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DESCRIPCION
Nuevos genes de cetoacil ACP sintasa y uso de los mismos
CAMPO TECNICO

[0001] La presente invencion se refiere a genes de 3-cetoacil ACP sintasa nuevos y métodos para usar los genes
que incluyen la expresion de los genes en células hospedadoras oleaginosas para producir triglicéridos con perfiles
de acidos grasos alterados.

ANTECEDENTES

[0002] Algunos organismos que incluyen plantas y algunas microalgas usan una via biosintética de 4cidos grasos
de tipo Il, caracterizada por el uso de enzimas discretas en un complejo multimérico para la sintesis de acidos
grasos. En cambio, los mamiferos y los hongos usan una unica proteina grande multifuncional.

[0003] En los organismos que usan una via biosintética de acidos grasos de tipo Il, la B-cetoacil-ACP sintasa |
(KAS I, EC 2.3.1.41) es una de las enzimas responsables del alargamiento de acil-ACP graso de cadena media
creciente de 4 a 16 atomos de carbono de longitud. La KAS | usa acil-ACP C2-C14 como sustratos para la
condensacion con una unidad C2 derivada de malonil-ACP. KASIV es una enzima relacionada que tiene una
funcion de alargamiento similar. Asi, KASI y KASIV pueden considerarse ambas enzimas tipo KASI.

[0004] Se ha introducido tales genes en plantas usando tecnologia del ADN recombinante. Véanse por ejemplo
las patentes US7301070, US6348642, US6660849, US6770465 y US2006/0094088. En las células plastidicas,
tales como las procedentes de plantas, macroalgas y microalgas, se localizan enzimas tipo KAS | en los
cloroplastos u otros plastidos junto con otra enzima de la via de sintesis de acidos grasos (FAS).

[0005] Las publicaciones PCT W0O2010/063032, WO2011/150411, WO2012/106560 y WO2013/158938 revelan
ingenieria genética de microalgas oleaginosas que incluye dirigir productos génicos de FAS exdgenos al plastido
de microalga.

[0006] Las patentes US 2013/004646 y WO 2010/063031 revelan células de microalga que contienen genes
exogenos que codifican, por ejemplo, una lipasa, un transportador de sacarosa, una invertasa de sacarosa, una
fructoquinasa, una enzima de degradacion de polisacarido, una enzima de cetoacil-ACP sintasa, una acil-ACP
tioesterasa grasa, una acil-CoA/aldehido reductasa grasa, una acil-CoA reductasa grasa, una aldehido reductasa
grasa, una aldehido-descarbonilasa grasa y/o una proteina portadora de acilo.

[0007] La base de datos Geneseq [en linea] 14 de octubre de 2010 (2010-10-04), "Palmitic acid production-related
gene, SEQ:20024.", recuperado del n.° de acceso a EBI GSN:AXE01814 Numero de acceso a la base de datos
AXEO01814 divulga una secuencia de polinucleétidos que tiene un 93,6 % de identidad con la SEQ ID NO 21. La
base de datos Geneseq [en linea] 15 junio 2007 (2007-06-15), "Oil-associated gene related protein #865.",
recuperado del n.° de acceso a EBI GSP:ADJ49365 Numero de acceso a la base de datos ADJ49365 divulga una
secuencia polipeptidica que tiene un 90,2 % de identidad con la SEQ ID NO 2. La base de datos Geneseq [en
linea] 29 octubre 2009 (2009-10-29), "Nucleotide sequence SEQ ID 134280, recuperado del n.° de acceso a EBI
GSN:AWK61076 Numero de acceso a la base de datos AWK61076 divulga una secuencia de polinucleétidos que
tiene un 93,55 % de identidad con la SEQ ID NO 21. La base de datos Geneseq [en linea] 20 junio 2013 (2013-
06-20), "Plasmid pSZ1491 DNA construct, SEQ ID 232.", recuperado de n.° de acceso a EBI GSN:BAN54762
Numero de acceso a la base de datos BAN54762 divulga una secuencia de polinucleétidos que tiene un 92,44 %
de identidad con la SEQ ID NO 39.

RESUMEN

[0008] En un aspecto, la invencién proporciona un polinucleétido con al menos un 95 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 21 o la SEQ ID NO: 39, o un polinucleétido que codifica una proteina de tipo KASI que tiene al
menos un 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 2, o una proteina madura producida
a partir del mismo, donde dicho polinucleétido, cuando se coexpresa con un gen exégeno de acil ACP tioesterasa
FATA o FATB en una célula hospedadora de microalga oleaginosa, es capaz de enriquecer el contenido C14:0 del
aceite celular producido por la célula hospedadora, con respecto a un aceite producido por una célula del mismo
tipo que no expresa dicho polinucleétido.

[0009] En otro aspecto, formas de realizacion de la invencion incluyen un vector de transformacion que comprende
un polinucledtido tal y como se ha mencionado anteriormente. En algunos casos, el vector comprende secuencias
promotoras y 3'UTR en conexién funcional con el polinucleétido y, opcionalmente, una secuencia flanqueante para
la recombinacion homologa. Las secuencias promotoras o 3'UTR son secuencias de nucledétidos heterdlogas. Las
secuencias promotoras heterélogas o 3'UTR heterdlogas pueden proceder de un organismo diferente del
organismo a partir del cual se obtuvo en primer lugar la codificacion de secuencias de nucleétidos KAS.
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[0010] En un aspecto, el vector de transformacion comprende una secuencia promotora heteréloga o 3'UTR
heterodloga obtenida a partir del mismo organismo del que se aisl6 en primer lugar el gen KAS. Cuando la secuencia
promotora, la secuencia 3'UTR y las secuencias de nucledtidos KAS son del mismo organismo, el promotor
heterdlogo no guia naturalmente la expresion de KAS y la 3'UTR no se produce naturalmente aguas abajo de las
secuencias de nucleotidos de KAS en el organismo de origen.

[0011] En otro aspecto, el vector de transformacion se utiliza para expresar el gen KAS en el organismo del que
se aisl6 en primer lugar el gen KAS. Cuando el gen KAS se expresa recombinantemente en el organismo del que
se aisld en primer lugar el gen KAS, el gen se expresa en un locus cromosémico diferente del locus cromosémico
natural del gen KAS. De forma alternativa, el gen KAS se expresa en el citoplasma.

[0012] En otro aspecto, formas de realizacion de la invencion incluyen una célula hospedadora que es una célula
oleaginosa plastidica que tiene una via de biosintesis de acidos grasos de tipo Il que comprende el polinucleétido
y/o el vector mencionado anteriormente, y que expresa una proteina de KAS funcional codificada por el
polinucleétido. En algunos casos, la célula hospedadora comprende ademas un gen exdgeno que codifica una
acil-ACP tioesterasa FATA o acil-ACP tioesterasa FATB funcional. En un aspecto, la acil-ACP tioesterasa FATB
tiene al menos un 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
cualquiera de las SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 57. En algunos casos, la célula hospedadora produce un aceite
celular caracterizado por un perfil de acidos grasos con (i) al menos un 30, 40, 50 o 55 % de C14:0, (ii) al menos
un7,8,9, 10, 11,12, 13 0 14 % de C8:0, (iii) al menos un 10, 15, 20, 25, 30 o0 35 % en area para la suma de C8:0
y C10:0, o (iv) una relacion C8/C10 en el rango de 2,2-2,5, 2,5-3,0 o 3,0-3,4. En algunos casos, la célula
hospedadora es una microalga. En algunos casos, la célula hospedadora es de Trebouxiophyceae, y
opcionalmente del género Chlorella o Prototheca. En algunos casos, la microalga es de la especie Prototheca
moriformis.

[0013] En otro aspecto, formas de realizacion de la invencion incluyen un método para hacer un aceite celular,
donde el método comprende cultivar una célula hospedadora tal y como se ha mencionado anteriormente para
producir el aceite celular, donde el aceite comprende triglicéridos y esteroles de microalga. En algunos casos, el
aceite celular comprende esteroles caracterizados por un perfil de esterol y el perfil de esterol tiene un exceso de
ergosterol con respecto al B-sitosterol y/o la presencia de 22,23-dihidrobrasicasterol, poriferasterol o clionasterol.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0014] La fig. 1 muestra un arbol filogenético para genes de tipo KASI en relacion con el ejemplo 3.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION DE LA INVENCION

[0015] Tal y como se usa con respecto a los acidos nucleicos, el término "aislado” se refiere a un acido nucleico
que esta libre de al menos otro componente que esta tipicamente presente con el acido nucleico de origen natural.
De este modo, un acido nucleico de origen natural esta aislado si se ha purificado apartado de al menos otro
componente de origen natural con el acido nucleico.

[0016] Un "aceite celular" o "grasa celular" significara un aceite predominantemente de triglicérido obtenido a partir
de un organismo, donde el aceite no se ha sometido a mezcla con otro aceite natural o sintético, o a
fraccionamiento para alterar sustancialmente el perfil de acidos grasos del triglicérido. En relacién con un aceite
que comprende triglicéridos de una regioespecificidad particular, el aceite celular o grasa celular no ha sido
sometido a interesterificacion u otro proceso sintético para obtener tal perfil triglicérido regioespecifico, mas bien
la regioespecificidad se produce naturalmente, por una célula o una poblacion de células. Para un aceite celular o
grasa celular producido por una célula, el perfil de esterol del aceite se determina generalmente por los esteroles
producidos por la célula, no por reconstitucion artificial del aceite por adicion esteroles para imitar el aceite celular.
En relacién con un aceite celular o grasa celular, y tal y como se utiliza generalmente a lo largo de la presente
descripcion, lo términos aceite y grasa se usan de forma intercambiable, excepto donde se indique lo contrario. De
este modo, un "aceite" o una "grasa" puede ser liquido, sélido o parcialmente sdlido a temperatura ambiente,
dependiendo de la composicion de la sustancia y otras condiciones. Aqui, el término "fraccionamiento” significa
eliminar material del aceite de manera que cambie su perfil de acidos grasos con respecto al perfil producido por
el organismo, independientemente de como se lleve a cabo. Los términos "aceite celular" y "grasa celular" engloban
tales aceites obtenidos a partir de un organismo, donde el aceite ha sido sometido a un procesamiento minimo,
que incluye refinacién, blanqueo y/o desgomado, que no cambia sustancialmente su perfil de triglicéridos. Un aceite
celular también puede ser un "aceite celular no interesterificado", lo que significa que el aceite celular no ha sido
sometido a un proceso en el que los acidos grasos se han redistribuido en sus enlaces de acilo con el glicerol y
permanece esencialmente con la misma configuraciéon que cuando se extrajo del organismo.

[0017] "Gen exdgeno" designara un acido nucleico que codifica para la expresion de un ARN y/o proteina que se
ha introducido en una célula (por ejemplo mediante transformacién/transfeccion) y también se denomina
"transgén”. Una célula que comprende un gen exdgeno se puede denominar célula recombinante, en la que se

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2764273 T3

pueden introducir uno 0 mas genes exdgenos adicionales. El gen exdgeno puede proceder de una especie
diferente (y por tanto heteréloga), o de la misma especie (y por lo tanto homdloga), con respecto a la célula que se
esta transformando. De este modo, un gen exdgeno puede incluir un gen homologo que ocupa una ubicacion
diferente en el genoma de la célula o esta bajo control diferente, con respecto a la copia endégena del gen. Un
gen exdgeno puede estar presente en mas de una copia en la célula. Un gen exégeno se puede mantener en una
célula, por ejemplo, como una inserciéon en el genoma (nuclear o plastido) o como una molécula episémica.

[0018] "Acidos grasos" designara acidos grasos libres, sales de &cidos grasos o fracciones de acilo graso en un
glicerolipido. Se entendera que los grupos acilo grasos de glicerolipidos se pueden describir en términos del acido
carboxilico o anién de un acido carboxilico que se produce cuando el triglicérido se hidroliza o saponifica.

[0019] "Microalgas” son organismos microbianos que contienen un cloroplasto u otro plastido, y opcionalmente que
son capaces de realizar fotosintesis, o un organismo microbiano procariético capaz de realizar fotosintesis. Las
microalgas incluyen fotoautétrofos obligados, que no pueden metabolizar una fuente de carbono fijo como energia,
asi como heterétrofos, que pueden vivir exclusivamente de una fuente de carbono fija. Las microalgas incluyen
organismos unicelulares que se separan de las células hermanas poco después de la division celular, tales como
las Chlamydomonas, al igual que los microbios tales como, por ejemplo, Volvox, que es un microbio fotosintético
multicelular simple de dos tipos de célula diferentes. Las microalgas incluyen células tales como Chlorella,
Dunaliella y Prototheca. Las microalgas incluyen también otros organismos fotosintéticos microbianos que
presentan una adhesién célula-célula, tales como Agmenellum, Anabaena y Pyrobotrys. Las microalgas incluyen
también microorganismos heterétrofos obligados que han perdido la capacidad de realizar fotosintesis, tales como
algunas especies de algas dinoflageladas y especies del género Prototheca.

[0020] Una célula "oleaginosa" es una célula capaz de producir al menos un 20 % de lipido por peso de célula en
seco, naturalmente o a través de la mejora de cepa recombinante o tradicional. Un "microbio oleaginoso" o
"microorganismo oleaginoso" es un microbio, que incluye una microalga, que es oleaginoso.

[0021] El término "porcentaje de identidad de secuencia”, en el contexto de dos 0 mas secuencias de aminoacidos
o de acidos nucleicos, se refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especifico de residuos de aminoacidos o nucleétidos idéntico, cuando se comparan y alinean para una
correspondencia maxima, medida usando un algoritmo de comparacién de secuencias o mediante inspeccion
visual. Para la comparacién de secuencias para determinar el porcentaje de nucledtidos o de identidad de
aminoacido, tipicamente una secuencia actla como una secuencia de referencia, con la que se comparan
secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de prueba y
referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de la subsecuencia, si es necesario, y se
designan los pardmetros del programa de algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacién de secuencias
calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencia para la o las secuencias de prueba con respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa designado. Se puede llevar a cabo un
alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacion usando el software NCBI BLAST
(ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) configurado en los parametros por defecto. Por ejemplo, para comparar dos secuencias
de acidos nucleicos, se puede usar blastn con la herramienta "BLAST 2 Sequences" version 2.0.12 (21 de abril de
2000) configurada en los parametros por defecto siguientes: Matriz: BLOSUM62; Recompensa por coincidencia:
1; Penalizacién por incompatibilidad: -2; Hueco abierto: 5 y Hueco de extension: 2 penalizaciones; Hueco x
reduccion: 50; Probabilidad: 10; Tamario de palabra: 11; Filtro: activado. Para una comparacion de parejas de dos
secuencias de aminodacidos, se puede usar la herramienta "BLAST 2 Sequences" version 2.0.12 (21 de abril de
2000) con blastp configurado, por ejemplo, en los siguientes parametros por defecto: Matriz: BLOSUM62; Hueco
abierto: 11 y Hueco de extensién: 1 penalizaciones; Hueco x reduccién 50; Probabilidad: 10; Tamafio de palabra:
3; filtro: activado.

[0022] Donde se proporcionan multiples identidades de secuencia para una cepa con un par de genes exogenos,
esto engloba todas las combinaciones de identidades de secuencia. Por ejemplo, la coexpresién de un primer gen
que codifica una primera proteina que tiene al menos un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % con el gen A
y un segundo gen que codifica una segunda proteina que tiene al menos un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98
0 99 % con el gen A debe entenderse englobando (i) al menos un 85 % de identidad con el gen A y al menos un
85 % de identidad con el gen B, (ii)) al menos un 85 % de identidad con el gen A y al menos un 99 % de identidad
con el gen B, (i) al menos un 92 % de identidad con el gen A y al menos un 95 % de identidad con el gen B y
todas las demas combinaciones.

