ES 2701403 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 701 403
GDint. Ci.;

C12N 1/10 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 28.12.2010  PCT/US2010/062277
Fecha y nimero de publicacién internacional: 07.07.2011 WO011082190

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  28.12.2010 E 10841651 (2)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 26.09.2018  EP 2519625

Tl’tulo: Traustoquitridos recombinantes que crecen en sacarosa, y composiciones, métodos de
preparacion y usos de los mismos

Prioridad: @ Titular/es:

28.12.2009 US 290443 P DSM IP ASSETS B.V. (100.0%)
Het Overloon, 1

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 6411 TE Heerlen, NL
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

22.02.2019 LIPPMEIER, JAMES CASEY;
APT,KIRK E. y
HANSEN, JON MILTON

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701403 T3

DESCRIPCION

Traustoquitridos recombinantes que crecen en sacarosa, y composiciones, métodos de preparacion y usos de los
mismos

Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a traustoquitridos recombinantes que crecen en sacarosa y cultivos celulares que
comprenden los traustoquitridos recombinantes, asi como métodos de produccion de cultivos celulares, biomasas,
aceites microbianos y composiciones usando los traustoquitridos recombinantes.

Antecedentes

Los acidos grasos se clasifican basandose en la longitud y caracteristicas de saturacion de la cadena de carbono.
Los acidos grasos se denominan acidos grasos de cadena corta, de cadena media o de cadena larga basandose en
el numero de carbonos presentes en la cadena, se denominan acidos grasos saturados cuando no hay dobles
enlaces presentes entre los 4tomos de carbono, y se denominan acidos grasos insaturados cuando hay dobles
enlaces presentes. Los acidos grasos de cadena larga insaturados estan monosaturados cuando hay unicamente un
doble enlace presente y estan poliinsaturados cuando hay mas de un doble enlace presente.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se clasifican basandose en la posicion del primer doble enlace desde el
extremo metilo del acido graso: los acidos grasos omega-3 (n-3) contienen un primer doble enlace en el tercer
carbono, mientras que los acidos grasos omega-6 (n-6) contienen un primer doble enlace en el sexto carbono. Por
ejemplo, el acido docosahexaenoico ("DHA") es un acido graso poliinsaturado de cadena larga omega-3 (LC-PUFA)
con una longitud de cadena de 22 carbonos y 6 dobles enlaces, a menudo denominado "22:6 n-3". Otros LC-PUFA
omega-3 incluyen acido eicosapentaenoico ("EPA"), denominado "20:5 n-3" y acido docosapentaenoico omega-3
("DPA n-3"), denominado "22:5 n-3". DHA y EPA se han llamado acidos grasos "esenciales". Los LC-PUFA omega-6
incluyen acido araquidénico ("ARA"), denominado "20:4 n-6" y &cido docosapentaenoico omega-6 ("DPA n-6"),
denominado "22:5 n-6".

Los acidos grasos omega-3 son moléculas biolégicamente importantes que afectan a la fisiologia celular debido a su
presencia en las membranas celulares, regulan la produccién y la expresion génica de compuestos biolégicamente
activos y sirven como sustratos biosintéticos. Roche, H. M., Proc. Nutr. Soc. 58: 397-401 (1999). EI DHA, por
ejemplo, representa aproximadamente un 15 %-20 % de los lipidos en la corteza cerebral humana y un 30 %60 %
de los lipidos en la retina, estd concentrado en los testiculos y el esperma y es un componente importante de la
leche materna. Jean-Pascal Bergé & Gilles Barnathan, Fatty Acids from Lipids of Marine Organisms: Molecular
Biodiversity, Roles as Biomarkers, Biologically Active Compounds, and Economical Aspects, in Marine Biotechnology
| 49 (T. Scheper, ed., 2005). El DHA representa hasta un 97 % de los acidos grasos omega-3 en el cerebro y hasta
un 93 % de los acidos grasos omega-3 en la retina. Ademas, el DHA es esencial para el desarrollo tanto fetal como
infantil, asi como para el mantenimiento de las funciones cognitivas en adultos. Id. Los acidos grasos omega-3,
incluyendo DHA y EPA, también poseen propiedades antiinflamatorias. Véase, por ejemplo, id. y Simopoulos, A.P.,
J. Am. Coll. Nutr. 21: 495-595 (2002). En particular, el EPA compite con el acido araquidénico por la sintesis de
eicosanoides tales como prostaglandinas y leucotrienos a través de ciclooxigenasas y lipoxigenasas. Id. Como los
acidos grasos omega-3 no se sintetizan de novo en el cuerpo humano, estos acidos grasos deben obtenerse de
fuentes nutritivas.

Los traustoquitridos, que son organismos microalgaceos del orden Thraustochytriales, estan reconocidos como
fuentes alternativas para la produccion de lipidos. Por ejemplo, se ha informado de que cepas de especies de
traustoquitridos producen acidos grasos omega-3 como un alto porcentaje de los acidos grasos totales producidos
por los organismos. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.130.242; y Huang, J. et al., J. Am. Oil.
Chem. Soc. 78: 605-610 (2001); Huang, J. et al., Mar. Biotechnol. 5: 450-457 (2003). Los traustoquitridos también se
han reconocido como fuentes de lipidos para la produccion de biocombustibles. Véase, por ejemplo, la publicacion
de Estados Unidos n.° 2009/0064567 y el documento WO 2008/067605.

Aunque los traustoquitridos metabolizan la glucosa y/o la fructosa, que son los dos componentes de azucar de la
sacarosa, no parecen metabolizar de forma natural la sacarosa. Véase, por ejemplo, Aki et al., JAOCS 80:789-794
(2003); Yokochi et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 49:72-76 (1998); Honda et al., Mycol. Res. 4:439-448 (1998);
Singh, World J. of Microbiology 12:76-81 (1996); Goldstein, American J. of Botany 50:271-279 (1963); y la Patente
de Estados Unidos N.° 5.340.742. Por tanto, los cultivos de traustoquitridos incluyendo los cultivos comerciales e
industriales, actualmente requieren jarabes de glucosa como fuentes de carbono y energia, en lugar de fuentes de
carbohidratos mas baratas que contienen sacarosa.

Existe una necesidad continuada de producciéon de traustoquitridos con la capacidad de crecer sobre fuentes de
carbono alternativas tales como sacarosa para su uso en aplicaciones comerciales e industriales.
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Breve sumario de la invencién

La presente invencién se refiere a un método de producciéon de un cultivo celular de traustoquitridos, que
comprende: (a) transformar una célula de traustoquitridos con una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica una invertasa heteréloga, en la que la invertasa esta unida a la membrana
plasmatica de la célula de traustoquitridos, y (b) cultivar la célula de traustoquitridos transformada en un medio de
cultivo que comprende sacarosa como fuente de carbono. En algunas realizaciones, la invertasa esta unida de forma
funcional a un péptido sefial. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica la invertasa
heterdloga es al menos un 90 % idéntica a la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, el método comprende ademas transformar la célula de traustoquitridos con una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un transportador de sacarosa heterélogo. En
algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica el trasportador de sacarosa heterélogo es al menos
un 90 % idéntica a la secuencia polinucleotidica de n.° de acceso L47346. En algunas realizaciones, el
traustoquitrido es un Schizochytrium o un Thraustochytrium.

La presente invencion también se refiere a una célula de traustoquitridos que comprende una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una invertasa heteréloga, en la que la invertasa
esta unida a la membrana plasmatica de la célula de traustoquitridos. En algunas realizaciones, la invertasa esta
unida de forma funcional a un péptido sefal. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica la
invertasa heterdloga es al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la célula
comprende ademas una secuencia polinucleotidica que codifica un transportador de sacarosa heterdlogo. En
algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica el transportador de sacarosa heterélogo es al
menos un 90 % idéntica a la secuencia de polinucleotidica de N.° de acceso L47346. En algunas realizaciones, el
traustoquitrido es un Schizochytrium o un Thraustochytrium.

La presente invencion también se refiere a un cultivo de traustoquitridos que comprende: (a) cualquiera de las
células de traustoquitridos de la invencion y (b) un medio de cultivo celular que comprende sacarosa como fuente de
carbono.

La presente invencion también se refiere a un método de produccion de una biomasa de traustoquitridos, que
comprende: (a) cultivar cualquiera de las células de traustoquitridos de la invencidon en un medio de cultivo que
comprende sacarosa como fuente de carbono, y (b) recoger la biomasa del medio de cultivo.

La presente invenciéon también se refiere a un método de produccion de un aceite microbiano, que comprende: (a)
cultivar cualquiera de las células de traustoquitridos de la invencion en un medio de cultivo que comprende sacarosa
como fuente de carbono para producir una biomasa, y (b) extraer un aceite de la biomasa.

La presente invencién también se refiere a un método de produccién de un producto alimenticio, cosmético,
composicion industrial o composicion farmacéutica para un animal o ser humano, que comprende: (a) cultivar
cualquiera de las células de traustoquitridos de la invencion en un medio de cultivo que comprende sacarosa como
fuente de carbono, (b) recoger una biomasa del medio de cultivo y (c) preparar el producto alimenticio, cosmético,
composicion industrial o composicion farmacéutica a partir de la biomasa. En algunas realizaciones, el método
comprende ademds extraer un aceite de la biomasa y preparar el producto alimenticio, cosmético, composicion
industrial o composicion farmacéutica a partir del aceite. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es una
férmula infantil. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es leche, una bebida, una bebida terapéutica, una
bebida nutritiva o una combinaciéon de las mismas. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es un aditivo
para alimentos para animales o seres humanos. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es un suplemento
nutritivo. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es un pienso para animales.

La invencién se define por las reivindicaciones. La materia objeto fuera del alcance de las reivindicaciones se
proporciona solo a titulo informativo.

Breve descripcion de los dibujos/figuras

La FIG. 1 muestra una tabla de uso de codones para Schizochytrium.

La FIG. 2 muestra un mapa plasmidico de pSchiz-EPCT(+)-s1Suc2_CL0076, también denominado pCL0076
(SEQ ID NO: 2).

La FIG. 3 muestra el peso seco (g/l) de los sedimentos celulares de cultivos de Schizochytrium sp. ATCC 20888
transformado con pCL0076 cultivado en sacarosa-SSFM. Los transformantes se denominaron 1-1, 1-3, 1-24, 3-1,
3-2, 3-5, 3-21, 4-1, 4-24 y 4-31. “Control” se refiere a células de Schizochytrium sp. ATCC 20888 de tipo silvestre
cultivadas en glucosa-SSFM.

La FIG. 4 muestra el contenido en grasa (expresado como el % en peso de la biomasa seca) en los sedimentos
celulares de cultivos de Schizochytrium sp. ATCC 20888 transformado con pCL0076, cultivado en sacarosa-
SSFM. Los transformantes se denominan 1-1, 1-3, 1-24, 3-1, 3-2, 3-5, 3-21, 4-1, 4-24 y 4-31. “Control” se refiere
a células de Schizochytrium sp. ATCC 20888 de tipo silvestre cultivadas en glucosa-SSFM.
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La FIG. 5 muestra el peso seco (g/l) de sedimentos celulares medido a lo largo del tiempo (dias) para cultivos de
Schizochytrium sp. ATCC 20888 transformado con pCL0076, cultivado en sacarosa-SSFM. Los transformantes
se denominan 1-3 y 3-5. “Control” se refiere a células de Schizochytrium sp. ATCC 20888 de tipo silvestre
cultivadas en glucosa-SSFM.

La FIG. 6 muestra el contenido en grasa (expresado como el % en peso de la biomasa seca) en sedimentos
celulares de cultivos de dos transformantes cultivados en sacarosa-SSFM. Los transformantes se denominan 1-3
y 3-5. “Control” se refiere a células de Schizochytrium sp. ATCC 20888 de tipo silvestre cultivadas en glucosa-
SSFM.

La FIG. 7 muestra el peso seco (g/l) de sedimentos celulares de cultivos de Schizochytrium cepa B76-32
transformada con pCL0076 y recogidos después de 2 dias o 7 dias de cultivo en sacarosa-SSFM. 2118* se
refiere a un subaislado de células de Schizochytrium sp. ATCC 20888 de tipo silvestre cultivado en glucosa-
SSFM. B76-32** se refiere a la cepa parental B76-32 cultivada en glucosa-SSFM.

La FIG. 8 muestra el contenido en grasa de sedimentos celulares de cultivos de Schizochytrium cepa B76-32
transformado con pCLO076 y recogidos después de 2 dias o 7 dias de cultivo en sacarosa-SSFM. La columna de
mas a la derecha muestra el contenido en grasa para cada muestra como % en peso de biomasa seca. La
columna de mas a la izquierda muestra para cada muestra el % de grasa total compuesta de grupos acilo con 18
0 menos carbonos (gris claro) o 20 o mas carbonos (gris medio). 2118* se refiere a un subaislado de células de
Schizochytrium sp. ATCC 20888 de tipo silvestre cultivado en glucosa-SSFM. B76-32** se refiere a la cepa
parental B76-32 cultivada en glucosa-SSFM.

La FIG. 9A muestra una transferencia de Western para la proteina invertasa y la FIG. 9B muestra el
correspondiente gel de SDS-PAGE tefido con Coomassie. El control de invertasa de S. cerevisiae y los
sobrenadantes de un cultivo de 3 dias del transformante de pCL0076 1-3 se cargaron en cantidades de 5 pg,
2,5 g, 1,25 ug y 0,625 pg, respectivamente, como se indica en la parte superior de la transferencia de Western.
La FIG. 10A muestra un ensayo de actividad de invertasa ilustrado por la velocidad de reaccién en funcién de la
concentracion de sacarosa.

La FIG. 10B muestra una representacion de Lineweaver-Burk convencional utilizada para calcular Km y Vmax.

La FIG. 11 muestra las estructuras de N-glucano detectadas en proteinas secretadas por Schizochytrium segun
se determina mediante NSI-Mapeo Total de lones de N-glucanos permetilados.

La FIG. 12 muestra una tabla de especies de glucano obtenidas por NSI- Mapeo Total de lones de N-glucanos
permetilados.

La FIG. 13 muestra un mapa plasmidico de pCL0120 (SEQ ID NO: 5).

La FIG. 14 muestra una secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 4) con codones optimizados que codifica el
péptido sefial de Sec1 de Schizochytrium fusionado con la invertasa Suc1 madura de Aspergillus niger (N.° de
acceso de GenBank S33920).

La FIG. 15 muestra un mapa plasmidico de pCL0137_EPCT(+)-s1Suc1, también denominado pCL0137.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a traustoquitridos recombinantes y cultivos celulares que comprenden los
traustoquitridos recombinantes, asi como métodos de produccion de cultivos celulares, biomasas, aceites
microbianos y composiciones usando los traustoquitridos recombinantes.

Traustoquitridos

De acuerdo con la presente invencion, el término "traustoquitrido" se refiere a cualquier miembro el orden
Thraustochytriales, que incluye la familia Thraustochytriaceae. La ubicacién taxonémica actual de los
traustoquitridos puede resumirse de la siguiente manera:

Reino: Stramenopila (Chromista)

Filo: Labyrinthulomycota (Heterokonta)

Clase: Labyrinthulomycetes (Labyrinthulae)

Orden: Labyrinthulales
Familia: Labyrinthulaceae
Orden: Thraustochytriales
Familia: Thraustochytriaceae

A fines de la presente invencion, las cepas descritas como traustoquitridos incluyen los siguientes organismos:
Orden: Thraustochytriales; Familia: Thraustochytriaceae; Géneros: Thraustochytrium (Especies: sp., arudimentale,
aureum, benthicola, globosum, kinnei, motivum, multirudimentale, pachydermum, proliferum, roseum, striatum),
Ulkenia (Especies: sp., amoeboidea, kerguelensis, minuta, profunda, radiata, sailens, sarkariana, schizochytrops,
visurgensis, yorkensis), Schizochytrium (Especies: sp., aggregatum, limnaceum, mangrovei, minutum, octosporum),
Japonochytrium (Especies: sp., marinum), Aplanochytrium (Especies: sp., haliotidis, kerguelensis, profunda,
stocchinoi), Althornia (Especies: sp., crouchii) o Elina (Especies: sp., marisalba, sinorifica). A los fines de esta
invencion, las especies descrita dentro de Ulkenia se consideraran miembros del género Thraustochytrium.
Aurantiochytrium, Oblongichytrium, Botryochytrium, Parietichytrium y Sicyoidochytrium son géneros adicionales
abarcados por la presente invencion.
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Las cepas de traustoquitridos incluyen, aunque sin limitacién las cepas depositadas PTA-10212, PTA-10213,
PTA-10214, PTA-10215, PTA-9695, PTA-9696, PTA-9697, PTA-9698, PTA-10208, PTA-10209, PTA-10210,
PTA-10211, Thraustochytrium sp. (23B) (ATCC 20891); Thraustochytrium striatum (Schneider) (ATCC 24473);
Thraustochytrium aureum (Goldstein) (ATCC 34304); Thraustochytrium roseum (Goldstein) (ATCC 28210); y
Japonochytrium sp. (L1) (ATCC 28207). Schizochytrium incluye, aunque sin limitacion, Schizochytrium aggregatum,
Schizochytrium limacinum, Schizochytrium sp. (S31) (ATCC 20888), Schizochytrium sp. (S8) (ATCC 20889),
Schizochytrium sp. (LC-RM) (ATCC 18915), Schizochytrium sp. (SR 21), la cepa depositada ATCC 28209 y la cepa
depositada Schizochytrium limacinum IFO 32693.

En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos de la invencién es una célula de Schizochytrium o
Thraustochytrium. En algunas realizaciones, el traustoquitrido es de una especie seleccionada de Schizochytrium
sp., Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium limacinum, Schizochytrium minutum, Thraustochytrium sp.,
Thraustochytrium striatum, Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium roseum, Japonochytrium sp. y cepas
derivadas de los mismos.

De acuerdo con la presente invencion, el término "transformacion” se usa para hacer referencia a cualquier método
por el que una molécula de acido nucleico (es decir, una molécula recombinante de acido nucleico) puede insertarse
en una célula de traustoquitridos de la invencion. En sistemas microbianos, el término "transformaciéon" se usa para
describir un cambio hereditario debido a la adquisicion de acidos nucleicos exdgenos por el microorganismo y es
esencialmente sinénimo del término "transfeccidon". Las técnicas adecuadas de transformaciéon para introducir
moléculas de acido nucleico en células de traustoquitridos incluyen, aunque sin limitacion, bombardeo de particulas,
electroporacion, microinyeccion, lipofeccién, adsorcion, infeccion y fusion de protoplastos.

Aunque la expresion "molécula de acido nucleico" se refiere principalmente a la molécula fisica de acido nucleico y
las expresiones "secuencia de acido nucleico" o "secuencia polinucleotidica" se refieren principalmente a la
secuencia de nucledtidos en la molécula de acido nucleico, las expresiones se usan de forma intercambiable,
especialmente con respecto a una molécula de acido nucleico, secuencia polinucleotidica o una secuencia de acido
nucleico que es capaz de codificar una proteina. En algunas realizaciones, las moléculas aisladas de acido nucleico
descritas en este documento se producen usando tecnologia de ADN recombinante (por ejemplo, amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o clonacion) o sintesis quimica. De acuerdo con la presente invencion,
una molécula "aislada" de acido nucleico es una molécula de acido nucleico que se ha retirado de su medio natural
(es decir, que se ha sometido a manipulaciéon humana), siendo su medio natural el genoma o cromosoma en que se
encuentra la molécula de acido nucleico en la naturaleza. Por tanto, "aislada" no refleja necesariamente el grado al
que se ha purificado la molécula de acido nucleico, sino que indica que la molécula no incluye un genoma completo
0 un cromosoma completo en que la molécula de acido nucleico se encuentra en la naturaleza. Una molécula
aislada de acido nucleico puede incluir ADN, ARN (por ejemplo, ARNm) o derivados de ADN o ARN (por ejemplo,
ADNCc). Las moléculas aisladas de acido nucleico incluyen moléculas de acido nucleico naturales y homologos de las
mismas, incluyendo, aunque sin limitacion, variantes alélicas naturales y moléculas de acido nucleico modificadas en
que se han insertado, eliminado, sustituido y/o invertido, nucleétidos de tal manera que dichas modificaciones
proporcionan el efecto deseado sobre la secuencia, la funcion y/o la actividad bioldgica del péptido o proteina
codificado.

El término "proteina" incluye moléculas polipeptidicas de una sola cadena, asi como complejos de multiples
polipéptidos en los que los polipéptidos constituyentes individuales estan unidos por medios covalentes o no
covalentes. El término "polipéptido" incluye péptidos de dos o mas aminoacidos de longitud, tipicamente que tienen
mas de 5, 10 o 20 aminoacidos. En algunas realizaciones, un polipéptido como se describe en este documento es
un polipéptido heterélogo. El término "heterélogo"”, como se usa en este documento, se refiere a una secuencia
polipeptidica (o polinucleotidica), por ejemplo, que no se encuentra de forma natural en la célula de traustoquitridos
de la invencion.

Schizochytrium utiliza de forma natural azicares de hexosa y glicerol como fuente de carbono en lugar de sacarosa.
El examen de la base de datos gendmica de Schizochytrium no revela genes necesarios para las etapas iniciales del
catabolismo de la sacarosa, apoyando el hallazgo general de que los traustoquitridos metabolizan glucosa y/o
fructosa, que son dos componentes de azicar de la sacarosa, pero no metabolizan de forma natural sacarosa.
Véase también, por ejemplo, Aki et al., JAOCS 80: 789-794 (2003); Yokochi et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 49:
72-76 (1998); Honda et al., Mycol. Res. 4: 439-448 (1998); Singh, World J. of Microbiology 12: 76-81 (1996);
Goldstein, American J. of Botany 50: 271-279 (1963) y la Patente de Estados Unidos N.° 5.340.742.

La presente invencion se refiere a una célula de traustoquitridos transformada con una molécula de acido nucleico y
comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido heterélogo asociado con el metabolismo de la
sacarosa. El polipéptido es un polipéptido heterdlogo. Una célula de traustoquitridos de la invencion comprende una
0 mas moléculas de acido nucleico que comprenden una o mas secuencias polinucleotidicas que codifican una o
mas sacarasas heterélogas, que comprenden una invertasa. En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos
comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una
invertasa secretasa. Como se describe en este documento, la célula de traustoquitridos comprende una molécula de
acido nucleico que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una sacarasa citoplasmatica. Como se
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describe en este documento, la célula de traustoquitridos comprende una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un transportador de sacarosa. En algunas realizaciones, la
célula de traustoquitridos comprende una o mas moléculas de acido nucleico que comprenden uno o mas
polinucledtidos que codifican una o mas sacarasas heterélogas y un transportador de sacarosa heterélogo. Como se
describe en este documento, la célula de traustoquitridos comprende una o mas moléculas de acido nucleico que
comprenden uno o mas polinucleétidos que codifican una invertasa citoplasmatica heteréloga y un transportador de
sacarosa heterdlogo. En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos comprende una o mas moléculas de
acido nucleico que comprenden uno o mas polinucleétidos que codifican una invertasa secretada heteréloga y un
transportador de sacarosa heterélogo. En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos comprende una o mas
moléculas de acido nucleico que comprenden uno o mas polinucleétidos que codifican una invertasa citoplasmatica
heterdloga, una invertasa secretada heterdloga y un transportador de sacarosa heterdlogo. En algunas
realizaciones, la secuencia polinucleotidica tiene codones optimizados para maximizar la eficacia de traduccion en la
célula de traustoquitridos. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica codifica la sacarasa, el
transportador de sacarosa o una combinacidon de los mismos, esta integrada en el genoma de la célula de
traustoquitridos. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica la sacarasa, el transportador de
sacarosa 0 una combinacidon de los mismos, esta integrada de forma estable en el genoma de la célula de
traustoquitridos. Las sacarasas son partes de una familia de enzimas conocidas como glucésido hidrolasa (también
denominadas glucosidasas) que catalizan la hidrolisis de los enlaces glucosidicos para generar dos azucares mas
pequefios. Como se describe en este documento, una “sacarasa” es cualquier enzima que cataliza la hidrélisis de la
sacarosa (también conocida como azucar comun o azucar de mesa) a fructosa y glucosa. Como se describe en este
documento, la sacarasa puede ser una sacarasa-isomaltosa, una levanasa, sacridasa, beta-fructosidasa, beta-
fructofuranosidasas, fructohidrolasa, sacarasa, inulinasa, sacarosa alfa-glucohidrolasa, alfa-D-glucosidasa o una
combinacién de las mismas. En el método de la invencion la sacarasa es una invertasa. En algunas realizaciones la
sacarasa es la invertasa SUC2 de Saccharomyces cerevisiae; la invertasa SacC de Zymomonas; la invertasa INV1
de Pichia; la invertasa INV de Debaryomyces; una invertasa de otras fuentes fungicas, protistas, de algas, vegetales
0 eucariodticas; o cualquiera de las combinaciones de los mismas. En determinadas realizaciones, la sacarasa es de
una fuente procaridtica tal como las bacterias corineformes o Escherichia coli. En algunas realizaciones, una
sacarasa expresada en una célula de traustoquitridos de la invencion comprende un patron de glucosilacion distinto
que cuando se expresa en el organismo del que procede la sacarasa. En algunas realizaciones, la sacarasa que se
expresa en la célula de traustoquitridos es una glucoproteina que comprende oligosacéaridos de alta manosa. En
algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos también comprende una secuencia polinucleotidica que codifica
una enzima necesaria para la sacarificacion de materia prima de celulosa (por ejemplo, cafia azucar). Véase, por
ejemplo, el documento U.S. 2009/0064567. En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos también
comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una fructoquinasa, una glucoquinasa, una hexoquinasa o
una combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones, el sistema de expresion usado para la produccién de sacarasa, un transportador de
sacarosa, 0 una combinacion de los mismos en una célula de traustoquitridos comprende elementos reguladores
que se obtienen de secuencias de traustoquitridos. En algunas realizaciones, el sistema de expresion usado para la
produccién de una sacarasa, un transportador de sacarosa, 0 una combinacion de los mismos en una célula de
traustoquitridos comprende elementos reguladores que se obtienen de secuencias que no son de traustoquitridos,
incluyendo secuencias derivadas de secuencias algaceas que no son de traustoquitridos. En algunas realizaciones,
el sistema de expresion comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una sacarasa, un transportador de
sacarosa, o la combinacion de los dos en la que la secuencia polinuclectidica esta unida de forma funcional a
cualquier secuencia promotora, cualquier secuencia terminadora y/o cualquier otra secuencia reguladora que sea
funcional en una célula de traustoquitridos. El sistema de expresién descrito en este documento comprende
secuencias polinucleotidicas que codifican una sacarasa expresada citoplasmicamente y un transportador de
sacarosa. Pueden usarse secuencias reguladoras inducibles o constitutivamente activas. Las secuencias
reguladoras incluyen, aunque sin limitacion, secuencias reguladoras de Schizochytrium descritas en la publicacion
de Estados Unidos n.° 2010/0233760, la patente de Estados Unidos n.° 7.001.772 y las publicaciones de Estados
Unidos n.° 2006/0275904 y 2006/0286650, tales como: un promotor OrfC , un terminador OrfC, un promotor largo
EF1 de promotor corto EF1, un promotor Sec1, promotor corto 60S, promotor largo 60S, un promotor de la
acetolactato sintasa, un terminador de la acetolactato sintasa, un promotor de a-tubulina, un promotor de un sistema
de policétido sintasa (PKS), un promotor de acido graso desaturasa, un promotor de actina, un terminador de actina,
un promotor del factor 1 de elongacién alfa (efla), un terminador de efla, un promotor de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (gapdh), un terminador de gapdh y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, la sacarasa se secreta en el medio de fermentacion por un traustoquitrido recombinante
transformado con un gen de la sacarasa. En algunas realizaciones, la sacarasa es una proteina secretada que
comprende un péptido sefial. En algunas realizaciones, el péptido sefial esta asociado de forma natural con la
sacarasa exogena (es decir, el péptido sefial es la secuencia sefial nativa de la sacarasa exdgena). En algunas
realizaciones, el péptido sefal no esta asociado de forma natural con la sacarasa exégena, pero es en cambio un
péptido sefial heterdlogo, tal como un péptido senal procedente de un microorganismo del filo Labyrinthulomycota.
En algunas realizaciones, el péptido sefial es de un traustoquitrido. En algunas realizaciones, el péptido sefial es de
un Schizochytrium o un Thraustochytrium. En algunas realizaciones, el péptido sefal es el péptido sefial de Sec1 de
Schizochytrium (SEQ ID NO: 3). Un “péptido sefal” incluye péptidos de longitud completa y fragmentos funcionales

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701403 T3

del mismo, péptidos de fusion y homédlogos de un péptido sefial de origen natural. Un homologo de un péptido sefal
difiere de un péptido sefal de origen natural en que al menos uno o varios, aunque sin limitacién a uno o varios,
aminoacidos se han delecionado (por ejemplo, una versiéon truncada de la proteina, tal como un péptido o
fragmento), insertado, invertido, sustituido y/o derivatizado (por ejemplo, por glucosilacion, fosforilacion, acetilacion,
acilacién (por ejemplo, miristoilaciéon y palmitoilacion), prenilacién, amidacion y/o adicion de glucosilfosfatidil inositol).
En algunas realizaciones, los homoélogos de un péptido sefial conservan actividad como una sefial al menos en un
traustoquitrido, aunque la actividad puede aumentarse, disminuirse o hacerse dependiente de determinados
estimulos. En algunas realizaciones, la secuencia del péptido sefial incluye, aunque sin limitacion, una secuencia de
Schizochytrium descrita en la Publicaciéon de Estados Unidos N.° 2010/0233760, tal como: un péptido sefial del
transportador de Na/Pi, un péptido sefal del transportador de Na/Pi acortado, un péptido sefal de alfa-1,6-
manosiltransferasa (ALG12), un péptido sefial de una proteina de unién a inmunoglobulina (BiP), un péptido sefial
de alfa-1,3-glucosidasa (GLS2), un péptido sefal similar a alfa-1,3-1,6-manosidasa, un péptido sefial de similar a
alfa-1,3-1,6-manosidasa n.° 1, un péptido sefial de similar a alfa-1,2-manosidasa, un péptido sefial de similar a beta-
xilosdidasa, un péptido sefal de caroteno sintasa y un péptido sefal de Sec1.

