Phe

gce
Ala

ggc
Gly

ate
Ile
110
ttt
Phe

gcc
Ala

gtt
Val

atc
Ile

cag
Gln
190
att
Ile

gac
Asp

atg
Met

acec
Thr

gtg
Val
270
get
Ala

gcg
Ala

ttg
Leu

cee
Pro

Arg

ggc
Gly

tece
Ser

acg
Thr

gce
Ala

ttt
Phe

gag
Glu

ggce
Gly

gtc
Val

atg
Met
175
gtg
val

gtt
val

gtg
Val

age
Ser

gcc
Ala
255
cge
Arg

cct
Pro

gag
Glu

aat
Asn

gtg
Val
335

acg
Thr

acg
Thr

gtec
vVal
80

caa
Gin

ggce
Gly

agt
Ser

cac
His

cte
Leu
160
gat
Asp

cce
Pro

gge
Gly

aag
Lys

ggce
Gly
240
gtt
val

cag
Gln

gge
Gly

cga
Arg

ggce
Gly
320
acc
Thr

1403

1451

1489

1547

1585

1643

1691

1739

1787

1835

1883

1931

1979

2027

2075

2123

2171

2219

2267



acc
Thr

cte
Leu

cag
Gln

gtg
Val
385
cgce
Arg

ctc
Leu

gag
Glu

ccg
Pro

cte
Leu
465
cte
Leu

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

aag
Lys
545
tet
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
Asn

tgg
Trp
450
gag
Glu

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly
530
att
Ile

tat
Tyr

ggc
Gly

aac
Asn

ttc
Phe
610
ctc
Leu

cte
Leu

atg
Met

atg
Met
355
gcc
Ala

gge
Gly

gge
Gly

aag
Lys

cte
Leu
435
Tttt
Phe

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln
515
gce
Ala

gcc

Ala

teg
Ser

gtg
Val

gtt
val
595
aac
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

cag

340
cte
Leu

gat
Asp

cgce
Arg

cge
Arg

gte
Val
420
gcc
Ala

gcg
Ala

gtt
Val

ctt
Leu

gtc
Val
500
ttc
Phe

gge
Gly

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
580
cag
Gln

ceg
Pro

tge
Cys

tac
Tyr

ggt
Gly

ggc
Gly

ctt
Leu

gtt
val

ggt
Gly
405
gtc
val

aac
Asn

cag
Gln

gat
Asp

aac
Asn
485
tac
Tyr

ctt
Leu

act
Thr

cce
Pro

acc
Thr
565
att
Ile

gat
Asp

cgc
Arg

gcg
Ala

gat
Asp

cte
Leu

atg
Met

atc
Ile

gac
Asp
390
gge
Gly

cag
Gln

gtc
Val

atc
Ile

teg
Ser
470
aag
Lys

atc
Ile

acc
Thr

atg
Met

gat
Asp
550
ggt
Gly

ctt
Leu

cte
Leu

tte
Phe

aaa
Lys
630
gag
Glu

ggc
Gly

cac
His

ctg
Leu
375
gcec
ARla

atc
Ile

ccc
Pro

acg
Thxr

gce
Ala
455
gac
Asp

cag
Gln

acc
Thr

tgy
Trp

ggc
Gly
535
gct
Ala

atg
Met

ctt
Leu

£ttt
Phe

gac
Asp
615
cag
Gln

ggt
Gly

ES 2698473 T3

gge
Gly

gge
Gly
360
gcg
Ala

ttt
Phe

gtt
Val

acc
Thr

cce
Pro
440
gat
AsSp

gac
Asp

att
Ile

acg
Thr

acc
Thr
520
tac
Tyxr

att
Ile

gaa
Glu

ttg
Leu

tac
Tyr
600
aag
Lys

teg
Ser

ccc
Pro

ttt
Phe
345
tet
Ser

cte
Leu

gct
Ala

cac
His

gtc
Val
425
cac
His

tgg
Trp

aag
Lys

ctc
Leu

gge
Gly
505
aag
Lys

ggc
Gly

gtt
Val

ttg
Leu

cag
585
gac

Asp

gte
Val

gag
Glu

gtc
Val

gac
Asp

gce
Ala

ggt
Gly

ccg
Pro

ttt
Phe
410
gcg
Ala

gtg
Val

aag
Lys

gtt
Val

gag

490
gte
Val

ccyg
Pro

ctt
Leu

att
Ile

atc
Ile
570
aac
Asn

aag
Lys

gcc
Ala

ctc
Leu

cte
Leu

gag
Glu

tac
Tyr

gecc
Ala

gag

395
gag
Glu

gte
Val

cag
Gln

gag
Glu

cte
Leun
475
att
Ile

gga
Gly

cge
Arg

cce
Pro

gac
Asp
555
aca
Thr

aac
Asn

cgce
Arg

gat
Asp

aag
Lys
635
cte
Leu

41

cgt
Arg

gcc
Ala

cgc
Arg
380
gct
Ala

att
Ile

cte
Leu

cge

aag
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser

cag
Gln

teg
Ser
540
atc
Ile

gca
Ala

ttt
Phe

tac
Tyr

gcyg
Ala
620
gac
Asp

gag
Glu

agt
Ser

aac
Asn
365
ttt
Phe

cge
Arg

tcc
Ser

gge
Gly

cag
Gln
445
cac
His

ceg
Pro

gag
Glu

cac
His

tgg

525
gee
Ala

gat
Asp

gee
Ala

cag
Gln

tcg
Ser
605
atg
Met

aag
Lys

gtt
Val

ccc
Pro
350
tac
Tyr

gat
Asp

cgt
Axg

cce
Pro

gac
Asp
430
gag
Glu

cct
Pro

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln
510
atc
Ile

att
Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

ggc
Gly
590
ggce
Gly

cgt
Arg

atc
Ile

tte
Phe

cte
Leu

teg
Ser

gat
Asp

gcc
Ala

aag
Lys
415
gtg
val

cgce
Arg

ttt
Phe

cag
Gln

gac
Asp
495
atg
Met

tce
Ser

ggc
Gly

gat
Asp

tte
Phe
575
atg
Met

acc
Thr

gce
Ala

aag
Lys

gtg
Val

tecc
Ser

atg
Met

cgt
Arg

gag
Glu
400
aac
Asn

gte
Val

gag
Glu

ctg
Leun

gtc
Val
480
gcc
Ala

cag
Gln

tcg
Ser

gcc
Ala

gct
Ala
560
aag
Lys

gte
Val

gcc
Ala

aag
Lys

gag
Glu
640
gac
Asp

2315

2363

2411

2459

2507

2555

2603

2651

2699

2747

2795

2843

2891

2939

2987

3035

3083

3131

3179

3227



aag gac
Lys Asp Thr
gte
Val
675
ccatggeggg
ttgctteget
ttgtcggega
cgcttecgge
cgtctgegea
tecgacgagte
tagcacgcaa
gacgegagte
cgcgeceecgeg
gacgcgagga
tegttecgea
ggttecegaac
ctecegecaggt
cgcgecttag
cgctgegetg
cgecgaatege
aatagtaggg
ctaagggagc
acctategge
gocccacgega
cacagctgcg
gtggcagyggg
acgcgeggge
gcacgcgagc
tatgtatgceg
ttcgateggt
cecgggggat
tagtgagtcg
cectggegtt
tagcgaagag
ggacgcgeec
cgctacactt
cacgttcgece
tagtgcttta
gcecatecgeec
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
gtgcgeggaa
agacaataac
catttcegtyg
ccagaaacgce
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagce
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccyg
cecggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggctggt

gag atg
Glu Met

645

acg cte gtc ttg cce
Leun Val Leu Pro

660

ctc gag cct cct
Leu Glu Pro Pro

cgagcgagey
tegetttget
tgcctgecty
gcggecateg
cgaccccetge
gcacgtcaca
cgatcttegg
gecgecgaga
cgatgtctge
ggaccgaaga
tacactccce
geggceaagga
tctegecagge
ctecactctee
gccgegacceyg
tegggttgta
9999999999
gtaggggttt

ggagaacttg

ggcggecgeg
cgcggagteg
atggatgecee
ctgcgatgeg
gagecgeecga
gggagacttc
ctacggcgceg
ccactagtte
tattacgcge
acccaactta
gccegeaccyg
tgtagcggeg
gccagegeece
ggctttecee
cggecaccteg
tgatagacgg
ttccaaactyg
ttgeccgattt
tttaacaaaa
cccetatttg
cctgataaat
tcgeeettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggteg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagceat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
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atg
Met

aag
Lys

680

agcgcgcegag
ttgcttcaca
ccaaccagcc
attcaattca
acgaccacgce
tatctcagat
ggtecteget
cgctgcagca
ctggecgecga
gagacgctgg
cattcgagct
ttttggetcet
cggecagtggt
gccracygoge
gctgegecag
agggtttcaa
gtacccaccc
cgttgaccag
ccaggcgega
tggcgataca
gctgegagaa
aggtacgtceg
agcacgcgat
gcaaatgcca
gatggccgaa
agcaggaaag
tagagcggec
gctcactgge
atcgecttge
atcgcecttce
cattaagcgce
tagcgecege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegeee
gaacaacact
cggectattg
tattaacgct
tttatttttce
gcttcaataa
teceetttttt
aaaagatgct
cggtaagate
agttctgcecta
ccgecatacac
tacggatggce
tgeggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga

gtc
Val
665
cece
Pro

650
cce get
Pro Ala

aag gac
Lys Asp

cgegeaagtg
caacctaagt
agccatcegg
ccecatccgat
caaggccaac
gcatttggac
cattgcatce
ggcegcetceeg
ctgatctctg
ggtatgcagy
tgctegtect
ggtgggtgga
cgttagaaat
gcatcgecge
agtacgacag
gggtcgggeg
cgggceaggtt
agaagcggag
ggcagttcte
gcgaggegac
ggcttectege
gegtgegege
gcgageacge
cggaacacgc
aggggtgcaa
ggagcaaggg
gccaccgegg
cgtegtttta
agcacatcec
ccaacagttg
ggcgggtgtyg
teccottteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttyg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttag
taaatacatt
tattgaaaaa
geggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegegy
tattctecaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage

42

655

ggc ttt ccg ctc cac

Gly Phe Pro Leu His
670

gcc taa gttetttttt

Ala

cgcaagegee
atgaattcaa
ccggeegtece
acgttcegec
gcgeegetca
tgtgagtgtt
gttegggece
acgcgaggge
gagcgeaagg
atatacccgg
tggcagagec
ctcegatcga
agggagtgce
catgececgeeg
tgggacagag
tcgtegegtyg
ctcctegeea
aacctgcege
caatttgcgg
cgegegggge
tggcttggtt
gcceagggag
gatgcgagca
gttttttgtt
ggccaaaaga
gcggaattct
tggagctcea
caacgtcgtg
cctttegeeca
cgcagcctga
gtggttacge
ttettecectt
ctcectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tecggtctatt

gagctgattt

gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gcecttectgt
tgggtgcacyg
ttcgeceega
tattatceceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgectiga
ccacgatgec
ctctagettc
ttctgegete
gtgggtcteg

ttgccttgct
gttttettge
ttgacgceett
ccctcacgte
gctcagettg
attatgccac
tgcaggegtyg
tcgagctege
aagacacggce
ggcgggacat
gagcgcgaac
-ggegeaggtt
ggagtcttga
tcecgtetgt
ctcgaggcga
ccaaagtgaa
gcctaagtge
ggcgeggaga
acagcggcge
cgegtggega
ggggtegegg
aaaaggacag
cgcgatgega
tggtgattte
tgctgacage
tctgccttga
attecgececta
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
gcagcgtgac
cctttctege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
tcggggaaat
teccgeteatg
gagtattcaa
ttttgctecac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgce
tgagtactca
cagtgctgee
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcecaatg
ccggcaacaa
ggccetteeg
cggtatcatt



10

gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatecctt
geggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gcecagtggeg
gcgecageggt
tacaccgaac
agaaaggcegyg
cttcecagggg
gagcgtegat
gcggectttt
ttatceccty
cgcagccgaa
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccccagyg
taacaattte
cactaaaggg
cttgacgteg

<210> 19
<211> 684
<212> PRT

ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtteea
tttttetgeg
gtttgeegga
agataccaaa
tagcaccgce
ataagtcgtg
cgggcetgaac
tgagatacct
acaggtatec
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcet
attctgtgga
cgaccgagceg
ctctececege
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aattcctgea

<213> Schizochytrium sp.