[0023] En relacidon con un aceite celular, un "perfil" es la distribucion de especies particulares de ftriglicéridos o
grupos acilo grasos en el aceite. Un "perfil de acidos grasos" es la distribucion de grupos acilo grasos en los
triglicéridos del aceite sin referencia a la fijacién a una estructura de glicerol. Los perfiles de acidos grasos se
determinan tipicamente por conversion a un éster metilico de acidos grasos (FAME), seguida de un analisis de
cromatografia de gases (GC) con deteccion de ionizacion de llama (FID). El perfil de acidos grasos se puede
expresar como uno o mas porciento de un acido graso en la sefial de acidos grasos totales determinada a partir
del area bajo la curva para dicho acido graso. La medicién FAME-GC-FID se aproxima a los porcentajes en peso
de los acidos grasos.
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[0024] Tal y como se utiliza en este caso, se dice que un aceite esta "enriquecido" en uno o mas acidos grasos
particulares si hay al menos un 10 % de aumento en la masa de dicho acido graso en el aceite con respecto al
aceite no enriquecido. Por ejemplo, en el caso de una célula que expresa un gen FatB heterdlogo descrito aqui,
se dice que el aceite producido por la célula esta enriquecido con, por ejemplo, acidos grasos C8 y C16 si la masa
de estos acidos grasos en el aceite es al menos un 10 % superior a la del aceite producido por una célula del
mismo tipo que no expresa el gen FatB heterélogo (por ejemplo aceite de tipo salvaje).

[0025] "Recombinante” es una célula, acido nucleico, proteina o vector que ha sido modificado debido a la
introduccion de un acido nucleico exégeno o a la alteracién de un acido nucleico nativo. Asi, por ejemplo, las
células (hospedadoras) recombinantes pueden expresar genes que no se encuentran en la forma nativa (no
recombinante) de la célula o expresar genes nativos de forma diferente a como se expresan tales genes por una
célula no recombinante. Las células recombinantes pueden, sin limitacion, incluir acidos nucleicos recombinantes
que codifican un producto génico o elementos de supresion tales como mutaciones, inactivaciones, antisentido,
ARN (ARNi) o ARNbc interferente que reducen los niveles de producto génico activo en una célula. Un "acido
nucleico recombinante" es un acido nucleico formado originalmente in vitro, en general por la manipulacién del
acido nucleico, por ejemplo usando polimerasas, ligasas, exonucleasas y endonucleasas, usando sintesis quimica
0, de otro modo, esta en una forma que no se encuentra normalmente en la naturaleza. Se pueden producir acidos
nucleicos recombinantes, por ejemplo, para colocar dos 0 mas acidos nucleicos en el enlace funcional. Asi, tanto
un acido nucleico aislado como un vector de expresion formados in vitro por nucleico mediante ligamiento de
moléculas de ADN que no se unen normalmente en la naturaleza, se consideran recombinantes para los fines de
esta invencion. También se pueden producir acidos nucleicos recombinantes de otras formas; por ejemplo usando
sintesis de ADN quimica. Una vez que se hace un acido nucleico recombinante y se introduce en una célula u
organismo hospedador, se puede replicar usando la maquinaria celular in vivo de la célula hospedadora; sin
embargo, tales acidos nucleicos, una vez que se han producido de forma recombinante, aunque posteriormente
se repliquen intracelularmente, todavia se consideran recombinantes para fines de la presente invencion. De forma
similar, una "proteina recombinante" es una proteina hecha usando técnicas recombinantes, es decir a través de
la expresion de un &cido nucleico recombinante.

[0026] Un gen o enzima "de tipo KAS I" designara un gen o enzima KAS | o KAS |V.

[0027] Las formas de realizacion de la presente invencion se refieren al uso de genes de tipo KASI tal y como se
describe en las reivindicaciones, aislados de plantas, que se pueden expresar en una célula hospedadora
transgénica para alterar el perfil de acidos grasos de un aceite celular producido por la célula hospedadora. Aunque
la Prototheca moriformis de microalga se ha usado para cribar los genes por capacidad para alterar el perfil de
acidos grasos, los genes descubiertos son utiles en una amplia variedad de células hospedadoras para las que
son conocidas técnicas de transformacion genética. Por ejemplo, los genes se pueden expresar en bacterias,
cianobacterias, otras microalgas eucariéticas o plantas superiores. Los genes se pueden expresar en plantas
superiores segun los métodos descritos en las patentes de EE. UU. de numeros: US7301070, US6348642,
US6660849 y US6770465. Se ha descubierto que los transgenes de tipo KASI se pueden usar solos o en
combinacién con un transgén FatB (que codifica una acil-ACP tioesterasa activa) para estimular los niveles de
acidos grasos de cadena media (por ejemplo, acidos capricos, caprilicos, lauricos, miristicos o palmiticos) en el
perfil de acidos grasos del aceite celular. La combinacion de un gen de tipo KASI exégeno con un gen FATA o
FATB exdgeno en una célula hospedadora puede proporcionar niveles de acidos grasos de cadena media y/o
acidos grasos de cadena larga (por ejemplo estearico u oleico) superiores a un gen exdgeno solo. Los acidos
grasos del aceite celular se pueden convertir ademas en triglicéridos, aldehidos grasos, alcoholes grasos y otros
oleoquimicos ya sea sintética o biosintéticamente.

[0028] En formas de realizacion especificas, los triglicéridos se producen por una célula hospedadora que expresa
un gen de tipo KASI nuevo tal y como se describe en las reivindicaciones (a partir de un ADNc nuevo y/o bajo
control de un promotor heterdlogo). Se puede extraer un aceite celular de la célula hospedadora. Generalmente,
el aceite celular comprende principalmente triglicéridos y esteroles. El aceite celular se puede refinar, desgomar,
blanquear y/o desodorizar. El aceite, en su forma sin procesar o procesada, se puede usar para alimentos,
productos quimicos, combustibles, cosméticos, plasticos y otros usos.

[0029] Los genes KAS se pueden usar en una variedad de construcciones genéticas que incluyen plasmidos u
otros vectores para una expresion o recombinacion en una célula hospedadora. Los genes pueden presentar una
optimizacion de codones para la expresion en una célula hospedadora diana. Los genes se pueden incluir en un
casete de expresion que incluye un promotor (por ejemplo un promotor heterélogo) y elemento regulador aguas
abajo. El vector puede incluir secuencias flanqueantes para la recombinacion homoéloga. Por ejemplo, el vector
puede causar la insercion en un cromosoma de la célula hospedadora, dénde se puede expresar de forma estable.
Las proteinas producidas por los genes se pueden usar in vivo o en forma purificada. En una forma de realizacion,
un casete de expresién comprende un promotor homdlogo, una CDS (secuencia codificante, por sus siglas en
inglés) operable para expresar una enzima de tipo KASI de la tabla 1 y una 3'UTR. La 3'UTR puede comprender
un sitio de poliadenilacion.
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[0030] Tal y como se describe en los ejemplos mas adelante, los genes KAS nuevo se han descubierto a partir de
ADNCc producido a partir de transcritos de ARNm de semillas vegetales. Por consiguiente, las secuencias de gen
no son naturales porque carecen de intrones que estan presentes en los genes vegetales y transcritos de ARNm
de los genes antes del empalme de ARNm. Por consiguiente, la invencion comprende un gen de tipo KASI no
natural aislado en la tabla 1. Otra desviacion del gen natural esta en el uso de elementos reguladores heterélogos
y expresion en células hospedadoras para las que tales genes no se producen de forma natural.

[0031] Por ejemplo, el gen se puede preparar en un vector de expresion que incluye un promotory 5'UTR enlazados
operativamente. Donde una célula plastidica se usa como el hospedador, un péptido dirigido a plastido
adecuadamente activo (designado también mas adelante como un "péptido de transito") se puede fusionar al gen
de tipo KASI, como en los ejemplos mas adelante. Los genes descritos comprenden una secuencia de
identificacion de plastido N-terminal hidrofobica, que se puede sustituir por una secuencia de identificacion
alternativa y variar en longitud. Variar el péptido dirigido a plastido puede mejorar la localizacioén celular y la
actividad enzimatica para un tipo de célula hospedadora determinada. De este modo, la invencidon contempla
deleciones y proteinas de fusién para optimizar la actividad enzimatica en una célula hospedadora determinada.
Por ejemplo, se puede usar un péptido de transito del hospedador o especies relacionadas en vez del de los genes
vegetales recién descubiertos descritos aqui. Las deleciones adicionales terminales o internas pueden hacerse
siempre que se retenga la actividad enzimatica. El péptido dirigido se puede escindir por la célula hospedadora
para producir una proteina de tipo KASI madura que carece del péptido dirigido.

[0032] Un gen marcador seleccionable puede estar incluido en el vector para ayudar en el aislamiento de una
célula transformada. Ejemplos de marcadores seleccionables utiles en microalgas incluyen invertasa de sacarosa,
alfa galactosidasa (para la seleccion en melibiosa) y genes de resistencia antibiotica.

[0033] Las secuencias de gen descritas también se pueden usar para preparar ARN antisentido o inhibitorio (por
ejemplo, ARNi o ARN en horquilla) para inhibir genes complementarios en una planta u otro organismo. Por
ejemplo, con la ayuda del conocimiento de una secuencia de genes de la tabla 1, se puede obtener por ingenieria
una planta con el mismo gen de tipo KASI o similar para expresar un constructo de ARNi, un gen inactivado, una
mutacién puntual o similar y asi reducir la actividad de KASI o KASIV de la semilla de la planta. Como resultado
de ello, la planta puede producir un aceite con un perfil de acidos grasos alterado donde se disminuye o aumenta
la longitud de cadena media, dependiendo de la presencia de otros genes de sintesis de acidos grasos.

[0034] Los genes/proteinas de tipo KASI que se han revelado como Utiles para producir perfiles de acidos grasos
deseados en una célula se resumen mas adelante en la tabla 1 y las proteinas relativas descubiertas mediante
secuenciacion de transcripcion (como en los ejemplos 1 y 2) se muestran en la tabla 1a. Se pueden usar acidos
nucleicos o proteinas que tienen la secuencia de SEQ ID NOS: 2 y 39 para alterar el perfil de acidos grasos de
una célula recombinante. También se pueden usar variantes de acidos nucleicos; por ejemplo variantes que tengan
al menos un 95 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NOS: 21 o 39. Se contempla la optimizacion de
codones de los genes para una variedad de organismos hospedadores, como lo es el uso de fragmentos génicos.
Los codones preferidos para las cepas de Prototheca y para Chlorella protothecoides se muestran a continuacion
en las tablas 2 y 3, respectivamente. El uso de codones para Cuphea wrightii se muestra en la tabla 4. El uso de
codones para Arabidopsis se muestra en la tabla 5; por ejemplo, se puede seleccionar el codén mas preferido para
cada aminoacido. En la técnica se conocen tablas de codones para otros organismos que incluyen microalgas y
plantas superiores. En algunas formas de realizacion, los primeros y/o segundos codones de Prototheca mas
preferidos se emplean para la optimizacién de codones. En formas realizacion especificas, las secuencias de
aminoacidos nuevas contenidas en los listados de secuencias mas adelante se convierten en secuencias de acidos
nucleicos segun el uso de codén mas preferido en Prototheca, Chlorella, Cuphea wrightii o Arabidopsis tal y como
se expone en las tablas 2 a 3b o secuencias de acidos nucleicos con al menos un 95 % de identidad de secuencia
con estas secuencias de acidos nucleicos derivadas. Por ejemplo, el gen de tipo KASI puede presentar
optimizacion de codones para Prototheca moriformis sustituyendo los codones mas preferidos segun la tabla 2 por
al menos un 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 % de todos los codones. Asimismo, el gen de tipo KASI puede
presentar optimizacién de codones para Chlorella protothecoides sustituyendo los codones mas preferidos segun
la tabla 3 por al menos un 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 0 90 % de todos los codones. De forma alternativa, el gen
de tipo KASI puede presentar optimizacién de codones para Chlorella protothecoides o Prototheca moriformis
sustituyendo primeros o segundos codones mas preferidos segun la tabla 2 o 3 por al menos un 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 0 90 % de todos los codones. Los genes de codones optimizados son de origen no natural porque
se optimizan para la expresion en un organismo hospedador.

[0035] En algunas formas de realizacion, el porcentaje de identidad de secuencia para las variantes de los acidos
nucleicos o proteinas mencionados anteriormente se puede calcular usando la secuencia de acidos nucleicos en
toda su longitud (por ejemplo una de la SEQ ID NOS: 21 y 39 o la secuencia de aminoacidos en toda su longitud
(por ejemplo la SEQ ID NO: 2) como la secuencia de referencia y comparando la secuencia de prueba en toda su
longitud con esta secuencia de referencia. Para los fragmentos, el porcentaje de identidad de secuencia para las
variantes de acido nucleico o fragmentos de proteina se puede calcular a lo largo de toda la longitud del fragmento.
En algunas formas de realizacion, hay un acido nucleico o fragmento de proteina con al menos un 96, 97, 98 o
99 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID NOS: 21, 39 0 2.
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[0036] Opcionalmente, el péptido dirigido a plastido se puede intercambiar por otro péptido que funciona para guiar
la enzima tipo KASI a un plastido sintetizador de acidos grasos de una célula hospedadora plastidica. Por
consiguiente, en varios ejemplos de la divulgacién, una célula de transgén o transgénica hospedadora comprende
un nucledtido o fusidn peptidica correspondiente de una secuencia dirigida a plastico y una secuencia de dominio
de enzima (la secuencia restante después de la eliminacion del péptido de transito), donde la proteina madura
tiene al menos un 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad de secuencia con una secuencia de proteina
madura enumerada en la tabla 1 o la tabla 1a. Los péptidos de transito/dirigidos a plastido estan subrayados en el
listado de secuencias informal anexo. Ejemplos de péptidos dirigidos incluyen aquellos de la tabla 1 y otros
conocidos en la técnica, especialmente en relacidon con la direcciéon de los productos génicos de KAS I, KAS I,
KAS lIl, FATA, FATB y SAD (estearoil-ACP desaturasa) a cloroplastos u otros plastidos de plantas y microalgas.
Véanse los ejemplos de Chorophyta proporcionados en las publicaciones PCT W02010/063032, WO2011/150411,
W02012/106560 y WO2013/158938. Opcionalmente, los genes tipo KASI codifican 450, 475 o 500 aminoacidos o
mas (con o sin el péptido de transito), o aproximadamente 555 residuos (con el péptido de transito), a diferencia
de las secuencias truncadas conocidas.

Tabla 1. Genes tipo KASI: el casete de expresion usado para evaluar los genes en combinacién con un transgén
FATB se proporciona en la SEQ ID NO: 38 (es decir, sustituyendo la secuencia codificante de KASIV de Cpal de
la SEQ ID NO: 38 con varias otras secuencias codificantes de la tabla 1), excepto por el hecho de que el KASIV
de Cuphea hookeriana se evalud usando el casete de expresion de la SEQ ID NO: 61. Véanse los ejemplos 1-4.

Especie Nombre del gen Secuencia de | secuencia codificante | Secuencia de
aminoacidos | de nucledtido (de | nucleétidos con
ADNc producido a | optimizacion de
partir de ARNm de | codones de
semilla, sin | Prototheca
optimizacion de | moriformis
codones)
Cuphea palustris KASIV 2 21 39
Cinnamomum KASIV 3 22 40
camphora
Cinnamomum KASI 4 23 41
camphora
Umbellularia KASI 5 24 42
californica
U. Californica KASIV 6 25 43
Cuphea. Wrightii KASAI 7 26 44
Cuphea avigera KASIVb 8 27 45
Cuphea KASIVb 9 28 46
paucipetala
C. ignea KASIVb 10 29 47
Cuphea KASIV 11 30 48
procumbens
C. paucipetala KASIVa 12 31 49
Cuphea painteri KASIV 13 32 50
C. avigera KASIVa 14 33 51
C. ignea KASIVa 15 34 52
C. avigera KASIa 16 35 53
C. pulcherrima | KASI 17 36 54
C. avigera KAS mitocondrial | 18 37 55
Cuphea KASIV 59 60, 61
hookeriana

Tabla 1a. Proteinas adicionales codificadas por ADNc descubiertas mediante analisis por perfil de transcripcion
de las semillas. Las secuencias codificantes se pueden derivar de tablas de codones para varias células

hospedadoras.