Como se describe en este documento, la sacarasa se expresa citoplasmaticamente junto con la expresion de un
transportador de sacarosa. En algunas realizaciones, la sacarasa esta unida a membrana, por ejemplo, la sacarasa-
isomaltasa, que tiene un dominio que se extiende en membrana N-terminal (anclaje de sefial). En determinadas
realizaciones, la sacarasa esta localizada en el exterior de la membrana plasmatica. Como se describe en este
documento, la sacarasa esta fusionada a un dominio que se extiende en membrana.

En algunas realizaciones, se usa un casete de expresion para la expresion de una sacarasa, un transportador de
sacarosa o una combinacién de los mismos en una célula de traustoquitridos. El disefio y la construccion de casetes
de expresion usa técnicas convencionales de biologia molecular conocidas para los expertos en la materia. Véase,
por ejemplo, Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3.2 edicién. En algunas realizaciones,
la célula de traustoquitridos comprende un casete de expresidon que contiene elementos genéticos, tales como al
menos las siguientes, unidos de forma funcional de tal manera que son funcionales en la célula de traustoquitrido:
un promotor; una secuencia codificante que comprende una sacarasa, un transportador de sacarosa o una
combinacién de los mismos; y una regién terminadora. En algunas realizaciones, el casete de expresion comprende
ademas una secuencia polinucleotidica que codifica un péptido sefial o0 un dominio de membrana unido de forma
funcional a la sacarasa o el transportador de sacarosa. La expresion "dominio de membrana", como se usa en este
documento, se refiere a cualquier dominio dentro de un polipéptido que dirige el polipéptido a una membrana y/o
permite que el polipéptido mantenga su asociaciéon con una membrana e incluye aunque sin limitaciéon, un dominio
transmembrana (por ejemplo, una regiéon de un Unico o multiples dominios de membrana), un dominio monotépico
integrado, una secuencia de anclaje de sefial, una secuencia sefial de ER, una sefial de transferencia de parada
N-terminal o interna o C-terminal, un anclaje de glucosilfosfatidilinositol y combinaciones de los mismos. Un dominio
de membrana puede estar localizado en cualquier posicién en el polipéptido, incluyendo el extremo N-terminal, el
extremo C-terminal o el centro de polipéptido. Un dominio de membrana puede asociarse con adhesién permanente
o temporal de un polipéptido a una membrana. En algunas realizaciones, un vector recombinante comprende el
casete de expresion. Los vectores recombinantes incluyen, aunque sin limitacion, plasmidos, fagos y virus. En
algunas realizaciones, el vector recombinante es un vector linealizado. En algunas realizaciones, el vector
recombinante es un vector de expresién. Como se usa en este documento, la expresion "vector de expresion”" se
refiere a un vector que es adecuado para la produccién de un producto codificado (por ejemplo, una sacarasa, un
transportador de sacarosa o una combinacién de los mismos). En algunas realizaciones, una secuencia
polinucleotidica que codifica la sacarasa, el transportador de sacarosa, o una combinacién de los mismos se inserta
en el vector recombinante para producir una molécula de acido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la
secuencia polinucleotidica que codifica la sacarasa, el transportador de sacarosa, o una de los mismos se inserta en
el vector de tal manera que une de forma funcional la secuencia de acido nucleico a secuencias reguladoras en el
vector, lo que posibilita la transcripcion y la traduccién de la secuencia de acido nucleico dentro del microorganismo
recombinante. En algunas realizaciones, un marcador de seleccion posibilita la seleccion de un microorganismo
recombinante en que se ha introducido satisfactoriamente una molécula de acido nucleico recombinante de la
presente invencién. Los marcadores de seleccion incluyen, aunque sin limitaciéon, los marcadores de seleccion
descritos en la publicacién de Estados Unidos n.° 2010/0233760 y la patente de Estados Unidos n.° 7.001.772, tales
como la acetolactato sintasa de Schizochytrium o ble bacteriana. En algunas realizaciones, el marcador de seleccién
es un marcador auxotrofico, un marcador de seleccion dominante (tal como, por ejemplo, una enzima que degrada la
actividad de antibiotico) u otra proteina implicada en la seleccién de transformacion.

En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos esta modificada genéticamente para introducir o delecionar
genes implicados en las rutas biosintéticas asociadas con el transporte y/o sintesis de hidratos de carbono,
incluyendo las implicadas en la glucosilacion. Por ejemplo, la célula de traustoquitridos puede modificarse
delecionando genes de glucosilacion endégenos y/o insertando genes de glucosilacién humanos o animales para
permitir patrones de glucosilacién que se asemejen de forma estrecha al de los seres humanos. La modificacion de
la glucosilaciéon en levadura se ejemplifica en, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 7.029.872 y las
Publicaciones de Estados Unidos N.° 2004/0171826, 2004/0230042, 2006/0257399, 2006/0029604 y 2006/0040353.
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En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos incluye una célula en la que se emplean elementos viricos de
ARN para aumentar o regular la expresion génica.

Una secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién codifica un polipéptido heterdlogo que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al
menos un 99 % o que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de un polipéptido asociado con una invertasa. En
algunas realizaciones, una secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién codifica un
polipéptido heterdlogo que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, al menos un 91 %,
al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %,
al menos un 98 %, al menos un 99 % o que es idéntica a: las secuencia de aminoacidos de la invertasa SUC2 de
Saccharomyces cerevisiae; la invertasa SacC de Zymomonas; la invertasa INV1 de Pichia; la invertasa INV de
Debaryomyces; una invertasa de otras fuentes fungicas, de protistas, de algas, vegetales o eucariética; o una
invertasa de una fuente procariética como las bacterias corineformes o Escherichia coli. En algunas realizaciones,
una secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencion codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %,
al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o
que es idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por el N.° de acceso L47346 .En algunas realizaciones,
una secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %,
al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o
que es idéntica a la secuencia de aminoacidos codifica por la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, una
secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién es al menos un 90 %, al menos un 91 %, al
menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 % o que es idéntica a: la secuencia polinucleotidica del n.° de acceso L47346 o la
secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 1.

Cultivos de traustoquitridos, biomasas y aceites microbianos

La presente invencion también se refiere a un cultivo celular de traustoquitridos que comprende cualquiera de las
células de traustoquitridos de la invencion como se describe en este documento y un medio de cultivo celular que
comprende sacarosa como fuente de carbono.

En este documento se describe un método de producciéon de un cultivo celular que traustoquitridos, que comprende
transformar una célula de traustoquitridos con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
polinucleotidica que comprende un polipéptido asociado con el metabolismo de sacarosa como se describe en este
documento, seleccionar la célula de traustoquitridos transformada y cultivar la célula de traustoquitridos
transformada en un medio de cultivo que comprende sacarosa como fuente de carbono, en el que se produce un
cultivo celular de traustoquitridos. En este documento se describe un cultivo celular de traustoquitridos producido por
el método.

En algunas realizaciones, la sacarosa es la fuente de carbono principal en el medio de cultivo celular. En algunas
realizaciones, la sacarosa es la Unica fuente de carbono en el medio de cultivo celular. Las fuentes de sacarosa
incluyen, aunque sin limitaciéon, cafia de azucar, remolacha azucarera y otras plantas. La composicion de la
sacarosa purificada o parcialmente purificada puede ser predominantemente sacarosa, es decir, sacarosa
purificada/refinada, extractos de sacarosa crudos o una mezcla de sacarosa, glucosa y fructosa (por ejemplo,
melaza).

En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende melaza, un jarabe o jugo de cualquier vegetal productor de
sacarosa (por ejemplo, jugo de cafia de azucar o jugo de remolacha azucarera) o combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende una materia prima que contiene celulosa, tal como bagazo de
cafa azuUcar. En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende una sacarasa. Como se describe en
este documento, la célula de traustoquitridos secreta una sacarasa heterdloga en el medio de cultivo.

Las condiciones de cultivo para células de traustoquitridos incluyen, aunque sin limitaciéon, un medio, biorreactor,
temperatura, pH y condiciones de oxigeno eficaces que permiten la produccion de proteinas y/o la recombinacion.
Un medio eficaz se refiere a cualquier medio en que tipicamente se cultiva una célula de traustoquitridos. Dicho
medio tipicamente comprende un medio acuoso que tiene fuentes asimilables de carbono, nitrégeno y fosfato, asi
como sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados, tales como vitaminas. Las fuentes de nitrégeno
incluyen, aunque sin limitacion, peptona, extracto de levadura, polipeptona, extracto de malta, extracto de carne,
casaminoacidos, licor de macerado de maiz, fuentes de nitrégeno organico, glutamato de sodio, urea, fuentes de
nitrégeno inorganico, acetato de amonio, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y sulfato de sodio.
Las condiciones de cultivo no limitantes adecuadas para traustoquitridos se describen, por ejemplo, en la patente de
Estados Unidos n.° 5.340.742. también se describen diversos parametros de fermentaciéon para inocular, cultivar y
recuperar la microflora, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 5.130.242. los medios liquidos o sélidos
pueden contener agua salada natural o artificial. Las células de traustoquitridos de la presente invencién pueden
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cultivarse en biorreactores de fermentacion, matraces de agitacion, tubos de ensayo, placas de microvaloracion y
placas Petri.

El volumen de fermentacion puede ser cualquier volumen usado para el crecimiento de traustoquitridos, incluyendo
volumenes comerciales e industriales. En algunas realizaciones, el volumen de fermentacién (volumen de cultivo) es
de al menos 21, al menos 10 I, al menos 50 I, al menos 100 I, al menos 200 I, al menos 500 I, al menos 1000 |, a
menos 10 000 |, al menos 20 000 I, al menos 50 000 I, al menos 100 000 |, al menos 150 000 I, al menos 200 000 I,
al menos 250 000 I, al menos 300 000 I, al menos 350 000 | al menos 400 000 | o al menos 500 000 I. En algunas
realizaciones, el volumen de fermentaciéon es de 21 a 20000001, de 21 a 10000001, de 21 a 5000001, de 21 a
2000001, de 2121000001, de 21a500001,de 21a250001,de21a200001,de21a 150001, de 21a 10 000 I,
de21a50001,de21a10001l,de21a500lode2la100]I.

La presente invencion también se refiere a un método de produccion de una biomasa de traustoquitridos, que
comprende cultivar una célula de traustoquitridos de la invencion en un medio de cultivo que comprende sacarosa
como fuente de carbono, y recoger una biomasa del medio de cultivo. Una biomasa de traustoquitridos es una
biomasa celular recogida obtenida por cualquier método convencional para el aislamiento de una biomasa de
traustoquitridos, tal como se describe en la patente de Estados Unidos n.° 5.130.242 y la publicacion de Estados
Unidos n.° 2002/0001833. La biomasa recogida puede contener células de traustoquitridos, asi como fragmentos
celulares de traustoquitridos.

La presente invencion también se refiere a un método de produccidon de un aceite microbiano que comprende
cultivar una célula de traustoquitridos de la invencion en un medio de cultivo que comprende sacarosa como fuente
de carbono para producir una biomasa, y extraer un aceite de la biomasa. El aceite puede extraerse de una biomasa
recién recogida o puede extraerse de una biomasa recogida previamente que se ha almacenado en condiciones que
evitan el deterioro. Pueden usarse métodos conocidos para cultivar un traustoquitridos de la invencién, para aislar
una biomasa del cultivo, para extraer un aceite microbiano de la biomasa y para analizar el perfil de acidos grasos
de los aceites extraidos de la biomasa. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.130.242.

Un aceite microbiano puede ser cualquier aceite derivado de cualquier traustoquitridos, incluyendo, por ejemplo: un
aceite crudo extraido de la biomasa de un traustoquitrido sin procesamiento adicional; un aceite refinado que se
obtiene tratando un aceite crudo con procesamiento adicional tal como refinado, blanqueado y/o desodorizado; un
aceite diluido obtenido diluyendo un aceite crudo o refinado; o un aceite enriquecido que se obtiene, por ejemplo,
tratando un aceite crudo o refinado con métodos adicionales de purificacion para aumentar la concentracion de un
acido grado en el aceite.

En algunas realizaciones, el aceite crudo puede aislarse de un traustoquitrido usando técnicas convencionales, sin
someterse a refinamiento o purificacion adicional. Por ejemplo, el aceite crudo puede aislarse usando extraccién con
disolvente, tal como, aunque sin limitacion, extraccién con hexano o extraccion con isopropanol. En algunas
realizaciones, el aceite crudo puede aislarse usando métodos de extraccién fisicos y/o mecanicos tales como,
aunque sin limitacién, extraccion a través del uso de un homogeneizador o por prensado.

En algunas realizaciones, el aceite crudo puede someterse a procesamiento adicional, tal como refinado,
desolventizacién, desodorizado, hibernacion, filtracion en frio y/o blanqueado. Dichos aceites "procesados" incluyen
aceites microbianos que se han sometido a extraccién con disolvente y uno o mas procesamientos adicionales. En
algunas realizaciones, los aceites estdn minimamente procesados. Aceites "minimamente procesados" incluyen
aceites microbianos que se han sometido a extraccién con disolvente vy filtracion. En ciertas relaciones, los aceites
minimamente procesados se someten ademas a hibernacion.

En algunas realizaciones, se usa un método similar al proceso FRIOLEX® (Westfalia Separator Industry GmbH,
Alemania) para extraer los aceites microbianos producidos por los traustoquitridos. El proceso FRIOLEX® es un
proceso de extraccion fisica de aceite basado en agua, por el que la materia prima que contiene aceite puede usarse
directamente para extraer aceite sin usar ningun método convencional de extraccién con disolvente. En este
proceso, puede usarse un disolvente organico soluble en agua como auxiliar del proceso y el aceite se separa del
caldo de materia prima por separacién de densidad usando la gravedad o fuerzas centrifugas. EI documento
WO 96/05278 divulga dichos métodos de extraccion.

Después de haber extraido el aceite, el aceite puede recuperarse o separarse de los componentes no lipidicos por
cualquier medio adecuado conocido en la técnica. En algunas realizaciones, se usan técnicas fisicas y/o mecanicas
de bajo coste para separar las composiciones que contienen lipidos de las composiciones no lipidicas. Por ejemplo,
si se crean multiples fases o fracciones por el método de extraccién usado para extraer el aceite, donde una o mas
fases o fracciones contienen lipidos, un método para recuperar las fases o fracciones que contienen lipidos puede
implicar la eliminacion fisica de las fases o fracciones que contienen lipidos de las fases o fracciones no lipidicas, o
viceversa. En algunas realizaciones, se usa un método de tipo FRIOLEX® para extraer los lipidos producidos por los
microorganismos, y la fase ligera rica en lipidos después se separa fisicamente de la fase pesada rica en proteinas
(tal como por desnatado de la fase rica en lipidos que esta en la parte superior de la fase pesada rica en proteinas
después de la separacion por densidad).
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Los aceites microbianos producidos por traustoquitridos de la presente invencién pueden recuperarse de la autolisis
o lisis inducida exponiendo las células de traustoquitridos a una condicién que incluye, aunque sin limitacién, un
cierto pH, una cierta temperatura, la presencia de una enzima, la presencia de un detergente, alteraciones fisicas o
combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, la lisis o autolisis de las células de traustoquitridos se
realiza por el uso de fuerzas mecanicas. En realizaciones adicionales de la presente invencion, la lisis o autolisis de
las células de traustoquitridos va seguida por separacion mecanica de los lipidos de las composiciones no lipidicas.

Las enzimas adecuadas que pueden usarse para inducir la lisis de las células de traustoquitridos incluyen, aunque
sin limitacién, enzimas disponibles en el mercado o mezclas enzimaticas tales como proteinasa K o ALCALASE®.
En algunas realizaciones, los traustoquitridos productores de aceite experimentan lisis inducida en presencia de un
detergente, tal como detergentes ionicos (catidnicos o aniénicos), detergentes no ionicos, detergentes zwiteridnicos
o combinaciones de los mismos. En realizaciones adicionales de la presente invencion, los métodos de alteracion
fisica tales como molienda mecénica como homogeneizacién liquida, uso de ondas de sonido de alta frecuencia en
sonicacion, métodos de ciclos de congelacién/descongelacién, prensado, extrusion o molienda pueden usarse para
inducir la lisis de los traustoquitridos productores de aceite. La extraccion de los aceites puede tener lugar en los
fermentadores al final de la fermentacion por lisis en tanque de las células de traustoquitridos.

En algunas realizaciones, los cultivos celulares, biomasas y aceites microbianos producidos a partir de las células de
traustoquitridos de la invencién cultivados en sacarosa tienen las mismas caracteristicas o caracteristicas
sustancialmente similares (por ejemplo, densidades celulares, pesos celulares en seco, productividades de acido
graso y perfiles de acidos grasos) asociadas con cultivos, biomasa y aceites microbianos producidos a partir de las
células de traustoquitridos no transformadas correspondientes cultivadas en glucosa y/o fructosa. En algunas
realizaciones, el peso celular en seco de una biomasa producida a partir de un cultivo de traustoquitridos de la
invencion es mayor después de su crecimiento en sacarosa que el peso celular en seco obtenido en condiciones
idénticas del crecimiento de un cultivo de las células de traustoquitridos no transformadas correspondientes en
glucosa y/o fructosa. En algunas realizaciones, la cantidad total de acidos grasos como porcentaje del peso celular
en seco de la biomasa es mayor después del crecimiento de un traustoquitrido de la invencién en sacarosa que la
cantidad obtenida en condiciones idénticas del cultivo de una célula de traustoquitridos no transformada
correspondiente en glucosa y/o fructosa.

Métodos de produccion de composiciones

La presente invencion también se refiere a un método de preparacion de un producto alimenticio, cosmético,
composicion industrial o composicion farmacéutica para animales o seres humanos, que comprende cultivar una
célula de traustoquitridos de la invencion en un medio de cultivo que comprende sacarosa como fuente de carbono
para producir una biomasa, recoger la biomasa y preparar el producto alimenticio, cosmético, composicion industrial
0 composicién farmacéutica para animales o seres humanos a partir de la biomasa.

Las biomasas de traustoquitridos pueden secarse antes de su uso en una composicion por métodos que incluyen,
aunque sin limitacion, secado por congelacion, secado al aire, secado por pulverizacion, secado en embudo, secado
al vacio (liofilizaciéon) o un proceso similar. Como alternativa, una biomasa recogida y lavada puede usarse
directamente en una composicién sin secado. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5.130.242 y
6.812.009.

En algunas realizaciones, el método de preparaciéon de un producto alimenticio, cosmético, composicién industrial o
composicion farmacéutica para animales o seres humanos comprende ademas extraer un aceite de la biomasa. Los
aceites microbianos pueden usarse como material de partida para producir de forma eficaz un producto enriquecido
en un acido graso tal como DHA o EPA. Por ejemplo, los aceites microbianos pueden someterse a diversas técnicas
de purificacién conocidas en la técnica, tales como destilacion o aduccion de urea, para producir un producto de
potencia mayor con mayores concentraciones de DHA, EPA u otro acido graso. Los aceites microbianos también
pueden usarse en reacciones quimicas para producir compuestos derivados de acidos grasos en los aceites, tales
como ésteres y sales de DHA EPA u otro &cido graso.

Cualquier traustoquitrido que se haya transformado como se describe en este documento para crecer en sacarosa
puede seleccionarse para preparar cualquiera de las composiciones descritas basandose en un atributo deseable
del traustoquitrido, tal como, aunque sin limitacién, la densidad celular de un cultivo celular del traustoquitrido, los
porcentajes y tipos de acidos grasos asociados con la células seca de una biomasa del traustoquitrido, el perfil de
acidos grasos asociado con la biomasa y/o el aceite microbiano del traustoquitrido, o una combinacion de los
mismos. En algunas realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un mayor
porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados que &cidos grasos monoinsaturados. En algunas realizaciones, la
biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un porcentaje mayor de acidos grasos omega-3 que
acidos grasos omega-6. En algunas realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un
porcentaje mayor de DHA que otros acidos grasos omega-3. En algunas realizaciones, la biomasa de
traustoquitridos comprende un porcentaje mayor de DHA que otros acidos grasos poliinsaturados. En algunas
realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un mayor porcentaje de EPA que otros
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acidos grasos omega-3. En algunas realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un
porcentaje mayor de EPA que otros &cidos grasos poliinsaturados.

Una composicion puede incluir uno o mas excipientes. Como se usa en este documento, "excipiente" se refiere a un
componente, o mezcla de componentes, que se usa en una composiciéon para dar caracteristicas deseables a la
composicion, incluyendo alimentos, asi como composiciones farmacéuticas, cosméticas e industriales. Un excipiente
puede describirse como un excipiente "farmacéuticamente aceptable" cuando se afiade a una composicion
farmacéutica, lo que significa que el excipiente es un compuesto, material, composiciéon, sal y/o forma de
dosificacion que es adecuada, dentro del alcance del criterio médico apropiado, para su contacto con los tejidos de
seres humanos y animales sin toxicidad, irritacion, respuesta alérgica excesiva u otras complicaciones probleméaticas
sobre la duracion deseada del contacto acorde con una relacion de beneficio/riesgo razonable. En algunas
realizaciones, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del
Gobierno Federal o Estatal o enumerado en la farmacopea estadounidense u otra farmacopea internacional
reconocida en lineas generales para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. Pueden usarse
diversos excipientes. En algunas realizaciones, el excipiente puede ser, aunque sin limitacién, un agente alcalino, un
estabilizante, un antioxidante, un agente de adhesion, un agente de separacién, un agente de recubrimiento, un
componente de fase exterior, un componente de liberacion controlada, un disolvente, un tensioactivo, un
humectante, un agente tamponante, un relleno, un emoliente o combinaciones de los mismos. Los excipientes,
ademas de los analizados en este documento, pueden incluir excipientes enumerados en, aunque sin limitacion,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21.2 ed. (2005).

En algunas realizaciones, la composicién es un producto alimenticio. Un producto alimenticio es cualquier alimento
para consumo por animales o seres humanos, e incluye composiciones tanto sélidas como liquidas. Un producto
alimenticio puede ser un aditivo para alimentos para animales o seres humanos. Los alimentos incluyen, aunque sin
limitacion, alimentos comunes; productos liquidos, incluyendo leches, bebidas, bebidas terapéuticas y bebidas
nutritivas; alimentos funcionales; suplementos; nutraceuticos; formulas infantiles, incluyendo férmulas para bebés
prematuros; alimentos para mujeres embarazadas o mujeres en periodo de lactancia; alimentos para adultos;
alimentos geriatricos; y alimentos para animales.