<400> 19
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taagcectee
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagegtea
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcett
tacataccte
tcttaccggyg
ggggggtteg
acagcgtgag
ggtaagegge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggecttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggeey
tgagcgcaac
tatgcttecg
cagctatgac
gggtaccggg
gcc

Met Ser Ala Thr Arg Ala Ala Thr

1

Ala Leu Thr Thr Pro Val

Gly Ala Ala

35

5

20

Lys Gln

Ser Ala Arg Leu Ala

40

Gly Gly Asp Ala Ala Lys Lys Ala

50

Gly Arg Gly Pro Asn Ala

65

55

Thr Arg

70

Gln Ala Ala Thr Asp Asp Ala Arg

Ile Phe His

100

Glu Leu Met Arg Glu

Tyr Pro Gly Gly Ala Ile Leu Pro
115

Asp Ala Phe Lys

130

120

Phe Ile Leu Ala

135

Met Ala Glu Gly Tyr Ala Arg Ala

cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgettgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagce
gctctgectaa
ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggcggagee
tggccttttyg
accgectttyg
gtgagcgagy
attcattaat
gcaattaatg
gectegtatgt
catgattacg
cceceecteyg

Arg Thr Ala
10

Gln Gln Gln

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

Glu Lys Ser

Phe Val Gly

His Gln Val

105

Val Phe Asp

Arg His Glu

Thr Gly Lys

43

ttatctacac
taggtgcecte
agattgattt
atctcatgac
zaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
teectgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gegecacget
caggagagcg
ggtttcgeca
tatggaaaaa
ctecacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggca
tgagttagct
tgtgtggaat
ccaagegege
aggtcgacgy

gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccect
aggatcttcet
acecgctacca
aactggctte
ccaccacttc
agtggctgcet
accggataag
gcgaacgace
tceocecgaaggy
cacgaggygag
cctetgactt
cgccagcaac
ctttectgeg
taccgctege
gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct
tatcgataag

Ala Ala Leu Ser Ser

15

Gln Gln Leu Arg Val

30

Phe Ser Ser Gly Thr

45

Arg Ala

Phe

Ser Thr

Ser Leu Ala Thr Val

Leu Thr Gly Ala Gln

Asp Thr

95

Ile Phe Gly

110

Ala Ile
125

Gln Gly Ala Gly His

140

Pro Gly Val Val

Phe Glu Ser

6504
6564
6624
6684
6744
6804
6864
6924
6984
7044
7104
7164
7224
7284
7344
7404
7464
7524
7584
7644
7704
7764
7824
7847



145

Val Thr Ser Gly

Ala Tyr Met Asp
180

Thr Ser Ala Val
185

Ile Ser Arg Ala
210

Glu Leu Pro Arg
225

Arg Pro Gly Pro
Glu Leu Lys Glu
260

Lys Gln Lys Val
275

Thr Ala Asp Phe
290

Pro Val Ile Tyr
305

Pro Ala Val Leu

Thr Thr Met Gln
340

Pro
165
Gly
Gly
Cys
Arg
Val
245
Met
Glu
Lys
Ala
Lys
325

Gly

150

Gly
Thr
Thr
Thr
Ile
230
Leu
Pro
Leu
Leu
Gly
310

Glu

Leu

Leu Lys Met Leu Gly Met

355

Gln Asn Ala Asp
370

Val Thr Gly Arg
385

Arg Glu Gly Arg
Leu His Lys Val
420

Glu Asn Leu Ala
435

Pro Trp Phe Ala
450

Leu

Val

Ile

Asp
390

Ala
Pro
Asp
Lys
215
Asn
val
Asp
FPhe
Ile
285
Gln
Phe
Gly
His
Leu

375

Ala

Gly Gly Ile

405

val

Asn

Gln

Gln

Val

Ile

Pro

Thr

Ala
455
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Thr
Leu
Ala
200
Trp
Glu
Asp
Ser
His
280
Ala
Gly
Ala
Gly
Gly
360
Ala
Phe
Val
Thr
Pro

440

Asp

Asn

Leu

185

Phe

Asn

Ala

Leu

Ser

265

Lys

Glu

val

Glu

Phe

345

Ser

Leu

Ala

His

Val

425

His

Trp

155

Thr Ile
170

Val Phe
Gln Glu
Val Met
Phe Glu

235

Pro Lys
250

Pro Gln
Glu Arg
Met Ile
Met Gln

315
Lys Ala
330
Asp Glu
Ala Tyr
Gly Ala
Pro Glu
395
Phe Glu
410
Ala Vval

Val Gln

Lys Glu

44

Thr

Thr

Cys

Val

220

Ile

Asp

Val

Ile

Asn

300

Ser

Asn

Arg

Ala

Arg

380

Ala

Ile

Leu

Arg

Lys
460

Gly
Asp
205
Lys
Ala
Val
Ala
Gly
285
Arg
Pro
Ile
Ser
Asn
365
Phe
Arg
Serxr
Gly
Gln

445

His

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

Glu

Pro

Met
175
val
Val
val
Ser
Ala
255
Arg
Pro
Glu
Asn
vVal
335
Leu
Ser
Asp
Ala
Lys
415
Val

Arg

Phe

160

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

Glu

Leu



10

15

20

25

30

Leu Glu Ser Val Asp Ser
465 470

Leu Thr Glu Leu Asn Lys
485

Asp Gln Glu Val Tyr Ile
500

Ala Ala Gln Phe Leu Thr
515

Gly Gly Ala Gly Thr Met
530

Lys Ile Ala Lys Pro Asp
545 550

Ser Tyr Ser Met Thr Gly
565

Val Gly Val Lys Ile Leu
580

Lys Asn Val Gln Asp Leu
595

Met Phe Asn Pro Arg Phe
610

Gly Leu Tyr Cys Ala Lys
625 630

Phe Leu Glu Tyr Asp Glu
645

Lys Asp Thr Leu Val Leu
660

Glu Met Val Leu Glu Pro
675

<210> 20

<211> 26

<212>ADN
<213>Schizochytrium sp.

<400> 20
ccggccaggt gcagacctct getgte

<210> 21

<211> 7847

<212>ADN
<213>Schizochytrium sp.

<220>

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

<220>

<221> mutacion
<222> (1334)..(1835)
<223>

<220>

<221> CDS

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

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

Pro

Pro

ES 2698473 T3

Asp

Ile

Thr

Thr

520

Tyr

Ile

Glu

Leu

Tyr

600

Lys

Ser

Pro

Met

Lys
680

26

Lys
Leu
Gly
505
Lys
Gly
Val
Leu
Gln
585
Asp
val
Glu
Val
Val

665

Pro

Val Leu
475

Glu Ile
490

Val Gly

Pro Arg

Leu Pro

Ile Asp
555

Ile Thr
570

Asn Asn

Lys Arg T

Ala Asp

Leu Lys
635

Leu Leu
650
Pro Ala

Lys Asp

45

Lys

Gln

Ser

Gln

Ser

540

Ile

Ala

Phe

Ala
620
Asp
Glu

Gly

Ala

Pro

Glu

Trp I

525

Ala

Asp

Ala

Gln

Ser

605

Met

Lys

Val

Phe

Gln Gln Val

Lys

Gln

510

Ile

Gly

Glu

Gly

580

Gly

Arg

Ile

Phe

Pro
670

Asp
495
Met
Ser
Gly
Asp
Phe
575
Met
Thr
Ala
Lys
Val

655

Leu

480

Ala

Gln

Ser

Ala

Ala

560

Lys

Val

Ala

Lys

Glu

640

Asp

His



<220>

<221> prim_transcript
<222> (3315)..(4887)

<223>

<400> 21

ttgtcgacag
gcacggagct
aacgcaacta
gtgtgcacaa
gcgegeaage
aatccgegat
tcactggeat
tcgtaacctt
cactgtcagt
cgectggace
ccagcagceg
ggegtgtgea
tgcagagege
gcacttgegg
cagtgggcgce
ccgccgeaca
tggcgggeaa
aaaagaaaga
gaaatgaaag
gaggagcgceg
gagcgagcgce

caacttgcaa
tgcgaagagyg
ggcccaggeco
ccgtgttttg
gactgcgact
gggtcagtge
gtectageat
ctcgcaaccg
cagtcagtca
gctgcectgeta
ccagtcgacg
aactaacgtt
agcgcgcaag
gcgeggegceg
aaagccgege
cagaagtata
ggaaaggagg
aagaaagaaa
cacggcacgg
cgcaggaccc
gcgagcgage
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gttatacgeg
gtttacaagt
tactttcact
cacaaagcgc
gcgaggatga
cattcgegea
ctttacgcga
cgaatcgeeg
gtegtgegey
ctgctagtgg
ccagccaggyd
gaccactggc
tgcagaatgce
gaacagtgeg
agtaagcagc
cgcgggecga
agacggaaag
gaaagaaaga
caaagcaaag
gcgeggegag
aaggcttget

accaccaggc
cgtcgttecat
gtgtcttgtc
aagatgctca
ggatgactgg
tgacgeectge
gcaaaattca
tttecagectg
ctgttceage
cacggcaggt
gaaagtccgg
gccegecgac
gcgaaagatc
gaaaggagcg
ggcggggaac
agtggggegt
agggegggaa
aagctcggag
caaagcagac
cgagcgagca
gcgagcegate

aatcteagea
tcgctctcaa
ttgcectttea
ctcgactgtg
cagcctgtte
gagagacaag
atcgetttat
actaatctge
accgaggtcg
aggagcttgt
cgtcgaaggg
acgagcagga
cacttgcgeg
gtgcagacgg
ggtatacgca
cgcgegeggyg
agagagagag
ccacgccgeg
ccagccagac
cggcgegoga
gagcgagega

atg
Met
1

gcg
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

gga
Gly
65

cag
Gln

atc
Ile

tac

agc gcg
Ser Ala

ctg
Leu

acg
Thr

gcg
Ala

gcy
Ala
35

gac
Asp

gga
Gly
50

cgc
Arg

gge
Gly

gcg
Ala

gcg
Ala

ttt
Phe

cat
His

cect gge

acc
Thr

acg
Thr
20

tecg
Sexr

gcg
Ala

cce
Pro

acg
Thr

gag
Glu
100

ggce

cgc
Arg
5

cct
Pro

gca
Ala

gce
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
Leu

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cgc
Arg

ctg

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala
40

gcg
Ala

cge
Arg

cge
Arg

gag
Glu

cccC

agg
Arg

cag
Gln
25

gce
Ala

gce
Ala

gag
Glu

ttc
Phe

cac
His
105
gtt

aca
Thr
10

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

aag
Lys

gte
Val
90

cag
Gln

ttt

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

agc
Ser
75

ggc
Gly

gtg
val

gat

46

gcg
Ala

cag
Gln

tte
Phe

agg
Arg
60

tcg
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

gce

gcg
Ala

cag
Gln

tcg
Ser
45

gcg
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

acc
Thr

att

ctg
Leu

ctg
Leu
30

tec
Ser

tte
Phe

gcc
Ala

gge
Gly

atc
Ile
110
ttt

cgeccagega
gctttgecte

caccgaccga -

aagaaaggtt
azaaactgaa
ttaactcgtg
tttttcagtt
agctgegtgg
cgegtegeeg
tgccggaaca
agaggaaggc
agcaggcagce
cggcgggege
cgcgcagtga
gtgecgeggy
aagtgcggaa
agagagtgaa
gggagagaga
ccagccgagyg
gcgagcgage
gcgggaagg
tce teg
Ser Ser
15
cgo
Arg

gta
val

gge
Gly

acg
Thr

tece
Ser

acg
Thr

gtc
vVal
80

caa
Gln

acg
Thr

gcc
Ala
95

ttt
Phe

ggc
Gly

gag agt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1259
1307

1355

1403

1451

1489

1547

1595

1643



Tyr

gac
Asp

atg
Met
145
gtc
Val

gct
Ala

acc
Thr

atc
Ile

gag
Glu
225
cge
Arg

gag
Glu

aag
Lys

acg
Thr

cce
Pro
305
ceg
Pro

acc
Thr

cte
Leu

cag
Gln

gtg
Val
385
cge
Arg

ctec
Leu

Pro

gce
Ala
130
gee
Ala

acc
Thr

tac
Tyr

tct
Ser

age
Ser
210
ctec
Leu

ceg
Pro

ctc
Leu

caa
Glin

gcc
Ala
290
gte
Val

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

aac
Asn
370
acg
Thr

gag
Glu

cac
His

Gly
115
ttc
Phe

gag
Glu

teg
Ser

atg-
Met

gct
Ala
195
cgc
Arg

ccg
Pro

ggt
Gly

aag
Lys

aag
Lys
275
gac
Asp

atc
Ile

gty
vVal

atg
Met

atg
Met
355
gcc
Ala

ggce
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

Gly

aag
Lys

gge
Gly

ggc
Gly

gac
Asp
180
gtc
Val

gcg
Ala

cge
Arg

cce
Pro

gaa

Glu
260
gtc
Val

ttc
Phe

tat
Tyr

ctc
Leu

cag
Gln
340
cte
Leu

gat
Asp

cge
Arg

cge
Arg

gtc
Val
420

Ala

tte
Phe

tac
Tyr

cct
Pro
165
ggt
Gly

ggc
Gly

tgc
Cys

cge
Arg

gtg
Val
245
atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gct
Ala

aag
Lys
325
ggt
Gly

ggc
Gly

ctt
Leu

gtt
Val

ggt
Gly
405
gtc
Val

Ile

att
Ile

gcg
Ala
150
gga
Gly

acg
Thr

acg
Thr

acc
Thr

atc
Ile
230
ctc
Leu

cce
Pro

ctt
Leu

ctec
Leu

ggc
Gly
310
gag
Glu

ctc
Leu

atg
Met

atc
Ile

gac
Asp
390
ggc
Gly

cag
Gln

Leu

ctc
Leu
135
cge
Arg

gcc
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215
aat
Asn

gtc
Val

gac
Asp

tte
Phe

att
Ile
295
cag
Gln

ttc
Phe

ggce
Gly

cac
His

ctg
Leu
375
gce
Ala

atc
Ile

cce
Pro
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Pro
120
gct
Ala

gce
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

gct
Ala
200
tgg
Trp

gag
Glu

gat
Asp

age
Ser

cac
His
280
gce
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly
360
gcg
Ala