Especie Nombre del gen Secuencia de aminoacidos
Varios (Clado 1) Secuencia de consenso KASIV 69, 71
Varios (Clado 2) Secuencia de consenso KASIV 70,72
Cuphea aequipetala KASIV 62

Cuphea glassostoma KASIV 63

Cuphea hookeriana KASIV 64
Cuphea glassostoma KASIV 65
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Especie Nombre del gen Secuencia de aminoacidos
Cuphea carthagenesis KASIV 66, 67
C. pulcherrima KASIV 68
Tabla 2. Uso de codones en cepas de Prototheca.
Ala  GCG 345(0,36) Asn AAT 8 (0,04)
GCA 66 (0,07) AAC 201 (0,96)
GCT 101 (0,11)
GCC 442 (0,46) Pro CCG 161 (0,29)
CCA 49 (0,09)
Cys TGT 12 (0,10) CCT 71(0,13)
TGC 105 (0,90) CcccC 267 (0,49)
Asp  GAT 43 (0,12) Gin CAG 226 (0,82)
GAC 316 (0,88) CAA 48 (0,18)
Glu GAG 377 (0,96) Arg AGG 33 (0,06)
GAA 14 (0,04) AGA 14 (0,02)
CGG 102 (0,18)
Phe TTT 89 (0,29) CGA 49 (0,08)
TTC 216 (0,71) CGT 51 (0,09)
CGC 331 (0,57)
Gly GGG 92 (0,12)
GGA 56 (0,07) Ser AGT 16 (0,03)
GGT 76 (0,10) AGC 123 (0,22)
GGC 559 (0,71) TCG 152 (0,28)
TCA 31 (0,06)
His  CAT 42 (0,21) TCT 55 (0,10)
CAC 154 (0,79) TCC 173 (0,31)
lle ATA 4(0,01) Thr ACG 184 (0,38)
ATT 30 (0,08) ACA 24 (0,05)
ATC 338 (0,91) ACT 21 (0,05)
ACC 249 (0,52)
Lys AAG 284 (0,98)
AAA 7 (0,02) Val GTG 308 (0,50)
GTA 9(0,01)
Leu TTG 26 (0,04) GTT 35 (0,06)
TTA 3 (0,00) GTC 262 (0,43)
CTG 447 (0,61)
CTA 20 (0,03) Trp TGG 107 (1,00)
CTT 45 (0,06)
CTC 190 (0,26)  Tyr TAT 10 (0,05)
TAC 180 (0,95)

Met ATG 191 (1,00)
Parada TGA/TAG/TAA

Tabla 3. Uso preferido de codones en Chlorella protothecoides.

TTC (Phe) TAC (Tyr) TGC (Cys) TGA (parada)
TGG (Trp) CCC (pro) CAC (His) CGC (Arg)
CTG (Leu) CAG (GIn) ATC (lle) ACC (Thr)

GAC (Asp) TCC (Ser) ATG (Met) AAG (Lys)
GCC (Ala) AAC (Asn) GGC (Gly) GTG (Val)
GAG (Glu)




10

15

ES 2764273 T3

Tabla 4: uso de codones para Cuphea wrightii (codén, aminoacido, frecuencia, por mil, nimero)

UUU F 0,48 19,5 (52)
UUC F 0,52 21,3 (57)
UUAL 0,07 5,2 (14)

UUG L 0,19 14,6(39)

CUU L 0,27 21,0 (56)
CUC L 0,22 17,2 (46)
CUAL 0,13 10,1 (27)
CUG L 0,12 9,7 (26)

AUU 10,44 22,8 (61)

AUC yo 0,29 15,4 (41)
AUA yo 0,27 13,9 (37)
AUG M 1,00 28,1 (75)

GUU V 0,28 19,8 (53)
GUC V 0,21 15,0 (40)
GUA V0,14 10,1 (27)
GUG V 0,36 25,1 (67)

UCU S 0,21 19,5 (52)
UCC S 0,26 23,6 (63)
UCA S 0,18 16,8 (45)
UCG S 0,11 9,7 (26)

CCU P 0,48 21,7 (58)
CCCP 0,16 7,1 (19)
CCAP 0,21 9,7(26)
CCG P 0,16 7,1 (19)

ACU T 0,33 16,8 (45)
ACC T 0,27 13,9 (37)
ACA T 0,26 13,5 (36)
ACG T 0,14 7,1 (19)

GCU A 0,35 31,4 (84)
GCC A 0,20 18,0 (48)
GCA A 0,33 29,6 (79)
GCGA0,119,7 (26)

UAU Y 0,45 6,4 (17)
UACY 0,55 7,9 (21)
UAA % 0,33 0,7 (2)
UAG 0,33 0,7 (2)

CAU H 0,60 11,2 (30)
CAC H 0,40 7,5 (20)
CAAQO0,318,6 (23)
CAG Q0,69 19,5 (52)

AAU N 0,66 31,4 (84
AAC N 0,34 16,5 (44
K AAA 0,42 21,0 (56
AAG K 0,58 29,2 (78

~ ~ ~— ~—

GAU D 0,63 35,9 (96)
GAC D 0,37 21,0 (56)
GAAE 0,41 18,3 (49)
GAG E 0,59 26,2 (70)

UGU C 0,41 10,5 (28)
UGC C 0,59 15,0 (40)
UGA % 0,33 0,7 (2)

UGG W 1,00 15,4 (41)

CGURO0,095,6
CGCRO0,137,9
CGARO0,116,7
CGGRO0,169,4

15)
21)
18)
25)

o~~~ o~

AGU S 0,18 16,1 (43)
AGC S 0,07 6,0 (16)

AGAR 0,24 14,2 (38)
AGG R 0,27 16,1 (43)

GGU G 0,29 26,6 (71)
GGC G 0,20 18,0 (48)
GGA G 0,35 31,4 (84)
GGG G 0,16 14,2 (38)

Tabla 5: uso de codones para Arabidopsis (codon, aminoacido, frecuencia, por mil)

UUU F 0,51 21,8
UUC F 0,49 20,7
UUALO0,14 12,7
UUG L 0,22 20,9

CUUL 0,26 24,1
CUCL 0,17 16,1
CUALO0,119,9
CUGLO0,119,8

AUU 10,41 21,5
AUC 10,35 18,5
AUA 10,24 12,6
AUG M 1,00 24,5

GUU V 0,40 27,2
GUCV0,1912,8
GUAV 0,159,9

GUGV 0,26 17,4

UCU S 0,28 25,2
UCC S0,1311,2
UCA S 0,20 18,3
UCGS0,109,3

CCUP 0,38 18,7
CCCPO0,115,3
CCAP 0,33 16,1
CCGPO0,188,6

ACUTO0,3417,5
ACCTO0,2010,3
ACATO0,31 15,7
ACGTO0,1577

GCUAO0,43 28,3
GCCAO0,16 10,3
GCAA0,27 17,5
GCGA0,149,0

UAU Y 0,52 14,6
UAC Y 0,48 13,7
UAA % 0,36 0,9
UAG % 0,20 0,5

CAUHO0,6113,8
CACHO0,398,7

CAA Q0,56 19,4
CAG Q0,44 15,2

AAU N 0,52 22,3
AAC N 0,48 20,9
K AAA 0,49 30,8
AAG K 0,5132,7

GAU D 0,68 36,6
GACD 0,32 17,2
GAAE 0,52 34,3
GAGE 0,48 32,2

UGU C 0,60 10,5
ucCCo0,407,2
UGA 0,44 1,2
UGG W 1,00 12,5

CGURO0,179,0
CGCRO0,07 3,8
CGARO0,126,3
CGGRO0,094,9

AGU S 0,16 14,0
AGC S 0,13 11,3
AGA R 0,3519,0
AGG R 0,20 11,0

GGU G 0,34 22,2
GGC G0,149,2

GGA G 0,37 24,2
GGG G 0,16 10,2

Combinaciones de genes

[0037] En una forma de realizacién, un gen/producto génico tal y como se describe en las reivindicaciones se
coexpresa en una célula hospedadora con un gen de acil-ACP tioesterasa FATA o FATB exdgeno. En una forma
de realizacion especifica, el producto génico FATB tiene al menos un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5 97,
97,5, 98, 98,5 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el FATB2 de Cuphea palustris ("Cpal FATB2",
acceso AAC49180, SEQ ID NO: 1) o el FATB2 de C. hookeriana ("Ch FATB2", acceso U39834, SEQ ID NO: 57)
o fragmento de los mismos. Opcionalmente, el producto génico FATB tiene al menos un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
95,5, 96 ,96,5, 97, 97,5, 98, 98,5 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el dominio de péptido de
no transito de FATB2 de Cuphea palustris ("Cpal FATB2", acceso AAC49180, SEQ ID NO: 1) o FATB2 de C.
Hookeriana ("Ch FATB2", acceso U39834 SEQ ID NO: 57).
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[0038] Los genes FATA codifican enzimas que preferentemente, pero no exclusivamente, hidrolizan acidos grasos
de cadena larga con una actividad maxima hacia C18:1. Los genes FATB codifican un grupo de enzimas con
especificidades de sustrato mas heterogéneas pero muestran generalmente actividad mas alta hacia los acidos
grasos saturados. Las especificidades de sustrato de las enzimas de FATB son bastante heterogéneas; hay un
nimero de enzimas de FATB que muestran una alta actividad hacia C18:0 y C18:1. Las enzimas FATA y FATB
terminan la sintesis de acidos grasos hidrolizando el enlace de tioéster entre la fraccion de acilo y la proteina
portadora de acilo (ACP).

[0039] En una forma de realizacién, una célula hospedadora se transforma para expresar tanto un transgén FATA
o FATB y tipo KASI. La célula hospedadora produce un aceite celular. Juntos, los genes FATA o FATB y tipo KASI
se expresan para producir sus productos génicos respectivos y alteran asi el perfil de acidos grasos del aceite
celular. Los dos genes funcionan por adicién o sinérgicamente con respecto a las cepas de control que carecen
de uno de los dos genes. Opcionalmente, la célula hospedadora es oleaginosa y pueden ser microalgas
eucaridticas oleaginosas tales como las descritas previamente o mas adelante. El perfil de acidos grasos del aceite
celular puede estar enriquecido (con respecto a un control apropiado) en C14:0 (miristico), C8:0, C10:0 o una
combinacion de C8/C10.

[0040] En una forma de realizacion, el perfil de acidos grasos de la célula esta enriquecido con &cidos grasos
C14:0. En esta forma de realizacion, el gen FATB expresa una enzima de acil-ACP tioesterasa que tiene al menos
un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos
en porcentaje de identidad de aminoacidos con la enzima de la SEQ ID NO: 1. El gen de tipo KASI coexpresado
codifica una beta-cetoacil ACP sintasa que tiene al menos un 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5 0 99 % de
identidad de secuencia de aminoacidos en porcentaje de identidad de aminoacidos con la enzima de la SEQ ID
NO: 2. También se describe que el gen de tipo KASI coexpresado codifica una beta-cetoacil ACP sintasa que tiene
al menos un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5 0 99 % de identidad de secuencia de
aminoacidos en porcentaje de identidad de aminoacidos con la enzima de la SEQ ID NO: 7. Opcionalmente, el
aceite celular tiene un perfil de acidos grasos caracterizado por al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o al
menos el 55 % C14:0 (% en area por FAME-GC-FID).

[0041] En otra forma de realizacion, el perfil de acidos grasos de la célula esta enriquecido con acidos grasos C8:0
y/o C10:0. En esta forma de realizacién, el gen FATB expresa una enzima de acil-ACP tioesterasa que tiene al
menos un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5 0 99 % de identidad de secuencia de
aminoacidos en porcentaje de identidad de aminoacidos con la enzima de la SEQ ID NO: 57. El gen de tipo KASI
coexpresado codifica una beta-cetoacil ACP sintasa que tiene al menos un 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5 o
99 % de identidad de secuencia de aminoacidos en porcentaje de identidad de aminoacidos con una enzima de la
SEQ ID NOS: 2. Opcionalmente, el aceite celular tiene un perfil de acidos grasos caracterizado por al menos un 7,
8,9, 10, 11, 12, 13 0 14 % en area C8:0 (por FAME-GC-FID).Opcionalmente, el aceite celular tiene un perfil de
acidos grasos caracterizado por al menos un 10, 15, 20, 25, 30 o 35 % en area para la suma de acidos grasos
C8:0y C10:0 (por FAME-GC-FID). Opcionalmente, la proporcion C8/C10 del aceite celular esta en el rango de 2,2-
2,5,2,5-3,0 0 3,0-3,4.

[0042] Opcionalmente, los aceites producidos por estos métodos pueden tener un perfil de esterol de acuerdo con
aquellos descritos mas adelante.

Células hospedadoras

[0043] La célula hospedadora puede ser una Unica célula (por ejemplo microalga, bacterias o levadura) o parte de
un organismo multicelular tal como una planta o un hongo. Se proporcionan métodos para expresar genes tipo
KASI en una planta en las patentes US7301070, US6348642, US6660849 y US6770465 o se pueden llevar a cabo
usando ofras técnicas conocidas generalmente en biotecnologia vegetal. Se describe ingenieria de microbios
oleaginosos eucaritticos que incluyen microalgas eucaridticas (por ejemplo de Chlorophyta) en las patentes
W02010/063032, WO2011/150411 y WO2012/106560 y en los ejemplos mas adelante.

[0044] Las células hospedadoras oleaginosas plastidicas que tienen una via biosintética de acidos grasos de tipo
Il incluyen células oleaginosas plastidicas tales como las de algas oleaginosas. Ejemplos especificos de células
de microalga incluyen microalgas eucariodticas heterétrofas o heterétrofas obligadas del filo Chlorophtya, la clase
Trebouxiophytae, el orden Chlorellales o la familia Chlorellacae. Se proporcionan ejemplos de células
hospedadoras de microalgas oleaginosas eucaridticas en las solicitudes de patente de PCT publicadas
W02008/151149, WO2010/06032, WO2011/150410 y WO2011/150411, que incluyen especies de Chlorella y
Prototheca, un género que comprende heterétrofos obligados. Las células oleaginosas pueden ser, por ejemplo,
capaces de producir un 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 85 o aproximadamente un 90 % de aceite por peso celular,
15 %. Opcionalmente, los aceites producidos pueden ser bajos en acidos grasos DHA o EPA. Por ejemplo, los
aceites pueden comprender menos del 5 %, 2 % o 1% de DHA y/o EPA. Las publicaciones anteriormente
mencionadas revelan también métodos para cultivar tales células y extraer aceite, especialmente a partir de células
de microalga; tales métodos son aplicables a las células descritas aqui. Cuando se usan células de microalga, se
pueden cultivar de forma autétrofa (salvo un heterétrofo obligado) o a oscuras usando un azucar (por ejemplo
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glucosa, fructosa y/o sacarosa). Cuando se cultivan heterétrofamente, las células y el aceite celular comprenden
menos de 200 ppm, 20 ppm o 2 ppm de impurezas generadoras de color o de clorofila. En cualquiera de las formas
de realizacion descritas aqui, las células pueden ser células heterétrofas que incluyen un gen de invertasa exégeno
para permitir que las células produzcan aceite a partir de una materia prima de sacarosa. De forma alternativa, o
adicional, las células pueden metabolizar xilosa a partir de materias primas celuldsicas. Por ejemplo, las células
pueden ser modificar por ingenieria genética para que expresen uno o mas genes de metabolismo de xilosa tales
como los que codifican un transportador de xilosa activa, un transportador de xilulosa-5-fosfato, una xilosa
isomerasa, una xiluloquinasa, una xilitol dehidrogenasa y una reductasa de xilosa - véase la patente
WO02012/154626. Las células se pueden cultivar en una materia prima celulésica despolimerizada tal como bagazo
hidrolizado con acido o enzima, pulpa de remolacha azucarera, hojas y troncos de maiz, astillas de madera, serrin
o pasto varilla. Opcionalmente, las células se pueden cultivar en una materia prima celuldsica despolimerizada que
comprende glucosa y al menos un 5, 10, 20, 30 o0 40 % de xilosa, mientras que produce al menos un 20 % de lipido
por peso en seco. Opcionalmente, el lipido comprende triglicéridos que tienen un perfil de acidos grasos
caracterizado por al menos un 10, 15 0 20 % de C12:0.