En algunas realizaciones, una biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos puede usarse directamente como o
incluirse como un aditivo dentro de uno o mas de: un aceite, materia grasa, producto para untar, otro ingrediente
graso, bebida, salsa, alimento de base lactea o de soja (tal como leche, yogur, queso y helado), un alimento
horneado, un producto nutritivo, por ejemplo, como un suplemento nutritivo (en forma de capsula o comprimido), un
suplemento vitaminico, un suplemento dietético, una bebida energética, un producto alimenticio en polvo acabo o
semiacabado y combinaciones de los mismos.

Una lista parcial de composiciones alimenticias que pueden incluir un aceite microbiano incluye, aunque sin
limitacion, productos de base de soja (leches, helados, yogures, bebidas, cremas, productos para untar,
blanqueadores); sopas y mezclas de sopa; pastas, masas y articulos alimenticios horneados incluyendo, por
ejemplo, productos de pasteleria fina, cereales de desayuno, tortas, pasteles de queso, empanadas, magdalenas,
galletas, barritas, panes, rosquillas, bizcochos, muffins, pasteles, bollos, picatostes, tentempié, golosinas, pasteles
de merienda, empanadas, barras de granola/aperitivo y pastas tostadas; dulces; confiteria dura; chocolate y otro tipo
de confiteria; chicles; productos alimenticios liquidos, por ejemplo, leches, bebidas energéticas, férmulas infantiles,
bebidas carbonatadas, tés, comidas liquidas, zumos de frutas, bebidas basadas en frutas, bebidas basadas en
hortalizas; jarabes multivitaminicos, sustitutos de comidas, alimentos medicinales y jarabes; mezclas de bebidas
energeéticas; pasta; producto de pescado procesados; productos de carne procesados; productos de aves de corral
procesados; jugos y salsas; condimentos (salsa de tomate, mahonesa, etc.); productos para untar a base de aceite
vegetal; productos lacteos; yogur; mantequillas; productos lacteos congelados; helados; postres congelados;
yogures congelados; productos alimenticios semisdlidos tales como alimentos para bebés; pudines y postres de
gelatina; queso procesado y no procesado; mezclas de panqueques; barras alimenticias incluyendo barritas
energéticas; mezclas de gofres; aderezos de ensalada; mezclas sustitutivas de huevo; frutos secos y aderezos
basados en frutos secos; aperitivos salados tales como patatas fritas y otros fritos y crujientes, fritura de maiz,
tortitas fritas, aperitivos extruidos, palomitas de maiz, galletas saladas, patatas fritas y frutos secos; especialmente
aperitivos tales como salsas, aperitivos de frutos secos, aperitivos de carne, cortezas de cerdo, barritas alimenticias
saludables y tortas de arroz/maiz.

En algunas realizaciones, un aceite microbiano puede usarse para complementar una férmula infantil. La formula
infantil puede complementarse con un aceite microbiano en solitario 0 en combinacién con un aceite fisicamente
refinado derivado de un microorganismo que produce acido araquidénico (ARA). Un microorganismo que produce
ARA, por ejemplo, es Mortierella alpina o Mortierella sect. Schmuckeri. Como alternativa, las férmulas infantiles
pueden complementarse con un aceite microbiano en combinacién con un aceite rico en ARA, incluyendo
ARASCO® (Martek Biosciences, Columbia, MD).

En algunas realizaciones, la composicion es un pienso para animales. Un "animal" significa cualquier organismo no

humano que pertenece al reino Animalia e incluye, sin limitacion, animales acuaticos y animales terrestres. La
expresion "pienso para animales" o "alimento para animales" se refiere a cualquier alimento destinado a animales no
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humanos, sea para peces; peces comerciales; peces ornamentales; larvas de peces; bivalvos; moluscos;
crustaceos; mariscos; camaroén; larva de camardn; artemia, rotiferos, camarones en salazon; filtradores; anfibios;
reptiles; mamiferos; animales domésticos; animales de granja; animales de zooldgico; animales para deportes; de
reproduccion; animales de carreras; animales de exhibicion; animales de crianza; animales raros o en peligro;
animales de compafia; mascotas tales como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones o caballos; primates
tales como monos (por ejemplo, cebus, macaco, verde africano, patas, cynomolgus y cercopithecus), simios,
orangutanes, babuinos, gibones y chimpancés; canidos tales como perros y lobos, félidos tales como gatos, leones y
tigres; équidos tales como caballos, burros y cebras; animales para alimentacién tales como vacas, ganado bovino,
cerdos y ovejas; ungulados tales como ciervos y jirafas; roedores tales como ratones, ratas, hamsteres y cobayas; y
asi sucesivamente. Un pienso para animales incluye, aunque sin limitacion, un pienso de acuicultura, un pienso para
animales domésticos incluyendo pienso para mascotas, un pienso para animales de zooldgico, un pienso para
animales de trabajo, un pienso para ganado o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la composicion es un pienso o suplemento para piensos para cualquier animal cuya carne
0 productos se consumen por los seres humanos, tal como cualquier animal del que se obtiene carne, huevos o
leche para consumo humano. Cuando se alimenta a dichos animales, pueden incorporarse nutrientes tales como
LC-PUFA en la carne, la leche, los huevos u otros productos de dichos animales para aumentar su contenido de
estos nutrientes.

En algunas realizaciones, la composicién es un material secado por pulverizacion que puede desmenuzarse para
formar particulas de un tamafio apropiado para su consumo por zooplancton, artemias, rotiferos y filtradores. En
algunas realizaciones, el zooplancton, las artemias o los rotiferos alimentados por la composicion se suministran a
su vez a larvas de peces, peces, marisco, bivalvos o crustaceos.

En algunas realizaciones, la composicion es una composicion farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas incluyen, aunque sin limitacion, una composicidon antiinflamatoria, un farmaco para el tratamiento de
cardiopatia coronaria, un farmaco para el tratamiento de arteriosclerosis, un agente quimioterapéutico, un excipiente
activo, un farmaco para la osteoporosis, un antidepresivo, un anticonvulsivo, un farmaco contra Helicobacter pylori,
un farmaco para el tratamiento de enfermedad neurodegenerativa, un farmaco para el tratamiento de enfermedad
hepatica degenerativa, un antibiético, una composicion que reduce el nivel de colesterol y una composicion que
reduce el nivel de triglicéridos. En algunas realizaciones, la composicion es un alimento médico. Un alimento médico
incluye un alimento que esta en una composicién a consumirse o administrarse de forma externa bajo la supervision
de un médico y que esta destinada para el tratamiento dietético especifico de una afeccion, para la que se
establecen necesidades nutritivas distintivas, basandose en los principios cientificos reconocidos, por evaluaciéon
médica.

En algunas realizaciones, el aceite microbiano puede formularse en una forma de dosificacion. Las formas de
dosificacion pueden incluir, aunque sin limitacién, comprimidos, capsulas, sobres, pildoras, pastillas, polvos y
granulos, y formas parenterales de dosificacion, que incluyen, aunque sin limitacién, soluciones, suspensiones,
emulsiones y polvos secos que comprenden una cantidad eficaz del aceite microbiano. También es sabido en la
técnica que dichas formulaciones también pueden contener diluyentes, rellenos, disgregantes, aglutinantes,
lubricantes, tensioactivos, vehiculos hidréfobos, vehiculos hidrosolubles, emulsionantes, tampones, humectantes,
hidratantes, solubilizantes, conservantes y similares farmacéuticamente aceptables. Las formas de administracion
pueden incluir, aunque sin limitacion, comprimidos, grageas, capsulas, comprimidos encapsulados y pildoras, que
contienen el aceite microbiano y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados.

Para administracién oral, el aceite microbiano puede combinarse con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien
conocidos en la técnica. Dichos vehiculos posibilitan que los aceites microbianos se formulen como comprimidos,
pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, compuestos liquidos, suspensiones y similares, para ingesta
oral por un sujeto a tratar. En algunas realizaciones, la forma de dosificacién es un comprimido, pildora o
comprimido encapsulado. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse afadiendo un
excipiente sdlido, opcionalmente moliendo la mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después de
afadir auxiliares adecuados, si se desea para obtener comprimidos o nucleos de gragea. Los excipientes adecuados
incluyen, aunque sin limitacién, rellenos tales como azucares incluyendo, aunque sin limitacion, lactosa, sacarosa,
manitol y sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, aunque sin limitacion, almidéon de maiz, almidén de trigo,
almidéon de arroz, almidon de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afiadirse agentes disgregantes tales
como, aunque sin limitacion, la polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una sal del mismo tal como
alginato de sodio. Las preparaciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen, aunque sin limitacion,
capsulas de ajuste por presion hechas de gelatina, asi como cépsulas selladas blandas hechas de gelatina y un
plastificante, tal como glicerol o sorbitol.

En algunas realizaciones, la composicion es un cosmético, los cosméticos incluyen, aunque sin limitacion,
emulsiones, cremas, lociones, mascaras, jabones, champus, limpiadores, cremas faciales, acondicionadores,
maquillajes, agentes de bafo y liquidos de dispersion. Los agentes cosméticos pueden ser medicinales o no
medicinales.
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En algunas realizaciones, la composicion es una composicién industrial. En algunas realizaciones, la composicion es
un material de partida para uno o mas productos fabricados. Un producto fabricado incluye, aunque sin limitacion, un
polimero; un material fotosensible fotografico; un detergente; un aceite industrial; o un detergente industrial. Por
ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 7.259.006 describe el uso de una grasa y aceite que contiene DHA para la
produccién de acido behénico y la produccion de materiales sensibles fotograficos usando acido behénico.

Métodos de produccion de biocombustibles

En este documento se describe un método para producir un biocombustible a partir de un traustoquitrido
recombinante de la invencién.

Como se usa en este documento, "biocombustible" se refiere a cualquier combustible que se produce a partir de y
usando una biomasa o un aceite microbiano de un traustoquitrido de la invencion incluyendo, aunque sin limitacion,
un biodiésel, un diésel renovable, un diésel renovable coprocesado, un biocombustible de aviones, un aceite de
calefaccion y un aditivo de combustible. Puede usarse cualquier método conocido en la técnica para generar un
biocombustible a partir de las biomasas y aceites microbianos de los traustoquitridos de la presente invencion
incluyendo, aunque sin limitacién, cualquier método descrito en el documento WO 2005/035693, la publicacion de
Estados Unidos n.° 2005/0112735, 2007/027633, el documento WO 2006/127512, la publicacion de Estados Unidos
n.° 2007/0099278, la publicaciéon de Estados Unidos n.°2007/0089356, el documento WO 2008/067605, la
publicacion de Estados Unidos n.° 2009/0035842 y la publicacion de Estados Unidos n.° 2009/0064567. Cualquiera
de los biocombustibles descritos en este documento puede mezclarse con un combustible fésil. Por ejemplo, un
biodiésel puede mezclarse con un diésel fosil a relaciones de un 1 %-99 %. Como se describe en este documento un
aceite microbiano de un traustoquitrido de la invenciéon se usa como punto de partida para la produccion de un
biocombustible, aunque no se haya sometido a procesamiento convencional. Los ejemplos de procesamiento
convencional que puede evitarse incluyen refinado (por ejemplo, refinado fisico, refinado en silice o refinado
caustico), desolventizacion, desodorizado, hibernacion, filtracion en frio y/o blanqueado. Por tanto, como se describe
en este documento, los aceites no se han sometido a refinado, desolventizacion, desodorizado, hibernacion,
filtracion en frio, blanqueado o una combinacién de los mismos.

Como se describe en este documento el método de produccion de un biocombustible comprende cultivar un
traustoquitrido de la invencion en un medio de cultivo que comprende sacarosa como fuente de carbono para
producir una biomasa, extraer un aceite de la biomasa y producir un biocombustible transesterificando el aceite,
craqueando el aceite, procesando el aceite por despolimerizacién térmica, afiadiendo el aceite a un proceso de
refinado de petréleo tradicional o una combinacién de los mismos.

Como se describe en este documento el biocombustible se produce transesterificando el aceite. En algunas
realizaciones, el biocombustible es un biodiésel. Se conocen diversas formas de biodiésel e incluyen, aunque sin
limitacion, biodiéseles descritos en el documento WO 07/061903, la patente de Estados Unidos n.° 7.172.635, la
patente EP n.° 1227 143, el documento WO 02/38709, el documento WO 02/38707 y la publicacion de Estados
Unidos n.° 2007/0113467. La transesterificacion de los triglicéridos en el aceite produce ésteres de acido graso de
cadena larga, es decir, ésteres de alquilo y puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica para la
produccién de biocombustibles. Como se describe en este documento el éter de alquilo es un éster de metilo o un
éster de etilo. Como se describe en este documento la extraccion del aceite de la biomasa de traustoquitridos y la
transesterificacion del aceite pueden realizarse simultdneamente. En algunas realizaciones, la extraccion del aceite
de la biomasa de traustoquitridos y la transesterificacién del aceite se realizan por separado. Véase, por ejemplo, la
publicacion de Estados Unidos n.° 2009/0064567.

Como se describe en este documento la transesterificacién se realiza usando un alcohol de alquilo inferior y un
catalizador acido o basico. Los alcoholes adecuados para su uso en la presente invencion incluyen cualquier alcohol
de alquilo inferior que contenga de 1 a 6 atomos de carbono (es decir, un alcohol de alquilo C1.6, tal como alcoholes
de metilo, etilo, isopropilo, butilo, pentilo, hexilo e isémeros de los mismos). Como se describe en este documento el
alcohol comprende de un 5 % en peso a un 70 % en peso, de un 5 % en peso a un 60 % en peso, de un 5 % en
peso a un 50 % en peso, de un 7 % en peso a un 40 % en peso, de un 9 % en peso a un 30 % en peso o de un
10 % en peso a un 25 % en peso de la mezcla de composicion oleosa, el alcohol y una base catalitica. Como se
describe en este documento la composicién oleosa y la base pueden afiadirse a etanol puro o metanol puro. La
cantidad de alcohol usada puede variar con la solubilidad del aceite en el alcohol. Puede usarse cualquier base
conocida en la técnica que sea adecuada para su uso como reactivo, incluyendo bases de la formula ROM, en la
que M es un cation monovalente y RO es un alcéxido de un alcohol de alquilo C16. Los ejemplos de bases
adecuadas incluyen, aunque sin limitacion, sodio elemental, metéxido de sodio, etdxido de sodio, metéxido de
potasio y etéxido de potasio. Como se describe en este documento la base es etéxido de sodio. Como se describe
en este documento la base se afade a la reaccién con la composicion oleosa y el alcohol en una cantidad de 0,05 a
2,0 equivalentes molares de triglicéridos en el aceite, de 0,05 a 1,5 equivalentes molares, de 0,1 a 1,4 equivalentes
molares, de 0,2 a 1,3 equivalentes molares o de 0,25 a 1,2 equivalentes molares. El aceite que comprende
triglicéridos, el alcohol y la base se hacen reaccionar juntos a una temperatura y durante una cantidad de tiempo que
permite la produccion de un éster a partir de los restos de acido graso y el alcohol. Como se describe en este
documento la reaccion de la composicién en presencia de un alcohol y una base se realiza a una temperatura de
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20°C a 140 °C, de 20 °C a 120 °C, de 20 °C a 110 °C, de 20 °C a 100 °C o de 20 °C a 90 °C. Como se describe en
este documento la reaccion de la composicién en presencia de un alcohol y una base se realiza a una temperatura
de al menos 20 °C, al menos 75 °C, al menos 80 °C, al menos 85 °C, al menos 90 °C, al menos 95 °C, al menos
105 °C o al menos 120 °C. Como se describe en este documento la reaccion de la composicion en presencia de un
alcohol y una base se realiza a una temperatura de 20 °C, 75 °C, 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C, 105 °C o 120 °C. Como
se describe en este documento la reacciéon de la composicidon en presencia de un alcohol y una base se realiza
durante un tiempo de 2 horas a 36 horas, de 3 horas a 36 horas, de 4 horas a 36 horas, de 5 horas a 36 horas o de
6 horas a 36 horas. Como se describe en este documento la reaccién de la composicidén en presencia de un alcohol
y una base se realiza durante 0,25, 0,5, 1, 2,4, 5,55, 6,6,5,7,7,5, 8, 8,5, 10, 12, 16, 20, 24, 28, 32 0 36. Como se
describe en este documento la reaccién de la composicion oleosa, el alcohol y la base puede realizarse llevando a
reflujo los componentes para producir los ésteres de acido graso, tales como los ésteres de PUFA. Como se
describe en este documento la reaccién de la composicion oleosa puede realizarse a una temperatura que no
provoca el reflujo de los componentes de reaccion. Por ejemplo, llevar a cabo la reaccion de la composicién oleosa a
presiones mayores de la presion atmosférica puede aumentar el punto de ebulliciéon de los disolventes presentes en
la mezcla de reaccion. En dichas condiciones, la reaccion puede producirse a una temperatura en la que los
disolventes hervirian a presion atmosférica, pero no provocaria el reflujo de los componentes de reaccion. Como se
describe en este documento la reaccién se realiza a una presion de 34,47 kPa (5 libras por pulgada cuadrada (psi))
a 137,89 kPa (20 psi), de 48,26 kPa (7 psi) a 103,42 kPa (15 psi); o de 62,05 kPa (9 psi) a 82,73 kPa (12 psi). Como
se describe en este documento la reaccién se realiza a una presién de 48,26 kPa (7 psi), 55,15 kPa (8 psi), 62,05
kPa (9 psi), 68,94 kPa (10 psi), 75,84 kPa (11 psi) 0 82,73 kPa (12 psi). Las reacciones realizadas a presion pueden
realizarse a las temperaturas de reaccion enumeradas anteriormente. Como se describe en este documento las
reacciones realizadas a presion pueden realizarse al menos de 20 °C a 140 °C, de 20 °C a 120 °C, 20 °C 110 °C, de
20°C a 100°C o de 20°C a 90°C. Como se describe en este documento las reacciones realizadas a presion
pueden realizarse a al menos 70 °C, al menos 75 °C, al menos 80 °C, al menos 85 °C o al menos 90 °C. Como se
describe en este documento las reacciones realizadas a presién pueden realizarse a 70 °C, 75 °C, 80 °C, 85°C o
90 °C.

Las cantidades reducidas de PUFA en un aceite usadas para producir un biocombustible, tal como un biodiésel
pueden aumentar la densidad de energia del biocombustible y pueden reducir la cantidad de sitios para oxidacion
potencial o sulfatacion. Como se describe en este documento la biomasa de traustoquitridos o aceite microbiano, o
la fracciéon de triglicéridos del mismo, comprende un porcentaje mayor de acidos grasos monoinsaturados que
acidos grasos poliinsaturados. Como se describe en este documento el aceite microbiano se fracciona para eliminar
los acidos grasos poliinsaturados. Como se describe en este documento el aceite se hidrogena para convertir los
acidos grasos poliinsaturados en acidos grasos monoinsaturados. Para asegurar que pueden quemarse porcentajes
mayores de biocombustible derivado de aceite microalgaceo, puede usarse cualquier método de hidrogenacion
parcial o total de aceites, como es rutinario en la fabricacion de margarinas. Como se describe en este documento
los traustoquitrido que producen niveles bajos de PUFA se usan para producir los aceites microbianos. Como se
describe en este documento se seleccionan traustoquitridos de la invenciéon que producen mayores cantidades de
acidos grasos monoinsaturados que acidos grasos poliinsaturados. Como se describe en este documento menos de
un 50 % de los acidos grasos insaturados en el aceite biolégico son PUFA. Como se describe en este documento los
acidos grasos insaturados en el aceite bioldgico contienen menos de un 40 %, menos de un 30 %, menos de un
20 %, menos un 10 % o menos de un 5 % de PUFA. Como se describe en este documento el aceite microbiano
comprende menos de un 50 %, menos de un 40 %, menos de un 30 %, menos de un 20 %, menos de un 10 % o
menos de un 5 % en peso de PUFA.

Ademas de los métodos de transesterificacion descritos anteriormente, también pueden usarse otras técnicas de
reduccion de la viscosidad de los aceites microbianos para producir biocombustibles. Estas técnicas incluyen,
aunque sin limitacion, el uso de lipasas, catalisis supercritica con metanol y el uso de sistemas de células completas
que implican la sobreexpresion citoplasmatica de lipasas en una célula hospedadora seguida por permeabilizacion
del hospedador para permitir la catalisis de transesterificaciéon de triglicéridos dentro del citoplasma. Como se
describe en este documento una célula de traustoquitridos de la invencion también comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica una lipasa para la catalisis de transesterificacion de triglicéridos dentro del citoplasma.
Véanse, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.°7.226.771, la publicacion de Estados Unidos
n.° 2004/0005604, el documento WO 03/089620, el documento WO 05/086900, la publicacién de Estados Unidos
n.° 2005/0108789, el documento WO 05/032496, el documento WO 05/108533, la patente de Estados Unidos
n.° 6.982.155, el documento WO 06/009676, el documento WO 06/133698, el documento WO 06/037334, el
documento WO 07/076163, el documento WO 07/056786 y el documento WO 06/124818.

Como se describe en este documento el biocombustible se produce por craqueo del aceite. En algunas
realizaciones, el biocombustible es un biocombustible de aviones. En la técnica se entiende que "craqueo" describe
la reduccion de la longitud de la cadena de los acidos grasos en un aceite por métodos tales como los usados en la
industria de aceites. Como se describe en este documento la presencia de una cantidad significativa de acido graso
poliinsaturado en el aceite proporcionara mayor flexibilidad y diversidad para la produccién de hidrocarburos, ya que
los multiples sitios de insaturacion en un acido graso poliinsaturado proporcionan multiples sitios para la escision
para generar hidrocarburos. Por ejemplo, ciertos combustibles de aviones requieren hidrocarburos con dos a ocho
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carbonos. Los acidos grasos poliinsaturados pueden escindirse a través de procesos conocidos en la técnica, tales
como craqueo para producir hidrocarburos més cortos de diversas longitudes de cadena.

Como se describe en este documento el biocombustible se produce por despolimerizacion térmica. En algunas
realizaciones, el biocombustible es un diésel renovable. Como se usa en este documento la despolimerizacion
térmica incluye cualquier proceso para la produccion de diésel renovable usando agua sobrecalentada.

Como se describe en este documento el biocombustible se produce afiadiendo el aceite a un proceso de refinado
del petréleo durante la produccion del combustible diésel. Como se describe en este documento el biocombustible
es un diésel renovable coprocesado.

Habiendo descrito en lineas generales esta invencién, puede obtenerse una comprension adicional por acceso a los
ejemplos proporcionados en este documento. Estos ejemplos son con fines ilustrativos unicamente y no pretenden
ser limitantes.

Ejemplo 1
Construccioén del vector de expresion pCL0076

El vector pAB0018 (N.° de acceso de ATCC PTA-9616) se digiri6 con BamHI y Ndel dando como resultado dos
fragmentos de 838 pb y 9879 pb de longitud. El fragmento de 9879 pb se fraccion6 mediante técnicas
electroforéticas convencionales en un gel de agar, se purificé utilizado kits de purificacion de ADN comerciales y se
ligd a una secuencia (SEQ ID NO: 1) que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica la sefal de
secrecion nativa de la proteina Sec1 de Schizochytrium sp. nimero de ATCC 20888 seguido de una secuencia
sintética que codifica la proteina invertasa madura (SUC2) de Saccharomyces cerevisiae, con codones optimizados
utilizando la tabla de uso de codones de Schizochytrium de la FIG. 1 (la optimizacion de codones se realizé en Blue
Heron Biotechnology, Bothell, WA). La secuencia de fusién que contiene las secuencias que codifican el péptido
sefal de Sec1 de Schizochytrium y la proteina invertasa secretada SUC2 de Saccharomyces cerevisiae (N.° de
acceso de GenBank P00724) se insert6 en el vector de Schizochytrium pSchiz, seguido de la digestion con BamHI y
Ndel para producir la SEQ ID NO: 1.

Después, se utilizé el producto de ligamiento para transformar una cepa suministrada de forma comercial de células
de E. coli DH5a (Invitrogen), utilizando los protocolos del fabricante. Se propagaron varios de los clones resultantes
y sus plasmidos se extrajeron y purificaron. Estos plasmidos se exploraron después mediante digestiones de
restriccion y/o PCR para confirmar que el ligamiento generé los vectores plasmidicos esperados. Uno de tales
vectores plasmidicos, resultante del ligamiento del fragmento de 9879 pb y la SEQ ID NO. 1, se verific6 mediante
secuenciacion de Sanger y se denominé pCL0076 (SEQ ID NO: 2). Véase la FIG. 2.

Ejemplo 2
Crecimiento de Schizochytrium en sacarosa

Se cultivaron cultivos de Schizochytrium sp. ATCC 20888 y un derivado genéticamente modificado de
Schizochytrium, denominado B76-32, en medio M2B que consiste en glucosa 10 g/l, (NH4)2SO4 0,8 g/l, Na2S04 5 g/,
MgS0O4+7H20 2 g/l, KH2PO4 0,5 g/l, KCI 0,5 g/l, CaCl2¢2H20 0,1 g/l, MES 0,1 M (pH 6,0) metales PB26 al 0,1 % y
vitaminas PB26 al 0,1 % PB26 (v/v). Las vitaminas PB26 consistian en vitamina B12 50 mg/ml, tiamina 100 mg/ml, y
Ca-pantotenato 100 mg/ml. Los metales PB26 se ajustaron a pH 4,5 y consistian en FeSO4+7H20 3 g/l, MnCl2¢4H20
1g/l, ZnSO47H20 800 mg/ml, CoCl2¢6H20 20 mg/ml, Na:MoO4*2H20 10 mg/ml, CuSO4*5H20 600 mg/ml vy
NiSO4+6H20 800 mg/ml. Las soluciones madre de PB26 se esterilizacion por filtracién por separado y se anadieron
al caldo después del tratamiento con autoclave. La glucosa, KH2PO4 y CaCl2¢2H20 se autoclavaron cada uno de
forma separada de los ingredientes del caldo restantes, antes de mezclar, para impedir la precipitacion de sales y la
caramelizacion de los hidratos de carbono. Todos los ingredientes del medio se adquirieron en Sigma Chemical (St.
Louis, MO). La cepa B76-32 es un derivado de Schizochytrium sp. ATCC 20888 disefiado técnicamente de acuerdo
con la Patente de Estados Unidos N.° 7.211.418 y las Publicaciones de Estados Unidos N.° 2008/0022422 y
2008/0026434.

Los cultivos de Schizochytrium sp. ATCC 20888 y B76-32 se cultivaron hasta la fase logaritmica y se transformaron
con el vector pCL0076 utilizando electroporacion con un pretratamiento enzimatico, como se describe a
continuacion.