ttt
Phe

gtt
Val

acc
Thr

Vval

cgc
Arg

acg
Thr

aac
Asn

cte
Leu
185
tte
Phe

aac
Asn

gcc
Ala

ctt
Leu

tce
Ser
265
aag
Lys

gag
Glu

gtc
Val

gag
Glu

ttt
Phe
345
tct
Ser

cte
Leun

gct
Ala

cac
His

gtec
val
425

Phe

cac
His

gge
Gly

acc
Thr
170
gtg
Val

cag
Gln

gte
Val

ttt
Phe

cct
Pro
250
ccc
Pro

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

aag
Lys
330
gac
Asp

gee
Ala

ggt
Gly

ceg
Pro

ttt
Phe
410
gcg
Ala

Asp

gag
Glu

aag
Lys
155
atc
Ile

tte
Phe

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu
235
aag
Lys

cag
Gln

cgc
Arg

atc
Ile

cag
Gln
315
gce
Ala

gag
Glu

tac
Tyr

gcc
Ala

gag
Glu
395
gag
Glu

gte
Val

47

Ala

cag
Gln
140
ccc
Pro

acc
Thr

acc
Thr

tgt
Cys

gtc
Val

att
Ile

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

aac
Asn
300
agce
Ser

aac
Asn

cgt
Arg

gce
Ala

cge
Arg
380
gct
Ala

att
Ile

ctec
Leu

Ile
125

gge
Gly

ggce
Gly

ccg
Pro

ggc
Gly

gac
Asp
205
aag
Lys

gcc
Ala

gtg
val

gct
Ala

ggc
Gly
285
cgt
Arg

ccg
Pro

att
Ile

agt
Ser

aac
Asn
365
ttt
Phe

cge
Arg

tce
Ser

gge
Gly

Phe

gcc
Ala

gtt
Val

ate
Ile

cag
Gln
180
att
Ile

gac
Asp

atg
Met

acec
Thx

gtg
Val
270
gct
Ala

gcg
Ala

ttg
Leu

cce
Pro

ccc
Pro
350
tac
Tyr

gat
Asp

cgt
Arg

cce
Pro

gac
Asp
430

Glu

ggc
Gly

gtc
Val

atg
Met
175
gtg
Val

gtt
val

gtg
Val
agc
Ser
gce
Ala
255

cge
Arg

cct
Pro

gag
Glu

aat
Asn

gtg
Val
335
ctc
Leu

tcg
Ser

gat
Asp

gce
Ala

aag
Lys
415
gtg
Val

Ser

,cac
His

cte
Leu
160
gat
Asp

cag
Gln

ggc
Gly

aag
Lys

ggc
Gly
240
gtt
val

cag
Gln

ggc
Gly

cga
Arg

ggec
Gly
320
acc
Thr

tce
Ser

atg
Met

cgt
Arg

gag
Glu
400
aac
Asn

gte
Val

1691

1738

1787

1835

1883

1931

1979

2027

2075

2123

2171

2219

2267

2315

2363

2411

2459

2507

2555



aac
Asn

gag
Glu

ccg
Pro

tgg
Trp
450
gag
Glu

ctec
Leu
465
cte
Leu

acyg
Thr

gac
Asp

cag
Gln

gca
Ala

geg
Ala

ggt
Gly

ggc
Gly
530
att
Ile

aag
Lys
545
tct
Ser

tat
Tyxr

gtt
Val

ggc
Gly

aag
Lys

aac
Asn

tte
Phe
610
ctc
Leu

atg
Met

ggt
Gly
625
ttt
Phe

ctc
Leu

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

gag
Glu

ctec
Leu
435
ttt
Phe

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln
515
gcec
Ala

gce
Ala

teg
Ser

gtg
val

tgy
Trp
595
aac
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

acg
Thr

gtc
Val
675

gce
Ala

gcg
Ala

gtt
Val

ctt
Leu

gtc
Val
500
tte
Phe

gge
Gly

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
580
cag
Gln

ccg
Pro

tge
Cys

tac
Tyr

cte
Leu
660
cte
Leu

aac
Asn

cag
Gln

gat
Asp

aac
Asn
485
tac
Tyxr

ctt
Leu

act
Thr

cce
Pro

acc
Thr
565
att
Ile

gat
Asp

cge
Arg

gcg
Ala

gat
Asp
645
gtc
Val

gag
Glu

gtc
Val

atc
Ile

teg
Ser

470"

aag
Lys

atc
Ile

acc
Thr

atg
Met

gat
Asp
550
ggt
Gly

ctt
Leu

cte
Leu

tte
Phe

aaa
Lys
630
gag
Glu

ttg
Leu

cct
Pro
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acg
Thx

gce
Ala

455"

gac
Asp

cag
Gln

acce
Thr

tgg
Trp

ggce
Gly
535
gct
Ala

atg
Met

ctt
Leu

ttt
Phe

gac
Asp
615
cag
Gln

ggt
Gly

cece
Pro

cct
Pro

cce
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

cce
Pro

atg
Met

aag
Lys
680

cac
His

tgg
Trp

aaqg
Lys

cte
Leu

ggc
Gly
505
aag
Lys

ggc
Gly

gtt
Val

ttg
Leu

cag
Gln
585
gac
Asp

gtc
Val

gag
Glu

gtc
Val

gtc
Val
665
cce
Pro

gtg
Val

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
490
gte
Val

ccg
Pro

ctt
Leu

att
Ile

atc
Ile
570
aac
Asn

aag
Lys

gcc
Ala

cte
Leu

cte
Leu
650
ccc
Pro

aag
Lys

cag
Gln

gag
Glu

cte
Leu
475
att
Ile

gga
Gly

cge
Arg

cce
Pro

gac
Asp
555
aca
Thr

aac
Asn

cgc
Arg

gat
Asp

aag
Lys
635
cte
Leu

get
Ala

gac
Asp

cge
Arg

aag
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser

cag
Gln

teg
Ser
540
atc
Ile

gca
Ala

ttt
Phe

tac
Tyr

gcg
Ala
620
gac
Asp

gag
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala

cag

445
cac
His

ccg
Pro

gag
Glu

cac
His

tyg
Trp
525
gcc
Ala

gat
Asp

gee
Ala

cag
Gln

teg
Ser
605
atg
Met

aag
Lys

gtt
Val

ttt
Phe

taa

gag
Glu

cgc gag
Arg Glu
ttt
Phe

cct
Pro

ctg
Leu

gtc
Val
480
gce
Ala

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys

gac
Asp
495
atg
Met

cag
Gln
510
atc
Ile

cag
Gln

tce
Ser

tcg
Ser

att
Ile

ggc
Gly

gcc
Ala

gct
Ala
560
aag
Lys

gat
Asp

ggt
Gly

tte
Phe
575
atg
Met

gaa
Glu

gtc
val

gge
Gly
590
ggce
Gly

acc
Thr

gce
Ala

cgt
Arg

aag
Lys

gcc
Ala

atc
Ile

aag
Lys

gag
Glu
640
gac
Asp

ttc
Phe

gtg
Val
655
ctc
Leu

cac
His

ccg
Pro
670
gttetttttt

ccatggeggy
ttgetteget
ttgtcggega
cgctteegge
cgtctgegea
tcgacgagte
tagcacgcaa
gacgcgagtc
cgcgecececgeg
gacgcgagga
tcgttcegea

cgagcgageg
tcgetttget
tgecectgectg
gcggccateg
cgacccctge
gcacgtcaca
cgatcttcgg
gccgeogaga
cgatgtctge
ggaccgaaga
tacactccee

agcgcgegag
ttgctteaca
ccaaccagcc
attcaattca
acgaccacgc
tatctcagat
ggtccteget
cgctgcagea
ctggcgeega
gagacgctgg
cattcgagcet

cgcgecaagtg
caacctaagt
agccatccgg
ccecatcegat
caaggccaac
gcatttggac
cattgcatcc
ggccgectecg
ctgatctctg
ggtatgcagg
tgetegtect

48

cgcaagcgcco
atgaattcaa
cecggecegtec
acgttcegee
gecgecgetca
tgtgagtgtt
gttegggece
acgcgaggge
gagcgcaagyg
atatacccgg
tggcagagce

ttgecttget
gttttettge
ttgacgectt
cccteacgte
gctecagettg
attatgccac
tgeaggegtyg
tcgagetege
aagacacggc
ggcgggacat
gagcgegaac

2603

2651

2699

2747

2795

2B43

2891

2939

2987

3035

3083



ggttcecgaac
ctecegeaggt
cgcgecttag
cgctgegetg
cgcgaatcge
aatagtaggg
ctaagggagc
acctatcgge
gcececacgega
cacagctgeg
gtggcagggg
acgcgegygge
gcacgcgage
tatgtatgeg
ttegatcggt
ccegggggat
tagtgagtcg
ccctggegtt
tagcgaagag
ggacgcgcee
cgctacactt
cacgttcgee
tagtgcttta
gccatcgecee
tggactecttg
ataagggatt
taacgcgaat
gtgecgeggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagce
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gccagtggeg
gcgeageggt
tacaccgaac
agaaaggegyg
ctteccagggg
gagegtegat
gcggeetttt
ttatccccetg
cgcagccgaa

cgcaaaccgce
ccegactgga
gcaccccagg
taacaatttc
cactaaaggg
cttgacgtceg

<210> 22
<211> 684
<212> PRT

gcggcaagga
tctegecagge
ctcactctee
gccgecgaceg
tcgggttgta
9999999999
gtaggggttt
ggagaacttg
ggcggeegeg
cgeggagteg
atggatgccce
ctgcgatgeg
gagcgeccga
gggagacttc
ctacggegeg
ccactagtte
tattacgege
acccaactta
gccegcaceg
tgtagcggeg
gccagcgeee
ggctttccce
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgeccgattt
tttaacaaaa
cccctatttg
cctgataaat
tcgeecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggce
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegttcca
tttttctgeg
gtttgcecgga
agataccaaa
tagcaccgcee
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatce
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggtteccet
attctgtgga
cgaccgagcg

ctctececege
aagcgggeag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aattcctgea

<213> Schizochytrium sp.
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ttttggctet
cggcagtggt
gceccacgege
gctgecgccag
agggtttcaa
gtacccaccce
cgttgaccag
ccaggcgcega
tggcgataca
gctgocgagaa
aggtacgtcg
agcacgcgat
gcaaatgcca
gatggccgaa
agcaggaaag
tagagcggee
gctecactgge
atcgecttge
atcgecettce
cattaagcge
tagcgeeege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttcgeeoe
gaacaacact
cggecctattg
tattaacgct
tttattttte
gettcaataa
tccettittt
aaaagatgcet
cggtaagatc
agttctgcta
cegcatacac
tacggatggce
tgcggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggce
ggataaagtt
taaatctgga
taagcecctec
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagegtea
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtecctt
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggtteg
acagcgtgag
ggtaagecgge
gtatctttat
ctegtcaggyg
ggccttitge
taaccgtatt
cagcgagtca

gcgttggecg
tgagcgcaac
tatgcticey
cagctatgac
gggtaccggg
gce

ggtgggtgga
cgttagaaat
geatcgecege
agtacgacag
gggtcgggey
cgggcaggtt
agaagcggag
ggcagttetc
gcgaggcgac
ggcttctege
gegtgegege
gcgagcacge
cggaacacge
aggggtgcaa
ggagcaaggg
gccaccgcegyg
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
ggcgggtgty
tectttceget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttyg
caaccctate
gttaaaaaat
tacaatttag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggecatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gceggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctctgetaa
ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggcggagcec
tggcettttg
accgectttg
gtgagcgagy

attcattaat
gcaattaatg
gctegtatgt
catgattacg
cccececcteg

49

ctccgatcga
agggagtgee
catgcecgecg
tgggacagag
tegtecgegtg
ctecctegeca
aacctgccge
caatttgcgg
cgegegggge
tggettggtt
gccecagggag
gatgcgagea
gttttttgtt
ggccaaaaga
gcggaattcet
tggagctcca
caacgtcgtg
cctttegeea
cgcagectga
gtggttacgce
ttettcectt
ctcectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
teggtectatt
gagctgattt
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gecttectgt
tgggtgcacy
ttcgeceega
tattatcceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctegecttga
ccacgatgee
ctctagette
ttctgegete
gtgggtcteg
‘ttatctacac
taggtgecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttecegaaggt
cgtagttagg
tcctgttacc
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgeccacget
caggagagceg
ggtttecgeca
tatggaazaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga

gcagctggea
tgagttaget
tgtgtggaat
ccaagcgege
aggtcgacgg

ggcgcaggtt
ggagtcttga
tecegtetgt
ctcgaggcga
ccaaagtgaa
gcctaagtge
ggcgceggaga
acagcggege
cgegtggega
ggggtecgegy
aaaaggacag
cgegatgega
tggtgattte
tgctgacage
tctgeettga
attcgcccta
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
tcggggaaat
tececgeteatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgee
tgagtactca
cagtgctgee
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccctteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatcect
aggatcttct
accgctacca
aactggctte
ccaccacttce
agtggctget
accggataag
gcgaacgace
tccecgaaggyg
cacgagggag
cctetgactt
cgccagcaac
ctttectgeg
taccgctcege
gcgeccaata

cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct
tatcgataag

4044

7164
7224
7284
7344
7404
7464
7524

7584
7644
7704
7764
7824
7847



<400> 22

Met
1
Ala
Gly
Gly
Gly
65
Gln
Ile
Tyr
Asp
Met
145
Val
Ala
Thr
Ile
Glu

225

Arg

Ser
Leu
Ala
Gly
50

Arg
Ala
Phe
Pro
Ala
130
Ala
Ihr
Tyxr
Ser
Ser
210

Leu

Pro

Ala
Thr
Ala
35

Asp
Gly
Ala
His
Gly
115
Phe
Glu
Sexr
Met
Ala
195
Axrg

Pro

Gly

Thr

Thr

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu

100

Gly

Lys

Gly

Gly

Asp

180

Val

Ala

Arg

Pro

Arg

Pro

Ala

Ala

Asn

Asp

85

Leu

Ala

Phe

Tyr

Pro

165

Gly

Gly

Cys

Arg

Val

Ala

Val

Arg

Lys

Ala

Asp

Met

Ile

Ile

Ala

150

Gly

Thr

Thr

Thr

Ile

230

Leu

Ala
Lys
Leu
Lys
55

Thr
Ala
Arg
Leu
Leu
135
Arg
Ala
Pro
Asp
Lys
215

Asn

Val
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Thr

Gln

Ala

40

Ala

Arg

Arg

Glu

Pro

120

Ala

Ala

Thx

Leu

Ala

200

Trp

Glu

Asp

Arg
Gln
25

Ala
Ala
Glu
Phe
His
105
val
Arg
Thr
Asn
Leu
185
Phe
Asn

Ala

Leu

Thr Ala
10

Gln Gln
Ala Ala
Ala Ala
Lys Ser
Val Gly
30

Gln Val
Phe Asp
His Glu
Gly Lys

155

Thr Ile

170

Val Phe

Gln Glu

Val Met

Phe Glu
235

Pro Lys

50

Ala

Gln

Phe

Arg

60

Sexr

Leu

Asp

Ala

Gln

140

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

220

Ile

Asp

Ala
Gln
Ser
45

Ala
Leu
Thr
Thr
Ile
125
Gly
Gly
Pro

Gly

Asp
205

Val

Leu

Leu
30

Ser

Phe S

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

Met

Thr

Ser
15
Arg

Gly

Thr
Ala
95

Phe
Glu
Gly
Val
Met
175
Val
Val
Val

Ser

Ala

Ser

val

Thr

Thr

Val

80

Gln

Gly

Ser

His

Leu

160

Asp

Gln

Gly

Lys

Gly

240

Val



Glu
Lys
Thr
Pro
305
Pro
Thr
Leu
Gln
Val
385
Arg
Leu
Glu
Pro
Leu
465
Leu
Asp
Ala

Gly

Lys
545

Leu

Gln

Ala

290

Val

Ala

Thr

Lys

Asn

370

Thr

Glu

His

Asn

Trp

450

Glu

Thr

Gln

Ala

Gly I

530

Ile

Lys
Lys
275
Asp
Ile
Val
Met
Met
355
Ala
Gly
Gly
Lys
Leu
435
Phe
Ser
Glu
Glu
Gln

515

Ala

Glu
260
Val
Phe
Tyr
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
Tyxr
Leu

Thr

Pro

Pro

Leu

Leu

Gly

310

Glu

Leu

Met

Ile

Asp

390

Gly

Gln

Val

Ile

Ser

470

Lys

Ile

Thr

Met

Asp
550

Asp
Phe
Ile
295
Gln
Phe
Gly
His
Leu
375
Ala
Ile
Pro
Thr
Ala
455
Asp
Gln
Thr
Trp
Gly

535

Ala
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Ser

His

280

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

360

Ala

Phe

Val

Thr

Pro

440

Asp

Asp

Ile

Thr

Thr

520

Tyr

Ile

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

Gly

Val

Glu

Met

Met

Lys

330

Asp

Ala

Gly

Pro

Phe

410

Ala

Val

Lys

Val

Glu

490

Val

Pro

Leu

Ile

Gln

Arg

Ile

Gln

315

Ala

Glu

Tyr

Ala

Glu

395

Glu

val

Gln

Glu

Leu

475

Ile

Gly

Arg

Pro

Asp
555

51

val

Ile

Asn

300

Ser

Asn

Arg

Ala

Arg

380

Ala

Ile

Leu

Arg

Lys

460

Lys

Gln

Ser

Gln

Ser

540

Ile

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

Ala

Asp

Val
270
Ala
Ala
Leu
Pro
Pro
350
Tyr
Asp
Arg
Pro
Asp
430
Glu
Pro
Gln
Lys
Gln
510
Ile

Ile

Gly

255

Arg

Pro

Glu

Asn

Val

335

Leu

Ser

Asp

Ala

Lys

415

Val

Arg

Phe

Gln

Asp

495

Met

Ser

Gly

Asp

Gln

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 Thr Ala Ala Glu Phe Lys

565 570

575

Val Gly Val Lys Ile Leu Leu Leu Gln Asn Asn Phe Gln Gly Met Val
580 585 5580

Lys Asn Trp Gln Asp Leu Phe Tyr Asp Lys Arg Tyr Ser Gly Thr Ala

595 600 605

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

610 615 620

Gly Leu Tyr Cys Ala Lys Gln Ser Glu Leu Lys Asp Lys Ile Lys Glu

625 630 635

640

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

645 650

655

Lys Asp Thr Leu Val Leu Pro Met Val Pro Ala Gly Phe Pro Leu His

660 665 670

Glu Met Val Leu Glu Pro Pro Lys Pro Lys Asp Ala
675 680

<210> 23

<211> 7847

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<220>

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

<220>
<221> CDS

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

<220>
<221> prim_transcript
<222> (3315)..(4887)
<223>

<220>

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

<220>

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

<400> 23
ttgtcgacag caacttgcaa gttatacgceg accaccaggce aatctcagea
gcacggaget tgegaagagg gtttacaagt cgtcgttcat tcgetctcaa
aacgcaacta ggcccaggee tactttcact ghgtettgte ttgectttea
gtgtgcacaa ccgtgttttg cacaaagege aagatgctca ctcgactgtg

52

cgcccagega
gctttgecte
caccgaccga
aagaaaggtt

60
120
180
240



gcgegeaage
aatccgegat
tcactggeat
tcgtaacctt
cactgteagt
cgcctggace
ccagecageeqg
ggcgtgtgea
tgcagagcege
gecacttgegg
cagtgggcge
ccgecgeaca
tggegggeaa
aaaagaaaga
gaaatgaaag
gaggagcgeyg
gagcgagcge
atg agc gcg
Met Ser Ala
1
gcg
Ala

ctg
Leu

acg
Thr

geg
Ala

gcg
Ala
35

gac
Asp

ggc
Gly

gga
Gly
50

cge
Arg

ggce
Gly

gga
Gly
65

cag
Gln

ggc
Gly

gcg
Ala

gcg
Ala

ttt
Phe

cat
His

atc
Ile

cct
Pro

tac
Tyr

ggc
Gly
115
ttc
Phe

gac
Asp

gcc
Ala
130
gce
Ala

atg
Met
145
gte
Val

gag
Glu

acc
Thr

tecg
Ser

tac
Tyr

gct
Ala

atg
Met

tct
Ser

gct
Ala
195
cgc
Ar

acc
Thr

ate
Ile

agc
Ser
210

gactgcgact
gggtcagtge
gtcctageat
ctecgecaaccg
cagtcagtca
gctgectgeta
ccagtegacg
aactaacgtt
agcgcgcaag
gcgcggegeg
aaagccgcegco
cagaagtata
ggaaaggagd
aagaaagaaa
cacggcacgg
cgecaggacce
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gcgaggatga
cattcgegea
ctttacgcga
cgaatcgeccg
gtcgtgegeg
ctgctagtgg
ccageecaggg
gaccactgge
tgcagaatge
gaacagtgcg
agtaagcagc
cgcgggecga
agacggaaag
gaaagaaaga
caaagcaaag
gcgeggegag

ggatgactgg
tgacgeectge
gcaaaatteca
tttcagectyg
ctgttceage
cacggeaggt
gaaagtccgg
gccegeegac
gcgaaagatc
gaaaggagcyg
ggcggggaac
agtggggegt
agggcgggaa
aagctcggag
caaagcagac
cgagcgagcea

cagcctgtte
gagagacaag
atcgctttat
actaatctge
accgaggtcg
aggagcttgt
cgtcgaaggg
acgagcagga
cacttgegeg
gtgcagacgg
ggtatacgca
cgcgegeggg
agagagagag
ccacgccgceyg
ccagccagac
cggcgcegega

gcgagegage

acc
Thr

acg
Thr
20

tcg
Ser

gcg
Ala

cce
Pro

acg
Thr

gag
Glu
100
gge
Gly

aag
Lys

gge
Gly

ggc
Gly

gac
Asp
180
gtec
Val

gcyg
Ala

cgce
Arg
5

cct
Pro

gca
Ala

gcc
Ala

aac
Asn

gac
Asp
85

ctc
Leu

gec
Ala

ttc
Phe

tac
Tyr

cct
Pro
165
ggt
Gly

ggce
Gly

tgc
Cys

gcg
Ala

gta
Val

cgg
Arg

aag
Lys

gcg
Ala
70

gat
Asp

atg
Met

att
Ile

att
Ile

gcg
Ala
150
gga
Gly

acg
Thr

acg
Thr

acc
Thr

gcg
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

aag
Lys
55

aca
Thr

gcg
Ala

cge
Arg

ctg
Leu

cte
Leu
135
cge
Arg

gce
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

aag
Lys
215

aaggcttget

acg
Thr

cag
Gln

gcg
Ala
40

gcg
Ala

cgc
Arg

cgc
Arg

gag
Glu

cce
Pro
120
gct
Ala

gce
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

gct
Ala
200
tgg
Trp

gcgagcegatc

agy
Arg

cag
Gln
25

gce
Ala

gce
Ala

gag
Glu

tte
Phe

cac
His
105
gtt
Val

cgc
Arg

acg
Thr

aac
Asn

ctc
Leu
185
tte
Phe

aac
Asn

aca
Thr
10

cag
Gln

gecg
Ala

gcg
Ala

aag
Lys

gte
Val
90

cag
Gln

Tttt
Phe

cac
His

ggc
Gly

acc
Thr
170
gty
Val

cag
Gln

gte
Val

53

gcg
Ala

cag
Gln

gcg
Ala

gcg
Ala

agc
Ser
75

ggc
Gly

gtg
Val

gat
Asp

gag
Glu

aag
Lys
155
atc
Ile

ttc
Phe

gag
Glu

atg
Met

gagcgagcga

gcg
Ala

cag
Gln

tte
Phe

agg
Arg
60

tcg
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala

cag
Gln
140
cce
Pro

acc
Thr

acc
Thr

tgt
Cys

gtc
val
220

gcg
Ala

cag
"Gln

teg
Ser
45

gcg
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

acc
Thr

att
Ile
125
gge
Gly

ggc
Gly

ccg
Pro

gge
Gly

gac
Asp
205
aag
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu
30

tce
Ser

ttc
Phe

gce
Ala

gge
Gly

atc
Ile
110
Tttt
Phe

gec
Ala

gtt
Val

atc
Ile

cag
Gln
190
att
Ile

gac
Asp

aaaaactgaa
ttaactcgtg
tttttecagtt
agctgegtgg
cgegteogecg
tgccggaaca
agaggaaggc
agcaggcage
cggegggege
cgegecagtga
gtgecgeggg
aagtgcggaa
agagagtgaa
gggagagaga
ccagccgagg
gcgagogagce
gcgggaagyg
tce teg
Ser Ser
15