[0045] Opcionalmente, la célula hospedadora comprende ARNr 23S con al menos un 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 %
de identidad de secuencia de nucleétidos con la SEQ ID NO: 58.

Aceites y productos relacionados

[0046] Las células oleaginosas expresan uno o mas genes exdgenos que codifican enzimas de biosintesis de
acidos grasos. Como resultado de ello, algunas formas de realizacion incluyen aceites celulares que no se pueden
obtener a partir de un aceite que no es vegetal o no es de semilla, o no se pueden obtener en absoluto.

[0047] Las células oleaginosas producen un aceite de almacenamiento, que es principalmente un triglicérido y se
puede almacenar en cuerpos de almacenamiento de la célula. Un aceite crudo se puede obtener a partir de las
células rompiendo las células y aislando el aceite. Las patentes WO02008/151149, WO2010/06032,
W0O2011/150410 y WO2011/1504 revelan un cultivo heterétrofo y técnicas de aislamiento del aceite. Por ejemplo,
se puede obtener aceite cultivando, secando y prensando las células. Los aceites celulares producidos se pueden
refinar, blanquear y desodorizar (RBD) tal y como se conoce en la técnica del aceite de semilla o como se describe
en la patente WO2010/120939. La etapa de refinacién puede comprender el desgomado. Los aceites crudos,
refinados o RBD se pueden usar en una variedad de alimentos, sustancias quimicas y productos o procesos
industriales. Después de recuperar el aceite, permanece una biomasa residual valiosa. Usos para la biomasa
residual incluyen la produccion de papel, plasticos, absorbentes, adsorbentes, como pienso para animales, para
nutricién humana o para fertilizante.

[0048] Donde se proporcione aqui un perfil de acidos grasos de un aceite celular de ftriglicérido (también
denominado un "triglicérido” o "TAG"), se entendera que esto hace referencia a una muestra no fraccionada del
aceite de almacenamiento extraido de la célula analizada bajo condiciones en las que se han eliminado fosfolipidos
o con un método de analisis que es sustancialmente insensible a los acidos grasos de los fosfolipidos (por ejemplo
usando cromatografia y espectrometria de masa). El aceite se puede someter a un proceso RBD para eliminar
fosfolipidos, acidos grasos libres y olores y aun asi tener solo cambios menores o insignificantes en el perfil de
acidos grasos de los triglicéridos del aceite. Dado que las células son oleaginosas, en algunos casos el aceite de
almacenamiento constituira el volumen de todos los TAG de la célula.

[0049] El valor de is6topo de carbono estable 513C es una expresion de la proporcion de 13C/12C con respecto a
un estandar (por ejemplo PDB, carbonita de esqueleto fésil de Belemnite americana de la Formacion Peedee de
Carolina del Sur). El valor de is6topo de carbono estable 13C (0/00) de los aceites se puede relacionar con el
valor 813C de la materia prima usada. En algunas formas de realizacion, los aceites son derivados de organismos
oleaginosos cultivados heterétrofamente en azucar derivados a partir de una planta C4 tal como maiz o cafia de
azucar. En algunas formas de realizacion, el 513C (0/00) del aceite es de -10 a -17 0/00 o de -13 a -16 0/00.

[0050] Los aceites producidos segun los métodos anteriores en algunos casos se han elaborado usando una célula
hospedadora de microalga. Tal y como se ha descrito anteriormente, la microalga puede ser, sin limitacién, una
microalga eucariotica que recae en la clasificacion de la Chlorophyta, Trebouxiophyceae, Chlorellales,
Chlorellaceae o Chlorophyceae. Se ha descubierto que las microalgas de Trebouxiophyceae se pueden distinguir
de aceites vegetales en funcién de sus perfiles de esterol. Se descubrié que el aceite producido por la Chlorella
protothecoides (un pariente cercano de la Prototheca moriformis) producia esteroles que parecian ser
brasicasterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol, cuando se detectan mediante GC-MS. Sin
embargo, se cree que todos los esteroles producidos por la Chlorella tienen estereoquimica C24(. De este modo,
se cree que las moléculas detectadas como campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol son en realidad 22,23-
dihidrobrasicasterol, proferasterol y clionasterol, respectivamente. De este modo, los aceites producidos por las
microalgas anteriormente descritas se pueden distinguir de los aceites vegetales por la presencia de esteroles con
estereoquimica C24a y la ausencia de estereoquimica C24a en los esteroles presentes. Por ejemplo, los aceites
producidos pueden contener 22,23-dihidrobrasicasterol mientras que carecen de campesterol; contener
clionasterol, mientras que carecen de beta-sitosterol, y/o contener poriferasterol mientras que carecen de
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estigmasterol. Alternativa o adicionalmente, los aceites pueden contener cantidades significativas de A’-
poriferasterol.

[0051] En una forma de realizacion, los aceites proporcionados aqui no son aceites vegetales. Los aceites
vegetales son aceites extraidos de plantas y semillas de plantas. Los aceites vegetales se pueden distinguir de los
aceites no vegetales proporcionados provistos aqui basandose en su contenido de aceite. Una variedad de
métodos para analizar el contenido de aceite se puede emplear para determinar la fuente del aceite o si se ha
producido una adulteracion de un aceite proporcionado aqui con un aceite de origen diferente (por ejemplo
vegetal). La determinacion se puede hacer basandose en uno o una combinacion de los métodos analiticos. Estas
pruebas incluyen, pero no se limitan a, el analisis de uno o mas acidos grasos libres, perfil de acidos grasos,
contenido de triacilglicerol total, contenido de diacilglicerol, valores de peréxido, propiedades espectroscopicas
(por ejemplo absorcion de UV), perfil de esterol, productos de degradacion de esterol, antioxidantes (por ejemplo
tocoferoles), pigmentos (por ejemplo clorofila), valores d13C y analisis sensorial (por ejemplo sabor, olor y textura
en la boca). Muchas de estas pruebas se han estandarizado para aceites comerciales tales como las normas del
codigo Codex Alimentarius para grasas y aceites comestibles.

[0052] El analisis del perfil del esterol es un método particularmente conocido para determinar la fuente biolégica
de materia organica. Campesterol, B-sitosterol y estigmasterol son esteroles vegetales comunes, donde el §3-
sitosterol es un esterol vegetal de principio. Por ejemplo, se descubrié que el B-sitosterol estaba en mayor cantidad
en un analisis de determinados aceites de semilla, aproximadamente un 64 % en el maiz, 29 % en la colza, 64 %
en el girasol, 74 % en la semilla de algodoén, 26 % en la soja 'y 79 % en el aceite de oliva (Gul et al. J. Cell and
Molecular Biology 5:71-79, 2006).

[0053] El aceite aislado de cepa UTEX1435 de Prototheca moriformis se clarificé (CL), refin6 y blanqued (RB), o
refind, blanqued y desodorizé (RBD) por separado y se evalud para el contenido de esterol segun el procedimiento
descrito en JAOCS vol. 60, n.° 8, agosto de 1983. Los resultados del analisis se muestran a continuacion (unidades
en mg/100g) en la tabla 6.

Tabla 6. Esteroles en aceite de microalga.

Refinado,
blanqueado y
desodorizado
1 Ergosterol 384 (56 %) 398 (55 %) 293 (50 %) 302 (50 %)

5,22-colestadien-24-metil-3-ol
(brasicasterol)

Refinado y

Esterol Crudo Clarificado
blanqueado

14,6 (21 %) | 18,8(26%) | 14(2,4 %) 15,2 (2,5 %)

24-metilcolest-5-en-3-ol
3 (campesterol 0 22,23- 10,7 (1,6 %) 11,9 (1,6 %) 10,9 (1,8 %) 10,8 (1,8 %)
dihidrobrasicasterol)

5,22-colestadien-24-¢til-3-ol

[s) 0, 0, 0,
4 (estigmasterol o poriferasterol) 57,7 (8,4 %) 59,2 (8,2 %) 46,8 (7,9 %) 49,9 (8,3 %)
5 | 24-eticolestS-en3-ol (B- | gqy g 40 | 992(1.4%) | 926(1,6%) | 102(17%)
sitosterol o clionasterol)
6 Otros esteroles 209 221 216 213

Esteroles totales 685,64 718,82 589,96 601,1

[0054] Estos resultados muestran tres caracteristicas llamativas. En primer lugar, se descubrié que el ergosterol
era el mas abundante de todos los esteroles, contabilizando aproximadamente un 50 % o mas de los esteroles
totales. La cantidad de ergosterol es mayor que la de campesterol, beta-sitosterol y estigmasterol combinados. El
ergosterol es un esteroide comunmente hallado en hongos y que no se encuentra habitualmente en plantas y su
presencia, particularmente en cantidades significativas, sirve como un marcador Util para los aceites no vegetales.
En segundo lugar, se descubri6 que el aceite contenia brasicasterol. A excepcion del aceite de colza, el
brasicasterol no se encuentra comunmente en aceites vegetales. En tercer lugar, se descubri6 que estaba presente
menos del 2 % de beta-sitosterol. El beta-sitosterol es un prominente esterol vegetal que no se encuentra
comunmente en las microalgas y su presencia particularmente en cantidades significativas sirve como un marcador
util para los aceites de origen vegetal. En resumen, se ha descubierto que la cepa UTEX1435 de Prototheca
moriformis contiene tanto cantidades significativas de ergosterol como solo pequefias cantidades de beta-sitosterol
como un porcentaje de contenido de esterol total. Por consiguiente, la relacién de ergosterol: beta-sitosterol o en
combinacién con la presencia de brasicasterol se puede usar para distinguir este aceite de los aceites vegetales.
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[0055] En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui contiene, como
un porcentaje de esteroles totales, menos del 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o 1 % de beta-sitosterol. En
otras formas de realizacion el aceite carece de beta-sitosterol.

[0056] En algunas partes de la divulgacion, el aceite carece de uno o mas de beta-sitosterol, campesterol o
estigmasterol. En algunas partes de la divulgacion, el aceite carece de beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol.
En algunas partes de la divulgacion, el aceite carece de campesterol. En algunas partes de la divulgacion, el aceite
carece de estigmasterol.

[0057] En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui comprende,
como un porcentaje de esteroles totales, menos del 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o0 1 % de 24-etilcolest-
5-en-3-ol. En algunas partes de la divulgacion, el 24-etilcolest-5-en-3-ol es clionasterol. En algunas partes de la
divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui comprende, como un porcentaje de esteroles
totales, al menos el 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 % o 10 % de clionasterol.

[0058] En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui contiene, como
un porcentaje de esteroles totales, menos del 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o0 1 % de 24-metilcolest-5-
en-3-ol. En algunas partes de la divulgacion, el 24-metilcolest-5-en-3-ol es 22,23-dihidrobrasicasterol. En algunas
partes de la divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui comprende, como un porcentaje
de esteroles totales, al menos el 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 % o0 10 % de 22,23-dihidrobrasicasterol.

[0059] En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui contiene, como
un porcentaje de esteroles totales, menos del 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o 1 % de 5,22-colestadien-
24-etil-3-ol. En algunas partes de la divulgacion, el 5,22-colestadien-24-etil-3-ol es poriferasterol. En algunas partes
de la divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui comprende, como un porcentaje de
esteroles totales, al menos el 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 % o 10 % de poriferasterol.

[0060] En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite de un aceite proporcionado aqui contiene
ergosterol o brasicasterol o una combinacion de los dos. En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite
contiene, como un porcentaje de esteroles totales, al menos el 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %,
55 %, 60 % o 65 % de ergosterol. En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite contiene, como un
porcentaje de esteroles totales, al menos el 25 % de ergosterol. En algunas partes de la divulgacion, el contenido
de aceite contiene, como un porcentaje de esteroles totales, al menos el 40 % de ergosterol. En algunas partes de
la divulgacion, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje de esteroles totales, al menos el 5 %, 10 %,
20 %, 25 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 % o 65 % de una combinacién de ergosterol y brasicasterol.

[0061] En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje de esteroles
totales, al menos el 1 %, 2 %, 3 %, 4 % o0 5 % de brasicasterol. En algunas partes de la divulgacion, el contenido
de aceite contiene, como un porcentaje de esteroles totales menos del 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % 0 5 % de
brasicasterol.

[0062] En algunas partes de la divulgacion la proporcion de ergosterol a brasicasterol es de al menos 5:1, 10:1,
15:1 0 20:1.

[0063] En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje de esteroles
totales, al menos el 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 % o 65 % de ergosterol y menos
del 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o 1 % de beta-sitosterol. En algunas partes de la divulgacion, el contenido
de aceite contiene, como un porcentaje de esteroles totales, al menos el 25 % de ergosterol y menos del 5 % de
beta-sitosterol. En algunas partes de la divulgacion, el contenido de aceite comprende ademas brasicasterol. Para
cualquiera de los aceites o aceites de célula descritos en esta aplicacion, el aceite puede tener el perfil de esterol
de cualquier columna de la tabla 6 anterior con una variacion esterol por esterol del 30 %, 20 %, 10 % o menos.

[0064] Los esteroles contienen de 27 a 29 atomos de carbono (C27 a C29) y se encuentran en todas las eucariotas.
Los animales hacen exclusivamente esteroles C27 ya que carecen de la capacidad de modificar adicionalmente
los esteroles C27 para producir esteroles C28 y C29. Las plantas, sin embargo, son capaces de sintetizar esteroles
C28 y C29, y los esteroles vegetales C28/C29 se denominan a menudo fitoesteroles. El perfil de esterol de una
planta determinada es alto en esteroles C29 y los esteroles primarios en las plantas son generalmente los esteroles
C29 beta-Sitosterol y estigmasterol. En cambio, el perfil de esterol de los organismos no vegetales contiene
porcentajes superiores de esteroles C27 y C28. Por ejemplo, los esteroles en los hongos y en muchas microalgas
son principalmente esteroles C28. El perfil de esterol y particularmente el notable predominio de los esteroles C29
sobre los esteroles C28 en las plantas ha sido aprovechado para determinar la proporcién de material vegetal y
marino en muestras de suelo (Huang, Wen-Yen, Meinschein W. G., "Sterols as ecological indicators"; Geochimica
et Cosmochimia Acta. Vol 43. Pp. 739-745).

[0065] En algunas partes de la divulgacion, los esteroles primarios en los aceites de microalga proporcionados
aqui son esteroles diferentes del beta-sitosterol y estigmasterol. En algunas partes de la divulgacion de los aceites
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de microalga, los esteroles C29 componen menos del 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 % o 5 % en peso del contenido
de esterol total.

[0066] En algunas partes de la divulgacion, los aceites de microalga proporcionados aqui contienen esteroles C28
que exceden los esteroles C29. En algunas partes de la divulgacion de los aceites de microalga, los esteroles C28
constituyen mas del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 % en peso del contenido de esterol total. En algunas
partes de la divulgacion, el esterol C28 es ergosterol. En algunas partes de la divulgacion el esterol C28 es
brasicasterol.

[0067] En ejemplos de la presente descripcidn, las células oleaginosas que expresan uno o mas de los genes de
la tabla 1 pueden producir un aceite con al menos el 20, 40, 60 o 70 % de acidos grasos C8, C10, C12, C14 o C16.
En una forma de realizacion especifica, el nivel de miristato (C14:0) en el aceite es superior al 30 %.