Electroporacion con pretratamiento enzimatico - Las células se cultivaron en 50 ml de medio M50-20 (véase la
publicacion de Estados Unidos n.° 2008/0022422) en un agitador a 200 r.p.m. durante 2 dias a 30 °C. Las células se
diluyeron a 1:100 en medio M2B (véase el siguiente parrafo) y se cultivaron durante una noche (16-24 h), intentando
alcanzar la fase semilogaritmica de crecimiento (DOeoo de 1,5-2,5). Las células se centrifugaron en un tubo coénico
de 50 ml durante 5 min a aproximadamente 3000 x g. El sobrenadante se retiré y las células se resuspendieron en
manitol 1 M, pH 5,5, en un volumen adecuado para alcanzar una concentracion final de 2 unidades DOeoo. Se
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separaron en alicuotas 5 ml de las células en un matraz de agitacion de 25 ml y se modificé con Cacl2 10 mM
(solucién madre 1,0 M, esterilizada en filtro) y 0,25 mg/ml de proteasa XIV (solucién madre de 10 mg/ml, esterilizada
en filtro; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los matraces se incubaron en un agitador a 30 °C y aproximadamente
100 r.p.m. durante 4 h. Las células se controlaron al microscopio para determinar el grado de formacion de
protoplastos, con las células individuales deseadas. Las células se centrifugaron durante 5 min a aproximadamente
2500 x g en tubos de fondo redondo (es decir, tubos Falco™ de 14 ml, BD Biosciences, San José, CA). El
sobrenadante se retird y las células se resuspendieron suavemente con 5 ml de glicerol al 10 % enfriado en hielo.
Las células se volvieron a centrifugar durante 5 min a aproximadamente 2500 x g en tubos de fondo redondo. El
sobrenadante se retird y las células se resuspendieron suavemente con 500 pl de glicerol al 10 % enfriado en hielo,
usando puntas de pipeta de orificio ancho. Se separaron en alicuotas 90 ul de células en una electrocubeta
prerrefrigerada (cubeta Gene Pulser® - espacio de 0,1 cm o espacio de 0,2 cm Bio-Rad, Hercules, CA). Se afiadio
de 1 ug a 5 yg de ADN (en menos de o igual a un volumen de 10 pl) a la cubeta, se mezclaron suavemente con una
punta de pipeta y se colocaron en hielo durante 5 min. Las células se sometieron a electroporacion a 200 ohm
(resistencia), 25 yF (capacitancia) y 250 V (para un espacio de 0,1 cm) o 500 V (espacio de 0,2 cm). Se afiadieron
0,5 ml de medio M50-20 inmediatamente a la cubeta. Las células entonces se transfirieron a 4,5 ml de medio
M50-20 en un matraz de agitacion de 25 ml y se incubaron durante 2-3 h a 30 °C y aproximadamente 100 r.p.m. en
un agitador. Las células se centrifugaron durante 5 min a aproximadamente 2500 x g en tubos de fondo redondo. El
sobrenadante se retird y el sedimento celular se resuspendié en 0,5 ml de medio M50-20. Las células se sembraron
en placas en una cantidad apropiada (2 a 5) de placas M2B con seleccién apropiada (si era necesario) y se
incubaron a 30 °C.

Los transformantes se seleccionaron para el cultivo en medio M2B + SMM o se seleccionaron directamente para el
cultivo en sacarosa, mediante la siembra en placas en MSFM + sacarosa. Para la seleccion de MSFM + sacarosa,
después de 1-2 semanas se volvieron a sembrar colonias en placas con varios pases en medio que contenia
sacarosa recién preparado. Se determind que la expresion de invertasa se puede utilizar como un marcador de
seleccion para colonias de traustoquitridos cultivadas en sacarosa como Unica fuente de carbono.

Para los siguientes experimentos, se seleccionaron transformantes primarios para el cultivo en medio M2B sélido
que contenia agar 20 g/l (VWR, West Chester, PA) y SMM 10 pg/ml (Chem Service, Westchester, PA) después de 2-
6 dias de incubacién a 27 °C. Todos los transformantes primarios se transfirieron de forma manual a placas de M2B
con SMM recién preparadas. Después de 1 semana las colonias se transfirieron a MSFM y sacarosa 5 g/l sin SMM.
Después de 1 semana, las colonias mas grandes se transfirieron a placas de medio MSFM/sacarosa recién
preparadas. Diez de los transformantes de Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivados en sacarosa se seleccionaron
para la caracterizacion adicional y se denominaron 1-1, 1-3, 1-24, 3-1, 3-2, 3-5, 3-21, 4-1, 4-24 y 4-31,
respectivamente. Nueve de los transformantes de B76-32 cultivados en sacarosa se seleccionaron para la
caracterizacion adicional y se denominaron B76-32 n.° 2, n.° 12, n.° 19, n.° 26, n.° 30, n.° 39, n.° 42, n.° 56 y n.° 61.

Las colonias cultivadas en sacarosa (1-1, 1-3, 1-24, 3-1, 3-2, 3-5, 3-21, 4-1, 4-24, 4-31) se retiraron de las placas
utilizando un asa de siembra y se transfirieron a tubos de cultivo que contenian 5 ml de medio de sacarosa, y se
cultivaron durante 4 dias a 29 °C en un agitador. Se utilizaron 2 ml de este cultivo para inocular 50 ml de medio
(MSFM o SSFM) en matraces de 250 ml y se cultivaron a 29 °C en un agitador a 200 rpm.

Los matraces de control de la cepa parental Schizochytrium sp. ATCC 20888 se cultivaron del mismo modo pero
utilizando medio que contenia glucosa. Las células se recogieron 7 dias después. Las células se centrifugaron y se
lavaron con una mezcla de isopropanol:agua destilada al 50 %. Las células sedimentadas se liofilizaron, se pesaron,
y se realizo el analisis de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME, forma siglada de fatty acid methyl esters). Para
el analisis de FAME, se extrajeron aceites de los cultivos celulares utilizando procedimientos convencionales y se
analizaron en cuanto a la composicion de acidos grasos como porcentaje de ésteres metilicos de acidos grasos
(FAME) totales. Véase, por ejemplo, la Publicacion de Estados Unidos N.° 2010/0239533. Se sometié a ensayo el
crecimiento y el contenido en grasa de los transformantes de CLO076 de Schizochytrium sp. ATCC 20888 o B76-32
de forma gravimétrica y mediante cromatografia de gases de los aceites derivatizados, como se describid
anteriormente en la Publicacion de Estados Unidos N.° 2008/0022422.

Los resultados se muestran en las Tablas 5-8. Los pesos secos y el contenido en grasa de los sedimentos
procedentes de los cultivos en matraces de agitacion de los transformantes, asi como de las cepas parentales se
muestran en las FIG. 3-8.

Medio SSFM: glucosa o sacarosa 50 g/l, Na2S04 13,6 g/l, K2SO4 0,7 g/l, KCI 0,36 g/l, MgSO4+7H20 2,3 g/l, MES
0,1M (pH 6,0), (NH4)2S04 1,2 g/l, glutamato monosdédico 0,13 g/l, KH2PO4 0,056 g/l y CaCl2:2H20 0,2 g/l. Se
afadieron vitaminas a 1 ml/l a partir de una reserva que consistia en vitamina B12 0,16 g/I, tiamina 9,7 g/l y Ca-
pantotenato 3,3 g/l. Se afiadieron oligoelementos a 2 ml/l a partir de una reserva que consistia en acido citrico 1 g/l,
FeS047H20 5,2 g/l, MnCl2#4H20 1,5 g/l, ZnSO47H20 1,5 g/l, CoCl2+6H20 0,02 g/l, NazMoO4+2H20 0,02 g/,
CuSO04+5H20 1,0 g/l y NiSO4+6H20 1,0 g/l, ajustado a pH 2,5.

Medio SFM modificado (MSFM): glucosa o sacarosa 10 g/l, NaCl 25,0 g/l, KCI 1,0 g/l, (NH4)2S04 0,2 g/l, 5 g/,
MgS04+7H20 5,0 g/l, KH2PO4 0,1 g/l, CaCl2-2H20 0,3 g/l, HEPES 0,1 M (pH 7,0), metales PB26 al 0,1 % y
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Vitaminas PB260 al 1 % (v/v). Las vitaminas se afiadieron a 2 ml/l a partir de una reserva que consistia de vitamina
B12 0,16 g/l, tiamina 9,7 g/l y Ca-pantotenato 3,3 g/l. Se afiadieron oligoelementos a 2 ml/l a partir de una reserva
que consistia en acido citrico 1 g/l, FeS04+7H20 5,2 g/l, MnCI2:4H20 1,5 g/l, ZnS0O4+7H20 1,5 g/l, CoCI2:6H20
0,02 g/l, Na2Mo0O4+2H20 0,02 g/l, CuS04+5H20 1,0 g/l y NiSO4+6H20 1,0 g/l, ajustado a pH 2,5.

La Tabla 5 muestra el crecimiento y los niveles de grasa de Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivado en MSFM con
glucosa, fructosa, sacarosa o sin afiadir una fuente de carbono.

La Tabla 6 muestra el peso seco y el % de acidos grasos para Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivado en medio
MSFM con glucosa (control) y para las lineas celulares transformadas de Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivadas
en medio MSFM con sacarosa.

La Tabla 7 muestra el peso seco y el % de &cidos grasos para Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivado en medio
SSFM con glucosa (control) y para las lineas celulares transformadas de Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivadas
en medio SSFM con sacarosa.

La Tabla 8 muestra el peso seco y el % de acidos grasos para Schizochytrium B76-32 cultivado en medio SSFM con
glucosa (control) y para las lineas celulares transformadas de Schizochytrium B76-32 cultivadas en medio SSFM con
sacarosa.

Tabla 5. Crecimiento y niveles de grasa en Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivado en MSFM con glucosa,
fructosa, sacarosa o sin anadir una fuente de carbono

Glucosa | Fructosa | Sacarosa | Sin afiadir carbono

PS (g/l) 2,84 2,65 0,16 0,11

% AG 66,5 65,3 ND ND

PS = Peso seco

AG = Acidos grasos

Tabla 6. Lineas celulares transformadas de Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivadas en medio MSFM con

sacarosa
control de 20888 | 1-1 1-3 3-2 3-5 3-21 4-1 4-24 | 4-31
PS (g/l) 2,94 249 | 279 | 2,21 260 | 264 | 244 | 3,05 | 2,24
% AG 70,87 70,79 | 72,36 | 67,97 | 69,78 | 71,05 | 68,84 | 73,85 | 73,66

PS = Peso seco
AG = Acidos grasos

Tabla 7. Lineas celulares transformadas de Schizochytrium sp. ATCC 20888 cultivadas en medio SSFM con

sacarosa
control de 20888 | 1-1 1-3 1-24 3-1 3-2 3-5 3-21 41 4-24 | 4-31
PS (g/1) 11,24 10,04 | 10,51 | 9,99 | 840 | 10,29 | 9,03 | 8,34 | 8,16 | 10,63 | 10,92
% AG 78,22 78,20 | 76,29 | 77,10 | 77,37 | 77,71 | 74,97 | 73,44 | 73,65 | 80,05 | 79,82

PS = Peso seco
AG = Acidos grasos

Tabla 8. Lineas celulares transformadas de B76-32 cultivadas en medio SSFM con sacarosa

control de B76-32 | n°2 | n°12 | n°19 | n°26 | n°30 | n.°39 | n°42 | n.°56 | n.° 61

PS dia 7 (g/l) 10,56 13,37 | 10,21 | 13,26 | 7,88 | 10,26 | 11,81 | 10,47 | 12,84 | 8,97
% AG 62,8 74,3 75,2 65,4 66,9 65,1 64,8 71,4 77,9 73,7

PS = Peso seco

AG = Acidos grasos

Ejemplo 3
Expresion de la invertasa en Schizochytrium

Se recogieron los sobrenadantes sin células de cultivos de matraces de agitacion de 50 ml de Schizochytrium sp.
ATCC 20888 clon 1-3 transformado con pCL0076 (Ejemplo 2) cultivado en SSFM durante 3 dias (véase la
Publicacion de Estados Unidos N.° 2008/0022422) después de que los cultivos se centrifugaran a 5000 x g. Los
sobrenadantes de cultivo se utilizaron de forma directa para SDS-PAGE o se concentraron de 50 a 100 veces
utilizando concentradores disponibles en el mercado equipados con membranas permeables que permiten la
concentracion de todos los componentes mas pesados que 10 kDa. La concentracidon de proteina total se midid
mediante el ensayo de Bradford (Biorad). La expresidén de la invertasa se verific6 después mediante analisis de
inmunotransferencia seguido de un procedimiento de inmunotransferencia convencional (Sambrook et al.).
Brevemente, las proteinas (0,625 ug a 5 ug) se separaron en SDS-PAGE en un gel de bis-tris (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE.UU.). Después, las proteinas se tifieron con azul de Coomassie (SimplyBlue Safe Stain, Invitrogen,
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Carlsbad, CA, EE.UU.) o se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno y se sondaron en cuanto a la
presencia de proteina invertasa con un antisuero para invertasa (Open Biosystems, Huntsville, AL), obtenido de
conejos que se habian inyectado con una preparacion pura de invertasa de Saccharomyces cerevisiae (Sigma, St.
Louis, MO). Posteriormente, la membrana se incub6 con un anticuerpo secundario de ratén anti conejo acoplado a
fosfatasa alcalina (Promega Corporation, Madison, WI). Después, la membrana se traté con solucién de 5-bromo-4-
cloro-3-indoil-fosfato/nitro azul de tetrazolio (BCIP/NBT), de acuerdo con las instrucciones del fabricante (KPL,
Gaithersburg, MD). En la FIG. 9 se presenta un ejemplo. En los paneles 9A y 9B se presentan, respectivamente, una
inmunotransferencia anti invertasa y el correspondiente gel tefiido con azul de Coomassie. De las cuatro bandas
principales observadas en los sobrenadantes de cultivo del clon 1-3, solo una mostré reaccionar con el antisuero anti
invertasa. La identidad de la proteina se confirmé mediante analisis de secuencia peptidica.

Ejemplo 4
Actividad invertasa en Schizochytrium

Se midi6 la actividad de sacarasa por la tasa de liberacion de fructosa y glucosa a partir de sacarosa. El ensayo se
realizé afiadiendo sacarosa al sobrenadante del caldo de fermentaciéon y se midié el contenido de glucosa/fructosa
mediante HPLC.

Se cultivé Schizochytrium sp. B76-32 clone n.° 2 transformado con pCL0076 (ejemplo 2) en MSFM (con sacarosa)
hasta que se alcanz6 una DOsoonm de aproximadamente 4 en matraces de agitacion de 50 ml a 29 °C. Las células se
centrifugaron durante 15 min a 4500 x g y se midi6 la actividad de invertasa en el sobrenadante. La invertasa se
sometid a ensayo afadiendo sacarosa 0,1 M a volumenes variables de caldo de fermentacidon y ajustando el
volumen final a 1 ml. La reaccién se incubd a 55 °C durante 3 min. La finalizacién de la reaccion se realizé a 100 °C
durante 10 min, y después se congelo antes de la cuantificacion de la glucosa, fructosa y sacarosa mediante HPLC.
La HPLC se realiz6 utilizando una version modificada del procedimiento descrito en Liu et al., Food Sci. 28: 293-296
(2007). Brevemente, se separaron los mono- y disacaridos utilizando HPLC con una columna de NHz Luna y se
detectaron utilizando un RID (detector de indice de refraccion). La identificacion se llevd a cabo comparando los
tiempos de retencion con los de los patrones. La cuantificacion se hizo mediante una calibracion de patrén externo.
En la FIG. 10A se muestra la velocidad de reaccién en funcién de la concentracion de sacarosa. La Km (33,4 mM) y
la Vmax (glucosa 6,98 mM/min) se calcularon a partir del diagrama de Lineweaver-Burk convencional. Véase la FIG.
10B.

Ejemplo 5
Glucosilacién de la invertasa en Schizochytrium

Las proteinas de sobrenadante del Ejemplo 4 se separaron mediante SDS-PAGE en un gel de bis-tris al 4-12 %
(Invitrogen). Las proteinas se tifieron después con azul de Coomassie (SimplyBlue™ Safe Stain, Invitrogen,
Carlsbad, CA). Las proteinas tefidas de interés se cortaron a partir del gel y los cortes se cortaron en pequefios
trozos (~1 mm?3), y se destifieron de forma alterna con bicarbonato de amonio (BicAm) 40 mM y acetonitrilo al 100 %
hasta que el color se volvié claro. Se volvié a aumentar el tamafio del gel destefiido en DTT 10 mM en BicAm 40 mM
a 55°C durante 1 h. La solucién de DTT se cambié por yodoacetamida (IAM) 55 mM y se incub6 en oscuridad
durante 45 min. La incubacién se sigui6é de lavado de forma alterna con BicAm 40 mM y acetonitrilo al 100 %, dos
veces. Se volvié a aumentrar el tamafno del gel deshidratado con solucion de tripsina (tripsina en BicAm 40 mM) en
hielo durante 45 min, de forma inicial, y la digestion de las proteinas se llevd a cabo a 37 °C durante una noche. El
sobrenadante se transfirié a otro tubo. Los péptidos y los glucopéptidos se extrajeron del gel en series de acetonitrilo
al 20 % en acido formico al 5 %, acetonitrilo al 50 % en acido férmico al 5 % y después acetonitrilo al 80 % en acido
férmico al 5 %. Las soluciones de muestra se secaron y combinaron en un tubo. La digestion con tripsina extraida se
paso a través de un cartucho C18 Sep-Pak® (Waters Corporation, Milford, MA) y se lavé con acido acético al 5 %
para eliminar los contaminantes (tal como sales y SDS). Se eluyeron los péptidos y los glucopéptidos en series de
isopropanol al 20 % en acido acético al 5 %, isopropanol al 40 % en acido acético al 5 % e isopropanol al 100 %, y
se secaron en un concentrador de velocidad al vacio. Las muestras secas se combinaron y después se
reconstituyeron con tampon de fosfato de sodio 50 mM (pH 7,5) y se calentaron a 100 °C durante 5 min para
inactivar a tripsina. La digestion con tripsina se incub6 con PNGasa F a 37 °C durante una noche para liberar los N-
glucanos. Después de la digestion, la muestra se pasé a través de un cartucho C18 Sep-Pak® y la fraccion de
hidratos de carbono se eluyd con acido acético al 5 % y se secd mediante liofilizacion. Los oligosacaridos unidos en
N liberados se permetilaron basandose en el método de Anumula y Taylor (Anumula y Taylor, 1992) y se les realizd
el perfil mediante espectrometria de masas. El analisis por espectrometria de masas se realizé siguiendo el método
desarrollado en el Centro de Investigacion de Hidratos de Carbono Complejos (Aoki K et al., J. Biol. Chem. 282:
9127-42 (2007). El analisis de masa se determin6 usando NSI-LTQ/MSn. Brevemente, los glucanos permetilados se
disolvieron en NaOH 1 mM en metanol al 50 % y se infundieron directamente en el instrumento (espectrometria de
masas de trampa lineal de iones Finnigan™ LTQ™, Thermo Electron Corporation, Waltham, MA) a un caudal
constante de 0,4 pl/min. El analisis de MS se realizé en el modo de ion positivo. Para el mapeo total de iones, se
examino el analisis de MS/MS automatizado (a una energia de colisiéon de 35), intervalo de m/z de 500 a 2000, en
ventanas de 2,8 unidades de masas sucesivas que solapaban con la ventana anterior en 2 unidades de masa.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701403 T3

El mapeo total de iones se realizd para examinar la presencia de iones de fragmentos indicativos de glucanos. Se
tomaron todos los datos de MS/MS de m/z 500 hasta m/z 2000 y se analizaron los datos brutos de forma manual. El
cromatograma y la tabla de especies obtenidos mediante el mapeo total de iones-NSI se muestran en las FIG. 11y
FIG. 12. Este cromatograma se proces6 mediante el filtro de exploracién, una pérdida neutral de m/z 139, que es la
de la pérdida neutral caracteristica de los glucanos de tipo de alta manosa. El mapeo total de iones revel6 que esta
muestra contiene una serie de glucanos de tipo de alta manosa con cadenas de manosa largas.

Ejemplo 6
Expresion de la invertasa de Aspergillus niger en Schizochytrium

Se digiri6 el vector pAB0018 (N.° de acceso ATCC PTA-9616) con Hindlll, se traté con nucleasa de frijol chino, se
purifico y después se digirié adicionalmente con Kpnl, generando cuatro fragmentos de diversos tamafios. Se aislo
un fragmento de 2552 pb mediante técnicas electroforéticas convencionales en un gel de agar y se purifico utilizando
kits de purificacién de ADN comerciales. Después se realizé una segunda digestion de pAB0018 con Pmel y Kpn. Se
aislo y purificé un fragmento de 6732 pb a partir de la digestidn y se ligé al fragmento de 2552 pb. Después se utilizé
el producto del ligamiento para transformar cepas disponibles en el mercado de células E. coli DH5-a competentes
(Invitrogen) utilizando el protocolo del fabricante. Se propagaron los plasmidos procedentes de clones resistentes a
ampicilina, se purificaron y después se exploraron mediante digestiones de restriccion o PCR para confirmar que el
ligamiento habia generado las estructuras plasmidicas esperadas. Un plasmido verificado se design6 pCL0120.
Véanse la FIG. 13 y la SEQ ID NO: 5.

A la secuencia polinucleotidica que codifica la forma madura de la proteina invertasa secretada Suc1 procedente del
hongo Aspergillus niger (N.° de acceso de GenBank S33920) se le optimizaron los codones para la expresion en
Schizochytrium utilizando la tabla de uso de codones de Schizochytrium de la FIG. 1 (la optimizacién de codones se
realizé en Blue Heron Biotechnology, Bothell, WA). Se sintetizé la secuencia con codones optimizados y la
secuencia polinucleotidica resultante se fusioné a una secuencia polinucleotidica que codifica el péptido sefal de
Sec1 de Schizochytrium (“ss de Sec1”) como un lider N-terminal en lugar del péptido sefial endégeno. La region
codificante resultante de la secuencia de acidos nucleicos “s1Suc1” (SEQ ID NO: 4) se muestra en la FIG. 14. El
polinucledtido sISucl con codones optimizados se cloné en el vector pCL0120 utilizando sitios de restriccion BamHI y
Ndel en 5’ y 3’ para la insercion y ligamiento de acuerdo con técnicas convencionales. En la FIG. 15 se muestra un
mapa plasmidico del vector resultante, pCL0137. Se transformd la cepa de tipo silvestre Schizochytrium sp. ATCC
20888 con este vector y los clones resultantes se seleccionaron en medio SSFM sélido que contenia SMM.
Después, los clones resistentes a SMM se resembraron en placa en medio SSFM soélido que contenia sacarosa
como Unica fuente de carbono para someterlos a ensayo en cuanto al crecimiento. Dependiendo del experimento de
transformacion, entre el 50 % y el 90 % de los transformantes primarios resistentes a SMM tuvieron la capacidad de
crecer en medio de sacarosa.

Ejemplo 7
Expresion de la invertasa secretada, la invertasa citoplasmatica y el transportador de sacarosa en Schizochytrium

Se optimizaron los codones del gen del transportador de alfa-glucésido AGT1 de Saccharomyces cerevisiae (N.° de
acceso de GenBank L47346) para la expresion en Schizochytrium y se inserté en el vector pCL0121 (SEQ ID NO:
6), que comprende un marcador de seleccion para ZEOCIN™, para producir el vector pCL0125 (SEQ ID NO: 7).

Se optimizaron los codones del gen del transportador de sacarosa SUT1 de Solanum tuberosum (patata) (N.° de
acceso de GenBank X69165) para la expresion en Schizochytrium y se inserté en el vector pCL0121 (SEQ ID NO:
6), que comprende un marcador de seleccion para ZEOCIN™, para producir el vector pCL0126 (SEQ ID NO: 8).

Se optimizaron los codones de la secuencia polinucleotidica que codifica la proteina invertasa SUC2 citoplasmatica
de Saccharomyces cerevisiae (N.° de acceso de GenBank P00724) para la expresion en Schizochytrium y se insert6é
en el vector pCL0122 (SEQ ID NO: 9), que comprende un marcador de seleccién de paromomicina, para producir el
vector pCL0127 (SEQ ID NO: 10).

Schizochytrium sp. B76-32 clon n.° 19 transformado con pCL0076 se transformé adicionalmente con pCL0125 o
pCL0126, que comprendian el transportador de alfa-glucésido AGT1 y el transportador de sacarosa SUT1,
respectivamente. Los transformantes se seleccionaron con antibiéticos y la presencia de los genes transportadores
se confirmoé por PCR. Los transformantes se transformaron adicionalmente con pCL0127 que comprendia SUC2
citoplasmatica, se seleccionaron con antibiético y se analizaron en cuanto al crecimiento en sacarosa basandose en
el peso seco y el contenido de FAME, como se describe en el Ejemplo 2. Se observo el crecimiento en sacarosa y la
produccién de &cidos grasos.

Se transformaron células de Schizochytrium sp. ATCC 20888 de tipo silvestre con: (1) pCL0125, que comprendia el
transportador de alfa-glucésido AGT1, en combinacién con pCL0127, que comprendia SUC2 citoplasmatica; o (2)

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2701403 T3

pCL0126, que comprendia el transportador de sacarosa SUT1, en combinacién con pCL0127, que comprendia
SUC2 citoplasmatica. Los transformantes se cultivaron y seleccionaron en sacarosa. Cada una de las
combinaciones de pCL0125/pCL0127 y pCL0126/pCL0127 produjeron transformantes que tenian la capacidad de
crecer en sacarosa. Se identificaron y congelaron los transformantes positivos. En una fecha posterior, los
transformantes positivos se descongelaron y se transformaron adicionalmente con pCL0076 que comprendia la
invertasa secretada, se seleccionaron con antibiético y se analizaron en cuanto a los niveles de crecimiento y FAME,
como se describe en el Ejemplo 2.