cgc gta
Arg Val

ggce
Gly

acg
Thr

tce
Ser

acg
Thr

gtc
val
80

caa
Gln

acg
Thr

gcec
Ala
95

ttt
Phe

gge
Gly

agt
Ser

gag
Glu

cac
His

gge
Gly

cte
Leu
160
gat
Asp

gtc
Val

atg
Met
175
gtg
Val

cag
Gln

gtt
val

ggc
Gly

gtg
Val

aag
Lys

300

1259
1307

1355

1403

1451

14998

1547

1595

1643

1691

1739

1787

1835

1883

1931



gag
Glu
225
cge
Arg

gag
Glu

aag
Lys

acg
Thr

cce
Pro
305
ccyg
Pro

acec
Thr

ctc
Leu

cag
Gln

gtg
Val
385
cge
Arg

ctc
Leu

gag
Glu

ccg
Pro

cte
Leu
465
ctc
Leu

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

ctc
Leu

cecg
Pro

ctc
Leu

caa
Gln

gce
Ala
280
gte
Val

gct
Ala

acc
Thr

aag
Lys

aac
Asn
370
acg
Thr

gag
Glu

cac
His

aac
Asn

tgg
Txp
450
gag
Glu

acg
Thx

cag
Gln

gcg
Ala

gge
Gly

ccg
Pro

ggt
Gly

aag
Lys

aag
Lys
275
gac
Asp

atc
Ile

gtg
Val

atg
Met

atg
Met
355
gcc
Ala

gge
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

ctc
Leu
435
ttt
Phe

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln
515
gcc
Ala

cge

cce
Pro

gaa
Glu
260
gtc
Val

tte
Phe

tat
Tyr

ctc
Leu

cag

340
cte
Leu

gat
Asp

cge
Arg

cgce
Arg

gtc
Val
420
gce
Ala

gcg
Ala

gtt
Val

ctt
Leu

gtc
Val
500
ttc
Phe

gge
Gly

cge
Arg

gtg
Val
245
atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

gct
Ala

aag
Lys
325
ggt
Gly

ggce
Gly

ctt
Leu

gtt
val

ggt
Gly
405
gtc
Val

aac
Asn

cag
Gln

gat
Asp

aac
Asn
485
tac
Tyr

ctt
Leu

act
Thr

atc
Ile
230
ctc
Leu

cce
Pro

ctt
Leu

ctc
Leu

gge
Gly
310
gag
Glu

ctc
Leu

atg
Met

atc
Ile

gac
Asp
390
ggc
Gly

cag
Gln

gtec
Val

atc
Ile

tecg
Ser
470
aag
Lys

atec
Ile

acc
Thr

atg
Met

aat
Asn

gtc
vVal

gac
Asp

ttc
Phe

att
Ile
295
cag
Gln

tte
Phe

gge
Gly

cac
His

ctg
Leu
375
gce
Ala

atc
Ile

cece
Pro

acg
Thr

gce
Ala
455
gac
Asp

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp

ggc
Gly
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gag
Glu

gat
Asp

agc
Ser

cac
His
280
gce
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly
360
gcg
Ala

ttt
Phe

gtt
Val

acc
Thr

ccc
Pro
440
gat
Asp

gac
Asp

att
Ile

acg
Thr

acc
Thr
520
tac
Tyr

gee
Ala

ctt
Leu

tce
Ser
265
aag
Lys
gag
Glu

gtc
Val

gag
Glu

ttt
Phe
345
tct
Ser

ctc
Leu

get
Ala

cac
His

gte
Val
425
cac
His

tgg
Trp

aag
Lys

ctc
Leu

ggc
Gly
505
aag
Lys

ggce
Gly

Tttt
Phe

cct
Pro
250
cece
Pro

gag
Glu

atg
Met

atg
Met

aag
Lys
330
gac
Asp

gcc
Ala

ggt
Gly

ccg
Pro

ttt
Phe
410
gcg
Ala

gtg
Val

aag
Lys

gtt
Val

gag
Glu
490
gtc
Val

ccg
Pro

ctt
Leu

gag
Glu
235
aag
Lys

cag
Gln

cge
Arg
ate
Ile

cag
Gln
315
gce
Ala

gag
Glu

tac
Tyr

gcc
Ala

gag
Glu
385
gag
Glu

gtc
Val

cag
Gln

gag
Glu

ctc
Leu
475

Tle

gga
Gly

cgc
Arg

cce
Pro

54

att
Ile

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

aac
Asn
300
age
Sexr

aac
Asn

cgt
Arg

gcc
Ala

cgc
Arg
380
gct
Ala

att
Ile

cte
Leu

cge

Arg’

aag
Lys
460
aag
Lys

cag
Gln

agc
Ser

cag
Gln

teg
Ser

gcc
Ala

gtg
val

gct
Ala

gge
Gly
285
cgt
Arg

ccg
Pro

att
Ile

agt
Ser

aac
Asn
365
ttt
Phe

cgc
Arg

tecec
Ser

gge
Gly

cag
Gln
445
cac
His

ccg
Pro

gag
Glu

cac
His

tgg
525

gcec
Ala

atg
Met

ace
Thr

gtg
val
270
gct
Ala

gcg
Ala

ttg
Leu

ccc
Pro

ccc
Pro
350
tac
Tyr

gat
Asp

cgt
Arg

ccc
Pro

gac
ASp
430
gag
Glu

cct
Pro

cag
Gln

aay
Lys

cag
510
atc

Ile

att
Ile

age
Sexr

gce
Ala
255
cgc
Axr

cct
Pro

gag
Glu

aat
Asn

gtg
Val
335
ctc
Leu

tcg
Ser

gat
Asp

gce
Ala

aag
Lys
415
gty
Val

cge
Arg

ttt
Phe

cag
Gln

gac
Asp
495
atg
Met

tec
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly
240
gtt
Val

cag
Gln

dgc
Gly

cga

ggc
Gly
320
acc
Thr

tee
Ser

atg
Met

cgt
Arg

gag
Glu
400
aac
Asn

gtc
Val

gag
Glu

ctg
Leu

gtc
Val
480
gcc
Ala

cag
Gln

teg
Ser

gcec
Ala

1879

2027

2075

2123

2171

2219

2267

2315

2363

2411

2458

2507

2555

2603

2651

2699

2747

2795

2843

2891



530
att
Ile

aag
Lys
545
tet
Ser

gcc
Ala

tat
Tyr

teg
Ser

gtt
Val

gtg
Val

ggc
Gly

gtt
val
595
aac

Asn

aaqg
Lys

aac
Asn

tte
Phe
610
ctc
Leu

atg
Met

tac
Tyr

ggt
Gly
625
ttt
Phe

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

acg
Thr

gag

atg

gtc

vVal
675
ccatggcggg
ttgectteget
ttgtcggega
cgctteegge
cgtctgecgea
tecgacgagtce
tagcacgcaa
gacgcgagte
cgcgeccgeg
gacgcgagga
tegtteegea
ggttccgaac
ctcegeaggt
cgcgecttag
cgctgcgetg
cgegaatege
aatagtaggg
ctaagggage
acctatcgge
gcccacgcega
cacagctgeg
gtggcagggg
acgcgeggge
gcacgcgage
tatgtatgeg
ttcgateggt
ccecgggggat
tagtgagtcg
ccectggegtt
tagcgaagag
ggacgcgccc

Glu Met

cece
Pro

aag
Lys

atg
Met

acc
Thr
565
att
Ile

aag
Lys
580
cag
Gln

gat
Asp

cecg
Pro

cgc
Arg

tge
Cys

gcg
Ala

tac
Tyxr

gat
Asp
645
gte
Val

cte
Len
660
ctc
Leu

gag
Glu

cgagcgageg
tegetttget
tgectgectg
geggecatcg
cgacccectge
gcacgtcaca
cgatcttcgg
gcecgecgaga
cgatgtctge
ggaccgaaga
tacactccee
gcggcaagga
tctegcagge
ctcactctece
gcecgegaceg
tcgggttgta
§999999999
gtaggggttt
ggagaacttg
ggcggeegeg
cgcggagteg
atggatgcce
ctgcgatgeg
gagcgccega
gggagacttc
ctacggcgeg
ccactagttc
tattacgcge
acccaactta
gceccgcaceg

tgtageggeg

gat
Asp
550
ggt
Gly

ctt
Leu

ctc
Leu

tte
Phe

zaa
Lys
630

gag
Glu

ttg
Leu

cct
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535
gct
Ala

att
Ile

att
Ile

gtt
val

gac
Asp
555
aca
Thr

atc
Ile
570
aac
Asn

ttg
Leu

atg
Met

gaa
Glu

ctt
Leu

ttg
Leu

aac
Asn

cag
Gln
585
gac
Asp

ttt
Phe

tac
Tyxr
600
aag
Lys

aag
Lys

cge
Arg

gat
Asp

gac
Asp
615
cag
Gln

gtc
Val

gee
Ala

cte
Leu

tcg
Ser

aag
Lys
635
ctc
Leu

gag
Glu

cte
Leu
650
cce
Pro

cce
Pro

gtc
val

ggt
Gly

gct
Ala

cce
Pro

atg
Met

gte
Val
665

cct cce

540
atc
Ile

ggt
Gly

gat
Asp

gca
Ala

gce
Ala

gaa
Glu

ttt
Phe

cag
Gln

gge
Gly
590
ggc
Gly

tac
Tyr

tecg
Ser
605
atg
Met

cgt
Arg

gcg
Ala
620
gac
Asp

atc
Ile

aag
Lys

ttc
Phe

gtt
val

gag
Glu

tit
Phe

ccg
Pro
670

gge
Gly

taa

gat
Asp

gct
Ala
560
aag
Lys

ttc
Phe
575
atg
Met

gte
Val

acc
Thr

gee
Ala

gce
Ala

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
640
gac
Asp

gtg
Val
655
ctec
Leu

cac
His

Pro

aag

Lys

680

agcgcgcgag
ttgcttcaca
ccaaccagcc
attcaattca
acgaccacgc
tatctcagat
ggtccteget
cgctgcagca
ctggcgecga
gagacgctgyg
cattcgaget
ttttggetcet
cggcagtggt
gcccacgcege
gctgcgeceag
agggtttcaa
gtacccacce
cgttgaccag
ccaggcgega
tggcgataca
gctgcgagaa
aggtacgteg
agcacgegat
gcaaatgcca
gatggccgaa
agcaggaaag
tagagcggece
gctcactgge
atcgectige
atcgcccectte
cattaagcgce

Pro

Pro

gac
Asp

aag
Lys

cgcgeaagtg
caacctaagt
agccatcegg
cccatcegat
caaggccaac
gcatttggac
cattgecatcc
ggcegeteeg
ctgatctctg
ggtatgcagg
tgctegtect
ggtgggtgga
cgttagaaat
gcatcgeege
agtacgacag
gggtcgggey
cgggecaggtt
agaagcggag
ggcagttcte
gcgaggegac
ggcttctege
gegtgegege
gcgagcacgce
cggaacacgc
aggggtgcaa
ggagcaaggyg
gccacecgegg
cgtegtttta
agcacatcecc
ccaacagttg

ggegggtgty

55

gcc

gttetttttt

Ala

cgcaagcgee
atgaattcaa
ceggecgtee
acgttccgee
gcgeecgetea
tgtgagtgtt
gttcgggeece
acgegaggge
gagegcaagyg
atataccecgyg
tggcagagcee
ctccgatega
agggagtgcc
catgeccgecg
tgggacagag
tegtegegtg
ctcctegecea
aacctgccge
caatttgcgg
cgegegggge
tggcttggtt
gceccagggag
gatgcgagca
gttttttgtt
ggccaaaaga
gcggaattcet
tggagctcca
caacgtecgtyg
cctttegeea
cgcagectga
gtggttacge

ttgcettget
gttttcttge
ttgacgectt
ccctecacgte

gcteagettg

attatgccac
tgcaggegtg
tcgagctege
aagacacggce
ggegggacat
gagcgcegaac
ggcgeaggtt
ggagtcttga
tcecgtetgt
ctcgaggega
ccaaagtgaa
gcctaagtge
ggcgeggaga
acagcggcege
cgegtggega
ggggtcgegg
aaaaggacag
cgcgatgega
tggtgatttc
tgctgacagce
tetgecttga
attcgececta
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
gcagcgtgac

293%

2987

3035

3083

3131

3178

3227

3275

3324

3384
3444
3504
3564
3624
3684
3744
3804
3864
3924
3984
4044
4104
4164
4224
4284
4344
4404
4464
4524
4584
4644
4704
4764
4824
4884
4944
5004
5064
5124
5184
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cgctacactt
cacgttegee
tagtgettta
gccatcgeee
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
gtgcgeggaa
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacge
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gcecagtggeg
gcgecageggt

tacaccgaac

agaaaggcegg
cttecagggg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatceccetg
cgcagccgaa
cgcaaaccgce
cccgactgga
gcaccccagg
taacaatttc
cactaaaggg
cttgacgteg

<210> 24
<211> 684
<212> PRT

gccagcegece
ggctttcecce
cggecaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcegattt
tttaacaaaa
ccectatttg
cctgataaat
tcgeccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggteg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgyg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttecgttcca
tttttetgeg
gtttgcegga
agataccaaa
tagcaccgee
ataagtecgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatce
gaaacgectg
ttttgtgatg
tacggttect
attctgtgga
cgaccgagcg
ctctceceege
aagcgggeayg
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aattcctgea

<213> Schizochytrium sp.