[0068] De este modo, en ejemplos de la divulgacion, hay un proceso para producir un aceite, triglicérido, acidos
grasos o derivado de cualquiera de estos, que comprende transformar una célula con cualquiera de los acidos
nucleicos tratados aqui. En otra forma de realizacion, la célula transformada se cultiva para producir un aceite vy,
opcionalmente, se extrae el aceite. El aceite extraido de esta manera se puede usar para producir alimentos,
oleoquimicos u otros productos.

[0069] Los aceites mencionados anteriormente solos o en combinacién son utiles en la produccién de alimentos,
combustibles y productos quimicos (incluyendo plasticos, espumas, peliculas, detergentes, jabones, etc.). Los
aceites, triglicéridos y acidos grasos de los aceites se pueden someter a activacion C-H, hidroaminometilacion,
metoxicarbonatacion, ozondlisis, transformaciones enzimaticas, epoxidacion, metilaciéon, dimerizacion, tiolacion,
metétesis, hidroalquilacion, lactonizacion u otros procesos quimicos.

[0070] Después de la extraccion del aceite, puede quedar una biomasa residual, que puede tener uso como un
combustible, como un pienso para animales o como un ingrediente en papel, plastico u otro producto. Por ejemplo,
la biomasa residual de algas heterotrofas se puede usar en dichos productos.

Ejemplos

Ejemplo 1: cribado de genes KAS en combinacion con acil-ACP tioesterasa de FATB2 de Cuphea palustris.

[0071] Se elabord una cepa de Prototheca moriformis que expresa FATB2 de Cuphea palustris (Cpal) con
optimizacion de codones tal y como se describe en la patente W02013/158938, ejemplo 53 (p. 231). La secuencia
de aminoacidos del gen FATB2 de Cpal se proporciona en la SEQ ID NO: 1. Esta cepa (S6336) produjo un aceite
celular caracterizado por un perfil de acidos grasos que tiene aproximadamente un 38 % de acido miristico (C14:0).

[0072] Se clonaron seis genes tipo KASI a partir de genomas de aceite de semilla. EI ARN total se extrajo de
semillas maduras secas usando un mortero y mano de mortero de nitrégeno liquido refrigerado para romper las
paredes de semilla. A continuacion, se precipité el ARN con una solucion de 8M urea, 3M LiCl seguido de una
extraccion de fenol-cloroformo. Se generd un banco de ADNc con iniciadores oligo dT usando el ARN purificado y
sometido a secuenciacion de nueva generacion. Los genes KAS nuevos se identificaron a partir del transcriptoma
ensamblado usando BLAST con genes KAS conocidos como cebo. Las secuencias de gen KAS identificadas se
optimizaron en codones para la expresioén en Prototheca y se sintetizaron para la incorporacién en un casete de
expresion.

[0073] Para evaluar el impacto en la acumulacién de miristato, se transformé S6336 con un plasmido linealizado
disefiado para recombinacion homologa en el locus de bucle p y para expresar los genes tipo KASI con coexpresion
de un marcador de seleccion (véase la patente WO2013/1589380). El vector se describe en la SEQ ID NO 38, los
genes KAS con optimizacion de codones restantes se sustituyeron en el segmento de la CDS de KAS de este
vector antes de la transformacion. Tal y como se muestra en la tabla 7, se observaron aumentos en los niveles de
C14:0 en el aceite celular extraido con la expresion de los genes KASIV de C. camphora (D3147), KASI de C.
camphora (D3148), KASI de U. californica (D3150) o KASVI de U. californica (D3152) en S6336. Se produjeron
aumentos todavia mayores en los niveles de C14:0 como resultado de la expresion del gen KASI de KASIV de C.
palustris (D3145) o KASAI de C. wrightii (D3153), con algunas lineas individuales que producen >50 % o >55 %
de C14:0. La produccion de C14 superaba con mucho la pequefia cantidad hallada en el aceite de tipo salvaje
(véase la tabla 7a).

Tabla 7. Genes KAS que efectdan un aumento en los acidos grasos C14 en el aceite de microalga eucariota.

Gen (ID | SEQID NOs: C14:0 (% en area. Media de 4 | C14:0 maximo
transformante) transformantes) observado

KASIV de C. camphora | 3, 22, 40 38,0 40,3

KASI de C. camphora 4,23, 41 33,8 39,3
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Gen (ID | SEQID NOs: C14:0 (% en area. Media de 4 | C14:0 maximo
transformante) transformantes) observado

KASI de U. californica 5, 24,42 37,4 42,3

KASVI de U. californica | 6, 25, 43 38,4 41,6

KASIV de C. palustris 2,21,39 45,4 58,4

KASAI de C. wrightii 7,26,44 43,2 53,6

Tabla 7a. Perfil de acidos grasos de aceite de Prototheca moriformis de tipo salvaje (% en area).
Ccs8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

0 0 0 2 38 4 48 5 1

Ejemplo 2: cribado de genes KAS en combinaciéon con acil-ACP tioesterasa de FATB de Cuphea
hookeriana.

[0074] Se construyeron cepas de P. moriformis que expresan acil-ACP tioesterasa de ChFATB2 junto con un gen
KAS seleccionado entre diez KASI, un KASIIl'y un KAS mitocondrial fueron clonados a partir de genomas de aceite
de semilla, optimizados en codones e introducidos en la Prototheca tal y como se ha descrito en el ejemplo 1. Los
genes KAS se fusionaron a un epitopo HA TAG en el extremo C-terminal de cada KAS para permitir la confirmacion
de expresion de proteina.

Tabla 8. Perfiles de acidos grasos C8:0-C10:0 medios derivados de la transformacién de la cepa de microalga
que expresa FATB2 con genes tipo KAS/ aislados de genomas de aceite de semilla.

15

Gen KAS SEQ ID NOS: | C80 (% en | C10:0 (% en | Suma C8:0 + | Relacion
(aminoacido, CDS, | 4rea medio) | area medio) | C10:0 C10/C8
CDS con
optimizacion de
codones)
KASla de C. avigera 16, 35, 53 8,0 21,4 29,3 2,7
KASI de C. | 17,36, 54 7,7 20,3 28,0 2,6
pulcherrima
KAS mitocondrial de | NE, 37, 55 7,8 20,4 28,2 2,6
C. avigera
KAS Ill de C. avigera | 19, NE, 56 9,5 22,8 32,3 24
KASIVb de C. |9, 28,46 7,9 22,5 30,3 2,9
paucipetala
KASIVb C. ignea 10, 29, 47 6,6 18,7 25,4 2,8
KASIV de C. painteri | 13, 32, 50 9,0 22,4 31,4 25
KASIVa de C. |2 21,38 8,6 21,6 30,4 25
palustris
KASIVb de C. avigera | 8, 27, 45 11,0 23,8 34,8 2,2
KASIV de C. | 11,30,48 8,2 25,8 34,0 3,2
procumbens
KASIVa de C. | 12,31,49 8,8 29,9 39,4 3.4
paucipetala
KASIVa de C. ignea 15, 34, 52 8,6 25,8 34,4 3,0
KASIVa de C. avigera | 14, 33, 51 10,0 23,0 32,9 23
KASIV de C. | 59, NE, 61 14,5 27,81 42,6 3,0
hookeriana

[0075] La cepa parental es una cepa de microalga estable que expresa el FATB2 de C. hookeriana bajo el control
del promotor PmUAPA1 compatible con pH5. La cepa parental acumula el 27,8 % de C8:0-C10:0 con una relacién
C10/C8 de 2,6. Todos los transformantes se derivan de integraciones de los transgenes KASI en el locus de bucle
p de la cepa parental. Las medias se calculan desde al menos 19 transformantes individuales para cada transgén
KAS (NE = no enumerado).
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[0076] Como se puede observar en la tabla 8, la expresién de los siguientes genes KAS aumento significativamente
los niveles de C8:0-C10:0: KASIVb de C. avigera (D3287), KASIV de C. procumbens (D3290), KASIVa de C.
paucipetala (D3291), KASIVa de C. avigera (D3293) y KASIVa de C. ignea (D3294). De manera importante, la
expresion de KAS/Vb de C. avigera (D3287) aumentd la acumulacion de acidos grasos tanto de C8:0 como de
C10:0, mientras que solo aumentaron los niveles de C10:0 tras la expresion de D3290, D3291, D3293 y D3294.
En algunos casos, la suma de acidos grasos C8:0 y C10:0 en el perfil de acidos grasos fue de al menos el 30 %,
o al menos el 35 % (% en area por FAME-GC-FID). La produccion de cadena media excedia por mucho la cantidad
insignificante encontrada en el aceite de tipo salvaje (véase la tabla 7a).

[0077] Las relaciones C8/C10 medias de la tabla 8 se encontraban en el rango de 2,2 a 3,4. La suma de C8 y C10
medio se encontraba en el rango de 25,4 a 39,4.

[0078] La cepa de produccion C8:0 maxima hallada fue D3287, que combinaba KASIV de C. avigera con FATB2
de C. hookeriana. La media fue del 11,0 % de C8:0 con un rango de 12,4 a 14,8. De este modo, se produjo un
aceite celular con un perfil de acidos grasos superior al 14 % de C8. Ademas, la relacion C10/C8 fue inferior a 2,5.

Ejemplo 3: identificacion de clados y secuencias de consenso de KAS

[0079] Las secuencias recién identificadas de genes tipo KASI se compararon con aquellas de la base de datos
ThYme de enzimas activas de tioéster mantenidas por la universidad lowa State University
(enzyme.cbirc.iastate.edu) usando el algoritmo BLAST y se extrajeron los primeros resultados. Se descargaron los
primeros 50 resultados de BLAST y se cre6 un alineamiento mdltiple usando el algoritmo de alineamiento ClustalW
y se cred un arbol filogenético (Fig. 1) usando dicho alineamiento con el método Jukes-Cantor de unién de vecinos.
Los genes KASIV nuevos se agruparon junto con solo 4 genes KAS de ThYme internos a dicho grupo de los 50
posibles. Las secuencias KAS de ThYme totales se redujeron a 12 porque casi todas las KAS de ThYme se
agruparon fuera de las secuencias KAS nuevas. Las secuencias ThYme son solo de 222 residuos mientras los
nuevos KASIV son de aproximadamente 555 residuos de longitud incluyendo el péptido diana.

[0080] Se identificaron dos clados nuevos Clado 1y Clado 2, caracterizados por las secuencias de consenso SEQ
ID NO: 69 y SEQ ID NO:70, que incluyen péptidos de transito. Los clados también se pueden caracterizar por las
secuencias de las proteinas de consenso maduras SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72, respectivamente. Los genes
KAS del Clado 1 se asocian con la produccién de acidos grasos C8 y C10 elevados basados en transformaciones
en P. moriformis en combinacion con un FATB de acil-ACP tioesterasa como en el ejemplo 2. Los genes KAS del
Clado 2 se asocian con la produccidon de acidos grasos C10 elevados basados en transformaciones en P.
moriformis en combinacion con un FATB de acil-ACP tioesterasa como en el ejemplo 2.

[0081] Aunque la discusion anterior divulga varias formas de realizacion ejemplares de la invencion, deberia
desprenderse del ella que los expertos en la técnica pueden realizar varias modificaciones que conseguiran
algunas de las ventajas de la invencion sin apartarse del alcance de las reivindicaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0082]

SEQ ID NO: 1
Secuencia de aminoacidos de FATB2 de Cuphea palustris (n.° de acceso Genbank AAC49180.1)

MVAAAASAAFFSVATPRTNISPSSLSVPFKPKSNHNGGFQVKANASAHPKANGSAVS
LKSGSLETQEDKTSSSSPPPRTFINQLPVWSMLLSAVTTVFGVAEKQWPMIDRKSKR
PDMLVEPLGVDRIVYDGVSFROQSEFSIRSYEIGADRTASIETLMNMEQETSINHCKIIGL
LNDGFGRTPEMCKRDLIWVVTKMOQIEVNRYPTWGDTIEVNTWVSASGKHGMGRD
WLISDCHTGEILIRATSVWAMMNQKTRRLSKIPYEVRQEIEPQFVDSAPVIVDDRKEH
KLDLKTGDSICNGETPRWTDLDVNQHVNNVKYIGWILQSVPTEVIFETQELCGLTLEY
RRECGRDSVLESVIAMDPSKEGDRSLYQHLLRLEDGADIVKGRTEWRPKNAGAKG
AILTGKTSNGNSIS
SEQID NO: 2

Secuencia de aminoacidos de KASIV de C. palustris (D3145 y D3295, pSZ4312). El péptido de transito de alga
esta subrayado.
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MASAAFTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRLRGSTHFQCLVTSYIDPCNQISSSASL
SFLGDNGFASLFGSKPIFRSNRGHRRLGRASHSGEAMAVALEPAQEVATKKKPLVKQ
RRVVVTGMGVVITPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIEAFDCTQEFPTRIAGEIKSESTDG
WVAPKLSKRMDKEMLYLLTAGKKALADGGITDDVMKELDKRKCGVLIGSGLGGM
KLESDSIEALRISY KKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGWMGPNYSISTACATSNEC
ILNSANHIVRGEADMMLCGGSDAVIIPIGLGGFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNR
DGHVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPEGAGVILCI
EKALAQAGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGQNSELRVNSTKSMIGHL
IGAAGGVEAVTVVQAIRTGWIHPNLNLEDPDKAVDAKVLVGPKKERLNVKVGLSNS
FGEGGHNSSILFAPYN

SEQID NO: 3
Secuencia de aminoacidos de KAS/V de C. camphora (D3147, pSZ4338).

MAMMAGSCSNLVIGNRELGGNGPSLLHYNGLRPLENIQTASAVKKPNGILFASSTAR
KSKAVRAMVLPTVTAPKREKDPKKRIVITGMGLVSVEGNDIDTFYSKLLEGESGIGPI
DRIDASSFSVRFAGQIHNEFSSKGYIDGKNDRRLDDCWRYCLVAGRRALEDANLGPE
VLEKMDRSRIGVLIGTGMGGLSAFSNGVESLIQKGYKKITPFFIPYSITNMGSALLAID
TGVMGPNYSISTACATANYCFHAAANHIRRGEAEIMVITGGTEAAVSATGVGGEIACR
ALSHRNDEPQTASRPWDKDRDGFVMGEGAGVLVMESLHHARKRGANIAEY LGGA
VTCDAHIMTDPRADGLGVSSCITKSLEDAGVSPEEVNYVNATIATSTLAGDLAEVNA
IKKVEKDTSEMKMNGTKSMIGHCLGAAGGLEATATIKAINTGWLHPTINQENIEPAVT
IDTVPNVKKKHDIHVGISNSFGFGGHNSVYV VEAPEMP

SEQ ID NO: 4 Secuencia de aminoacidos de KAS/ de C. camphora (D3148, pSZ4339).

MOIT.QTPSSSSSSTL.RMSSMESLST.TPKSTPLKTILIPT.RPRPKNI.SRRKSQONPRPISSSSSP
FRETDPKKRVVITGMGLVSVIGNDVDAYYDRLLSGESGIAPIDRIDASKEFPTREFAGQI
RGITSDGYIDGKNDRRLDDCLRYCIVSGKKALENAGLGPHLMDGKIDKERAGVLVG
TGMGGLTVESNGVQTLHEKGYRKMTPEFFIPY ATTNMGSALLAIELGEMGPNYSISTAC
ATSNYCFYAAANIHIRRGEADLMLAGGTEAAIIPIGLGGHFVACRALSQRNDDPQTASR
PWDKDRDGFVMGEGAGVLVMESLEHAMKRDAPHAEYLGGAVNCDAYHMTDPRA

DGLGVSTCIERSLEDAGVAPEEVNYINAHATSTLAGDLAEVNATKKVETNTSETKINA
TKSMIGHCLGAAGGLEAIATIKAINTGWLHPSINQINPEPSVEFDTVANKKQQIEVN
VAISNSFGHFGGHNSVVVESAFKP

SEQID NO: 5
Secuencia de aminoacidos de KAS/ de U. californica (D3150, pSZ4341).