Schizochytrium sp. ATCC 20888 transformado con pCL0076 que comprendia la invertasa secretada SUC2 (clon 1-3,
Ejemplo 2) se transformd adicionalmente con: (1) pCL0125, que comprendia el transportador de alfa-glucésido
AGT1, en combinacién con pCL0127, que comprendia SUC2 citoplasmatica; o (2) pCL0126, que comprendia el
transportador de sacarosa SUT1, en combinacién con pCL0127, que comprendia SUC2 citoplasmatica. Los
transformantes se cultivaron y seleccionaron en ZEOCIN™ y paromomicina. Se identificaron y congelaron los
transformantes positivos. En una fecha posterior, los transformantes positivos se descongelaron y se analizaron en
cuanto al crecimiento en sacarosa y en cuanto a los ésteres metilicos de acidos grasos, como se describe en el
Ejemplo 2.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Martek biosciences corporation

<120> Traustoquitridos recombinantes que crecen en sacarosa, y composiciones, métodos de preparacion y
usos de los mismos

<130> 2715.046PC01/JUK/SAS/BNC

<140> A asignar
<141> Con la presente

<150> 61/290.443
<151> 28-12-2009

<160> 10

<170> Patentln versiéon 3.3
<210>1

<211> 1614

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pSCHIZ Secl-Invertasa

<400> 1
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<210>
<211>
<212>

ggatccatga
ctegegtega
ggttggatga
tactttcagt
acctcocgacg
gactcgggag
aacgacacca
agegaggage
aagaacccetg
gagccttoco
tacagcagcg
ctcggatacce
aagtcctact
aaccagtact
cgegtegteg
acctacggea
cccactaacc

taccaggcca

tccaacgetg
tacaacgtcg
aacaccaccc
cttgaggace
ctegategeg
atgagcegtca
ggccteoctcg
aacacctact

gacaacctct

2
11495
ADN

agttcgecgac
tgaccaacga
acgatccocaa
acaaccctaa
acctcaccaa
ctitttecgg
ttgacceecg
agtacatcag
tectegecge
agaagtggat
acgacctcaa
agtacgagtg
gggtcatgtt
tegteggete
actteggeaa
gegeectegg
cctggegeag

accccgagac

gccectggte
atctctccaa
agaccatctc
ccgaggagta
gtaactccaa
acaaccagec
accagaacat
ttatgaccac

tttacattga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

pCL0O076

2
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ctcggtegca
gacctaeggac
cggaectetgg
cgacacegtae
ctgggaggac
ttccatggtt
ccagegetge
ctacagectt
caactccace
tatgaccgee
gtcectggaag
cceceggtete
tatttccatc
ctttaacgge
ggactactac
tattgettgg
ctcgatgtcee

cgagcttatt

ccgetttget
ctccaccggt
caagtccgte
cotgegeatg
ggttaagttt
ctttaagtee
tctegagete
tggaaacgce

caagtttcag

attttgectig
cgeccteteg
tacgacgaga
tggggeacce
cagcccattg
gtggactaca
gtcgccatcet
gatggagget
cagttcegeg
gctaagtege
cttgagtccg
atcgaggtce
aaccctggeg
acgeattttg
gecectecaga
gectecaact
ctcgtccgeca

aacctgaagg

actaacacta
actcttgagt
ttcgccgace
ggttitgagg
gtcaaggaga
gagaacgate
tactttaacg
ctcggcageg

gttcgcgagg

21

tggccaacat
tgcactttac
aggatgctaa
cgetettetg
ctatcgeeoce
acaacacctc
ggacctacaa
acacctttac
accctaaggt
aggattacaa
cctittgececaa
ccaccgagca
ccecectgeegg
aggecttega
cottetttaa
gggagtacte
agttttcget

ccgagcctat

ccctcaccaa
ttgagctcgt
tectecctetg
toeteccgeete
accectactt
ttagctacta
acggagatgt
tgaacatgac

ttaagtaaca

agccaccgcc
ccccaacaag
gtggeaccett
gggcocacgee
caagcgcaac
cggtttitet
cacgcccgag
cgagtaccag
tttttggtac
gatcgagate
cgagggtttt
ggacccgtcee
cggcagctic
caaccagtee
cacgcgacecee
cgetttegte
taacaccgag

tctcaacatc

ggccaactcec
ctacgcecgtce
gttcaagggc
ctecttette
tactaaccgt
caaggtttac
cgtcagcacc
caccggagtc

tatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

114¢

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1614



ctettatetg
tgectegete
gctagectege
ggcgeggate
gaagaagaaa
gteecgegga
gegeacctet
tcgeeogecte
ggcactecge
cocegegage
gtggcggeag
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgegggageg
aaggcegettyg

gtatcttgeg

cetegegeeg
gcgeaggcegy
togegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gecteegegt
cgoegeocoe
cgctegegge
accttttgeg
geggecgegt
cgcggeggcyg
gecgecceeg
cagagaccga
gagoacgacy
agegtgeatg
gategegaga

tgctitggacg
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ttgacegecg
gcgggcgagt
ctgcagccag
tcgatccate
aggegtgege
tagtececege
tegegecteg
cgcgtogece
ccogetgecg
cgoogegeaa
ggcggggcege
ggcgecgecg
gaccgaggta
cogegoecgeyg
ttteoegegeg
gggecageca

aggagactga

cttgactett
gggtgggtcc
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtge
ceegegecge
ccgatteocee
gogecccget
cocgocgegge
agactegeeg
ggcggegegt
cogeocogete
cgtogegece
cegegegyggy
agacgacgoec
ggetggagge

cgaggaggac

22

ggegettgee
gcagccttce
ccgcacggea
tcgtgeggte
gegetgageg
gcagtecoce
gectecectt
ccctatctge
cgcococgecg
cgtgeegece
aggcggggct
cagagcagtc
gagcacgccg
9999992999
gegegegety
gaaaatgggt

ggatacgtcg

gctegeatee
gcgctegece
ggcaggtcce
aaaaagaaag
ccegetegeg
gggaggeate
ttecgettet
tocccagggayg
ccctggttic
cgagceaacgy
aggcgceegge
gccgecgecag
cgacgcgegg
agaggeagga
gagaggagat
ggagaggata

atgatgatgt

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gcacagagaa
gaccteggte
cgagaccteg
caacggeete
taacgacace
caactgggag
cggttocaty
ccgocagege
cagctacage
cgceaactee
gattatgacc
caagtcectgg
gtgccccggt
gtttatttce
ctcctttaac
caaggactac
cggtattget
cagcetegatyg
gaccgagctt
gteecgettt
caactccace
ctecaagtee
gtacctgege
caaggttaag
gcectttaag
cattctogag
cactggaaac
tgacaagttt
cttgteoctaa
tatttttcce
tgtetgggtt

acggoccaaa

gaagcagtte
gcaattttge
gaccgecccte
tggtacgacg
gtotggggea
gaccagccca
gttgtggact
tgegtegeca
cttgatggag
aceccagttec
goccgotaagt
aagcttgagt
ctcatogagyg
atcaaccctg
ggcacgecatt
tacgeocctec
tgggccteca
tecctegtec
attaacctga
gctactaaca
ggtactcttg
gtcttcgeceg
atgggtttty
tttgtcaagyg
tcegagaacg
ctetacttta
gecctoggea
caggttogeg
ceogacageg
ctactctttyg
tacttgtttg

aaagggaaaa
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gaaagcgact
ttgtggccaa
tcgtgcactt
agaaggatge
ccecgetett
ttgctatcge
acaacaacac
tctggaccta
gctacacctt
gegaccctaa
cgcaggatta
cegectttge
teeccaccga
gcgceectge
ttgaggecectt
agaccttctt
actgggagta
geaagtttte
aggccgagec
ctacceteac
agtttgaget
acctctcecet
aggtcoteege
agaacccocta
atcttagcta
acgacggaga
gcgtgaacat
aggttaagta
aatggcggga
tgtttgtctt
tttgettget

aattcattca

actagcaage
catagccace
tacccccaac
taagtggecac
ctggggccac
ccccaagcege
ctocoeggtttt
caacacgccce
taccgagtac
ggttttttgy
caagatcgag
caacgagggt
graggacccy
cggcggcage
cgacaaceag
taacaccgac
ctocgettte
gettaacace
tattctcaac
caaggccaac
cgtotacgee
ctggttcaag
ctecteotte
ctttactaac
ctacaaggtt
tgtegtoage
gaccaccgga
acatatgtta
gggggcgggc
tetttttitt
tgettgoettg

tggcacagat

23

aagggatcca
gecctogegt
aagggttgga
ctttacttte
gecacctecg
aacgactcgg
tttaacgaca
gagagcgagyg
cagaagaacc
tacgagectt
atctacagca
tttcteggat
tecaagtect
ttcaaccagt
tcccgegteg
cccacctacg
gteccccacta
gagtaccagg
atctccaacg
tcctacaacqyg
gtcaacacca
ggccttgagg
ttectegate
cgtatgageg
tacggcectee
accaacacct
gtcocgacaacc
tgagagatce
taaaagateg
ttgaacgcat
cttgoctget

aagaaaaaga

tgaagttege
cgatgaccaa
tgaacgatcc
agtacaacec
acgacctcac
gagctttttce
ceattgaceoc
agcagtacat
ctgtcetege
cecagaagtyg
gcgacgacct
accagtacga
actgggtcat
acttcgtcgg
tcgacttegg
geagogoect
acccctggeg
ccaaccoega
ctggccectg
tegatetete
cocagaccat
accccgagga
geggtaacte
tcaacaacca
tegaccagaa
actttatgac
tcttttacat
gaaagtgaac
tattacatag
tcaagccact
tettggteag

aaaagtttgt

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940



cgaccaccgt
taagaatctt
ttttcaaget
gcectegttge
ttgtgacgtg
tecettetttt
atgcecttgg
ttettettge
aaaaactttt
accacggett
geceecctecge
tccacctgect
attagecgectt
cacttgtcca
tctgegeteg
agecttgeggt
tcgtcttgeg
agtagctcga
agcttgattce
tgcgecettge
tgccatgeca
atgagcagca
agctetgegg
agcacctett
gccatcttge
gtgcegetgg
ggtgctgceca
agageoocoog
ggcctegceg
cttcgaaggt

tcatcaccat

catcagaaag
agccacgcat
ggagcgtgag
gatccgetag
agttcagatt
gtgettecat
ctgcctegac
cctecateca
cattetctte
cggeategag
tgctgetgeg
ccgtaagcag
gcagctecttg
gacgtcgcagy
cggectecct
gcagctctec
atttgegaat
agtcagccge
gattecegett
gcatcatgcyg
gcgeaatgge
ttttgatctg
gcgagcgacyg
gegegagate
cgccacagca
tgeegettgt
cagacaccgc
coegegegeag
tcegeogacga
aagcctatec

caccattgag
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caagagaaga
acgaagtaat
atcatacctt
caatgcgtcg
cttctegaga
gacacgacge
ctgcteggta
cteggeacca
cagctcagca
cgecgaatea
cagcgtcatc
cttcacggtg
cagctecegte
agcgttcgag
gacgacagtc
aatcacgttc
ttecctoctceg
cgttageccee
ttccatggeca
cggttcegee
acgcacgagc
catgaacacc
ctctecttge
ctecteegte
gcttttgete
gctggtgetg
cgectectget
tgoectggget
cgtctgcgeg
ctaaccctet

tttaaacggg

gaaacactcg
ttgtcecatct
tecttgategt
tactcecegtt
ccttegageg
ttcaccegtge
agcttegteg
tacttggeag
acccgegete
gtegecgaac
atcagtcgcg
gcectcttgat
agcttggaag
ageegetteg
tecttgcagtt
tgcatcttgt
agcteogegtt
agctcegteg
agtttaagat
tggegcaaaa
gacttgagtt
tcgtcagagt
agatgaagcg
gtegeactea
gctetgeace
gtgetggtge
gctgetette
ctecgagete
gccgatggtg
ccteggtcte

ccccagcacg
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cgectcacatt
ggcgaatcett
aatgttccaa
gcaactgcege
ctgectaattt
gttocactte
taatctecte
cotgttcaac
gaagctcatt
tttecgaaag
tgttatctte
tctgaggget
agctcgtaat
cgttatctge
tcactagate
ttgtgtgtce
cgagcetcocag
ccgegttcag
cetggcocecag
gcttegagtce
gccaactatt
cgtcatcctce
agggccgcag
gcaggattge
ttcaatttct
tggtgetggt
cggecccecte
toecgeggget
cggatctget
gattctacgc

tgctacgaga

ctegectegeg
tacatgagcg
ccttgeatag
catcgcetea
cgectgacge
ttoctcagac
gatctoggaa
acgeteattyg
cacttecagea
atacaccacyg
gcgcagatte
cacgtcgtgg
catggectttg
catggacgct
atgtccaatc
gggccgegec
ggcgecttta
acagtcggtt
ctgcacctea
gtatcctgee
catcgcecgag
tgeceteoectee
gecteoogaag
ggtcgtgtece
ggtgecgetyg
gecttgtget
gcecgoogecg
cetaggecta
ctagagggcc
gtaccggtca

tttcgattce

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3%00

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



accgcegect
atecctccage
gcttataatg
tcactgratt
acctgcagga
gggcgetett
geggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtgge
ctegtgeget
tecgggaageg
gttegetoca
tceoggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
ageggtggtt
gatcctttga
attttggtcea
agttttaaat
atcagtgagg
cecegtegtgt
ataccgcgag
agggccgage
tgeegggaag
gctacaggea
caacgatcaa
ggtecteooga
gcactgcata
tactcaacca

tcaatacggg

tctatgaaag
geggggatet
gttacaaata
ctagttgtgy
acctgcatta
ccogettecte
cteactcaaa
tgtgagcaaa
tcecatagget
gaaaccocogac
ctecoctgttee
tggcgettte
agetgggetyg
atcgtecttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttyg
tecttttctac
tgagattatce
caatctaaag
cacctatcte
agataactac
acccacgetce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tegttgteag
attctecttac
agtecattetg

ataataccge
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gttgggette
catgetggag
aagcaatagce
tttgtocaaa
atgaatogge
gctcactgac
ggeggtaata
aggccagcaa
ccgoecoccet
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagectea
tgtgcacgaa
gtccaaceceyg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtage
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggcteca
tcctgeaact
tagttegeca
acgctegteg
atgatccoo
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt

gecacatage

ggaatcegttt
ttctteogeee
atcacaaatt
cteatcaatyg
caacgogcgy
tcgetgeget
cggttatoca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagyg
cttaccggat
agectgtaggt
ceceecogtte
gtaagacacqg
tatgtaggecg
acagtatttg
tcttgatecog
attacgeogea
gctcagtgga
ttecacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgea
geegeagtgt
tcocgtaagat
atgoggegac

agaactttaa
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teegggacge
accccaactt
tcacaaataa
tatcttatea
ggagagygcgy
cggtegtteg
cagaatcagy
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttoecocee
acctgtccge
atctcagtte
agocogacoey
acttatcgee
gtgctacaga
gtatcotgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagyg
acgaaaactec
tecettttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggecoccag
caataaacca
ccatccagte
tgegeaacgt
cttcattcag
aaaaagoeggt
tatcactcat
gcttttetgt
cgagttgete

aagtgctcat

cggcetggaty
gtttattgea
agcatttttt
tacatggteg
tttgegtatt
gectgeggega
ggataacgca
ggcegegtty
acgctcaagt
tggaagetcee
ctttecteecet
ggtgtaggtc
ctgegectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgoctgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgetta
tgcctgacte
tgctgraatyg
goocagecgga
tattaattgt
tgttgecatt
ctcoggttec
tagcetoette
ggttatggea
gactggtgag
ttgoceggeyg

cattggaaaa

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



cgttcttocgg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ceccgaaaag
aataggcogta
tgacacatge
caagccagte
gcatcagage
geocctacttte
ttgcacaaag
gactgcegagg
gctgeccatte
agcatcttta
aaccgcgaat
agtcagtcgt
tgctactgct
cgacgccage
acgttgacca
gcaagtgcag
gcgeggaaca
cgeogeagtaa
gtatacgegg
ggaggagacyg
agaaagaaag
cacggcaaag
gaccoegogeg
cgagcaaggc
cggcgacgag

agcagcagca

ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttectttt
tatttgaatg
tgocacetga
tcacgaggcce
agcteoccgga
agggcgegtc
agattgtact
actgtgtett
cgcaagatgce
atgaggatga
gcgcatgacyg
cgcgagcaaa
cgecgtttea
gcgegctgtt
agtggcacgg
caggggaaag
ctggecgeceyg
aatgcgeogaa
gtgcggaaag
gcagoggcgy
geegaagtgg
gaaagagggc
aaagaaagcet
caaagcaaag
gegagegage
ttgctgocgag
gacagcggcyg

gctgagegta
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ctcaaggate
atcttcagca
tgcecgecaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtotaagaa
ctttegtete
gacggtcaca
agcgggtgtt
gagagtgcac
gtcttgectt
tcactcgact
ctggecagecet
cctgcgagag
attcaatcgce
gectgactaa
ccagcaccga
caggtaggag
tcecggegteg
ccgacacgag
agatccactt
gagcggtgca
ggaacggtat
ggcgtegege
gggaaagaga
cggagecacyg
cagacccagc
gagcacggeg
cgategagcg
gegectgtect

ggcgeggegt

ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
gogegttteg
gottgtetgt
ggcgggtgte
caagetttge
tcacaccgac
gtgaagcaaa
gttcaaaaac
acaagttaac
tttatttttit
tctgcagctg
ggtcgegegt
cttgttgceg
dagggagagg
caggaagcag
gcgcycgygcy
gacggcgege
acgcagtgce
gogggaagtg
gagagagaga
cegeggggag
cagacccagc
cgoegagegag
agcgageggg
cggegetgac

cggcacggct

26

tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacqg
atcagggtta
taggggttce
tcatgacatt
gtgatgacgg
aagcggatge
ggggctgget
ctecaacgeaa
cgagtgtgeca
ggttgcgege
tgaaaatceg
tcgtgtcact
cagtttcgta
cgtggecactg
cgoecgegect
gaacaccagc
aaggeggagt
gcagctgecag
ggcgegeact
agtgacagtyg
gcgggecgec
cggaatggeg
gtgaaaaaag
agagagaaat
cgagggagga
cgagegageyg
aaggatgagc
gacgcctgta

ggeggooegeg

ttacgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctecatg
gogcacattt
aacctataaa
tgaaaaccte
cgggageaga
taactatgeg
ctaggeccag
caaccgtgtt
aagcgactge
cgatgggteca
ggcatgtect
accttetege
tcagtcagtc
ggaccgectge
agccgcocagt
gtgcaaacta
agcgcagegce
tgcgggcgey
ggcgcaaagc
gcacacagaa
ggcaaggaaa
aaagaaagaa
gaaagceacgyg
gocgegegeag
agegegegag
gcgaccagceg
aagcagcagc

gocgtteotegt

6780

6840

6900

6360

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580



ccggcacggg
goggooccaa
atgegegett
aggtggacac
ttgagagtga
gecgagggcet
ggagccacca
gtgttcaccyg
attgttggca
cteooocgegee
cteogtegate
ccccaggttg
gctoctggea
gtecatctatg
gagttegegg
gacgagcgta
tactcgatge
acgggcogeg
ggcatcgtte
geggtocteg
gagegogage
gagtctgttg
aagcagatte
gtoggaagece
atctcctegg
attgcocaage
ggtatggaat
aacaacttte
ggocacoged
tctetactge
tgagggtoce

cooegetgge

cggagacgeg
cgogacacge
cgteggectyg
catetttgge
cgegettcaa
acgcgegege
acaccatcac
gocaggtgea
tcagccgege
gcatcaatga
ttcctaagga
ctgtgegeca
cggcogactt
ctggccaggg
agaaggccaa
gtoccctote
agaacgccga
ttgacgectt
actttgagat
gegacgtggt
cgtggtttge
attcggacga
tegagattea
accagatgca
gtggegecgg
cegatgetat
tgatcacage
agggeatggt
atgttcaace
gogaaacagt
gtecteeteg

ttteogetoe

ES 2701403 T3

gocaagaagyg
gagaagagct
accggogecce
tacectggeg
gtteattcte
cacgggcaag
ccegatcatyg
gaccteotget
gtgcaccaag
ggectttgag
tgtgaccgec
gaagcaaaag
caagctcatt
tgtcatgcag
cattccegtg
ccteaagatyg
tettatectg
tgetocggag
ttcccccaag
cgagaacete
gragategeoc
caaggttete
ggagaaggac
ggcagcgcay
cactatgggc
tgttattgac
agccgaattce
caagaacgtt
cgegettoga
cggagctcaa
aggttttegt

acgagatggt

cggccgegge
cgctggecac
aaatctttca
gegecattot
getogocacy
cocggegtty
gatgcttaca
gtcggcacgy
tggaacgtca
attgcocatga
gttgagetca
gtcgagettt
gecgagatga
agoccegttga
accaccacca
cteoggeatge
gcgeteggtg
getegeegtyg
aacctccaca
gccaacgtea
gattggaagy
aagccgcage
geegaccagy
ttecttaccet
tacggccttce
atcgatggtg
aaggttggeg
caggatctot
caaggtogec
ggacaagatc
ggacaaggac

cetegageoet
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gagggegtte
ggtccaggeg
tgagcteatg
gocogttttt
agcagggegc
tcetegtecac
tggacggtac
acgctttcca
tggtcaagga
gCggocgecae
aggaaatgece
tccacaagga
tecaaccgtge
atggeccgge
tgcagggtet
acggctotge
cocegetttga
ccgagegega
aggtcgteoca
cgecocacgt
agaagcacce
aggtccteac
aggtctacat
ggaccaagcc
cctcggeeat
atgcttetta
tgaagattct
tttacgacaa
gatgegatge
aaggagtttc
acgcetegtet

coctaagooca

tocacgggac
gogacggacy
cgcgagcace
gatgocattt
cggecacatyg
ctegggeact
geegetgete
ggagtgtgac
cgtgaaggag
gggtcccgtyg
cgacagctec
gegeattgge
ggagcgaccec
tgtgctcaag
cggcggcttt
ctacgeocaac
tgatcgtgtyg
gggccgeggt
gcccaccgte
geagegecag
ttttotgete
ggagcttaac
caccacggge
gegecagtgy
tggecgecaag
ttegatgace
tcttttgeag
gegetacteg
gtgccaaggyg
tcgagtacga
tgececatggt

aggacgecta

8640

8700

8760

8820

8880

8340

9000

9060

8120

9180

3240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

93500

9360

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500



10

15

20

agttcttttt
cttgececttge
agttttcttyg
cttgacgect
cecctecacgt
agctcagett
tattatgcca
ctgcaggcgt
ctcgagctcg
gaagacacgg
gggcgggaca
cgagcgcgaa
aggcgcaggt
cggagtettg
gtecegtotg
gctcgaggeg

gccaaagtga

<210> 3
<211> 20
<212> PRT

<213> Schizochytrium

<400> 3

Met Lys Phe Ala Thr Ser Val Ala Ile Leu Leu Val Ala Asn Ile Ala

1

tccatggcgg
tttgettcge
cttgtcggeg
tegettecgg
cegtetgege
gtcgacgagt
ctagcacgca
ggacgcgagt
ccgcgeecge
cgacgcgagg
ttecgttecge
cggttccgaa
tetecgeagg
acgegectta
tegetgeget
acgcgaatcg

aaatagtagg

Thr Ala Leu Ala

<210> 4
<211> 1785
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

20
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gcgagegage
ttcgectttge
atgecctgect
cgeggecate
acgacceoctyg
cgcacgtcac
acgatcttcg
cgcocgecgag
gcgatgtetg
aggaccgaag
atacactccc
cgcggcaagg
ttetegeagg
getecactete
ggoegegace
ctcgggttgt

999999999y

5

gagcgcgega
tttgecttcac
gccaaccagc
gattcaatte
cacgaccacy
atatctcaga
gggtcctcge
acgctgcage
cctggecgeeg
agagacgctg
ccattcgage
attttggctc
ceggcagtygg
cgoccacgeyg
ggctgogoca
aagggtttca

ggtac

10

<223> Secuencia de acido nucleico con codones optimizados

<400> 4

28

gegegcaagt gcgcaagcge
acaacctaag tatgaattca
cagccatccg gcoccggecgte
acccatcoccga tacgttecoge
ccaaggcocaa cgegecgete
tgeatttgga ctgtgagtgt
tcattgecate cgttcgggec
aggccgctce gacgcgaggg
actgatctct ggagcgcaag
gggtatgcag gatatacccg
ttgctegtee ttggcagage
tggtgggtgg actccgatceg
tegttagaaa tagggagtge
cgoategeog ccatgoegeo
gagtacgaca gtgggacaga

agggtcgggce gtcgtegegt

15

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11435
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atgaagttcg cgacctcggt cgcaattttg cttgtggcca acatagccac cgccctcgceg 60
gcctccccct cgatgcagac cecgtgectcoe ghtegtcattg attacaacgt cgectcoctect 120
aacctctcca cccteccecgaa cggcagecte tttgagacct ggegtcctcg cgcccacgtt 180
ctteceocceocta acggtcagat tggegatcce tgcecctceccact acaccgatce ctegactgge 2490
ctctttcacg tcggectttct ccacgatgge tccggecattt cctecgeoccac tactgacgac 360
ctegetacet acaaggatcet caaccaggge aaccaggtcea tegteoceoegg cggtatcaac 360
gaccctgteg ctgttttega cggetecgte atteectteeg geattaacgg cectecctace 420
ctectetaca cetecgteag ctacoteceoe attcactggt ccatceceocta caccegeggt 480
tccgagacge agagcecctgge tgtcteccage gatggtgget ccaactttac taagcectcegac 540
cagggccceccg ttattcetgg cecececttt gectacaacg tcaccgecectt ccgegacccee 600
tacgtctttec agaaccccac cctegactece ctcecctccact ccaagaacaa cacctggtac 660
accgtcattt cgggtggect ccacggeaag ggeccegece agtttettta cegtecagtac 720
gaccecgact ttcagtactg ggagtteocte ggecagtggt ggcacgagee taccaactceoce 780
acectggggea acggeacetyg ggocggecege tgggecttea acttegagac cggeaacgte 840
ttttecgecttg acgagtacgg ctacaaccce cacggceccaga tettctccac cattggcecacce 300
gagggctccg accagcccgt tgtcccccag ctcacctcca tccacgatat gectttgggtce 360
tcecggtaacg tttegegeaa cggateggtt tocttcacte ccaacatgge cggettecte 1020
gactggggtt tctcgteccta cgocegeoccgeg ggtaaggttc tteccttccac gtecgectcecce 10890
tccaccaagt ccggtgecce cgatcgette atttegtacg tttggectcecte cggcgacctce 1140
tttgagcagg ctgagggctt tcctaccaac cagcagaact ggaccggcac cctecctectce 1200
cecegtgage tecgegtoct ttacatcceoe aacgtggttg ataacgecct tgegegegag 1260
tceggegett cetggeaggt cgtetectee gatagetegg ceggtactgt ggagetecag 1320
acccteggea tttecatege cegegagace aaggecgecce tectgteoegg cacctegtte 1380
actgagtccg accgcactcet taactectce ggegtegtte cectttaageg ttcocceoctee 1449
gagaagtttt tcgtcctctec cgececcagete tecttecceg cectecgeeceg cggeteggge 15090
ctcaagtccg gcecttceccagat tetttectee gagectcgagt ccaccacggt ctactaccag 15690
tttagcaacg agtecatcat cgtecgacege agcaacacca gegecgecege ccgtactace 1620
gacggtateg actectecege cgaggecgge aagceteegec tetttgacgt cecteaacgge 1680
ggcgageagg ctattgagac cectegaccett accctegteg ttgataacte cgtgetegag 1740
atttacgcca acggtcgttt cgocgetttce acctgggtte getaa 1785