<400> 24

ES 2698473 T3

tagcgecege
gtcaagetcet
accccaaaaa
tttttegeee
gaacaacact
cggectattg
tattaacgct
tttatttttc
gcttcaataa
tecetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggce
tgcggccaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagcccetece
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtectt
tacataccte
tcttaceggg
ggggggtteg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggeceg
tgagcgcaac
tatgcttccg
cagctatgac
gggtaccggg
gcc

tcecttteget
aaatcggggyg
acttgattag
tttgacgttyg
caaccctatce
gttaaaaaat
tacaatttag
tazatacatt
tattgaaaaa
gecggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegyg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
geceggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgeaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctctgcectaa
ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtecctgteg
gggcgygagcec
tggccttttg
accgectttg
gtgagcgagyg
attcattaat
gcaattaatg
gctcgtatgt
catgattacg
cceccecteg

ttctteectt
ctecectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
gtggecacttt
caaatatgta
ggaagagtat
geecttectgt
tgggtgcacg
ttegeeceoga
tattatceceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctegecttga
ccacgatgcc
ctctagettc
ttctgegete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tecctgttace
gacgatagtt
ccagettgga
gcgeeacget
caggagagcg
ggtttcgeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggca
tgagttagcet
tgtgtggaat
ccaagcgcege
aggtcgacgyg

cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgy
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
tcggggaaat
tecegeteatg
gagtattcaa
ttttgecteac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcc
tgagtacteca
cagtgctgcee
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcaatg
ceggcaacaa
ggcccttecg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctget
accggataag
gocgaacgacc
tccegaaggg
cacgagggag
cctetgactt
cgccageaac
ctttcctgeg
tacecgctege
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
aattaaccct
tatcgataag

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

Gly Ala Ala Ser

20

25

56

30

Ala Arg Leu Ala Ala Ala Ala Phe Ser Ser Gly Thr

7847



Gly

Gly

65

Gln

Ile

Tyr

Asp

Met

145

val

Ala

Thr

Ile

Glu

225

Glu

Lys

Thr

Pro

305

Pro

Thr

Gly

Arg

Ala

Phe

Pro

Ala

130

Ala

Thr

Tyr

Ser

Ser

210

Leu

Pro

Leu

Gln

Ala

290

val

Ala

Thr

35

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

Val

Met

Ala

Pro

Thr

Glu

100

Gly

Lys

Gly

Gly

Asp

180

Val

Ala

Arg

Pro

Glu

260

Val

Phe

Tyr

Leu

Gln
340

Ala
Asn
Asp
85

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

325

Gly

Lys

Ala

Asp

Met

Ile

Ile

Ala

150

Gly

Thr

Thr

Thr

Ile

230

Leu

Leu
Leu
Gly
310

Glu

Leu

Lys
55
Thr

Ala

Leu
Leu
135
Arg
Ala
Pro
Asp
Lys
215
Asn
val
Asp
Phe
Ile
295
Gln

Phe

Gly

ES 2698473 T3

40

Ala

Arg

Arg

Glu

Pro

120

Ala

Ala

Thr

Leu

Ala

200

Trp

Glu

Asp

Ser

His

280

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Glu

Phe

His

105

Val

Arg

Thr

Asn

Leu

185

Phe

Asn

Ala

Leu

Ser

265

Lys

Glu

Val

Glu

Phe
345

Ala Ala

Lys Ser
75 -

Val Gly
90

Gln Val

Phe Asp

His Glu

Gly Lys
155

Thr Ile
170

Val Phe

Gln Glu

Val Met

Phe Glu
235

Pro Lys
250

Pro Gln
Glu Arg
Met Ile
Met Gln

315

Lys Ala
330

Asp Glu

57

Arg

Ser

Len

Asp

Ala

Gln

140

Pro

Thr

Cys
Val
220
Ile
Asp
Val
Ile
Asn
300

Ser

Asn

Thr

Thr

Ile

125

Gly

Gly

Pro

Gly

Asp

205

Lys

Ala

val

Ala

Gly

285

Arg

Pro

Ile

Ser

Gly

Ile

110

Phe

Ala

Val

Ile

Gln

190

Ile

Asp

Met

Thr

Val

270

Ala

Ala

Leu

Pro

Pro
350

Ser

Thr

Ala

Phe

Glu

Gly

Val

Met

175

Val

Val

Val

Ser

Ala

255

Arg

Pro

Glu

Asn

Val

335

Leu

Thr
Val
80

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

Thr

Ser
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Leu
Gln
Val
385
Arg

Leu

Glu

Ala
Gly
Lys
545
Ser
Val
Lys
Met
Gly
625

Phe

Lys

Glu

<210> 25
<211>18

Lys
Asn
370
Thr
Glu
His
Asn
Trp
450
Glu
Thr
Gln
Ala
Gly
530
Ile
Tyx
Gly
Asn
Phe
610
Leu

Leu

Asp

Met

Met
355
Ala
Gly
Gly
Lys
Leu
435
Phe
Ser
Glu
Glu
Gln
515
Ala
Ala
Ser
val
Val
595
Asn
Tyr

Glu

Thr

val
675

<212> ADN
<213> Schizochytrium sp.

<400> 25

Asp

Arg

Arg

Val

420

Ala

Ala

Val

Leu

Val

500

Phe

Gly

Lys

Met

Lys

580

Gln

Pro

Cys

Tyr

Leu
660

Leu

gttgaccagt gccgttcc

Gly

Leu

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

645

Val

Glu

Met
Ile
Asp
390
Gly
Gln
Val
Ile
Ser
470
Lys
Ile
Thr
Met
Asp
550
Gly
Leu
Leu
Phe
Lys
630

Glu

Leu

Pro

18

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

Gly

Pro

Pro

ES 2698473 T3

Gly

360

Ala

Phe

Val

Thr

Pro

440

Asp

Asp

Ile

Thr

Thr

520

Tyx

Ile

Glu

Leu

Tyr

600

Lys

Ser

Pro

Met

Lys
680

Ser Ala

Leu Gly

Ala Pro

His Phe
410

Val Ala
425

His Val

Trp Lys

Lys Val

Leu Glu
490

Gly Val
505

Lys Pro
Gly Leu
val Ile
Leu Ile

570

Gln Asn
585

Asp Lys
Val Ala
Glu Leu
Val Leu

650

Val Pro
665

Pro Lys

Tyr
Ala
Glu
385
Glu
Val
Gln
Glu
Leu
475
Ile
Gly
Arg
Pro
Asp
555
Thr
Asn
Arg
Asp
Lys
635

Leu

Ala

Ala
Arg
380
Ala
Ile
Leu
Arg
Lys
460
Lys
Gln
Ser
Gln
Ser
540
Ile
Ala
Phe
Tyr
Ala
620
Asp

Glu

Gly

Asp Ala

58

Asn
365
Phe
Arg
Ser
Gly
Gln
445
His
Pro
Glu
His
Trp
525
Ala
Asp
Ala
Gln
Ser
605
Met
Lys

val

Phe

Arg

Pro

Asp

430

Glu

Pro

Gln

Lys

Gln

510

Ile

Ile

Gly

Glu

Gly

580

Gly

Arg

Ile

Phe

Pro
670

Ser
Asp
Ala
Lys
415

Val

Arg

Phe I

Gln

Asp

495

Met

Ser

Gly

Asp

Phe

575

Met

Thr

2la

Lys

Val

655

Leu

Met
Arg
Glu
400
Asn
Val
Glu
Val
480
Ala
Gln
Ser
Ala
Ala
560
Lys
Val
Ala
Lys
Glu

640

Asp
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15

20

25

30

35

<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
gcgceccatgg gacgtcaggt ggcacttttc g

<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 28

ES 2698473 T3

31

gcgcccatgg ccgecggcaag cagcagatta 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 teg teg gag ggt ctc teg
Met Val Ala His Ser Ser Glu Gly Leu Ser

1
gce acc gcc ccg gte acc gge
Ala Thr Ala Pro Val Thr Gly

15
tcg ctc gag gag aag gag gcc
Ser Leu Glu Glu Lys Glu Ala
30
cag gecc acc acc gag gag ccc
Gln Ala Thr Thr Glu Glu Pro
45
tte cgc cge gec atc ccc gec

gge
Gly

ccg
Pro

cge
Arg
50

cac

gac
Asp

cge
Arg
35

ate
Ile

tge

gtc
Val
20

gac
Asp

cag
Gln

tte

36

5
ctc gtc
Leu Val

gtc aac
Val Asn

ctg cecc
Leu Pro

gag cgc

59

10

gac gcc cgc gcc

Asp

gcc
Ala

acc
Thr
55

gac

Ala

aac
Asn
40

gtc
Val

cte

Arg Ala
25

acc aag
Thr Lys

gac gcc
Asp Ala

gtc aag

52

100

148

244



Phe

teg
Ser

ttc
Phe

tgg
Trp

cac
His

tte
Phe

tgg
Trp
155
aag
Lys

ccc
Pro

aag
Lys

tte
Phe

tgc
Cys
235
acc
Thr

ctc
Leu

gte
val

cge
Arg

acc
Thr
315
aac
Asn

aag
Lys

gte
Val

gac
Asp

cte
Leu
395

Arg
60

ate
Ile

gcc
Ala

aac
Asn

gac
Asp

atc
Ile
140
cag
Gln

gac
Asp

tcg
Ser

tgg
Trp

tgg

220

gtg
val

atc
Ile

teg
Sexr

gac
Asp

ggce
Gly
300
acc
Thr

aag
Lys

gte
Val

aac
Asn

tac
Tyr
380
gag
Glu

gcege

<210> 30

Arg

cge
Arg

ctc
Leu

atec
Ile

tge
Cys
125
ggce
Gly

aag
Lys

cac
His

tgg
Trp

tte
Phe
205
cce
Pro

atc
Ile

gcc
Ala

tte
Phe

gac
Asp
285
cag
Gin

atg
Met

atc
Ile

ctc
Leu

tac
Tyxr
365

cte
Leu

gag
Glu

<211> 402
<212> PRT
<213> Caenorhabditis elegans

Ala

tac
Tyr

ccc
Pro

tte
Phe
110
cte
Leu

cac
His

teg
Ser

ggc
Gly

aag
Lys
190
cce
Pro

tac
Tyr

agec
Sexr

ggce
Gly

ttec
Phe
270
gtec
vVal

acc
Thr

cac
His

ccg
Pro

gag
Glu
350
gac
Asp

gtg
Val

aag
Lys

Ile

cte
Leu

gcc
Ala

atg
Met

cac
His

atec
Ile

cac
His

cac
His
175
cgc
Arg

gtc
Val

teg
Ser

ggce
Gly

tecg
Ser
255
ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

cac
His

cac
His
335
cce
Pro

ttc
Phe
cac
His

gcec
Ala

Pro

gtc
Val

tte
Phe

gge
Gly

gga
Gly

gce
Ala

aag
Lys
160
gtc
Val

tgg
Trp

tac
Tyr

tecg
Ser

ate
Ile
240
tac
Tyxr

cte
Leu

gag
Glu

acc
Thr

atc
Ile
320
tac
Tyr

ctc
Leu

tte
Phe

aag
Lys

aag
Lys
400

Ala
65

cag
Gln

gag
Glu

gte
Val

agc
Ser

tte
Phe
145
cte
Leu

tgg
Trp

ttc
Phe

acc
Thr

ctec
Leu
225
tgce
Cys

tcg
Ser

atg
Met

gtc
Val

atc
Ile
305
acc
Thr

cac
His

tecg
Ser

gce
Ala

acc
Thr
385
gcc
Ala

ES 2698473 T3

His

gac
Asp

tac
Tyr

tte
Phe

tte
Phe
130
tcg
Ser

cac
His

atc
Ile

aac
Asn

ctc
Leu
210
tte
Phe

tgc
Cys

aac
Asn

ctc
Leu

tac
Tyr
290
gac
Asp

gac
Asp

cte
Leu

gac
Asp

cgce
Arg
370

gcc
Ala

aag
Lys

Cys

tte
Phe

ttc
Phe

ggc
Gly
115
tcg
Ser

ccc
Pro

cac
His

cag
Gln

cce
Pro
185
tte
Phe

gte
Val

tgc
Cys

tgg
Trp

gtc
vVal
275
gag
Glu

cgce
Arg

ggc
Gly

atc
Ile

acc
Thr
355
ttc
Phe

gge
Gly

taacccgggg gtacccttaa ggeatgegeg

Phe

gcc
Ala

gge
Gly
100
tte
Phe

gac
Asp

cte
Leu

gecc
Ala

gac
Asp
180
atc
Ile

gge
Gly

cgc

gtc
Val

tte
Phe
260
atc
Ile

gcc
Ala

tac
Tyr

cac
His

gag
Glu
340
cag
Gln

ctc

Leu

gtc
Ile

Glu

gce
Rla
85

cte
Leu

gce
Ala

aac
Asn

tte
Phe

tte
Phe
165
aag
Lys

ccc
Pro

ttc
Phe

aac
Asn

tgc
Cys
245
tgg
Trp

gtc
Val

gac
Asp

tac
Tyxr

gtg
Val
325
gcc
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp

atg
Met

60

Arg
70

cte
Leu

ttc
Phe

cte
Leu

cag
Gln

teg
Ser
150
acc
Thr

gac
Asp

tte
Phe

tgc
Cys

teg
Ser
230
gcc
Ala

tac
Tyx

acc
Thr

gag
Glu

ggc
Gly
310
gce
Ala

acc
Thr

ggce
Gly

tte
Phe

cag
Gln
390

Asp

acc
Thr

gge
Gly

tte
Phe

aac
Asn
135
cce
Pro

aac
Asn

tgg
Trp

tcg
Ser

gac
Asp
215
gac
Asp

tac
Ty

tac
Tyr

tac
Tyr

tgg
Trp
295
ctc
Leun

cac
His

gag
Glu

tac
Tyr

aac
Asn
375

ttc
Phe

Leu

atc
Ile

tac
Tyxr

gte
val
120
ctc
Leu

tac
Tyr

cac
His

gag
Glu

ggce
Gly
200
ggc
Gly

cgce
Arg

atc
Ile

tgg
Trp

ctg
Leu
280
tcg
Ser

ggc
Gly

cac
His

ggc
Gly

aag
Lys
360
tac
Tyr

cge
Arg

Val

cte
Leu

cte
Leu
105
gtc
val

aac
Asn

ttc
Phe

ate
Ile

gec
Ala
185

tgg

Trp.