MESISLTPKSLPLKTTLLPFRPRPKNIL.SRRKSONPKPISSSSSPERETDPKKRVVITGMGI.
VSVEGNDVDAYYDRLLSGESGIAPIDRFDASKFPTRFAGOQIRGFISDGYIDGKNDRRIL
DDCLRYCIVSGKKALENAGLGPDLMDGKIDKERAGVLVGTGMGGLTVESNGVQTL
HEKGYRKMTPEFIPY AITNMGSALLAIDLGFMGPNYSISTACATSNYCEFYAAANIHIRR
GEADVMLAGGTEAANIPIGLGGEFVACRALSQRNDDPQTASRPWDKDRDGEFVMGEGA
GVLVMESLEHAMKRDAPHAEYLGGAVNCDAYHMTDPRADGLGVSTCIERSLEDAG
VAPEEVNYINAHATSTLAGDLAEVNAIKKVEITNTSEIKINATKSMIGHCLGAAGGLE
ATATIKAINTGWLHPSINQFNPEPSVEFDTVANKKQOQHEVNVAISNSFGFGGHNSVVY
FSAFKP

SEQ ID NO: 6
Secuencia de aminoacidos de KAS/V de U. californica (D3152, pSZ4343).
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MTOTLICPSSMETLSLTKQOSHFRLRILPTPPHIRRGGGHRHPPPFISASAAPRRETDPKK
RVVITGMGLVSVFGTNVDVYYDRLLAGESGVGTIDREFDASMEPTREGGQIRRFISEG
YIDGKNDRRLDDYLRYCLVSGKKAIESAGEFDLHNITNKIDKERAGILVGSGMGGLKYV
ISDGVESLIEKGYRKISPEFIPYMIPNMGSALLGIDLGEMGPNYSISTACATSNYCIYAA
ANHIRQGDADLMVAGGTEAPHPIGLGGEFVACRALSTRNDDPQTASRPWDIDRDGEV
MGEGAGILVLESLEHAMKRDAPILAEYLGGAVNCDAHTIMTDPRADGLGVSTCIESS
LEDAGVAAEEVNY INAHATSTPTGDLAEMKAIKNVERNTSEIKINATKSMIGHCLGA
SGOGLEATATLKATITTGWLHPTINQENPEPSVDIFDTVAKKKKQHEVNVAISNSFGFGGH
NSVLVIESAFKP

SEQIDNO: 7

Secuencia de aminoacidos de KASA/ de C. wrightii (D3153, pSZ4379). El péptido de transito de alga esta

subrayado.

MASAAFTMSACPAMTGRAPGARRSGRPYATRIRYVEQCLVASCIDPCDQYRSSASI.

SFLGDNGEFASLFGSKPEFMSNRGIHRRLRRASHSGEAMAVALQPAQEAGTKKKPVIKQ
RRVVVTGMGVVTPLGHEPDVEYNNLLDGVSGISEIETFDCTQEPTRIAGEIKSESTDG

WVAPKLSKRMDKFMLYLLTAGKKALADGGITDEVMKELDKRKCGVLIGSGMGGM
KVENDAIEALRVSY KKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGWMGPNYSISTACA'TSN

FCILNAANHIIRGEADMMILCGGSDAVIIPIGLGGEFVACRALSQRNSDPTKASRPWDSN
RDGIFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAREFLGGSFTCDAYHMTEPHPEGAGVIL

CIEKALAQAGVSKEDVNYINAHATSTSAGDIKEY QALARCFGQNSELRVNSTKSMIG
HILGAAGGVEAVTVVQAIRTGWIHPNLNLEDPDKAVDAKLLVGPKKERLNVKVGIL

SNSEFGHFGGHNSSILFAPCNY

SEQID NO: 8
Secuencia de aminoacidos de KAS/Vb de C. avigera (D3287, pSZ4453).

MASAATFTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRLRGSTTFQCYIGDNGEFGSKPPRSNRG
HILRLGRTSHSGEVMAVAMQSAQEVSTKEKPATKQRRVVVTGMGVVTALGHDPDY

YYNNLLDGVSGISEIENFDCSQLPTRIAGEIKSFSADGWVAPKFSRRMDKEMLYILTA
GKKALVDGGITEDVMKELDKRKCGVLIGSGLGGMKVESESIEALRTSYKKISPFCVPE
STINMGSAILAMDLGWMGPNYSISTACATSNFCILNAANHITKGEADMMLCGGSDS
VILPIGMGGFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRDGHFYVMGEGAGVLLLEELEHAKK
RGATIYAEFLGGSFICDAYHMTEPHPEGAGVILCIEKALAQSGVSREDVNYINAHATS
IPAGDIKEYQALAHCFGONSELRVNSTKSMIGHLLGGAGGVEAVTVVQAIRTGWIHP
NINLDDPDEGVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLSNSFGFGGHNSSILEFAPCN

SEQID NO: 9
Secuencia de aminoacidos de KASIVb de C. paucipetala (D3288, pSZ4454).

MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRIRGSTHFQCLGDIGHFASLIGSKPPRSN
RNHRRLGRTSHSGEVMAVAMOQPAHEASTKNKPVTKQRRVVVTGMGVATPLGHDP

DVYYNNLLDGVSGISQIENFDCTQFPTRIAGEIKSFSTEGYVIPKFAKRMDKEMILYLLL

TAGKKALEDGGITEDVMKELDKRKCGVLIGSGMGGMKIINDSIAALNVSYKKMTPEY
CVPESTITNMGSAMLAIDLGWMGPNYSISTACATSNY CILNAANHIVRGEADMMLCG
GSDAVIIPYVGLGGFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRDGHVMGEGAGVLLLEELLE

HAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPDGAGVILCIEKALAQSGVSREDVNYIN
AHATSTPAGDIKEYQALAHCFGOQNSELRVNSTKSMIGHLLGAAGGVEAVTVVQAIR

TGWIHPNINLENPDEAVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLSNSFGFGGHNSSILFAPYN

SEQ ID NO: 10

Secuencia de aminoacidos de KASIVb de C. ignea (D3289, pSZ4455). El péptido de transito de alga esta

subrayado.
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MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRILRGSTSQCLVTSYIDPCNKYCSSASI.
SEFLGDNGEFASLFGSKPFRSNRGHRRLGRASHSGEAMAVALQPAQEVTTKKKPVIKQR
RVVVTGMGVVITPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETHEDCTQFPTRIAGEIKSES TDGW
VAPKLSKRMDKEFMLYLLETAGKKALADGGITDDVMKELDKRKCGVLIGSGMGGMK
LENDSIEALRISYKKMNPEFCVPEATTNMGSAMLAMDLGWMGPNYSISTACATSNECH
LNASNHIVRGEADMMLCGGSDSVIVPLGYGGEVACRALSQRNNDPTKASRPWDSN
RDGFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTSDAYHMTEPHPEGAGVILC
IEKALAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEY QALARCHFGQNSELRVNSTKSMIGH
LLGAAGGVEAVAVIQAIRTGWIHPNINLEDPDEAVDPKLLVGPKKEKLKVKVALSNS
FGEFGGHNSSILFAPCN

SEQ ID NO: 11
Secuencia de aminoacidos de KAS/V de C. procumbens (D3290, pSZ4456). El péptido de transito de alga esta
5 subrayado.

MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRIRGSTFQCLVTSHNDPCNQYCSSAS
LSFLGDNGEHGSKPFRSNRGHRRLGRASHSGEAMAVALQPAQLEVATKKKPAMKQRR
VVVTIGMGVVTPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETEDCTQEFPTRIAGEIKSFSTDGWY
APKLSKRMDKFMLYLLTAGKKALADGGITDDVMKELDKRKCGVLIGSGMGGMKLE
NDSIEALRVSYKKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGWMGPNYSISTACATSNECTLL
NAANHIVRGEADMMILCGGSDAVIIPIGLGGEFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRD
GIPVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSTTCDAYIHMTEPHPEGAGVILCIL
KALAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGONSELRVNSTKSMIGHILL
GAAGGVEAVTVIQAIRTGWIHPNLNLEDPDKAVDAKFLVGPKKERLNVKVGLSNSFE
GFGGHNSSILFAPCN

SEQ ID NO: 12
10 Secuencia de aminoacidos de KAS/Va de C. paucipetala (D3291, pSZ4457). El péptido de transito de alga esta
subrayado.

MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRLRGSTFQCLVNSHIDPCONQNVSSAS
LSFLGDNGEFGSNPFRSNRGHRRLGRASHSGEAMAVALQPAQEVATKKKPAIKQRRY
VVTGMGVVTPLGHEPDVEYNNLLDGVSGISEIETEFDCTQFPTRIAGEIKSESTDGW VA
PKLSKRMDKEFMLY LLTAGKKALADAGITEDVMKELDKRKCGVLIGSGMGGMKLEN
DSIEALRVSYKKMNPFCVPFATTNMGSAMELAMDLGWMGPNYSISTACATSNECILN
AANHIRGEADMMLCGGSDAVIIPIGLGGFVACRALSQRNSDPTKASRPWDSNRDGI
VMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPDGAGVILCIEKA
LAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEY QALAHCFGQONSELRVNSTKSMIGHLLGA
AGGVEAVTVIQAIRTGWIHPNLNLEDPDEAVDAKFLYGPKKERLNVKVGLSNSFGEG
GHNSSILFAPYN

15 SEQ ID NO: 13
Secuencia de aminoacidos de KASIV de C. painteri (D3292, pSZ4458). El péptido de transito de alga esta
subrayado.

MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRILRGSTPQCLDPCNQHCFLGDNGEAS
LIGSKPPRSNLGHLRLGRTSHSGEVMAVAQEVSTNKKHATKQRRVVVIGMGVVTPL
GHDPDVYYNNLLEGVSGISEIENFDCSQLPTRIAGEIKSFSTDGLVAPKLSKRMDKIFM
LYILTAGKKALADGGITEDVMKELDKRKCGVLIGSGLGGMKVESDSVEATLRISYKKI
SPFCVPISTINMGSAMLAMDLGWMGPNY SISTACATSNFCILNAANHITKGEADMM
LCGGSDAAILPIGMGGFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRDGFVMGEGAGVLLLE
FLEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPDGAGVILCIEKALAQSGVSREEVN
YINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGONSELRVNSTKSMIGHLLGGAGGVEAVTVVQ
AIRTGWIHPNINLEDPDKGVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLSNSFGEFGGHNSSILFAPCN

20
SEQ ID NO: 14
Secuencia de aminoacidos de KAS/Va de C. avigera (D3293, pSZ4459). El péptido de transito de alga esta
subrayado.
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MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRIRGSTFQCLVTSYNDPCEQYRSSAS
LSFLGDNGFASLFGSKPFRSNRGHRRLGRASHSGEAMAVALQPAQEVGTKKKPVIKQ
RRVVVTGMGVVITPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETFDCTQFPTRIAGEIKSEFSTDG
WVAPKLSKRMDKIMLYLLTAGKKALADGGITDDVMKELDKRKCGVLIGSGLGGM
KVESESIEALRTSYKKISPFCVPESTTNMGSAILAMDLGWMGPNYSISTACATSNECTIL
NAANHITKGEADMMLCGGSDSVILPIGMGGEFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRD
GFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPEGAGVILCIE
KALAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCHFGQNSELRVNSTKSMIGHLL
GOGAGGVEAVTVVOQAIRTGWIHPNINLDDPDEGVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLSNSFE
GFGGHNSSILFAPCN

SEQ ID NO: 15

Secuencia de aminoacidos de KASIVa de C. ignea (D3294, pSZ4460). El péptido de transito de alga esta

subrayado.

MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRLRGSTSQCLVTSYIDPCNKYCSSASLL

SFLGDNGEPFASLIGSKPIRSNRGHRRLGRASHSGEAMAVALQPAQEVTTKKKPVIKQR
RVVVTGMGVVTPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETFDCTQFPTRIAGEIKSESTDGW
VAPKLSKRMDKFMLYLLTAGKKALADGGITDDVMKELDKRKCGVLIGSGMGGMK
LENDSIEALRISYKKMNPFCVPFATTNMGSAMELAMDLGWMGPNYSISTACATSNECI
LNASNHIVRGEADMMLCGGSDAVIHPIGLGGEFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRD
GFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPEGAGVILCIE
KALAQAGVSKEDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAQCFGQNSELRVNSTKSMIGHL
LOGAAGGVEAVTVVOQAIRTGWIHPNLNLEDPDKAVDAKLLVGPKKERLNVKVGLSNS
FGFGGHNSSILFAPYN

SEQ ID NO: 16
Secuencia de aminoacidos de KASla de C. avigera (D3342, pSZ4511).

MOSLHSPATRASPLDPIRI.KSSANGPSSTAAFRPLRRATIL.PNIRAASPTVSAPKRETDP
KKRVVITGMGLVSVEGSDVDAYYEKLLSGESGISLIDRFDASKFPTREGGQIRGENA'I
GYIDGKNDRRLDDCLRYCIVAGKKALENSDLGGDSLSKIDKERAGVLVGTGMGGLT
VESDGVQNLIEKGHRKISPFFIPY ATTNMGSALLAIDLGLMGPNYSISTACATSNYCHY
AAANIHIRRGEADLMIAGGTEAAIIPIGLGGIVACRALSQRNDDPQTASRPWDKDRDG
FVMGEGAGVLVMESLEHAMKRGAPHAEYLGGAVNCDAYHM TDPRADGLGVSSCILE
SSLEDAGVSPEEVNYINAHATSTLAGDLAEINAIKKVEFRNTKDIKINATKSMIGHCLG
ASGGLEATATIKGITTGWLHPSINQENPEPSVEFDTVANKKQQHEVNVAISNSFGFGG
HNSVVAFSAFKP

SEQ ID NO: 17
Secuencia de aminoacidos de KAS/ de C. pulcherima (D3343, pSZ4512).

MHSTLOSPST.RASPLDPFRPKSSTVRPLHRASIPNVRAASPTVSAPKRETDPKKRVVITG
MGLVSVIGSDVDAYYDKLLSGESGIGPIDRIDASKEFPTRFGGQIRGENSMGYIDGKN
DRRLDDCLRYCIVAGKKSLEDADLGADRLSKIDKERAGVLVGTGMGGLTVESDGVQ
SLIEKGHRKITPFFIPY ATTNMGSALLATELGEMGPNYSISTACATSNYCFHAAANHIRR
GEADLMIAGGTEAANPIGLGGHVACRALSQRNDDPQTASRPWDKDRDGIVMGLEGA
GVLVLESLEHAMKRGAPHAEYLGGAINCDAYHMTDPRADGLGVSSCIESSLEDAGY
SPEEVNYINAHATSTLAGDLAEINAIKKVFKNTKDIKINATKSMIGHCLGASGGLEAL
ATIKGINTGWLHPSINQENPEPSVEFDTVANKKQOQHEVNVAISNSFGEFGGHNSVVALS
AFKP

SEQ ID NO: 18
Secuencia de aminoacidos de KAS mitocondrial de C. avigera (D3344, pSZ4513).
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MVIT.PWRKMLCPSQYRFLRPLSSSTTFDPRRVVVTGLGMVTPLGCGVNTTWKQLIE
GKCGIRAISLEDLKMDAEFDIDTQAYVEDQLTSKVAATVPTGVNPGEFNEDLWEFNQKE
HRATARFIAYALCAADFEALKDANWEPTEPEEREMTGVSIGGGTGSISDVEDAGRMIC
FEKKLRRLSPFFIPRILINMASGHVSMKY GFQGPNHAAVTACATGAHSIGDAARMIQF
GDADVMVAGGTESSIDALSIAGFCRSRALTTKYNSCPQEASRPFDTDRDGEVIGEGSG
VLVLEELDHARKRGAKMYALEFCGY GMSGDAHHITQPHSDGRGAILAMTRALKQSN
LHPDQVDYVNAHATSTSLGDATEAKAIKTVESDHAMSGSLALSSTKGAIGHLLGAAG
AVEAIFSILAIKNGLAPLTENVARPDPVITERFVPLTASKEMITVRAALSNSFGIFGGTN
TTLLFTSPPQN

SEQ ID NO: 19
Secuencia de aminoacidos de KASI/// de C. avigera (D3345, pSZ4514).