<210>5

<211> 9291

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

29



<220>

<223>pCL0120

<400> 5

ctcttatetg
tgeetegete
gctagetege
ggegeggate
gaagaagaaa
gtcoccgegga
gogecaccict
tegeegecte
ggcactcoege
cececgegage
gtggcggegg
taggcgaaac
accgecaacg
cagggacgag
cgegggageg
aaggegettg
gtatcttgeg
gcacagagaa
gacctecggte
ctgoacecee
gcoccatectyg
gggcgaggge
gctgeocogtg
cecgctaccee
cgtccaggag
gaagttegag
ggacggcaac
catggecgac
ggacggcagce

cgtgctgetg

cctogogecyg
gecgeaggegyg
tegegeegtyg
gategateca
ggaaaaagaa
gecctococgegt
cgccgoccee
cgetegegge
acctitigeg
geggecgegt
cgcggcggcey
gccgeccceg
cagagaccga
gagcacgacyg
agegtgeatg
gatcgegaga
tgctitggacg
gaagcagttc
gcaattttge
accgaccaga
gtegagetgg
gatgecacct
ccctggeceoca
gaccacatga
cgcaccatct
ggogacaccee
atcectgggac
aagcagaaga
gtgcagectcg

coccgacaace
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ttgaccgecg
gegggegagt
ctgeagecag
tegateccate
aggegtgege
tagtcceccge
togegectceg
cgegtegece
cocgetgocg
cgoegegeaa
ggcggggcge
ggocgecgecg
gaccgaggta
cogegecgeg
ttteegegeg
gggecageca
aggagactga
gaaagcgact
ttgtggceaa
cgatggtgag
acggegacgt
acggcaaget
ccctogtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaceg
acaagetgga
acggecatcaa
ccgaccacta

actacctgag

cttgactctt
gggtgggtee

cagggeagea
gatccatega
acccgagtge
ccogegecge
ccgattceoee
gegeceaget
cegeegegge
agactegeog
ggcggogegt
cogoeogete
cgtocgegecce
coegegegggy
agacgacgee
ggetggagge
cgaggaggac
actagcaagc
catagccacc
caagggcgag
aaacggocac
gaccetgaag
caccctgace
cttcttcaag
cgacggcaac
categagetg
gtacaactac
ggtgaactte
ccagcagaac

cacccagtce

30

ggcgcttgee
gcagecotiteo
cogeacggea
tegtgeggte
gogetgageg
gcagtceccce
goctoceoctt
coctatetge
cgececogecy
cgtgeegece
aggcggggct
cagagcagtc
gagcacgccg
9999992999
gegegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
gcecctogege
gagetgtica
aagttecageg
ttcatctgea
tacggegtge
teccgecatge
tacaagaccc
aagggcateg
aacagocaca
aagatccgeco
acccccatcg

gccctgagea

gctcgeatce
gegetegeee
ggcaggtece
aaaaagaaaqg
cccgetogeg
gggaggcatc
ttcogettcet
tececcagggyg
ccectggtiie
cgageaacqgyg
aggcgoeggco
gccgegecag
cgacgcgegyg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagttcge
agagcgatgg
ceggggtggt
tgteceggega
ccacoggeaa
agtgcttcag
ccgaaggceta
gocgocgaggt
acttcaagga
acgtctatat
acaacatega
gcgacggocc

aagaccccaa

60

12¢

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

i02¢

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



cgagaagcgc
catggacgag
aaagtgaacc
attacatagt
caagccactt
cttggteaga
aaagtttgtc
tegetegegt
acatgagcgt
cttgeatagg
atcgectecat
gcctgacgcet
tcctecagaca
acgagatttc
ggacgccggc
caacttgttt
aaataaagca
ttatcataca
aggeggtttg
cgttcggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgce
teoceocetgga
gtccgecttt
cagtteggty
cgaccgctge
ategecactg
tacagagtte
ctgcgectetg

acaaaccacc

gatcacatgg
ctgtacaagc
ttgtcctaac
atttttccce
gtctgggttt
cggeccaaaa
gaccaccgte
aagaatetta
tttcaagctg
cctegttgeg
tgtgacgtga
ccttcttttg
tgcecettgge
gattccaccg
tggatgatce
attgcagctt
tttttttecac
tggtcgacct
cgtattggge
cggcgagegy
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agetceoteg
ctcecttegyg
taggtegtte
gccttatceg
gcageagecea
ttgaagtggt
ctgaagccag

gctggtageg
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tectgetgga
accaccatca
ccgacagega
tactctttgt
acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagc
gccacgeata
gagcgtgaga
atcegetage
gttcagatte
tgctteccatg
tgcetegace
ccgecctteta
tccagegegyg
ataatggtta
tgcattctag
gcaggaacct
gectetteecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgttttteca
ggtggegaaa
tgegetcetee
gaagegtggce
gctecaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg

gtggtttttt

gttcgtgace
ccaccactaa
atggegggag
gtttgtettt
ttgettgett
attcattecat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcatacattt
aatgegtegt
ttetegagac
acacgccgct
tgecteggtaa
tgaaaggttyg
ggatctcatyg
caaataaagc
ttgtggtttg
gcattaatga
ttectegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggce
taggctceege
cocgacagga
tgttcegace
gcetttctcat
gggctgtgtyg
tecttgagtce
gattagcaga
aggctacact
aaaaagagtt

tgtttgcaag

31

gecgoeggga
catatgagtt
ggggcgggct
tttttettet
gocttgettge
ggcacagata
aaacactecgc
tgtecatetyg
cttgategta
actcecgttg
cttegagege
tcaccgtgeg
aacgggeccec
ggcttcggaa
ctggagttct
aatagcatca
tccaaactca
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
ccccctgacg
ctataaagat
ctgeoeogetta
agctcacgct
cacgaacece
aacccggtaa
gegaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt

cagcagatta

tcactetcgg
atgagatccyg
aaaagatcgt
tgaacgeatt
ttgectgett
agaaaaagaa
gcteacatte
gegaatettt
atgttccaac
caactgegee
tgctaattte
ttccacttct
agcacgtget
tegtttteeg
tcocgeccacee
caaatttcac
tcaatgtate
gcgecggggag
tgocgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccyg
agcatcacaa
accaggegtt
ccggatacet
gtaggtatct
cegtteagee
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggcaa

cgcgcagaaa

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgce
ccccagtget
aaaccageca
ccagtctatt
caacgttgtt
attecagctec
agcggttage
actcatggtt
ttetgtgact
ttgctettge
gctcateatt
atccagtteg
cagcgtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggtteogege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgceggyg
ctggcttaac
acgcaactag
tgtgcacaac
gcgogcaage
aatcegegat
gteactggea
ttcgtaacct
geactgteag

gogectggac

caagaagate
taagggattt
aaatgaagtt
tgettaatca
tgactccoceg
gcaatgatac
gecggaaggy
aattgttgec
gccattgeta
ggttcccaac
tcctteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgageg
acattteooce
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgocggecat
geccaggect
cgtgttttge
gactgcgact
gggtcagetg
tgtecctagea
tctegecaace
tecagtcagte

cgoetgetget
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ctttgatcett
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggeace
tcogtgtagat
cgogagacce
cegagogoag
gggaagctag
caggcategt
gatcaaggeg
ctcecgategt
tgcataatte
caaccaagtce
tacgggataa
etteggggeg
ctegtgeace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgea
ggegtatcac
acatgcagct
cecgtcaggyg
cagagcagat
actttcactg
acaaagogea
gcgaggatga
ccattegege
totttacgeg
gcgaatcgec
agtegtgege

actgetagtg

ttetacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatcteageg
aactacgata
acgectcaccy
aagtggtoct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tecttactgte
attctgagaa
taccgcgeca
aaaactcteca
caactgatct
gcaaaatgec
cetttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgte
gaggcccttt
cccggagacg
cgegtcageg
tgtactgaga
tgtettgtet
agatgetcac
ggatgactgg
atgacgecotg
agcaaaattc
gtttcagcecct
getgttocag

gcacggcagg

32

tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atetgtetat
cgggagggct
gcteocagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tcgtcgtttyg
tcececatgt
aagttggccg
atgccatceg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtetegege
gtcacagctt
ggtgttggeg
gtgcaccaag
tgectttcac
tegactgtga
cagectgttce
cgagagacaa
aatecgettta
gactaatctyg
caccgaggte

taggageottg

agtggaacga
cctagatect
ctitggtctga
ttegtteate
taccatctgg
tatcagcaat
cegecteocat
atagtttgcg
gtatggctte
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgett
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgcectgttgag
ttactttcac
gaataagggc
geatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gttteggtga
gtctgtaage
ggtgtogggyg
ctttgectea
accgaccgag
agcaaaggtt
aaaaactgaa
gttaactegt
ttttttecagt
cagctgcgtyg
gegegtegee

ttgecggaac

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
49320
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520

5580



accagcagee
cggegtgtge
ctgcagageog
cgcacttgcg
acagtgggeg
geegeegeac
atggcgggea
aaaaagaaag
agaaatgaaa
ggaggagcge
cgagcgageg
atgagcgecga
cctgtaaage
gccgeggegt
gcgttcteea
caggcggega
ctecatgegeg
gtttttgatg
gggegecgge
cgtcacctecg
cggtacgeeg
tttccaggag
caaggacgtg

cegocegggt

aatgceccgac
caaggagega
ccgtgeggag
cecggetgtg
gggtcteggco
ctctgectac

ctttgatgat

gccagtcgac
aaactaacgt
cagogcgcaa
ggcgcgygcge
caaagcogeyg
acagaagtat
aggaaaggag
aaagaaagaa
gcacggcacg
gegeaggace
cgegagcgag
ccegogegge
agcageagca
tctegtecgy
cgggacgcgyg
cggacgatge
agcaccaggt
ccatttttga
cacatggccg
ggccctggag
ctgctegtgt
tgtgacattg
aaggagctee
ceegtgeteg
agctccecce
attggegete
cgaccegtca
ctoaaggagt
ggetttgacg
gccaactact

cgtgtgacgg
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gecagecagg
tgaccactgg
gtgcagaatg
ggaacagtgc
cagtaagcag
acgegggeeyg
gagacggaaa
agaaagaaaqg
gcaaagcaaa
cgegeggega
caaggcttge
gacgaggaca
gcagecagetg
cacgggcgga
ccccaacgeg
gcgettegtce
ggacaccatc
gagtgacgcg
agggctacgc
ccaccaacac
tcaccggeca
ttggcatcag
cgegeeogeat
tegatettee
aggttgctgt
ctggeacgge
tctatgctgg
tegeggagaa
agcgtagteco
cgatgcagaa

gccgegttga

ggaaagtccg
cgcoccgecga
cgcgaaagat
ggaaaggagc
cggcggggaa
aagtggggcg
gagggcggga
aaagetegga
gcaaagcaga
gegagegage
tgcgagcgat
gcggcggcygc
cgegtaggeg
gacgcggcca
acacgcgaga
ggcctgaccyg
tttggctace
cttecaagttc
gcgegeeacg
catcaccccg
ggtgcagace
ccgegegtge
caatgaggec
taaggatgtg
gogccagaag
cgacttcaag
ccagggtgta
ggecaacatt
coteteecte
cgccgatett

cgectttgoet

33

gegtegaagg
cacgagcagyg
ccacttgege
ggtgcagacg
cggtatacge
tegegegegg
aagagagaga
geccacgoega
cccagccaga
acggegegeg
cgagcgagaeg
tgtcctegge
cggcgtaegge
agaaggcggc
agagcetceget
gcgcccaaat
ctggecggege
attctegete
ggcaagecag
atcatggatg
tctgectgtcg
accaagtgga
tttgagattg
accgeegtty
caaaaggtcg
cteattgeeg
atgcagagcec
cecegtgacca
aagatgeteg
atcctggege

ccggaggeteo

gagaggaagyg
aagcaggcag
gcggcgggcy
gegegeagtyg
agtgccegegg
gaagtgcegga
gagagagtga
ggggagagag
cccagcecgag
agcgagegag
agcgggaagg
gctgacgacyg
acggctggeg
cgeggegagyg
ggcecacggte
ctttcatgag
cattctgece
gccacgagea
gcgttgtect
cttacatgga
gcacggacgc
acgtcatggt
ccatgagegyg
agetcaagga
agcettttcoca
agatgatcaa
cgttgaatgg
ccaccatgea

gcatgcacgg

tcggtgeceyg

gacgtgcega

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440



<210>6

gcgegaggge
cgtccagecc
ccacgtgcag
gcaccctttt
cectcacggag
ctacatcace
caagcogege
ggecattgge
ttettatteg
gattettett
cgacaagcge
cgatgecgtge
agtttctcga
tegtcttgee
agcccaagga
gcaagtgecge
cctaagtatg
catccggecg
atccgatacg
ggccaacgcyg
tttggactygt
tgcatcegtt
cgctecgacy
atctetggag
atgcaggata
tegtecttgg

gggtggactc

tagaaatagg
tegecgecat
acgacagtgg

tcgggegteg

<211> 6175
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

cgeggtggea
accgtegegg
cgccaggage
ctgctegagt
cttaacaagce
acgggcegteg
cagtggatct
gccaagattg
atgacecggta
ttgcagaaca
tactegggece
caagggtctce
gtacgatgag
catggtccce
cgcectaagtt
aagcgecttg
aattcaagtt
gcegtecttg
tteccgoeocoee
ccgectecaget
gagtgttatt
cgggcectge
cgagggetey
cgcaaggaag
tacccgggge
cagageogag
cgatcgagge
gagtgoegga
gccgecgtec
gacagagctc

tecgegtgeea
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tcgttcactt
tccteoggega
gcgagecgtyg
ctgttgattc
agattctcga
gaagccacea
cctegogtgyg
ccaageoega
tggaattgat
actttcagagg
accgccatgt
tactgcgcga
ggteccegtec
gctggetttc
ctttttteca
ccttgetttg
ttcttgettg
acgcettege
tcacgtceccgt
cagcttgteyg
atgccactag
aggcgtggac
agctogeooge
acacggcgac
gggacattcg
cgcgaacggt
gcaggttcte
gtettgacge
cgtctgtege
gaggcgacyc

aagtgaaaat

tgagatttce
cgtggtcgag
gtttgegeag
ggacgacaag
gattcaggag
gatgcaggca
cgecoggecact
tgetattgtt
cacagcagca
catggtcaag
tcaaccaogog
aacagtcgga
tcctcgaggt
cgctccacga
tggcgggega
cttegettcg
tcggegatge
ttcecggegeg
ctgcgecacga
acgagtcgca
cacgcaacga
gcecgagtegoce
gcccgegega
gcgaggagga
ttccgeatac
tecgaacgeyg
cgcaggttct
gcottagete
tgecgetggee
gaatcgectcg

agtagggggg

34

cccaagaace
aacctecgeoca
atcgeocgatt
gttctcaage
aaggacgccy
gegeagttoc
atgggctacg
attgacateg
gaattcaagg
aacgttcagg
cttegacaag
gctcaaggac
tttecgtggac
gatggtccte
gcgagcgagc
ctttgctttg
ctgectgeea
gccatcgatt
cccctgeacg
cgtcacatat
tctteggggt
gccgagacgc
tgtectgeetyg
ccgaagagag
actccccecat
gcaaggattt
cgecaggecgg
actcteocgeoe
gcgaccggcet
ggttgtaagg

ggggggggta

tccacaaggt
acgtcacgec
ggaaggagaa
cgcagcaggt
accaggaggt
ttacctggac
goctteoecte
atggtgatge
ttggegtgaa
atctotttta
gtcgcecgatg
aagatcaagqg
aaggacacgc
gagcctcocta
gcgegagege
cttcacacaa
accagccage
caattcaccc
accacgccaa
ctcagatgeca
cctegetcat
tgcagcaggce
gcgecgactyg
acgetggggt
tcgagettge
tggetetggt
cagtggtcgt
cacgogegea
gcgcoccagagt
gtttcaaggg

c

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8000

9060

9120

9180

9240

8231



ES 2701403 T3
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<220>

<223> pCL0121

<400> 6
ctecttatetg ccteogogecg ttgaccgoeg cttgactctt ggogottgec geotogeoatcee 60
tgectogetec gogocaggogg gogggcgagt gggtgggtcecc gcagectitce geogectogecce 12¢
gcetagetege tegegeocgtg ctgeagecag cagggeagea cogeacggea ggeaggtece 180
ggegeggate gatcgateca tegatccate gatecatega tegtgeggte aaaaagaaag 240
gaagaagaaa ggaaaaagaa aggegtgege acccgagtge gegetgageg ccegetegeg 300
gtoccogegga geoctcogegt tagtcocccocge ccocgogooge gcagtcoccce gggaggcatc 360
gegecacctct cgecocgeccec togegectocg cogattccece gectcecceocectt tteoeogettcet 420
tegeeogecte cgetogoegge cgogtogoec goegeccooget coctatctge tococccagggg 480
ggcactecege acctttigeg ccegetgeeg cegeegegge cgeccegecyg cectggttie 540
cocogegage geggecgegt cgeogegeaa agactegeog cgtgecgeoce cgagcaacgg 600
gtggeggegy cgeggeggeg ggeggggege ggeggegegt aggegggget aggegooggoe 660
taggcgaaac gocgoccccg ggogocgocg cogoccgete cagagcagtc gocgegccag 720
accgccaacg cagagaccga gaccgaggta cgtcgogocc gagcacgccg cgacgogcegg 780
cagggacgag gagcacgacg ccgcgecgeyg ccgegegyggy Jgggygaggg agaggcagga 840
cgogggagoeg agegtgcatg tttcogegeg agacgacgoee gogegegetg gagaggagat 900
aaggcgcttg gatcgogaga gggccagcoca ggctggagge gaaaatgggt ggagaggata 960
gtatcttgecg tgctitggacg aggagactga cgaggaggac ggatacgtcg atgatgatgt 1020
gceacagagaa gaagcagtte gaaagegact actageaage aagggatcca tgaagttege 1080
gaccteggte geaattttge ttgtggecaa catagecace gecetegege agagegatgg 1140
ctgeaceccoee accgaccaga cgatggtgag caagggegag gagetgtica ceggggtggt 1200
gcccatcocctg gtcecgagetgg acggcecgacgt aaacggccac aagttcageg tgtcocceggega 1260
gggegaggge gatgccacct acggeaagcect gaccctgaag titcatctgca ccaccggeaa 1320
gctgocegtg ccocctggocca coctogtgac caccctgacce tacggegtge agtgecttcag 1380
cegetacoee gaccacatga agecagceacga ctitettcaag teegecatge ccgaaggeta 1440
cgtecaggag cgeaccatet tettcaagga cgacggeaace tacaagacce gegecgaggt 1500
gaagttegag ggegacaccee tggtgaaceqg catcgagetg aagggeateg acttcaagga 1560
ggacggcaac atcctgggac acaagctgga gtacaactac aacagccaca acgtctatat 1620



catggocogac
ggacggcage
cgtgctgetyg
cgagaagege
catggacgag
aaagtgaacc
attacatagt
caagccactt
cttggtcaga
aaagtttgte
tcgctogegt
acatgagecgt
cttgecatagg
atcgectcat
gocctgacgct
tcectcagaca
acgagattte
ggacgcogge
caacttgttt
aaataaagca
ttatcataca
aggcggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggece
aaatcgacge
teccecctgga
gtceegeottt
cagttcggtyg
cgaccgcetge
atcgecactyg

tacagagttc

aagcagaaga
gtgcagetog
cccgacaace
gatcacatgg
ctgtacaagc
ttgtcctaac
attttteoee
gtctgggtit
cggcccaaaa
gaccacegte
aagaatctta
tttcaagcty
cctegttgog
tgtgacgtga
ccttcttttg
tgcecettgge
gattccaccg
tggatgatece
attgcagctt
tttttttcac
tggtecgacct
cgtattggge
cggcegagegg
aacgcaggaa
gcgttgctgg
tcaagtcaga
agctccocteg
ctecettegg
taggtegtte
goccttatecg
gcagcagoca

ttgaagtggt
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acggcatcaa
ccgaccacta
actacctgag
tectgetgga
accaccatca
ccgacagega
tactetttgt
acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagce
gccacgcata
gagcgtgaga
atecgetage
gttcagattc
tgcttccatg
tgecctegace
ccgecttceta
tecagegegg
ataatggtta
tgcattctag
geaggaacct
gctcttcege
tatcagetea
agaacatgtyg
cgtttttcea
ggtggcegaaa
tgogectetec
gaagcgtgge
gotecaaget
gtaactatcg
ctggtaacag

ggcctaacta

ggtgaactte
ccagcagaac
cacccagtce
gttegtgace
ccaccactaa
atggcgggay
gtttgtottt
ttgcttgett
attcattcat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcataccttt
aatgcgtegt
ttctcgagac
acacgcecgcet
tgctcggtaa
tgaaaggttyg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtttyg
gcattaatga
ttectegete
ctcaaaggey
agcaaaaggce
taggctecge
cecgacagga
tgttcecgace
gettteteat
gggctgtgtyg
tcttgagtece
gattagcaga

cggetacact

36

aagatoegee
aceccccatcg
gccctgagea
gceegecggga
catatgagtt
ggggegggct
tttttttttt
gecttgettge
ggcacagata
aaacactcge
tgtccatctyg
cttgateogta
acteoccogttg
cttogagege
tcaccgtgeg
aacgggecec
ggcttcoggaa
ctggagttot
aatagcatca
tccaaactea
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
ceccctgacg
ctataaagat
ctgoegetta
agctcacget
cacgaaccoe
aacccggtaa
gegaggtatg

agaagaacag

acaacatcga
gogacggece
aagaccccaa
tcactctegyg
atgagatccg
aaaagatcgt
tgaacgcatt
ttgectgett
agaaaaagaa
geteacatte
gcgaatcttt
atgttccaac
caactgegee
tgctaatttc
ttccacttet
agcacgtgcet
tecgttttceyg
tegoccacce
caaatttcac
tcaatgtate
gecgegggygayg
tgcgcteggt
tatccacaga
ccaggaaccyg
agcatcacaa
accaggegtt
ccggatacck
gqtaggtatcet
cegttoagee
gacacgactt
taggeggtge

tatttggtat

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2450

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ctgegatctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgce
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtetatt
caacgttgtt
attcagctce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctecttge
gcteatcatt
atccagttcg
cagegtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttcecgege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgeeggyg

ctggettaac
taggcccocee
cgttaactea
gcatggcgeg
gctcctcaca

accactggag

ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatceca
tgactccecyg
gcaatgatac
gceggaaggg
aattgttgee
gccattgeta
ggttceccaac
tectteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttccce
tataaaaata
aacctetgac
agcagacaag
tatgeggeat
actgaccgag
tgcecactgag
gcaacggacg
aatagaggag

cggegeggeg
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ttaccttcgg
gtggtttitt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcace
tegtgtagat
cgegagacoce
ccgagogcag
gggaagcetag
caggcategt
gatcaaggeg
ctcecgategt
tgcataattc
caaccaagtce
tacgggataa
cttcggggeg
ctcgtgcacc
aaacaggaaqg
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgec
ggcgtatcac
acatgcaget
ccegtecaggg
cagageagat
gtctgtcgat
caaaactteg
tgtcctcata
aattccactg

gttgggcgeg

aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttectacgggyg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatcteageg
aactacgata
acgeteaceyg
aagtggtect
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgecgeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgce
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggcecttt
coccggagacy
cgcgtecageg
tgtactgaga
aatccacttt
gtotttecta
ctecactgeco
acaactgaaa

gaggtcggca

37

ggtagectcott
cagcagatta
tctgacgete
aggatctteca
tatgagtaaa
atatgtetat
cgggagggct
gctecagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tecgtegtttg
tcecoecatgt
aagttggcag
atgccatccg
tagtgtatgce
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgteteogege
gtcacagett
gatgttggeg
gtgeaccaag
tccattgatt
acaaaagctco
acacaaggtc
acaatgtatg

gcaaaaacaa

gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtetga
ttegtteate
taccatctgg
tatcagcaat
cegectceat
atagtttgeg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatec
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gtttoggtga
gtetgtaage
ggtgtcgggy
cttecaattt
ttccaggttt
tecteacaaa
gataaactaa
agagacgatc

gcgactcgec

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400



10

<210>7
<211>7

gagcaaacce
ttcttcecgege
gaagaacaac
goegegacgte
cgtggaggac
ccaggaccag
gctgtacgcece
catgaccgag
caactgcgtg
caccgeeged
gatcectecag
agcttataat

ttcactgcat

174

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>p

<400>7

CL0125

ctecttatctg
tgectegete
gctagectege
ggegeggate
gaagaagaaa
gteoeegegga
gcgcacctct
tecgeeogecte
ggcactcocge
cocogegage
gtggeggegy
taggegaaac
accgccaacg

cagggacgag

gaatcagccet
ccecttocgegt
accaccaaca
gecggagegy
gacttegeeg
gtggtgcegy
gagtggtcgg
atcggcgagce
cacttcgtgg
ttctatgaaa
cgeggggate
ggttacaaat

tctagttgtg

cctocgegecyg
gcgcaggcegyg
teogogecgtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gectecgegt
cgcegeccee
cgctogegge
accttttgeg
geggecegegt
cgeggeggeyg
geogeocecg
cagagaccga

gagcacgacg
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tcagacggte
ccaagcatce
ccatggccaa
tegagttetg
gtgtggtceg
acaacaccct
aggtcgtgte
agccgtgggy
ccgaggagca
ggttgggett
tcatgetgga
aaagcaatag

gtttgtccaa

ttgaccgeeg
gcgggegagt
ctgcagccag
tegateccate
aggegtgege
tagteccage
tecgegecteg
cgegtegece
ccegetgeceg
cgeegogeaa
ggcggggege
ggcgeogoecyg
gaccgaggta