tcg
Ser

gtc
Val

gcc
Ala

gte
Val
265
cag
Gln

tte
Phe

ctc
Leu

tte
Phe

gtc
Val
345
teg
Ser

aag

Lys

acc
Thr

Lys

tac
Tyr
90

gtc
Val

ggc
Gly

gac
Asp

ccc
Pro

gac
Asp
170
atg
Met

ctc
Leu

cac
His

cag
Gln

ctc
Leu
250
ccg
Pro

cac
His

gtc
Val

gac
Asp

ttc
Phe
330
aag
Lys

cag
Gln

ctc

Leu

acc
Thr

292

340

388

436

484

532

580

628

676

724

772

820

868

916

964

1012

1060

1108

1156

1204

1258

1263



<400> 30
Met Val
1

Gly Gly

Ala Pro

Pro Arg
50

Ala His
65

Gln Asp

Glu Tyr

Val Phe

Ser Phe
130

Phe Serx
145

Leu His

Trp Ile

Phe Asn

Thr Leu
210

Leu Phe
225

Cys Cys

Ser Asn

Met Leu

Val Tyxr
290

Ile Asp
305

Thr Asp

His Leu

Ser Asp

Ala Arg
370

Thr Ala
385

Ala Lys

Ala

Asp

Cys

Phe

Phe

Gly

115

Ser

Pro

His

Gln

Pro

185

Phe

Val

Cys

Val
275
Glu
Arg
Gly
Ile
Thr
355

Phe

Gly

His
Val
20
Asp
Gln
Phe
Ala
Gly
100
Phe
Asp
Leu
Ala
Asp
180
Ile
Gly
Arg
Val
Phe
260
Ile
Ala
Tyxr
His
Glu
340
Gln

Leu

Ile

Ser

Leu

Val

Leu

Glu

Ala

85

Leu

Ala

Asn

Phe

Phe

165

Lys

Pro

Phe

Asn

Cys

245

Trp

Val

Asp

Tyr

Val

325

Ala

Tyxr

Trp

Met

Ser Glu
Val Asp
Asn Ala

Pro Thr
55

Arg Asp
70

Leu Thr
Phe Gly
Leu Phe

Gln Asn
135

Ser Pro
150

Thr Asn
Asp Trp
Phe Ser

Cys Asp
215

Ser Asp
230

Ala Tyr
Tyr Tyr
Thr Tyr

Glu Trp
295

Gly Leu
310

Ala His
Thr Glu
Gly Tyr
Phe Asn

375

Gln Phe
390
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Gly Leu

Ala
Asn
40

Val
Leu
Tle
Tyr
Val
120
Leu
Tyr
His
Glu
Gly

200

Gly

Arg
25
Thr
Asp
Val
Leu
Leu
105
Val
Asn
Phe
Ile
RAla
185

Trp

Ser

Arg Val

Ile
Trp
Leu
280
Ser
Gly
His
Gly
Lys
360

Tyr

Arg

Ala
Val
265
Gln
Phe
Leu
Phe
Val
345
Ser

Lys

Thr

Ser Ala
10

Ala Ser
Lys Gln
Ala Phe

Lys Ser
75

Tyr Phe
%0

Val Trp

Gly Hls
Asp Phe
Pro Trp

155
Asp Lys
170
Met Pro
Leu Lys

His Phe

Gln Cys
235

Thr

Len

Ala

Arg

60

Tle

Ala

Asn

Asp

Ile

140

Gln

Asp

Ser

Trp

Trp

220

val

Ala Pro
Glu Glu
30

Thr Thr
45

Arg Ala

Arg Tyr

Leu Pro

Ile Phe
110

Cys Leu
125

Gly His

Lys Ser

His Gly

Trp Lys

190

Phe Pro
205

Pro Tyr

Ile Ser

Val
15

Lys
Glu
Ile
Leu
Ala
95

Met

His

His
175
Arg
Val

Ser

Gly

Leu Thr Ile Ala Gly Ser

250

Pro Leu

His Val

Val Arg

Asp Thr

315

Phe Asn
330

Lys Lys
Gln Val

Leu Asp

Thr Leu
395

61

Ser
Asp
Gly
300
Thr
Lys
Val
Asn
Tyr

380

Glu

Phe Phe
270

Asp Val
285

Gln Thr
Met His
Ile Pro
Leu Glu

350

Tyr Asp
365

Leu Val

Glu Lys

255

Gly

Ala

Gln

His.

335

Pro

Phe

His

Ala

Thr

Glu

Glu

Pro

Val

80

Gly

Gly

Ala

Lys

160

Val

Trp

Tyxr

Ser

Ile
240

Tyr

Leu

Glu

Thr

Ile

320

Tyr

Leu

Phe

Lys

Lys
400
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<210> 31
<211> 570
<212> ADN
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<213> Caenorhabditis elegans

<400> 31

agcagcagat
tttccgaagg
cctggggtyay
ggttgagggy
aggcgccgcec
cgcaccgeaw
acgcgacget
acagacgtcg
cagcagccca
cggaagcaag

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

tgccegagge
cgggctegge
acggcgagge
acgaactgtt
gagtgcgacg
tcgeaccgea
gggcettece
gcagcagaaa
tcgecgageaa
ccttgacatc

<213> Schizochytrium sp.

<400> 32

gacccgtcat ctatgctg

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

<213> Schizochytrium sp.

<400> 33

ctcaaagtga acgatgcc

<210> 34
<211> 4244
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

cggcggaagg
gacgacgccqg
taactaggac
taggcgegge
gggaacgctg
ccgeategea
ggcgaaaaaa
cgaatcagtce
gggctcagcc
ctttgccaac

18

18

gacgaggccc
gegecggcgac
ttggggaage
cgagtcgtca
cgccgaccte
ccgeatcgca
agtgatctgg
gagcagcagc
agcagaacac

62

aggcggcteg
gacggccctg
cgagctgage
gagccagcect
gcattgcacc
tcgagacceg
cttacaaatc
tgcagcagea
caatcaggcc

tgaaagcgea
ccggaccggg
gacttgageg
gtggagaaag
gcatcgcawt
acgcagcgag
ccgagacgag
gcagcagcag
aagaatcgca

60
120
180
240
300
360

480
540
570



<400> 34

tttectctete
cgtcegtteg
cttgttgceca
gggtctgect
ccatcgggce
acgcacgggy
gtcgecgece
gccceccgeag
aagaaaagaa
tgatgggget
tttgggagag
ggttgctgaa
ggaggggatyg
ccgegeggeg
tattcattct
ggactctatg
agatacagca
gcacggcage
tttttgattt
caagaggcaa
cgcegetecg
ttcecattcac
tgttcgtteg
acgacccteg
tgctaagege
aagtctceat
ggagagaagg
gccctecttag
ggcggccacg
ccgtectgett
cegtcttecg
acgtacttaa
gcectegeate
gcggggegge
tegetegete
tggctgeatg
tgectgeett
cacccgccge
cgcgataccg
gagaaggagyg
gctggcgaag
ccccggtecea
gttctectece
ctcgectegeg
gcecggegate
ccgeeteegt

‘gttcgtagge
tagctegact
cgggeecgacyg
cacgcectee
acgcacgcac
gcttecttee
cgatacctge
tagggtttgt
cgatctgatce
gtctgegege
aagcacgcag
tgctgctgtg
gtacatacat
tegtegecge
gcecgecgecyg
atggatggat
agcgaggacyg
cgctgecgeg
tetttgtete
tggaagatgg
gaggaggagc
tcggagagag
gcacgagcac
cagcgectag
caagccgeca

tcgagetgtt
atcaagcgct
ggcagccgea
gcctceceget
tegectecte
ggacgcgcgce
tecttectte
cggcgegeag
aataacagcg
tctecgtggeg
aagagtggga
acttcttcga
gatacctecec
gtgggteegy
tcctctecag
ttttagggea
cagagacctt
ggtgcacgceg
taggtggtgt
gcaagtacat
ctcaagctge
ttttctgecat
tgcgtgegtg
gtegtegeeg
gcagcaatgc
cgcagccaca
aaagacccgc
acagttccta
ggttcececece
acgcacttecg
geegegtegy
tattaacagt
gctggggacyg
ctctteecgge
gegggagcege
cctgcecectgee
cgtgegtgeg
acctcgactt
tgcgaggceta
gctggeggag
gtgcetggag
ttccaccacg
geccgggectt
gaggattcge
gegatggetg
attgtggatt

ttggttatag
tgggtccaca
aaagtgcgeg
gtcgcagtca
gcacgecacgce
gcacgggect
cggtgecegee
tcgtectgaa
tgatttgett
cgecagcttce
cttegeegece
gcegggettt
actgccgget
cgegggegece
ctcegeteeg
ggatggatgy
agcgecgegayg
ccegecttge
gcgegecget
ctcattcaat
agcaagcaaa
agtcttgegg
gagcacgagc
ctcgetegat
gccagccagce
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gctgetgetg
cgctegeteg
ggctgtetgt
cccgeeegee
gcgecgeacg
ccegegteee
cctegectec
gaagcgagga
ccgtctegeg
cggctgegge
cgeggagaag
gcggeacagg
gaggctggea
aggcgcgagyg
gaaggaagca
cgtcggagea
gcecggegacyg
ctcecteggea
gcctgecact
acatccattc
agctagctgg
ccgecggecag
cgtgegteee
caagcgaaac
tgagagtaat
ttcaggettt
cgecegecgec
ggtgeceggge
gcaccttcca
cgcggecgea
aggtcgtcec
gggacctcge
caggcgaggce
cggcggcege
agcgcggcge
tgcetgectg
tgcgtgagtg
ttgaagaagce
cgaagcgagt
gcgtgeatge
gatctaacga
tctgtgecetyg
caggaccgag
cggccgecgg
tgctgacgta
cgttagttgg

ctaatagttt
ccactgccee
agtgaggtaa
gtccagacag
ccgecacgeac
acctcteget
tecegteacge
ttgtttgatt
tgctttgett
cttcttctec
gcatccggte
tectecategg
tectectett
gegegegecy
ctecgaggece
atggattttg
cgcggcagee
gagcctgege
tggcctegtyg
cgacccattce
ccaaaagctc
cgaccaccgg
acgagcacga
acagaaagag
tagctagececa

ctgctgcectge
accgatcggt
ctgtttgtgt
gccgeecegta
catcgecgege
ccgececgcege
tettectece
gagcggggag
cagacgcgcg
ctggcececgge
ataagatggt
cgatggcgag
tggacgagct
ttggttttet
agtcacatag
gaaggcgega
cggatgcagg
gatgcacggt
ttgaacatca
gaattcaagt
ctgacagggc
caggcccgta
agctgcctgt
ccgacgecega
cttcagccea
ctctetctet
tctgegectg
gccgeegcege
caccttctte
gccegegaac
cgcgecgege
acaggacctg
atcececggege
atcaggcgga
cagcgtggec
cgtgcgtgeg
cggcggaaga
cgecgatgega
ctggceggee
cggcgaccat
tcgetgetat
ccgectgacce
acgagacctg
gccggacggg
ctegtgegtg
ttgttggttg

agtttatact
tctactgtga
cctaagcaac
gcagaaaagc
gctcecctece
ccectegecte
gctecagecge
tgatttgatt
tgtcteecte
cagccctect
ggteggtegyg
cgactctttce
ccagcgegge
cecgecgecge
gcgagaggge
ttgatcgatg
ggattcgeag
cgcgagegag
tgtcttgtge
acgcacgcac
tcgegetege
cagcagcagc
gcattcgage
gcgggttyggg
gceetgectge