MANAYGEFVGSSVPTVGRAAQFOOMGSGECSVDEFISKRVECCSAVOQGADKPASGDSR
AEYRTPRLVYSRGCKLIGSGSAIPTLQVSNDDLAKIVDTNDEWISVRTGIRNRRVLETGK
DSETNLATEAARKALEMAQVDAEDVDMVEMCTSTPEDLFGSAPQIQKALGCKKNPLL
SYDITAACSGFVLGLYSAACHIRGGGENNVLEVIGADSLSRYVDWITDRGTCILIGDAA
GAVLVOQSCDAEEDGLFAFDLHSDGDGQRHLRAVITENETDHAVGTNGSVSDEFPPRRS
SYSCIQMNGKEVFRFACRSVPQOSIELALGKAGLENGSNIDWLLLHQANQRIIDAVATRL
FEVPQERVISNLANYGNTSAASIPLALDEAVRGGKVKPGHLIATAGFGAGLTWGSATV
RWG

SEQ ID NO: 20
Secuencia de aminoacidos TAG del epitopo HA
TMYPYDVPDYA

SEQ ID NO: 21
CDS de KASIV de C. palustris

ATGGCGGCCGCCGCTTCCATGOTTGCGTCCCCACTCTGTACGTGGCTCGTAGCCG
CTTGCATGTCCACTTCCTICGACAACGACCCACGTTCCCCGTCCATCAAGCETCTC
CCCCGCCGGAGGAGOGACTCTCTCCCAATCCTCCCTCCGCGGCGGATCCACCTTCC
ANTGCCTCGTCACCTCATACATCGACCCTTGCAATCAGTTCTCCTCCTCCGCCTCC
CTTAGCTTCCTCGGGGATAACGGATTCGCATCCCTTTTCGGATCCAAGCCTTTCCG
GTCCAATCGCGGCCACCGGAGGCTCGGCCOGTGCTTCCCATTCCGGGGAGGCCATG
GCCGTGGCTTTGOGAACCTGCACAGGAAGTCGCCACGAAGAAGAAACCTCTTGTC
AAGCAAAGGCGAGTAGTTGTTACAGGAATGGGCGTGGTGACTCCTCTAGGCCAT
GAACCTGATGTTTACTACAACAATCTCCTAGATGGAGTAAGCGGCATAAGTGAG
ATAGAGGCCTTCGACTGCACTCAGTTTCCCACGAGAATTGCCGGAGAGATCAAGT
CTTTTTCCACAGATGGATGGGTGGCCCCAAAGCTCTCCAAGAGGATGGACAAGTT
CATGCTTTACTTGTTGACTGCTGGCAAGAAAGCATTAGCGGATGGTGGAATCACC
GATGATGTGATGAAAGAGCTTGATAAAAGAAAGTGTGCGAGTTCTCATTGGCTCC
GOATTGGGCGGCATGAAGCTGTTCAGTGATICCATIGAAGCTCTGAGGATTTCAT
ATAAGAAGATGAATCCCTTTTGTGTACCTTTTGCTACTACAAATATGGGATCAGC
FATGCTTGCAATGGACTTGGGATGGATGGGTCCTAACTACTCGATATCAACTGCC
TGTGCTACAAGTAATTTCTGTATACTGAATTCTGCAAATCACATAGTCAGAGGCG
AAGCTGACATGATGCTTTGTGGTGGCTCGGATGCGGTCATTATACCTATTGGTTT
GGGAGGTTTTGTGGCGTGCCGAGCTTTGTCACAGAGGAATAATGACCCTACCAA
AGCTTCOGAGACCATGGOACAGTAATCGTGATGGATTTGTAATGGGCGAAGGAGC
TGGAGTGTTACTTCTCGAGGAGTTAGAGCATGCAAAGAAAAGAGGTGCCACCATT
I'TATGCGGAATTTTTAGGGGGCAGTTTCACTTGCGATGCCTACCATATGACCGAG
CCTCACCCTGAAGGTGCTGGAGTGATCCTCTGCATAGAGAAGGCCTTGGCTCAGG
CCGGAGTCTCTAGAGAAGACGTAAATTACATAAATGCGCATGCAACTTCCACTCC
TGCTGOGAGATATCAAGOAATACCAAGCTCTCGCACACTGCTTCGGCCAAAACAG
TGAGCTGAGAGTGAATTCCACTAAATCGATGATCGGTCATCTTATTGGAGCAGCT
GGTGGTGTAGAAGCAGTTACCGTAGTTCAGGCGATAAGGACTGGGTGGATCCAT
CCAAATCTTAATTTGOGAGGACCCGOGACAAAGCCGTGGATGCAAAAGTGCTCGTA
GOACCTAAGAAGGAGAGACTAAATGTCAAGGTCGGTTTGTCCAATTCATTTGGGT
TCGGTGGTCATAACTCGTCCATACTCTTCGCCCCTTACAATTAG
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SEQ ID NO: 22
CDS de KASIV de C. camphora

ATGGCAATOGATGGCAGGTTCTTGTTCCAATTTGGTOATTGOGAAACAGAGAATTGG
GTGGOGAATGGGCCTTCTTTGCTTCACTACAATGGCCTCAGACCATTGGAAAATAT
ITCAAACAGCCTCAGCTGTOGAAAAAGCCAAATGGGTTATTTGCATCTTCTACAGC]
COAAAATCCAAAGCTGTCAGAGCCATGGTATIGCCCACTGTAACAGCTCCAAAA
CGCGAAAAAGATCCCAAGAAGCGGATTGTAATAACAGGAATGGGCCTGGTTTCC
GTCTTTGGAAATGACATTGATACATTTTATAGTAAACTACTGGAAGGAGAGAGCG
GGATTGGCCCAATCGACAGATTTGATGCTTCTTCCTTCTCAGTGAGATTTGCTGGT
CAGATTCACAATTTCTCATCCAAAGGATACATTCGATCGGGAAGAATGATCGTCGGC
TAGATGACTGCTGGAGGTATTGCCTTGTGGCTGGAAGAAGAGCCCTTGAAGATG
CCAATCTTGGACCAGAGGTATTGGAAAAAATGGACCGATCTCGAATAGGGGTGC
TGATAGGGACAGGAATGGGTGGGTTGTCAGCCTTTAGCAATGGAGTTGAGTCTCT
GATCCAGAAGGGCTACAAGAAAATCACTCCATTTTTTATTCCTTACTCCATCACC
AATATGGGCTCTGCTCTTTTAGCAATCGACACGGGCGTAATGGGACCAAACTACT
CCATTTCAACAGCATGTGCAACCGCAAACTATTGCTTCCATGCTGCTGCAAATCA
TATAAGAAGGGGTGAAGCTGAAATCATGGTCGACTGGAGGGACAGAGGCAGCAG
TCTCAGCTACTGGAGTTGGCGGATTCATAGCATGTAGAGCCTTATCGCACAGGAA
TGATGAGCCCCAGACGGCCTCOGAGACCATGGGATAAAGATCGGGATGGTTTCGT
CATGGGCGAAGGCGCTGGETGTGCTGGTGATGGAGAGCTTGCATCATGCAAGAAA
GAGAGOGAGCAAACATAATTGCAGAGTATTTAGGAGGAGCAGTAACATGTGATGC
ACATCACATOCACAGATCCTCOGAGCTGATGGTCTCGGGOGTTTCTTCTTGCATAACC
AAGAGCTTAGAAGATGCAGOGAGTCTCCCCAGAAGAGGTGAACTATGTGAATGCT
CATGCAACATCAACACTTIGCAGGAGATTTAGCAGAGGTTAATGCCATAAAGAAG
GTCTTCAAGGACACATCTGAAATGAAAATGAATGGAACTAAGTCAATGATTGGA
CACTGTCTTGGAGCAGCTGGTGGATTAGAAGCCATTGCGACCATCAAAGCTATCA
ATACTGGCTGGCTACATCCAACCATCAATCAATTTAACATAGAACCAGCGGTAAC
TATCGACACGGTCCCAAATGTGAAGAAAAAGCATGATATCCATGTTGGCATCTCT
AACTCATTTGGCTTTGGTGGGCACAACTCGGTGGTCGETTTTTGCTCCCTTCATGCC
ATGA
SEQ ID NO: 23
CDS de KASI de C. camphora

ATGCAAATCCTCCAAACCCCATCATCATCATCGTCTTCTCTCCGCATGTCGTCCAT
GOAATCTCTCTCTCTCACCCCTAAATCTCTCCCTCTCAAAACCCTTCTTCCCCTTC
GTCCTCGCCCTAAAAACCTCTCCAGACGCAAATCCCAAAACCCTAGACCCATCTC
CTCCTCTTCCTCCCCCGAGAGAGAGACGGATCCCAAGAAGCGAGTCGTCATCACC
GGGATGGGCCTCGTCTCCGTCTTCGGCAACGATGTCGATGCCTACTACGACCGCC
TCCTCTCGGGAGAGAGCGGCATCGCCCCCATCGATCGCTTCGACGCCTCCAAGTT
CCCCACCAGATTCGCCGGTCAGATCCGAGGGTTCACCTCCGACGGCTACATTGAC
GGOGAAGAACGACCGCCGGTTAGACGATTGTCTCAGATACTGTATTGTTAGTGGG
AACGAAGGCGCTCOGAGAATGCCGGCCTCGOGACCCCATCTCATGCACGOAAAGATT
GACAAGGAGAGAGCTGOGTGTGCTTGTCGGGACAGGCATGGGTGGTCTTACAGTT
TTCTCTAATGGGGTCCAGACTCTACATGAGAAAGGTTACAGGAAAATGACTCCGT
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TTTTCATCCCTTATGCCATAACAAACATGGGTTCTGCCTTGCTTGCAATTGAACTT
GGTTTTATGGGCCCAAACTATICTATCTCAACTGCATGTGCTACCTCCAATTATTG
CTTTTATGCTGCTGCTAACCATATACGGAGAGGTGAGGCTGATCTGATGCTTGCT
GOTOGOAACTOAAGCTGCAATTATTCCTATTGGATTAGGAGGCTTTGTTGCATGTA
GAGCTTTATCACAGAGAAATGATGACCCCCAGACAGCTTCAAGACCATGGGACA
AAGATCGAGACGGTTTTGTTATGGGTGAAGGTGUTGGAGTATTGGTAATGGAGA
GCTTGGAGCATGCTATGAAACGTGATGCACCAATTATTGCTGAGTATTTAGGAGG
TGCAGTGAACTGTGATGCGTATCATATGACGGATCCTAGAGCTGATGGGCTCGGG
GTTTCAACATGCATAGAAAGAAGTCTTGAAGATGCTGGTGTGGCACCTGAAGAG
GTTAACTACATAAATGCACATGCAACTTCCACTCTTGCAGGAGACCTGGCTGAGG
TGAATGCGATCAAAAAGGTTTTTACAAACACTTCAGAGATCAAAATCAATGCAA
CCAAGTCTATGATAGGGCACTGCCTTGGAGCGGCCGGGGGGTTAGAAGCCATTG
CCACAATCAAAGCAATAAATACTGGTTGGCTGCACCCTTCTATAAACCAATTTAA
TCCAGAGCCCTCTGTIGAGTTTGACACTGTAGCAAATAAAAAGCAGCAGCATGA
AGTGAATGTTGCCATTICCAACTCTITCGGGTTTGGCGOGACACAACTCAGTCGTG
GITGTTTICGGCATTCAAGCCTTGA

SEQ ID NO: 24

CDS de KASI de Umbellularia californica

ATGOGAATCTCTCTCTCTCACCCCTAAATCTCTCCCTCTCAAAACCCTTCTTCCCTTT
CGTCCTCGCCCTAAAAACCTCTCCAGACGCAAATCCCAAAACCCTAAACCCATCT
CCTCCTCTTCCTCCCCGGAGAGAGAGACGGATCCCAAGAAGCGAGTCGTCATCAC
CGGGATGGGCCTCETCTCCHETCTTCGGCAACGACGTCGATGCCTACTACGACCGC
CTCCTCTCCGGAGAGAGCGGCATCGCCCCCATCGATCGCTTCGACGCCTCCAAGT
TCCCCACCAGATTCGCCOGGTCAGATCCGAGGGTTCACCTCCGACGGCTACATTGA
CGGGAAGAACGACCGCCGGTTAGACGATTGTCTCAGATACTGTATCGTTAGTGG
GAAGAAGGCGCTCGAGAATGCCGGCCTCGGACCCGATCTCATGGACGGAAAGAT
TGACAAGGAGCGAGCTGGTGTGCTTGTCGGGACAGGCATGGGTGGTCTTACAGT
I'TTCTCTAATGOGGGTTCAGACTCTCCATGAGAAAGG T TACAGGAAAATGACTCCG
TTTITCATCCCTTATGCCATAACAAACATGGGTTCTGCCTTGCTTGCAATTGACCT
TGGTTTTATGGGCCCAAACTATTCTATCTCAACTGCATGTGCTACCTCCAATTATT
GCTTTTATGCTGCTGCTAACCATATACGGAGAGGTGAGGCTGATGTGATGCTTGC
TGGTGGAACTGAAGCTGCAATTATTCCTATTGGCTTAGGAGGCTTTGTTGCATGT
AGAGCTTTATCACAGCOGAAATGATCGACCCCCAGACAGCTTCAAGACCATGGGAC
AAAGATCOGAGACGGTTTTGTTATGGGTGAAGGTGCTGGAGTATTGGTAATGGAG
AGCTTGGAGCATGCTATGAAACGTOGATGCACCAATTATTGCTGAGTATTTAGGAG
GTGCAGTGAACTGTGATGCGTATCATATGACGGATCCTAGAGCTGATGGGCTCGG
GOGTTTCAACATGCATAGAAAGAAGTCTTGAAGATGCTGGTGTGGCACCTGAAGA
GGTTAACTACATAAATGCACATGCAACTTCCACACTTGCAGGTGACCTGGCCGAG
GTOGAATGCCATCAAAAAGGTTTTTACAAACACTTCAGAGATCAAAATCAATGCA
ACCAAGTCTATCGATAGGGCACTGCCTTGGAGCGGCCGGGGGTTTAGAAGCCATT
GCCACAATCAAAGCAATAAATACTGGTTGGCTGCACCCTTCTATAAACCAATITA
ATCCAGAGCCCTCTGTTGAGTITGACACTGTAGCAAATAAAAAGCAGCAGCATG
AAGTOGAATGTTGCCATTTCCAACTCTTTCGGGTTTGGTGOGACACAACTCGGTCGT
GGTGTTTTCGGCATTCAAGCCTTGA
SEQ ID NO: 25
CDS de KASIV de Umbellularia californica
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ATGACGCAAACCCTCATCTGCCCATCCTCCATGGAAACCCTCTCTCTTACCAAAC
AATCCCATTTCAGACTCAGGCTACCCACTCCTCCTCACATCAGACGCGGCGGCGG
CCATCGCCATCCTCCTCCCTTCATCTCCGCCTCCGCCGCCCCTAGGAGAGAGACC
GATCCGAAGAAGAGAGTCGTCATCACGGGAATGGGCCTCGTCTCCGTCTTCGGC
ACCAACGTCGATGTCTACTACGATCGCCTCCTCGCCGGCGAGAGCGGCGTTGGCA
CTATCGATCGCTTCGACGCGTCGATGTTCCCGACGAGATTCGGCGGCCAGATCCG
CTACCTCCGGTACTGCCTCGTCAGCGGGAAGAAGGCGATCGAGAGTGCTGGCTTC
GATCTCCATAACATCACCAACAAGATTGACAAGGAGCGAGCTGGGATACTTGTT
GGGTCAGGCATGGGCGGTCTTAAAGTTTTCTCTGATGGTGTTGAGTCTCTTATCG
AGAAAGGTTACAGGAAAATAAGTCCATTTTTCATCCCTTATATGATACCAAACAT
GGGTTCTGCTTTGCTTGGAATTGACCTTGGTTTCATGGGACCAAACTACTCAATTT
CAACTGCTTGTGCTACGTCAAATTATTGCATTTATGCTGCTGCAAATCATATCCGA
CAAGGTGATGCCGACCTAATGGTTGCTGGTGGAACTGAGGCTCCAATTATTCCAA
TTGGCTTAGGGGGCTTTGTAGCATGTAGAGCTTTGTCAACAAGAAATGATGATCC
CCAGACAGCTTCAAGGCCATGGGACATAGACCGAGATGGTTTTGTTATGGGCGA
AGGAGCTGGAATATTGGTATTGGAGAGCTTGGAACATGCAATGAAACGTGATGC
ACCAATTCTTGCTGAGTATTTAGGAGGTGCAGTTAACTGTGATGCTCATCATATG
ACAGATCCTCGAGCTGATGGGCTTGGGGTTTCAACATGCATTGAAAGCAGTCTTG
AAGATGCCGGCGTGGCAGCAGAAGAGGTTAACTATATAAATGCACACGCGACTT
CAACACCTACAGGTGACCTGGCTGAGATGAAGGCTATAAAAAATGTATTTAGGA
ACACTTCTGAGATCAAAATCAATGCAACCAAGTCTATGATTGGGCATTGCCTTGG
AGCGTCTGGGGGGCTAGAAGCCATTGCCACATTGAAAGCGATTACAACTGGTTG
GCTTCATCCAACTATAAACCAATTTAATCCAGAGCCTTCTGTTGACTTTGATACG
GTGGCAAAGAAAAAGAAGCAGCATGAAGTTAATGTTGCCATT TCAAACTCTTTTG
GATTCGGAGGACACAACTCAGTGTTGGTGTTTTCGGCATTCAAGCCTTGA
SEQ ID NO: 26
CDS de KASAI de C. wrightii (D3153, pSZ4379)
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llL:, Qgc clguucgc Cl :_ gecagegeaaagegaceecacedaggecagecgeccelgggacageaacegegacggctic
glgatgggegaggacgecgg gluclg_ clgetggageagelggageacgecaagaagegeggegeeacealctacgecga