ccgogocgeg

gtgectaaca
ttcaagttta
gttgaccagt
gacocgaccegyg
ggacgacgtg
ggcotgggtyg
cacgaacttc
gcgggagttc
ggactgacac
cggaategtt
gttettegeco
catcacaaat

actcatcaat

cttgactctt
gggtgggtcc
cagggcagca
gatccatega
acccgagtge
ccegegeege
ccgattecce
gogeoecget
ccgocgegge
agactcgeeg
ggeggegegt
cegeoccgete
cgtogogeoce

cegegegygyg

38

acacgecgtt
tctectetagt
gcegttocegg
ctegggttet
accctgttea
tgggtyegeyg
cgggacgcct
gcectgegeg
gtgctacgag
tteoecgggacyg
caccecaact
ttcacaaata

gtatcttate

ggcgecttgee
gcagccttce
ccgcacggea
tegtgeggte
gegetgageg
gcagtaccoce
goctcoceoeoctt
ccctatetge
cgcocccgecg
cgtgeegeec
aggegggget
cagagcagtce
gagcacgccg

g9g9g99gagyg

ctaccccgee
tcaacttcaa
tgctcacecge
cocgggactt
tcagegeggt
goctggacga
ccgggecgge
acccggecgg
atttecgatte
coggetggat
tgtttattge
aagcattttt

ggtac

gctogeatec
gogecteogeee
ggcaggtcece
aaaaagaaaqg
cccgetegeg
gggaggcate
ttcegettet
tccccagggg
ccctggttic
cgagceaacgyg
aggegeegge
googegeeag
cgacgcgcgg

agaggcagga

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6175

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



cgcgggageyg
aaggcgettg
gtatcttgeg
gcacagagaa
catctecgete
gtegtocoege
aaagaaggat
cggtgatage
taacgagget
gaaggecegece
cgeecttcte
cggagagggc
ctgeggtgag
ctacactatg
caagtceocctt
ccagtcecte
gacctectac
gaactceccag
gtggatttgg
getegtgegt
caagggcgec
tgagaaggag
caacggccgc
cgtgeteocte
ggctttcact
ggtcatcteg
ggtttgccte
cegecggegyge
ctactgcatt
ccgcatetge

cgtgtcggac

agegtgeatg
gatcgcgaga
tgcttggacyg
gaagcagttc
gtctccaaga
gacatogtea
tcegettttg
gacgaggaca
aacagcgadgg
ctttggteca
agegecctet
tectacgaga
atgatcggte
attaccgctce
gcoccatgattg
gcegtcecacct
agcaacattt
gagaacctcg
ceggecooce
aaggatcgtyg
gagaaggaca
cgectecteg
cgtaccegte
ggctacteca
ttctcogetta
ggecgegtygg
tttattatcg
ctoctteteg
gttgccgaga
tacaacctca

tggaactggg
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tttcocegegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
agaaggecge
accagcagga
agcttgatca
acgagaacgt
agaagtcecat
tecttgttte
acgectcteecn
tcacctccea
teccagatcac
tecggectect
cegteggtcea
acgcctccga
gectggetgtt
gcaacagcga
tcatgatcgg
tcgoecgagge
ttcaggtcga
cgtccaagtc
ttgecectgect
cotacttttt
tccagtactg
gecgetggac
gtggeatggg
ctetcagett
tecocecttegge
tggccgtcat

gcgccaagac

agacgacgca
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
tteccaagaac
ggtgtttaac
cctcgagttt
catcaacqgag
gaccctcaag
caccactett
tgtttttcag
gtggcagatc
cacctacatg
cacggcgtac
gattctcage
ggtctgeecce
tggacagatt
tcteggttac
cattttcttt
ccgcaagtcg
cctcacccete
gggctcecttt
gacctgggtt
tgagaagaag
cetcggoctt
cateccteacyg
atttggttcg
tttttacaac
cgagctccge
caacgccatc

gggactttac

39

gecgegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
gaggacaaga
actgaggact
accaccaact
atgaacgega
caggcectee
gtcatggagg
cgcaagtttg
ggtcttaaca
gttgagttta
atctttatce
gccattcect
ctcgecectte
tttgectteeg
aagctccect
gecccagaga
ctctcecegta
aagcagattg
tttaactgct
gocccagaact
caggtcatgg
gccggtactce
tacggeeteg
ggcteccteceg
geceggaattyg
acgaagacca
ctcacccect

tggggtggct

gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagaacat
acatctcgga
ttgaggaggg
cggeccaget
cggacgatge
ttaagtaccc
gttacgacac
gcaccctcaa
tgtgcegtget
tgggtaaccg
tctactactyg
ggggttgett
gttactacat
gcatcatgaa
tcgegetceea
gccectggtg
ttectcteoegyg
agcttaccat
ttaagggagt
cgtegggege
ccaccegacaa
toctgcagetg
cttttecagat
cttecaacgg
gtgeegtegt
tcgtecttge
acatgctcaa

ttacegctgt

900

360

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



gacecttgee
caacgagctc
ttttggaaag
ctegatcaag
ccgazagtga
cgtattacat
attcaageca
ctteottggte
gaaaaagttt
ttocteogetog
tttacatgag
aaccttgeat
gccategect
ttcgectgac
tcttcecteag
gctacgagat
cegggacgec
ccccaacttyg
cacaaataaa
atcttatcat
gagaggeggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gttteocoeet
cetgtocgee
teteagtteg
gecogacege
cttatcgeca
tgctacagag

tatectgeget

tgggttatta
tttaaccagg
ggcaagacgc
cagegtgage
accttgtecet
agtatttttc
cttgtotggyg
agacggccca
gtcgaccace
cgtaagaate
cgttttcaag
aggcctegtt
cattgtgacy
gctecttett
acatgccctt
ttcgatteca
ggctggatga
tttattgeag
gecattttttt
acatggtega
ttgogtattyg
ctgcggogag
gataacgceag
gecegegttge
cgetcaagte
ggaagcteooa
tttcteecctt
gtgtaggtceg
tgegoottat
ctggcagcag
ttettgaagt

ctgotgaage

ES 2701403 T3

tegaccteee
gtgtccecge
agcacgactc
ttaacgeege
aacccgacag
ccctactett
tttacttgtt
aaaaagggaa
gtcatcagaa
ttagccacge
ctggagegtyg
gcgatceget
tgagttcaga
ttgtgecttee
ggctgcecteg
ccgocgectt
teocctcocageg
cttataatgg
cactgcattec
cctgeaggaa
ggegetette
cggtatcage
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggcg
tegtgegete
cgggaagcgt
ttegetcecaa
ceggtaacta
ccactggtaa
ggtggcectaa

cagttacctt

cgagaccace
ccgtaagttt
cctegecgac
cgacaagtge
cgaatggegy
tgtgtttgte
tgtttgettg
aaaattcatt
agcaagagaa
atacgaagta
agatcatacc
agcaatgegt
ttcttetega
atgacacgee
acctgectegg
ctatgaaagg
aggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
cctgeattaa
cgettocteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctoe
aaacccgaca
tectgttocy
ggcgctttet
getgggetgt
tegtettgag
caggattage
ctacggctac

cggaaaaaga

40

ggcegtacot
gcectegacgg
gagtccattt
taacatatga
gagggggcgyg
ttetttttte
cttgettget
catggcacag
gagaaacact
atttgteocat
tttcttgate
cgtactcceg
gaccttogag
gcttcacegt
taaaacgggc
ttgggetteg
atgctggagt
agcaatagea
ttgtccaaac
tgaateggee
cteactgact
gcggtaatac
ggccageaaa
cgeeccectyg
ggactataaa
accetgeoege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaceogg
agagcgaggt
actagaagaa

gttggtaget

tetecgagat
tegtegacce
cgcagtccag
gttatgagat
gctaaaagat
ttttgaacge
tgettgecty
ataagaaaaa
cgcgctcaca
ctggegaate
gtaatgttce
ttgcaactge
cgetgetaat
gcogttocact
cccagcacgt
gaatcgtttt
tcttegecca
tcacaaattt
tcatcaatgt
aacgcgeggy
cgetgoegete
ggttatccac
aggcecaggaa
acgagcatca
gataccagge
ttacecggata
gctgtaggta
cceecgttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg

cttgateogyg

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtet
goegcoaacgtt
ttecattcage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtg
gagttgctcet
agtgctcate
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacygg
tcagggttat
aggggttceg
catgacatta
tgatgacggt
ageggatgee
gggctggett
tetgtegata
aaaacttecgg
gtocteoatac
attecactga
ttgggcgegg

cagacggtcg

accgcetggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gectgactee
gctgcaatga
ccageoggaa
attaattgtt
gttgceattg
tcecggttcee
agctcetteg
gttatggcag
actggtgagt
tgccoggegt
attggaaaac
tecgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
acctataaaa
gaaaacctct
gggagcagac
aactatgcgg
atccactttt
tecttteoctaa
tecactgeca
caactgaaaa
aggtcggcag

tgcctaacaa
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geggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgagge
cegtegtgta
taccgegaga
gggecgageg
gccgggaage
ctacaggeat
aacgatcaag
gtcctecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttecggg
ccactegtge
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
ccocgaaaagt
ataggcgtat
gacacatgca
aagceegtea
catcagagca
ccattgattt
caaaagctct
cacaaggteg
caatgtatga
caaaaacaag

cacgccgttc

ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacyg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
egtggtgtea
gocgagttaca
cgttgtcaga
ttectettact
gtcattctga
taataccgeg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
ctteocttttt
atttgaatgt
geccacctgac
cacgaggccc
gotococggag
gggegegtca
gattgtactg
tocaggttte
cctcacaaaqg
ataaactaag
gagacgatca
cgactcgccg

taccococgect

41

aagcageaga
gggtctgacyg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgtc
atacgggagg
ccggetcecag
cctgoaactt
agttcgccag
cgetegtegt
tgatcececcea
agtaagttgg
gtecatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tettcageat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttecgtctcg
acggtcacag
gegggtgtty
agagtgcacc
gttaactcat
catggcgegg
ctecteoacaa
ccactggage
agcaaacccg

tcttcgegee

ttacgegcoag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttegtte
gettaccate
atttatcagce
tatecegeote
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgcaa
ccgecagtgtt
ccgtaagatg
tgcggegacce
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
cgegtttegg
cttgtctgta
gegggtgteg
aagcttgagg
gecactgage
caacggacgt
atagaggaga
ggcgeggegg
aatcagecctt

ccttegogte

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

€300

6360

6420

6480
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caagcatcct
catggccaag
cgagttctgg
tgtggteegyg
caacacccetg
ggtegtgtee
geegtggggg
cgaggageaqg
gttgggette
catgctggag
aagcaatage
tttgtccaaa
<210> 8

<211> 6871
<212> ADN

tcaagtttat
ttgaccagtg
accgaceggce
gacgacgtga
gectgggtgt
acgaacttee
cgggagtteg
gactgacacg
ggaategttt
ttctteogece
atcacaaatt

ctcatcaatg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pCL0126

<400> 8

ctcttatctg
tgectegete
gctagetage
ggegeggate
gaagaagaaa
gtccocgegga
gocgcacctct
tegeegecta
ggcactcocge
cccocgegage
gtggeggegyg
taggegaaac
acggecaacyg
cagggacgag

cgegyggageg

cctocgegecg
gegeaggegyg
tegegeegtg
gatcgateca
ggaaaaagaa
gecctocgegt
cgocgeccce
cgetoegegge
accttttgcg
gcggecgegt
cgeggeggeyg
geogeeoecg
cagagaccga
gagcacgacg

agecgtgeatg
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ctctctagtt

ccgttecggt
tegggttete
cectgtteat
gggtgcegegg
gggacgccte
coctgogega
tgctacgaga
toecgggacge
accccaactt
tcacaaataa

tatcttatcg

ttgaccgececg
gegggegagt
ctgeoagecag
tcgatecate
aggcgtgege
tagtcececge
tcgogoctog
cgegtegeca
cococgetgecg
cgocgegcaa
ggceggggege
ggogeogecy
gaccgaggta
ccgegecgeg

tttcegegeg

caacttcaag
gctcaccgeg
ccgggactic
cagegeggte
cctggacgag
cgggecggee

ccoggeegge

tttegattee
cggcetggaty
gtttattgeca
agcatttttt

gtac

cttgactctt
gggtgggtee
cagggcagea
gatccatega
acccgagtge
ccocgegecge
ccgattocee
gegececget
ccgecgegge
agactcgecg
ggeggegegt
cegeoegete
cgtegegeee
ccgegegyggy

agacgacgcg

42

aagaacaaca
cgcgacgtcg
gtggaggacg
caggaccagg
ctgtacgecg
atgaccgaga
aactgegtge
accgecgect
atecteocage
gcttataatg

tcactgcatt

ggcgcecttgece
gcagectteo
ccgeacggea
tegtgeggte
gcgcectgageg
gcagtecccee
goctcococtt
cectatetge
cgccccgecg
cgtgecegecce
aggegggget
cagagcagtea
gagcacgecg
ggg999gaggg

gcgegegetg

ccaccaacac
ccggageggt
acttcgecgg
tggtgecgga
agtggtcgga
teggegagea
acttegtgge
tetatgaaag
geggggatet
gttacaaata

ctagttgtgg

gctcgeatece
gegetegecoe
ggcaggtece
aaaaagaaag
cccgetegeg
gggaggcatc
ttcegettet
teoccagggg
ccctggtttce
cgagcaacgyg
aggegecgge
gecogogoecag
cgacgegegy
agaggcagga

gagaggagat

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7174

60

120

180

24¢0

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



aaggcgcettg
gtatcttgeg
gcacagagaa
cactaagcgt
cctogocece
gtttggetgy
tcacaagttc
ggtcgteggt
cgeegetggt
cggocacgee
cgtegtegge
cctecteget
cagettette
ctttaaggte
gtcctgettt
cgtccocgeogag
cgocggcaag
cocgeccgatg
tttectctac
cogectectac
cctoggettt
cctttgggge
taagatgget
cggegtcaag
tttttcgatt
tetcagecte
cggeggacce
tgtegoegece
tgccaageet
aaagtgaacc

attacatagt

gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
gagggccetig
agcaagcetet
gecctteage
gegtocttta
tactactegg
gcegetcteg
tegggtgaca
ttctggattc
gacctctceg
atggcegteg
tttccectttt
tttatcgeca
aacgagctcc
tccaaggtec
tggattctee
gacactgact
gatcteoggeyg
atgtceceteg
atcctcaact
gagaagtcecc
atcggegete
coccttegete
ggtgtgctea
tgggatgate
gcoggectegg
gocgttgeoeca
ttgtectaac

attttteccce
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gggcocagcca
aggagactga
gaaagcgact
gaaagctcac
ggaagattat
totegetecot
tttggetetg
ataactgete
ttatgattge
coctaggtaa
tcgacgtege
gcggaaaghc
gcaacatect
ccaagacgaa
tcttecttet
ctgagaagga
cgttcttegg
tcecttgttac
ggatggctaa
toccgegotgyg
gagttgagtt
ttgtgectcge
gccagcatga
ttettetett
tcgectegat
accttgeeat
tttteggegg
ctgtectege
tgggccttag
ccgacagcga

tactectttgt

ggetggagge
cgaggaggac
actagcaagc
tgtcagctce
tgteogteoget
tactecetac
cggaccgatt
gtegegtttt
cgttttcectt
gggtttcaag
taacaacatg
cggccgeatg
cggctacgee
ggcctgcgat
tcteotegete
cgagcaggag
cgagatcttt
ttgecectcaac
ggaggttttt
tgcgatggge
tctecggtaag
catctgecetg
tcctgecgge
tgetgeeete
tttctectec
tgtggtecee
aggaaacctt
cektcacecatg
cattaagtaa
atggcgggag

gtttgtcttt

43

gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
tcectecagg
tecgatecgecg
gttecagette
togggtatga
ggecgtoges
atcggectttg
cetogegecea
cttcagggac
cgcacecgcta
gceggctect
atgtactgcg
acgaccattg
atcgacgaga
ggcgecactea
tggattgeoct
ggtggccagg
cttctectte
aagatcggcg
gctatgacca
acgcttatgg
ggtattceeoe
aaccegtggtt
cagatgettg
ccgggettog
cteccottege
catatgagtt
ggggcgggct

tEtttLtett

ggagaggata
atgatgatgt
tggagaacgg
tcgagcagec
coggtgteca
teggtattece
tegtgcagee
gtecttttat
ccgectgacct
ttgeegtett
cectgecegege
acgcecttett
acagecacct
ctaacctcaa
ccctgaccet
agctegoctgyg
aggagecttceec
ggtttccctt
teggtgatge
agagegtegt
gagccaagcqg
tcctigtgac
gtcegacece
tegeegecac
cgggtcaggy
tategettgt
ttgttggecge
ctocegeoga
atgagatceg
aaaagatcgt

tgaacgcatt

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



caagccactt
cttggtcaga
aaagtttgte
tegetegogt
acatgagcgt
cttgecatagyg
ategectoat
goctgacget
tectcagaca
acgagattte
ggacgocgge
caacttgttt
aaataaagca
ttatcataca
aggeggtttg
cgttoggctyg
atcaggggat
taaaaaggec
aaatcgacgec
tececctgga
gteegecttt
cagtteggtg
cgacecgetge
atcgccactyg
tacagagttc
ctgegetotg
acaaaccacce
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa

catagttgeoce

gtctgggttt
cggeccaaaa
gaccaccgtc
aagaatctta
tttcaagctg
cctegttgeg
tgtgacgtga
ccttettttg
tgcececttgac
gattccaceg
tggatgatcc
attgcagectt
tttttttcac
tggtcgacct
cgtattggge
cggcgagegy
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agctocoteg
cteecettegg
taggtcgtte
gecttateeg
gcagcagecca
ttgaagtggt
ctgaagcocoag
gctggtageg
caagaagate
taagggattt
aaatgaagtt
tgcettaatca

tgactoccog
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acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagce
gecacgeata
gagcgtgaga
atcecgetage
gtteagatte
tgcttecatyg
tgcctegace
cegoettota
tccagcgegy
ataatggtta
tgeattctag
gcaggaacct
gctcttecge
tatcagctca
agaacatgtg
agtttttcca
ggtggcgaaa
tgegetotec
gaagegtgge
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegyg
gtggtttttt
ctttgatett
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacae

tegtgtagat

ttgettgett
attcattcat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcataccttt
aatgegtegt
ttetecgagac
acacgcceget
tgctcggtaa
tgaaaggttyg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtito
gcattaatga
ttectegete
ctcaaaggeg
agcaaaaggce
taggectoege
cccgacagga
tgtteegace
getttetcat
gggctgtgtg
tettgagtee
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttetacgggy
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg

aactacgata

44

gettgettge
ggeacagata
aaacactcge
tgtecateotg
cttgatcgta
acteccgttyg
cttegageoge
tcaccgtgeg
aacgggcece
ggctteggaa
ctggagttct
aatagcatea
tccaaactca
atcggccaac
actgactecge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cceectgacy
ctataaagat
ctgeegetta
agctcacget
cacgaacccc
aacceggtaa
gcgaggtatyg
agaagaacag
ggtagetott
cagcagatta
tetgacgeto
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat

cgggaggget

ttgectgett
agaaaaagaa
gctcacatte
gegaatettt
atgttccaac
caactgecgee
tgctaattte
ttcecacttct
agcacgtgct
tegtttteocg
tcgoccacee
caaatttecac
tcaatgtatc
gcgcggggag
tgegcecteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ceggataccot
gtaggtatcet
ccgttcagee
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatceoggoaa
cgegcagaaa
agtyggaacga
cctagatect
cttggtctga
ttegtteate

taccatotgy

2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4680



cceceagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctce
ageggttage
actcatggtt
ttetgtgact
ttgetettge
getcatcatt
atcecagtteg
cagcgtttct
gacacggaaa
gggttattgt
ggttccgege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgceggg
ctggcttaac
gtcgataatc
actteggtcet
ctcatactce
ccactgacaa
ggcgeggagyg
acggtcgtge
gcatccttea
ggccaagttg
gttetggace
ggtecgggac
cacecctggee

cgtgtccacg

gcaatgatac
gccggaaggyg
aattgttgee
gccattgcta
ggttcccaac
tecetteggte
atggcageac
ggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcyg
acattteccece
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgecggeat
cacttttcca
ttcctaacaa
actgccacac
ctgaaaacaa
tceggeageaa
ctaacaacac
agtttatete
accagtgeceg
gaccggeteg
gacgtgaccc
tgggtgtggyg

aacttccggg
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cgcgagaccc
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggceg
cteoogategt
tgcataatte
caaccaagte
tacgggataa
ctteggggeyg
ctecgtgecace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgce
ggcgtatcac
acatgcagect
ccegtcaggg
cagagcagat
ttgattttcc
aagctcoteoct
aaggtcgata
tgtatgagag
aaacaagcega
gecegttctac
totagtteaa
ttcecggtget
ggtteteceg
tgttecatcag
tgcgeggect

acgecctecagg

acgctecaccyg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attetgagaa
taccgecgoca
aaaactetca
caactgatct
gcaaaatgcc
coctttttecaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggeccttt
cceggagacg
cgcgtcagcg
tgtactgaga
aggtttegtt
cacaaagcat
aactaagctc
acgatcacca
ctegecgage
cccgecttcet
cttcaagaag
caccgcgego
ggacttegtyg
cgcggtcocag
ggacgagctyg

gceoggecatg

45

getocagatt
gcaactttat
tcgececagtta
tcgtegtttg
teoccecatgt
aagttggecyg
atgccatecg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagecatctt
gcaaaaaagqg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctegege
gtcacagctt
ggtgttggcg
gtgcaccaag
aactcatgee
ggcgeggcaa
ctcacaaata
ctggagcggc
aaacccgaat
togogeooect
aacaacacca
gacgtcgceg
gaggacgact
gaccaggtgg
tacgccgagt

accgagateg

tatcagcaat
ccgecteocat
atagtttgeg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttate
taagatgctt
ggcgaccegag
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gecatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gttteggtga
gtctgtaage
ggtgtcgggyg
cttgaggtet
actgagcaaa
cggacgtgte
gaggagaatt
geggeggtty
cagectteag
tegegteocaa
ccaacaccat
gagcggtcoga
tegeeggtgt
tgcocggacaa
ggtcggaggt

gcgageagec

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540



10

gtgggggcgg
ggagcaggac
gggcttcgga
gctggagttc
caatagcatc

gtccaaactc

gagttogeee
tgacacgtgce
atcgttitec
ttcgecccacce
acaaatttca

atcaatgtat

<210>9

<211> 6611

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pCL0122

<400> 9

ctcttatctg
tgectegete
gcetagetege
ggegeggate
gaagaagaaa
gtcoccocgogga
gcgcacctct
tegeegecte
ggcacteooge
cocogegage
gtggcggcag
taggegaaac
acecgecaacyg
cagggacgag
cgcgyggagceg
aaggcgcttg
gtatettgeg
gocacagagaa
gaccteggte
ctgcacccce

gocccatectg

cctocgegecg
gcgeaggegyg
tegegeegtg
gatcgateca
ggaaaaagaa
gocteccgegt
cgecogoccce
cgetegegge
accettttgeg
geggecgegt
€gcggeggcya
geogeoceog
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgecatg
gatcgcgaga
tgettggacg
gaagcagtte
gcaattttge
accgaccaga

gtcgagctgg
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tgecgegacce
tacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt
caaataaagc

cttatcggta

ttgaccgccg
gegggegagt
ctgeagecag
tegateocate
aggcgtgege
tagtccocege
tecgecgoctocg
cgegtegeee
cocgetgocg
cgeogogoaa
ggcggggcgce
ggegeogocyg
gaccgaggta
ccgocgecgeg
tttececgegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
ttgtggecaa
cgatggtgag

acggcgacgt

ggccggcaac
cgattccacc
ctggatgatc
tattgcagct
atttttetea

c

cttgactctt
gggtgggtec

cagggeagea

gatccatcga
acccgagtge
cocgoegocge
ccgattcocec
gegeceeget
cogoegegge
agactegeeyg
ggcggegegt
cegeocgete
cgtegegeoe
ccgcgegggy
agacgacgcc
ggctggaggce
cgaggaggac
actageaage
catagecace
caagggcgag

aaacggccac

46

tgogtgeact
googeoctict
ctocagogceg
tataatggtt

ctgecattcta

ggcgcttgec
gcagecttee
cegeacggea
tegtgeggte
gocgetgageg
gcagtcocece
gcctoccoett
cactatetge
cgeccegecyg
cgtgeegece
aggcggggct
cagagcagte
gagcacgocg
gg99993aggg
gcgecgegetg
gaaaatgggt
ggatacgteg
aagggatcca
gecctegege
gagctgtitca

aagttcagcg

togtggecga
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag

gttgtggttt

gctegeatec
gegetegeee
ggcaggteece
aaaaagaaaqg
cccgetegeg
gggaggcatc
ttceogettcet
tecccagggyg
ccectggttie
cgageaacgqg
aggcgcooggc
geogogoecag
cgacgegegg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagttege
agagcegatgg
ccggggtggt

tgtocggega

6600

6660

6720

6780

6840

6871

60

12¢

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

108¢

114¢

1200

1260



gggcgagggc
gctgececegtg
cegetaceccece
cgtccaggag
gaagttcgag
ggacggcaac
catggecgac
ggacggcage
cgtgctgctg
cgagaagege
catggacgag
aaagtgaacc
attacatagt
caagccactt
cttggtcaga
aaagtttgtc
tegetegegt
acatgagecgt
cttgcatagg
atcgecctcat
gcctgacget
tcctcagaca
acgagatttec
ggacgeegge
caacttgttt
aaataaagea
ttatcataca
aggeggtttyg
cgttcggctg
atcaggggat

taaaaaggecc

gatgeccacct
ccetggecca
gaccacatga
cgcaccatct
ggcgacacca
atcectgggac
aagcagaaga
gtgcageteg
cccgacaace
gatcacatgg
ctgtacaage
ttgtcctaac
atttttccce
gtctgggttt
cggcccaaaa
gaccacecgtc
aagaatctta
tttcaagctg
cctcgttgeg
tgtgacgtga
ccttecttttg
tgcccttgge
gattccaccyg
tggatgatcee
attgcagcett
ttttttteac
tggtcecgacct
cgtattggge
cggcgagcegg
aacgcaggaa