63

tgcttecttg
gcgtgegtge
agttttaccc
teceaccecge
atcgecatgca
cgtegtegtce
gagccceect
gagagaagaa
cggccgegtyg
ctcgectttg
gcecatggege
agaccgacag
ggecgcegcegg
tcatacctga
agtatcacta
gcgattcegaa
cgagcacgeca
tctgegeege
tccacaagte
tcaagagacg
tcgectggetg
cgcacgttcet
ctaatctgece
cctggecaat
ccaagtcatt
ceceteectet
tgacgggctg
ctcecgtegea
cccecgcagece
ccgagegegt
tactcegggt
acggcagcac
ggccceogceac
tgacgcaaga
aagctccege
tgcgtgegtg
gggatcatgce
tgcgatgega
gtcatacaac
tgcgaacgeg
gatgctatag
tgcgettgge
cagctgcage
actcgcgagg
gcagcegtac
atttgttgat

ggtgctctte
atggatcaat
ggcggtette
gtcttaggga
tegegtgeet
gccgcaccag
agctcageee
tgatttgatc
ccggegegga
tetgeteccg
tegatcgacce
ttctecatac
gacggeggcea
ccgegtegea
cgeggeggeg
gcggegeatg
ggcctegete
cgagcgagceyg
ttgcgtageg
tccggegege
ggtctcggge
agcagcagca
aagaggacag
cgtaaaaaaa
caaa

ctggttctea
gtgcgtgagt
tecggggtteg
tecgectecge
tcatgetgece
tggcgatgcee
gtcttectte
aagaaaagaa
cgaggcggeg
aggtgcagge
aggacggaga
ctgceggege
atctggetgg
taccatacgg
gcctaatgat
tgcgagegat
cgcaccgcac
gcctttacat
aacgcagcat
cagcaacagc
tagtggaaaa
ctegtttagtt
gcgegatceea
gccgcaagaa
atcgctgece
ctttctgeeg
tcegttgtaa
ggcacacgta
ggaccgegeg
gctgtgggeg
cctgtgeggt
agacgtcgee
cggggaggcet
gcecetegeag
cccttctgge
ccttegtgeg
gaggatcaat
tgcgatgega
gcacgttttce
gcgtetegtg
ctgtgctgat
tttecctteaa
tagactcgceg
tcacacggcec
gtcagcgacg
taattttttt

ggtgctgatt
ggacgcacga
agaggggacg
ccacgcacgc
atttttttag
gcggcagceag
agccgcgage
cgatccgate
ccaagcgtee
cctctegege
cgectgeege
gtcctactac
ggctgegacyg
gggcctegte
cgatggatgg
ggcggagatg
gectegegee
agcggggcett
ggcgecgegg
agagaaggcc
tcgageggte
gegetgtega
acacggttgt
aaggagcacg

60
120
180
240
300
360
420
480 -

600
660
720

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



<210> 35
<211> 4244
<212> ADN

<213> Schizochytrium sp.

<400> 35

tttctctecte
cgteegtteg
cttgttgcca
gggtctgect
ccategggec
acgeacgggg
gtegeecgecee
gccececgeag
aagaaaagaa
tgatgggget
tttgggagag
ggttgctgaa
ggaggggatg
ccgegeggceg
tattcattct
ggactctatg
agatacagca
gcacggcage
tttttgattt
caagaggcaa
cgcegeteeg
ttccatteac
tgttegtteg
acgaccctcg
tgctaagecge
aagtctceat
ggagagaagg

tegagetgtt
atcaagegcet
ggcagccgea
gcctecoeget
tecgectecte
ggacgcgcge
teccttectte
cggcgegeag
aataacagcg
tctegtggeg
aagagtggga
acttcttcga
gatacctcce
gtgggtccgg
tcctctcececag
ttttagggceca
cagagacctt
ggtgecacgeg
taggtggtgt
gcaagtacat
ctcaagetge
ttttetgeat
tgcgtgegtg
gtegtegeeg
gcagcaatge
cgcagccaca
aaagacccgc
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gctgctgetg
cgectegeteg
ggctgtctgt
ccegecegec
gcgeocgeacyg
ccegegtece
cctecgectee
gaagcgagga
ccgtectegeg
cggetgegge
cgcggagaag
gcggcacagyg
gaggctggea
aggcgegagg
gaaggaagca
cgteggagea
geeggcgacyg
cteeteggea
gcectgecact
acatccattce
agctagctgg
cegeggecag
cgtgcgtcce
caagcgaaac
tgagagtaat
ttcaggettt
cgccgecgec

ctgctgetge
accgatcggt
ctgtttgtgt
gccgcecgta
catcgcgege
ccgecgecgce
tcttectece
gagcggggag
cagacgcgcyg
ctggeccgge
ataagatggt
cgatggcgag
tggacgaget
ttggttttet
agtcacatag
gaaggcgcga
cggatgcagg
gatgcacggt
ttgaacatca
gaattcaagt
ctgacagggc
caggeeegta
agctgcetgt
ccgacgccga
cttcagccea
ctetctetet
tctgegectg

64

tgcttecttg
gcgtgegtge
agttttacce
tccacceccege
atcgcatgea
cgtegtegte
gagcccecect
gagagaagaa
cggccgegtg
ctecgectttg
gccatggege
agaccgacag
ggcecgegegyg
tcatacctga
agtatcacta
gcgattcgaa
cgagcacgca
tectgegeege
tccacaagte
tcaagagacg
tegetggetyg
cgcacgttet
ctaatctgece
cctggccaat
ccaagtcatt
ccctecctet
tgacgggctyg

ctggttctca
gtgcgtgagt
tecggggttcg
tcgecteege
tcatgetgee
tggcgatgee
gtecttectte
aagasaagaa
cgaggcggcyg
aggtgcagge
aggacggaga
ctgceggege
atctggectgg
taccatacgg
gcctaatgat
tgcgagegat
cgcaccgeac
gcctttacat
aacgcagcat
cagcaacagc
tagtggaaaa
ctegtttott
gcgcgatcca
gccgcaagaa
atcgctgeece
ctttctgeeg
tecegttgtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860

1020
1080

-1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



gccetcettag
ggcggeeacyg
cegtetgett
ccgtetteeg
acgtacttaa
gcctegeate
gcggggegge
tcgetegete
tggctgeatg
tgectgeett
caccecgeecge
cgcgataccg
gagaaggagyg
gctggegaag
cceceggteca
gttctectce
ctecgetegeg
gceggegate
ccgectecgt
gttegtagge
tagctcgact
cgggeegacyg
cacgeectee
acgcacgcac
gcttecttec
cgatacctge
tagggtttgt
cgatctgatc
gtctgegege
aagcacgcag
tgctgetgtyg
gtacatacat
tecgtegeege
gccgeegecyg
atggatggat
agcgaggacg
cgctgeegeg
tectttgtete
tggaagatgg
gaggaggagce
tcggagagag
gcacgagcac
cagcgectag
caagccgcca

‘acagttccta

ggttceceece
acgcactteg
gccgegtegg
tattaacagt
gctggggacyg
ctctteegge
gcgggagege
cctgeetgee
cgtgcgtgeg
acctegactt
tgcgaggceta
gctggeggag
gtgectggag
ttccaccacg
gcegggectt
gaggattcge
gegatggetg
attgtggatt
ttggttatag
tgggtccaca
aaagtgcgeg
gtcgcagtca
gcacgcacgce
gcacgggcect
cggtgcegece
tegtectgaa
tgatttgett
cgcagcttece
cttegecgee

gcecgggettt

actgecegget
cgcgggegee
ctecegetecg
ggatggatgg
agcgegcgag
ccegecttge
gegegecget
ctcattcaat
agcaagcaaa
agtcttgegg
gagcacgagc
ctcgetegat
gocagccage
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ggtgecggge
gcaccttcceca
cgeggeecgeco
aggtecgtece
gggacctege
caggcgagge
cggeggeege
agcgeggege
tgecctgectg
tgegtgagtg
ttgaagazage
cgaagcgagt
gcgtgeatge
gatctaacga
tctgtgectg
caggaccgag
cggecegeegg
tgctgacgta
cgttagttgg
ctaatagttt
ccactgececec
agtgaggtaa
gtccagacag
ccgecacgeac
acctcteget
tcegtecacge
ttgtttgatt
tgctttgett
cttettetece
gcatccggte
totececategg
tcctectett
gcgegegeceyg
ctcecgaggec
atggattttg
cgcggcagcece
gagcctgege
tggecctegtg
cgacccattc
ccaaaagctc
cgaccaccgg
acgagcacga
acagaaagag
tagctagcca

gccgeegege
caccttette
gceegegaac
cgcgeogegco
acaggacctg
atcceggege
atcaggcgga
cagcgtggec
cgtgcgtgeg
cggcggaaga
cgegatgega
ctggceggee
cggcgaccat
tcgetgetat
ccgectgace
acgagacctg
gccggacggg
ctcgtgegtg
ttgttggttg
agtttatact
tctactgtga
cctaagcaac
gcagaaaagc
gctcecteee
ccctegecto
gctcageege
tgatttgatt
tgtctecete
cageectect

ggteggtegy

cgactctttc
ccagegegge
ccgeegeege
gcgagaggge
ttgatcgatg
ggattcgcag
cgcgagegag
tgtcttgtge
acgcacgcac
tegegetcege
cagcagcagc
gcattegage
gcgagttagyg
gcctgectge

65

ctcegtegea
ccecegeagee
ccgagegegt
tacteccgggt
acggcagecac
ggccccgeac
tgacgcaaga
aagctceccge
tgegtgegtg
gggatcatgc
tgegatgega
gtcatacaac
tgcgaacgeg
gatgctatag
tgcgettgge
cagectgcagce
actcgcgagg
gcagcegtac
atttgttgat
ggtgctctte
atggatcaat
ggcggtctte
gtcttaggga
tecgegtgect
gccgcaccag
agctcagcecc
tgatttgatc
ccggegegga
tctgeteceg
tcgatcgace
ttetccatac
gacggcggea
ccgegtegea
cgecggeggeg
gcggegeatg
ggcctegecte
cgagcgagceg
ttgegtageg
teeggegege
ggtctcggge
agcagcagca
aagaggacag
cgtaaaaaaa
caaa

ggcacacgta
ggaccgcegeyg
gctgtgggeg
cctgtgeggt
agacgtcgcee
cggggagget
gcectegeag
cecttectgge
ccttegtgeg
gaggatcaat
tgcgatgega
gcacgtittc
gegtectegtg
ctgtgctgat
tttecctteaa
tagactegeg
tcacacggcece
gtcagcgacg
taattttttt
ggtgctgatt
ggacgcacga
agaggggacg
ccacgcacge
atttttttag
gcggcageag
agccgegage
cgatccgatce
ccaagegtee
cctctegege
cgcctgecge
gtcctactac
ggctgegacg
gggcctegte
cgatggatgg
ggcggagatg
gcectegegec
agcggggett
ggcgecgegyg
agagaaggcc
tcgagceggtce
gegetgtega
acacggttgt
aaggagcacg
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REIVINDICACIONES

Molécula aislada de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del
grupo que consiste en:

a. SEC ID n° 4;

b. nucledtidos 441 a 894 de SEC ID n°® 9;

c. una secuencia de acidos nucleicos que es por lo menos aproximadamente 95% idéntica a los
nucleodtidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9 a lo largo de la longitud completa de los nucleétidos 441 a 894
de la SEC ID n° 9, en la que dicha secuencia de acidos nucleicos presenta una actividad transcripcional
por lo menos basal del promotor a-tubulina, y

d. un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de acidos nucleicos que es totalmente
complementaria a dicho polinucleétido de (a), (b) o (c).

Vector recombinante para la transformacion de microorganismos del Orden Traustoquitriales, que comprende
una secuencia de acidos nucleicos codificante de una proteina de unién a bleomicina operablemente ligada
a un promotor a-tubulina de Traustoquitriales que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en los nucledtidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9, y una secuencia de
acidos nucleicos que es por lo menos aproximadamente 95% idéntica a los nucledtidos 441 a 894 de la SEC
ID n° 9 a lo largo de la longitud completa de los nucleétidos 441 a 894 de la SEC ID n° 9, en la que dicha
secuencia de acidos nucleicos presenta una actividad transcripcional por lo menos basal del promotor a-
tubulina.

66



ES 2698473 T3

T
OVAS |,

WIE

qd y9o°'¢
-03zan.d

dq go¥

woad

uoioefi|

|[0oN U02
uonsebip

lyds
[0oN

|[0ON UQD
uonsebip

lyds

ad 1zv '€
09Z/0vASd

Lo}

67



ES 2698473 T3

qd 808'¢
Z-1103zganLd

|yds uod
uonsabip

fmetn

Iyds

yds

|yds uo2d
uonsabip

ey
OrAS

qd y99°'¢
1L-03zanld

68



ES 2698473 T3

g¢ "old

(A<M TV

|Bsg

1oy
L0ZOSGNOWd

Py

Ve "Old

00ZOSNOWd

14

oY

69



ES 2698473 T3

ac "old

ad /¥8'/

£020SNOINd

/834

Y

o€ 'Ol

Y

/44

70



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