gcgttgetgg
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acggcaaget
cecctegtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccqg
acaagetgga
acggcatcaa
ccgaccacta
actacctgag
tectgetgga
accaccatca
ccgacagcga
tactetttgt
acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagc
gccacgcata
gagcgtgaga
atcecgetage
gttcagattc
tgcttecatg
tgectegacce
ccgeecttecta
tocagegegy
ataatggtta
tgcattetag
gcaggaacct
gctetteege
tatcagecteca
agaacatgtg

cgtttttececa

gaccctgaag
caccctgace
cttcttcaag
cgacggcaac
catcgagcetyg
gtacaactac
ggtgaacttce
ccagcoagaac
cacccagtce
gttegtgace
ccaccactaa
atggegggag
gtttgtcttt
ttgcttgett
attcattcat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcataccttt
aatgecgtegt
ttectcgagac
acacgecgcet
tgctcggtaa
tgaaaggttyg
ggatcteatyg
caaataaagc
ttgtggtttg
gcattaatga
ttectegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc

taggctcege

47

ttecatctgea
tacggcgtge
tccgecatge
tacaagaccc
aagggcatcg
aacagccaca
aagatcegece
acccccateg
geectgagea
geegecggyga
catatgagtt
ggggcgggcet
tttttetttt
gcttgecttge
ggcacagata
aaacactcge
tgtccatctg
cttgatcgta
actccegttg
cttcgagecge
tcacegtgeg
aacgggccce
ggcttocggaa
ctggagttet
aatagcatca
tccaaactea
atcggccaac
actgactege
gtaatacggt
cagcaaaagqg

coccceotgacg

ccaccggeaa
agtgcttcag
ccgaaggcta
gcgeegaggt
acttcaagga
acgtcotatat
acaacatcga
gagacggeoc
aagaccccaa
tcactcetegg
atgagatccg
aaaagatcgt
tgaacgcatt
ttgcectgett
agaaaaagaa
gctcacatte
gcgaatcttt
atgttccaac
caactgcgcee
tgctaattte
ttcecacttet
agcacgtget
tegttttocog
tegeccacoe
caaatttcac
tcaatgtatce
gcgeggggag
tgegeteggt
tatccacaga
ccaggaacceg

agcatcacaa

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



aaatcgacge
teocecctgga
gteecgecttt
cagttcggtyg
cgaccgcectge
atcgcecacty
tacagagtte
ctgcgetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgee
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctece
ageggttage
actcatggtt
ttetgtgact
ttgetettge
geteatcatt
atccagtteg
cagegtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttcogege
gacattaacc
tgacggtgaa

ggatgccggg

tcaagtcaga
agetoccteg
cteccocttegg
taggtegtte
gecttatecg
gcagcagecca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgottaatca
tgactccceg
gcaatgatac
gecggaaggy
aattgttgee
gecattgeta
ggttcccaac
tectteggte
atggcageac
ggtgagtact
ceggegteaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgageg
acatttecee
tataaaaata
aacctetgac

ageagacaag
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ggtggcgaaa
tgegetetec
gaagegtgge
getecaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggoctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcogtgtagat
cgcgagacec
ccgagegeag
gggaagctag
caggcatcogt
gatcaaggcg
ctecgatogt
tgcataattce
caaccaagte
tacgggataa
ctteggggey
ctegtgcace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgec
ggcgtatcac
acatgcaget

ccegtoaggg

ceegacagga
tgtteoocgace
gctttotecat
gggctgtgty
tcttgagtee
gattagcaga
cggetacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttetacgggy
attatcaaaa
ctaaagtata
tatectcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtect
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tettactgte
attctgagaa
tacegegeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgee
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgte
gaggcccttt
ceecggagacy

cgegtoageg

48

ctataaagat
ctgeegetta
agctcacget
cacgaacooe
aacccggtaa
gcgaggtaty
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtotat
cgggagggcet
gctccagatt
gcaactttat
teogeccagtta
tegtegtttg
toccececeatgt
aagttggeceg
atgecateeg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaazaaagqg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctogege
gtcacagett

ggtgttggeg

accaggegtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgtteagec
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtetga
ttegtteoate
taccatctgg
tatcagcaat
ccgecteocat
atagtttgeg
gtatggette
tgtgcaaaaa
cagtgttate
taagatgett
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gtttecggtga
gtectgtaage

ggtgtogggy

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3360

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44490

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4980

5040
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ctggcttaac
taggcececce
cgttaactca
gcatggegeg
gcteoctcaca
accactggag
gagcaaaccc
ttcttegege
gaagaacaac
cgettgggtyg
tgecegeegtg
gteeggtgeco
gggcgttect
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggeg
gccgaatatc
tgtggcggac
cggcgaatgg
categectteo
cacegeegee
gateocteocag
agcttataat
ttcactgcat

tcccggggta

<210> 10

<211> 7295
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pCL0127

<400> 10

tatgcggcat
actgaccgag
tgccactgag
gcaacggacyg
aatagaggag
cggegeggeyg
gaatcagcct
cecctitcocgegt
accaccaaca
gagaggctat
tteecggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagetg
gtgcecgggge
gctgatgcaa
gegaaacate
gatetggacg
cgcatgeceg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccget
tatcgecotte
ttetatgaaa
cgeggggate
ggttacaaat
tctagtitgtg

=
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cagagcagat
gtctgtcgat
caaaacttcg
tgtecteata
aattccactg
gttgggegeg
tcagacggtc
ccaagcatcc
ccatgattga
teggetatga
cagegceaggyg
tgcaggacga
tgctcgacgt
aggatctcct
tgcggcgget
gcategageg
aagagcatca
acggegatga
atggccgett
acatagcgtt
tcocctocgtget
ttgacgagtt
ggttgggett
tcatgetgga
aaagcaatag

gttigtccaa

tgtactgaga
aatccacttt
gtctttecta
ctecactgee
acaactgaaa
gaggtceggea
gtgcctaaca
ttcaagttta
acaagatgga
ctgggeacaa
gegeeeggtt
ggcagegegyg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgctt
agcacgtact
ggggctegeg
tetegtegtg
ttctggattc
ggctaccegt
ttacggtatc
cttetgacace
cggaategtt
gttettegee
catcacaaat

actcatcaat

49

gtgcaccaag
tccattgatt
acaaaagctc
acacaaggte
acaatgtatg
gcaaaaacaa
acacgccgtt
tctetectagt
ttgcacgcag
cagacaatcg
cttitttgtea
ctategtgge
gcgggaaggyg
cttgcteoctg
gatccggecta
cggatggaag
ceageogaac
acccatggeg
atcgactgtg
gatattgctg
goccgetoccg
gtgctacgag
ttecegggacg
caccccaact
ttcacaaata

gtatcttatc

cttccaattt
ttccaggtit
tcctcacaaa
gataaactaa
agagacgate
gegactegee
ctacccegec
tcaacttcaa
gttctececgge
gctgetetga
agaccgaccet
tggocacgac
actggctget
ccgagaaagt
cctgeccatt
ceggtettgt
tgttegecag
atgectgett
gceggetggg
aagagcttgg
attcgcrageg
atttcegatte
ceggetggat
tgtttattge
aagcattttt

atgtctgaat

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6611



ctecttatetg
tgecectegete
gctagetcge
ggcgcggatc
gaagaagaaa
gtcceocgogga
gcgcacctet
tegecgecte
ggcactcege
ceccgegage
gtggcggegg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacygag
cgcgggageg
aaggcgettg
gtatcttgeg
geacagagaa
gaccteggac
cggectetygg
cgacaccgta
ctgggaggac
ttccatggtt
ccagcgetge
ctacagectt
caactecace
tatgaccgce
gtcctggaag
cocceggtete
tatttecate

ctttaacgge

cctocgegeeg
gcgcaggcgg
tegecgocgtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gcctcogegt
cgcegocece
cgotegegge
accttttgeg
geggecgegt
cgeggeggeg
geogeecceg
cagagaccga
gagcacgacyg
agegtgcatg
gatcgcgaga
tgettggacg
gaagcagtte
cgecctecteg
tacgacgaga
tggggcacce
cagcccattg
gtggactaca
gtcegccatet
gatggaggcet
cagtteegeg
gctaagtcge
cttgagteceyg
atcgaggtcc
aacccotggeyg

acgcattttg
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ttgaccgeeg
gcgggegagt
ctgecagecag
tcgatccatc
aggegtgege
tagtcccoccoge
togogecteg
cgegtegece
ccegetgeeg
cgeegegeaa
ggcggggcge
ggogecgecg
gaccgaggta
ccgcgocgeg
tttcaegegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
tgcactttac
aggatgctaa
cgctettetg
ctatcgeccce
acaacaccte
ggacctacaa
acacctttac
accctaaggt
aggattacaa
cetttgecaa
ccaccgagca
cccetgecgy

aggccttcega

cttgactett
gggtgyggtce
cagggcagca
gatccatcga
accecgagtge
ccogegecge
ccgatteceoece
gegacceget
coegoagogge
agactegecyg
ggeggegegt
cegacegete
cgtegogeca
ccgcgcggygy
agacgacgce
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaage
ccccaacaag
gtggcacctt
gggccacgca
caagcgcaac
cggtttittt
cacgcccgag
cgagtaccag
tttttggtac
gatcgagatc
cgagggtttt
ggacccgtcoe
cggeagette

caaccagtcce

50

ggcgettgcee
gcageccttee
ccgcacggca
tecghgeggte
gegetgageg
gcagtcccce
gccteceett
ccetatetge
cgccecgecy
cgtgecgecea
aggceggggcet
cagagcagto
gagcacgeceg
gagggggagygy
gcegegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcea
ggttggatga
tactttcagt
acctcegacg
gactcgggag
aacgacacca
agcgaggage
aagaaccctg
gagecttece
tacagcagcg
cteggatace
aagtcctact

aaccagtact

cgegtaegtceg

gctegeateo
gogctogeec
ggcaggtecc
aaaaagaaaqg
ccegetegeg
gggaggcatc
tteoegettcet
tecccagggy
ccctggttte
cgageaacgg
aggcgecgge
googegecag
cgacgegcegg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaccaacga
acgatcccaa
acaaccctaa
acctcaccaa
ctttttccgg
ttgaccecoeg
agtacatcag
tocteogeoge
agaagtggat
acgacctcaa
agtacgagtyg
gggtcatgtt
tegteggete

acttcggcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1820

1680

1740

1800

1860



ggactactac
tattgecttgg
ctegatgtee
cgagcttatt
cegetttget
ctocaceggt
caagtccgtco
cetgegeaty
ggttaagttt
ctttaagtec
toctogagete
tggaaacgce
caagtttcag
gtcctaacce
ttttececcta
ctgggtttac
gcccaaaaaa
ccaccgtcat
gaatcttage
tcaagctgga
tecgttgogat
tgacgtgagt
ttcttttogtyg
cecttggetyg
ttccaccgece
gatgatccte
tgcagcttat
ttitteactg
gtegacctge
tattgggege

gcgageggta

geectecaga
gcctccaact
ctogtcecegea
aacctgaagg
actaacacta
actcttgagt
ttogeocgace
ggttttgagg
gtcaaggaga
gagaacgatc
tactttaacg
ctcoggeagoeg
gttcgegagg
gacagcgaat
ctctttgtgt
ttgtttgttt
gggaaaaaat
cagaaagcaa
cacgcatacg
gcgtgagate
ccactagcaa
tcagattctt
cttccatgac
cctegacetg
gocttctatg
cagegeggygg
aatggttaca
cattetagtt
aggaacctagc
tctteoegett

tcagectcact
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ccttetttaa
gggagtactc
agttttcget
ccgagectat
ccctcaccaa
ttgagetegt
tctceoctetg
tetecgeate
acccectactt
ttagetacta
acggagatgt
tgaacatgac
ttaagtaaca
ggcgggaggyg
ttgtcttttt
gecttgettge
tcattcatgg
gagaagagaa
aagtaatttg
atacctttct
tgegtegtac
ctcgagacct
acgcogctte
cteggtaaaa
aaaggttggg
atctcatget
aataaagcaa
gtggtttgte
attaatgaat
cctecgetcac

caaaggcggt

caccgaccca
cgctttegte
taacaccgag
tctcaacatc
ggccaacteco
ctacgeegte
gttcaaggge
ctecttette
tactaaccgt
caaggtttac
cgtcagcace
caccggagtec
tatgagttat
ggcgggctaa
ttttttittg
ttgettgett
cacagataaqg
acactcgcge
tccatctgge
tgatcgtaat
tccegttgea
tcgagecgetg
accgtgcogtt
cgggocecayg
cttcggaatc
ggagttette
tagcatcaca
caaacteate
cggccaacgce
tgactcgetg

aatacggtta
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acctacggea
cccactaace
taccaggeca
tccaacgectg
tacaacgtcg
aacaccacce
cttgaggace
ctogatogeg
atgagcgteca
ggcectecteg
aacacctact
gacaacctct
gagatccgaa
aagatcgtat
aacgcattca
gectgettet
aaaaagaaaa
tcacattcte
gaatctttac
gttccaacct
gctgegecat
ctaatttege
ccacttette
cacgtgetac
gtttteceggg
goacaccoeca
aatttcacaa
aatgtatett
gcggggagag
cgcteggteg

tccacagaat

gaegeactcegg
cctggogecag
accccgagac
geccetggte
atctectecaa
agaccatete
ccgaggagta
gtaactccaa
acaaccagceco
accagaacat
ttatgaccac
tttacattga
agtgaacctt
tacatagtat
agccacttgt
tggtcagacyg
agtttgtcga
gctogegtaa
atgagcgttt
tgcataggec
cgoctcoattyg
ctgacgctce
ctcagacatyg
gagatttega
acgccggcetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatacatg
gcggtttgeg
ttcggetgeg

caggggataa

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



cgcaggaaag
gttgetggeyg
aagtcagagg
ctecctegtg
ccctteggga
ggtegttege
cttatcoggt
agcagccact
gaagtggtgy
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcecet
agggattttg
atgaagtttt
cttaatecagt
actcceogte
aatgataccg
cggaagyggec
ttgttgecegg
cattgctaca
tteccaacga
ctteggtect
ggcageactg
tgagtactca
ggegtcaata
aaaacgtteot
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatacte
catgagcgga
atttccooega

taaaaatagg

aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaace
cgetetoctg
agegtggege
tccaagetgg
aactatogte
ggtaacagga
cctaactacyg
acettoggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagegcoagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggegag
ccgategttg
cataattcte
accaagtcat
cgggataata
teggggegaa
cgtgcacecca
acaggaagge
atactcttee
tacatatttg
aaagtgccac

cgtatcacga
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caaaaggeca
ggcteegeee
cgacaggact
tteegacoct
tttcteatag
getgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagce
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaageca
ctacggggte
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtectge
taagtagtte
tgteacgote
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgcecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgcege
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtota

ggeccettteg

gcaaaaggeco
cectgacgag
ataaagatac
geegettaco
ctecacgectgt
cgaaccecce
cecggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagetettga
gcagattacg
tgacgectcag
gatettcace
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcce
gccagttaat
gtegtttggt
cceocatgttg
gttggccgea
gecatcegta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaceg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaage
gaaaaataaa
agaaaccatt

tetegogegt

52

aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagecececy
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatct
tooggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
agttcateeca
ccatctggee
tcagcaataa
geetccateo
agtttgecgea
atggetteat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggecga
atttatcagg
caaatagggg
attatcatga

tteggtgatg

aaaaggooge
ategacgetc
ccecctggaag
cogeetttot
gttcggtgta
accgctgege
cgecactgge
cagagttctt
gogetoctgot
aaaccaccge
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecetg
ccagtgetge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcageteegg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgg
gctettgeeoe
tecatcattgg
ccagttegat
gogtttoctgg
cacggaaatg
gttattgtet
ttcecgegecac

cattaaccta

acggtgaaaa

3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580

5640



cctctgacac
cagacaagcc
tgcggeatca
cttttecatt
cctaacaaaa
tgecacacaa
gaaaacaatg
ggcagcaaaa
aacaacacgc
tttatetete
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggctatcg
tgaagcggga
tcaccttget
gcttgatceg
tactcggatg
cgegecaged
cgtgacccat
attcategac
cecgtgatatt
tatcgecget
acacgtgcta
cgttttecgg
cgececacceed
aaatttcaca

caatgtatct

atgcagctcc
cgtcagggceg
gagcagattg
gatttteceag
getetectea
ggtcgataaa
tatgagagac
acaagcgact
cgttctacce
tagtteaact
geaggttete
ateggetget
gtcaagaccg
tggctggececa
agggactggc
cctgocgaga
gctacctgec
gaagccggtc
gaactgtteg
ggcegatgect
tgtggecgge
gctgaagagce
ccegattoge
cgagattteg
gacgceegget
aacttgttta
aataaageat

tatcatgtct
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cggagacggt
cgtcageggyg
tactgagagt
gtttegttaa
caaagcatgg
ctaagetect
gatcaccact
cgccgagcaa
cgeecttette
tcaagaagaa
cggecgettyg
ctgatgoege
acctgtcegy
cgacgggcegt
tgctattggg
aagtatcecat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggcetcaa
gettgecgaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agcgcatege
attccaccge
ggatgatcct
ttgcagetta
tttttteact

gaattccecgg

cacagcttgt
tgttggeggg
gcaccaagct
ctecatgecac
cgeggoaacyg
cacaaataga
ggagcggcege
acccgaatca
gecgecectte
caacaccacce
ggtggagagg
cgtgttecgg
tgeccctgaat
tececttgegeca
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggegegeatyg
tatcatggtyg
ggaccgcetat
atgggctgac
cttctatcge
cgccttctat
ccagegeggyg
taatggttac
goatteotagt

ggtac

53

ctgtaagegg
tgtegggget
tgaggtctgt
tgagcaaaac
gacgtgtcot
ggagaattecce
ggcggttggg
gccttcagac
gegtccaage
aacaccatga
ctattegget
ctgteoagege
gaactgcagg
gctgtgetcg
gggcaggatc
gcaatgcgge
catcgcatcg
gacgaagagc
coogacggeg
gaaaatggecce
caggacatag
cgcttecteg
cttecttgacyg
gaaaggttgg
gatctecatge

aaataaagca

tgtggtttgt

atgccgggag
ggcttaacta
cgataatcca
tteggtettt
catactecac
actgacaact
cgoggaggte
ggtcgtgect
atccttcaag
ttgaacaaga
atgactggge
aggggegece
acgaggcagc
acgttgtcac
tcctgtecate
ggctgcatac
agcgagcacqg
atcaggggct
atgatectegt
goettttetgg
cgttggetac
tgctttacgg
agttcttectg
gcttcggaat
tggagttett
atagcatcac

ccaaacteat

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6360

7029

7080

7140

7200

7260

7295
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccion de un cultivo de células de traustoquitridos, que comprende:

(a) transformar una célula de traustoquitridos con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica una invertasa heterdloga, en la que la invertasa estd unida a la membrana
plasmatica de la célula de traustoquitridos, y

(b) cultivar la célula de traustoquitridos transformada en un medio de cultivo que comprende sacarosa como
fuente de carbono.

2. Una célula de traustoquitridos que comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica una invertasa heterdloga, en la que la invertasa esta unida a la membrana plasmética
de la célula de traustoquitridos.

3. La célula de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la invertasa esta unida de forma funcional a un péptido
sefial.

4. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 2-3, en la que la secuencia polinucleotidica que codifica la
invertasa heteréloga es al menos el 90 % idéntica a la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO. 1.

5. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en la que la célula comprende adicionalmente una molécula
de acido nucleico que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un transportador de sacarosa
heterdlogo.

6. La célula de la reivindicacion 5, en la que la secuencia polinucleotidica que codifica el transportador de sacarosa
heterdlogo es al menos el 90 % idéntica a la secuencia polinucleotidica de N.° de acceso L47346.

7. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en la que el traustoquitrido es un Schizochytrium o un
Thraustochytrium.

8. Un cultivo de traustoquitridos que comprende:

(a) la célula de traustoquitridos de cualquiera de las reivindicaciones 2-7, y
(b) un medio de cultivo celular que comprende sacarosa como fuente de carbono.

9. Un método de produccion de una biomasa de traustoquitridos, que comprende:

(a) cultivar la célula de traustoquitridos de cualquiera de las reivindicaciones 2-7 en un medio de cultivo que
comprende sacarosa como fuente de carbono, y
(b) recoger la biomasa a partir del medio de cultivo.

10. Un método de produccion de un aceite microbiano, que comprende:

(a) cultivar la célula de traustoquitridos de cualquiera de las reivindicaciones 2-7 en un medio de cultivo que
comprende sacarosa como fuente de carbono para producir una biomasa, y
(b) extraer un aceite a partir de la biomasa.

11. Un método de produccién de un producto alimenticio, cosmético, composicion industrial o composicion
farmacéutica para un animal o ser humano, que comprende:

(a) cultivar la célula de traustoquitridos de cualquiera de las reivindicaciones 2-7 en un medio de cultivo que
comprende sacarosa como fuente de carbono,

(b) recoger una biomasa a partir del medio de cultivo,

(c) preparar el producto alimenticio, cosmético, composicién industrial o composicion farmacéutica a partir de la
biomasa.

12. El método de la reivindicacion 11, que comprende adicionalmente extraer un aceite de la biomasa y preparar el
producto alimenticio, cosmético, composicién industrial o composicion farmacéutica a partir del aceite.

13. El método de la reivindicacion 11 o reivindicacién 12, en el que el producto alimenticio se selecciona de (a) una
férmula infantil, (b) leche, (c) una bebida, (d) una bebida terapéutica, (e) una bebida nutritiva, (f) un aditivo para
alimento de animales o seres humanos, (g) un suplemento nutritivo, (h) un pienso para animales y (i) una
combinacion de (b), (c), (d) y/o (e).
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Transformantes de invertasa de B76-32; cultivo en sacarosa
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Velocidad de reaccion en funcion de S
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Estado
Estructura Masa de carga 76-3-11
propuesta [M+Na] (2] i
1579 1
HexsHexNAc, 302 5 ¥
1783 5
HexgsHexNAc; 903 5 v
1987 1
Hex,HexNAc; 1005 2 v
HexgHexNAe, 1108 2 \
Hex,HexNAc; 1210 2 y
Hex; HexNAc; 1312 2 y
Hex; HexNAc,; 1407 2 ¥
Hex;HexNAc, 1516 2 J
Hex,;HexNAc: 1618 2 Y
v.......Detectado
t.d.....No detectado
FIG. 12
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atgaagttcgegacctoggtegeaatittgetigtggecaacatagecaccgeoctcgeg GCCTCCCCCTCGATGCAGACCCGTGLCTCC
GTCGTCATTGATTACAACGTCGCTCCTCCTAACCTCTCCACCCTCCCGAACGGCAGCCTCTTTGAGACCTGGLGTCC
TCGCGCCCACGTTCTTCCCCCTAACGGTCAGATTGGCGATCCCTGCCTCCACTACACCGATCCCTCGACTGGCCTCT
TTCACGTCGGCTTTCTCCACGATGGCTCCGGCATTTCCTCCGCCACTACTGACGACCTCGCTACCTACAAGGATCTC
AACCAGGGCAACCAGGTCATCGTCCCCGGUGGTATCAACGACCCTGTCGCTGTTTTCGACGGCTCCGTCATTCCTT
CCGGCATTAACGGCCTCCCTACCCTCCTCTACACCTCCGTCAGCTACCTCCCCATTCACTGGTCCATCCCCTACACCC
GCGGTTCCGAGACGCAGAGCCTGGCTGTCTCCAGCGATGGTGGLTCCAACTTTACTAAGCTCGACCAGGGCCCCE
TTATTCCTGGCCCCCCCTTTGCCTACAACGTCACCGCCTTCCGCGACCCCTACGTCTTTCAGAACCCCACCCTCGACT
CCCTCCTCCACTCCAAGAACAACACCTGGTACACCGTCATTTCGGGTGGCCTCCACGGCAAGGGCCCCGCCCAGTT
TCTTTACCGTCAGTACGACCCCGACTTTCAGTACTGGGAGTTCCTCGGCCAGTGGTGGCACGAGCCTACCAACTCC
ACCTGGGGCAACGGCACCTGGGLCGGLCGLTGGGCCTTCAACTTCGAGACCGGCAACGTCTTTTCGCTTGACGAG
TACGGCTACAACCCCCACGGCCAGATCTTCTCCACCATTGGCACCGAGGGCTCCGACCAGCCCGTTGTCCCCCAGC
TCACCTCCATCCACGATATGCTTTGGGTCTCCGGTAACGTTTCGCGCAACGGATCGGTTTCCTTCACTCCCAACATG
GCCGGCTTCCTCGACTGGGGTTITCTCGTCCTACGCCGCCGCGGGTAAGGTTCTTCCTTCCACGTCGCTCCCCTCCAC
CAAGTCCGGTGCCCCCGATCGCTTCATTTCGTACGTTTGGCTCTCCGGCGACCTCTTITGAGCAGGCTGAGGGCTTTC
CTACCAACCAGCAGAACTGGACCGGCACCCTCCTCCTCCCCCGTGAGCTCCGCGTCCTTTACATCCCCAACGTGGTT
GATAACGCCCITGCGCGCGAGTCCGGLGCTTCCTGGCAGGTCGTCTCCTCCGATAGCTCGGCCGGTACTGTGGAG
CTCCAGACCCTCGGCATTTCCATCGCCCGCGAGACCAAGGCCGCCCTCCTGTCCGGCACCTCGTTCACTGAGTCCG
ACCGCACTCTTAACTCCTCCGGCGTCGTTCCCTTTAAGCGTTCCCCCTCCGAGAAGTTTTTCGTCLTCTCCGCCCAGL
TCTCCTTCCCCGCCTCCGLCCGLGGLTCGGGCCTCAAGTCCGGCTTCCAGATTCTTTCCTCCGAGCTCGAGTCCACC
ACGGTCTACTACCAGTTTAGCAACGAGTCCATCATCGTCGACCGCAGCAACACCAGCGCCGCCGLCCGTACTACCG
ACGGTATCGACTCCTCCGCCEAGGCCGGCAAGCTCCGCCTCTTTGACGTCCTCAACGGLGGLGAGCAGGLTATTG
AGACCCTCGACCTTACCCTCGTCGTTGATAACTCCGTGCTCGAGATTTACGCCAACGGTCGTTTCGCGCTTTCCACC
TGGGTTCGCTAA

(SEQID NO: 4)

FIG. 14
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3
pCLO137_EPCT(+)-s1Suct
_ 10,245 kb

FIG. 15
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