glgatg $:4: 1gtte
clggecgecageltcacelgegacgectaccacatgaccgagecceacceecgaggecgecgacgigateetgtgeale g,lmldg:
ceelggeccaggecggeglgageaaggaggacglgaactacalcaacgeccacgecaccageaccagegecggegacalcaag
gaglaccaggecectggeccegctgcticggecagaacagegagelgegegleaacageaccaagageatgateggce dLLlﬂng_g
gegeegeeggegecglggagaccgleaccglgglgcageecalecgeaccgeclggatlcaceecaacclgaacclggaggace
cegacaagee glggzlcgcL:augclgclggl_hi: ceecaagaaggagegeclgaacglgaagglggacclgageaacagelicg
geleggeggecacaacageagedlectglicgecececlgeaacglglga

SEQ ID NO: 27
CDS de KASIVb de C. avigera

"\'l‘('i('(‘(‘-(}('(‘(]("I"I'("l"l'(‘(‘Nl'(i(i("l'(}('(}'l‘(‘(‘(’("l"l'l'("l‘( i'l‘/\(‘('n'l'(‘(i("l'('(]'I'(]('("l'(i(‘
ACC I I'C( z\/\l(n( l/\( ;\I( (-(n(r(u’\l/\;\( (I(lAl l( (1(1:\1( GAAGCCTCCCCOTTC A.f\
ATCGTGGCCACCTGAGGCTCGGCCGCACTTCACATTICCGGAGAGGTGATGGCTGT
GGCTATGCAATCTGCACAAGAAGTCTCCACAAAGGAGAAACCTGCTACCAAGCA
AAGGCGAGTTGTTGTCACGGGTATGGGTGTGGTGACTGCTCTAGGCCATGACCCC
GATGTTTACTACAACAATCTCCTAGACGGAGTAAGCGGCATAAGCGAGATAGAA
AACTTTGACTGTTCTCAGCTTCCCACGAGAATTGCCGGAGAGATCAAGTCTTTTT
CTGCAGATGGGTGGGTGGCCCCGAAGTTCTCCAGGAGGATGOGACAAGTTTATGC
TTTACATTCTGACTGCAGGCAAGAAAGCATTAGTAGATGGTGGAATCACTGAAG
ATGTGATGAAAGAGCTCGATAAAAGAAAGTGTGGAGTTCTCATTGGCTCCGGAT
TGGGCOGGTATOGAAGGTATTTAGCGAGTCCATTGAAGCTCTGAGGACTTCATATAA
GAAGATCAGTCCCTTTTGTGTACCTTTTTCTACCACGAATATGGGATCCGCTATTC
TTGCAATGGACTTGGOATGGATGGGCCCTAACTATTCGATATCGACTGCCTGTGC
AACAAGTAACTTCTGTATACTGAATGCTGCGAACCACATAACCAAAGGCGAAGC
AGACATGATGCTTITGTGGTGGCTCGGATTCGGTCATTTTACCTATTGGTATGGGA
GGTTTCGTAGCATGCCGAGCTTTGTCACAGAGGAATAATGACCCTACCAAAGCTT
COGAGACCATGGGACAGTAATCGTGATGGATTTGTGATGGGAGAAGGTGCTGGAG
TTTTACTTCTCGAGGAGTTAGAGCATGCAAAGAAAAGAGGCGCAACCATTTATGC
GGAATTTCTTGGTGGGAGTTTCACTTGCGATGCCTACCACATGACCGAGCCTCAC
CCTGAAGGAGCTGGAGTGATCCTCTGCATAGAGAAGGCCTTGGCTCAGTCCGOA
GTCTCGAGGGAAGACGTAAATTACATAAATGCGCATGCAACTTCCACTCCCGCTG
GAGATATCAAAGAATACCAAGCTCTCGCCCACTGTTTCGGCCAAAACAGTGAGTT
AAGAGTGAATTCCACCAAGTCGATGATCGGTCACCTTCTTGGAGGAGCCGGTGG
CGTAGAAGCAGTTACAGTCGTTCAGGCAATAAGGACTGGATGGATCCATCCAAA
TATTAATTTGGACGACCCGGACGAAGGCGTGGATGCAAAACTGCTCGTCGGCCCT
AAGAAGOGAGAAACTOAAGGTCAAGGTCGGTTTGTCCAATTCATTCGGGTTCGGC
GGCCATAACTCATCCATACTCTTTGCCCCATGCAATTAG
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SEQ ID NO: 28
CDS de KASIVb de C. paucipetala

ATGGCGGCCGCTTCATCAATGGTTGCCTCCCCATTCTCTACGTCCCTCGTAGCCGC
CTGCATGTCCACTTCATTCGACAACGACCCACGTTCCCTTTCCCACAACCGCATCC
GCCTCCGCGOGATCCACCTTCCAATGCCTCOGGGGATATCGOGATTCGCTTCCCTCAT
CGOGATCCAAGCCTCCGCGTTCAAATCGCAACCACCGGAGGCTCGGCCGCACTTCC
CATTCCGGGOGAGGTCATGGCTGTGGCTATGCAACCTGCACATGAAGCTTCCACAA
AGAATAAACCTGTTACCAAGCAAAGGCGAGTAGTTGTGACAGGTATGGGCGTGG
CGACTCCTCTAGGCCATGACCCCGATGTTTACTACAACAATCTCCTAGACGGAGT
AAGTGGCATAAGTCAGATAGAGAACTTCGACTGCACTCAGTTTCCCACGAGAATT
GCCGGAGAGATCAAGTCTTTCTCCACAGAAGGGTATGTGATCCCGAAGTTCGCCA
ACGAGOGATGCGACAAGTTCATGCTTTACTTGCTGACTGCAGGCAAGAAAGCATTAG
AACGATGGTGGAATCACTGAAGATGTGATGAAAGAGCTCGATAAAAGAAAGTGTG
GAGTTCTCATTGGCTCCGGAATGGGCGGTATGAAGATAATCAACGATTCCATTGC
AGCTCTGAATGTTTCATATAAGAAGATGACTCCCTTTTGTGTACCCTTTTCCACCA
ATTCCGATATCAACTGCCTCGTGCAACAAGTAACTACTGTATACTGAATGCTGCGAA
CCACATAGTCAGAGGCOGAAGCAGATATGATGCTTTGTGGTGGCTCGGATGCGGT
CATTATACCTIGTTGGTTTGGGAGGTTTCGTAGCATGCCGAGCTTTGTCACAGAGG
AACAATGACCCTACCAAAGCTTCGAGACCTTGGGACAGTAACCGTGATGGATTT
GTOGATGGOGAGAAGGAGCCGGAGTGTTACTTCTCGAGGAGTTAGAGCATGCAAAG
AAAAGAGGTGCAACCATTTATGCGGAATTTCTAGGTGGGAGTTTCACTTGCGATG
CCTACCACATGACCGAGCCTCACCCTGATGGAGCTGOGAGTGATCCTCTGCATAGA
GAAGGUTTTGGCACAGTCCGOGAGTCTCOAGGGAAGACGTCAATTACATAAATGC
GCATGCAACTTCTACTCCTGCTGGAGATATCAAGGAATACCAAGCTCTCGCCCAC
TGTTTCGGCCAAAACAGTGAGTTAAGAGTGAATTCCACCAAATCGATGATCGGTC
ACCTTCTTGGAGCTGCTGGTGGCGTAGAAGCAGTTACAGTAGTTCAGGCAATAAG
GACTGGGTGGATCCATCCAAATATTAATTTGOGAAAACCCGGACGAAGCTGTGGA

GTCCAATTCATTTGGGTTCGGTGGGCATAACTCATCCATACTCTTCGCCCCTTACA
ATTAG

SEQ ID NO: 29
CDS de KASIVb de C. ignea

ATGGCGGCGGCCGCTTCCATGTTITACGTCCCCACTCTGTACGTGGCTCGTAGCCT
CTTGCATGTCGACTTCCTTCGACAACGACCCACGTTCGCCGTCCGTCAAGCHTCT
CCCCCGCCGGAGGAGGATTCTCTCCCAATGCTCCCTCCGCGGATCCACCTCCCAA
TGCCTCGTCACCTCATACATCGACCCTTGCAATAAGTACTGCTCCTCCGCCTCCCT
FTAGCTTCCTCGGGGATAACGGATTCGCATCCCTTTTCGGATCTAAGCCATTCCGG
TCCAATCGCOGGCCACCGGAGGCTCOGGCCGTGCTTCCCATTCCGGGOGAGGCCATGG
CTCTGGCTCTGCAACCTGCACAGGAAGTCACCACOGAAGAAGAAACCTGTGATCA
AGCAAAGGCGAGTAGTTGTTACAGGAATGGGCGTGGTGACTCCTCTAGGCCATG
AACCTGATGTTTACTACAACAATCTCCTAGATGOGAGTAAGCGGCATAAGTGAGAT
AGAGACCTTCGACTGCACTCAGTTTCCCACGAGAATCGCCGGAGAGATCAAGTC
TTTITCCACAGATGGGTGGGTGGCCCCAAAGCTCTCCAAGAGGATGGACAAGTIC
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ATGCTTTACTTGTTGACTGCTGGCAAGAAAGCATTAGCAGATGGTGGAATCACCG
ATGATGTGATGAAAGAGCTTGATAAAAGAAAGTGTGGGGTTCTCATTGGCTCTG
GAATCGGOGCGGCATGAAGTTGTTCAACGATTCCATTGAAGCTCTGAGGATTTCATA
TAAAAAGATGAATCCCTTTTGTGTACCTTTTGCTACCACAAATATGGGATCAGCT
ATGCTTGCAATGGACTTGGGATGGATGGGTCCTAACTACTCGATATCAACTGCCT
GTGCAACAAGTAATTTCTGTATACTGAATGCTTCAAACCACATAGTCAGAGGCGA
AGCTGACATGATGCTTTGTGGTGGCTCGGATTCTGTCACTGTACCTTTAGGTG TG
GOAGGTTTCGTAGCATGCCGAGCTTTGTCACAGAGOAATAATCGACCCTACCAAA
GCTTCGAGACCTTGGGACAGTAATCGGGATGOATTTGTGATGGOGAGAAGGAGCT
GGAGTGTTACTTCTTGAGGAGTTAGAGCATGCAAAGAAAAGAGGTGCAACCATT
TATGCGGAATTTCTCGGTGGGAGCTTTACTTCTGATGCCTACCACATGACCGAGC
CTCACCCCOAAGGAGCTGGAGTGATTCTCTGCATTGAGAAGGCCTTGGCTCAGTC
CGOGAGTCTCOGAGGOGAAGACGTGAATTATATAAATGCGCATGCAACTTCCACTCCT
GCTGGTGATATAAAGGAATACCAAGCTCTCGCCCGCTGTTTCGGCCAAAACAGTG
AGTTAAGAGTGAATTCCACCAAATCGATGATCGGTCACCTTCTTGGAGCAGCTGG
TGGCGTAGAAGCAGTTGCAGTAATTCAGGCAATAAGGACTGGATGGATCCATCC

CCCTAAGAAGGAGAAACTGAAGGTCAAGGTAGCTTTGTCCAATTCATTCGGGTTC
GGCGGGCATAACTCATCCATACTCTTTGCCCCTTGCAATTAG

SEQ ID NO: 30

CDS de KASIV de C. procumbens

ATGGCGGCGGCGCCCTCTTCCCCACTCTGTACGTGGCTCGTAGCCGCTTGCATGT

GAGGAGGGTTCTCTCCCAATGCTCCCTCCGTGGATCCACCTTCCAATGCCTCGTC
ACCICACACAACGACCCTTGCAATCAGTACTGCTCCTCCGCCTCCCTTAGCTTCCT
CGOGGOGATAACGGATTCGGATCCAAGCCATTCCGGTCCAATCGCGGCCACCGGAG
GCTCGGCCGTGCTTCGCATTCCGGGGAGGCCATGGCTGTGGCCTTGCAACCTGCA
CAGGAAGTCGCCACGAAGAAGAAACCTGCTATGAAGCAAAGGCGAGTAGTTGTT
ACAGGAATOCGGCOGTOGTCGACTCCTCTGGGCCATGAACCTGATGTTTACTACAACA
ATCTCCTAGATGOGAGTAAGCGGCATAAGTGAGATAGAGACCTTCGACTGCACTC
AGTTTCCCACGAGAATCGCCGOGAGAGATCAAGTCTTTTTCCACAGATGGATGGGT
GGCCCCAAAGCTCTCCAAGAGGATGGACAAGTTCATGCTTTACTTGTTGACTGCT
GGCAAGAAAGCATTAGCAGATGOGTGOGAATCACTGATGATGTGATGAAAGAGCTT
GATAAAAGAAAGTGTGGAGTTCTCATTGGCTCTGGAATGGGCGGCATGAAGT TG
I'TCAACGATTCCATTGAAGCTCTGAGAGTTTCATATAAGAAGATGAATCCCTTTT
GTGTACCTTTITGCTACCACAAATATGGGATCAGCTATGCTTGCAATGGACTTGGG
ATGGATGGGTCCTAACTACTCGATATCAACTGCCTGTGCAACAAGTAATTTCTGT
ATACTGAATGCTGCAAACCACATAGTCAGAGGCGAAGCTGACATGATGCTTTGT
GOTGGCTCGGATGCGGTCATTATACCTATTGGTTTGGGAGGTTTTGTGGCGTGCC
GAGCTTTGTCACAGAGGAATAATGACCCTACCAAGGCTTCGAGACCATGGGATA
GTAATCGTGATGGATTTGTAATGGGCGAAGGAGCTGGAGTGTTACTTCTCGAGGA
GTTAGAGCATGCAAAGAAAAGAGGTGCAACCATTTATGCGGAATTTTTAGGGGG
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CAGTTTCACTTGCGATGCCTACCATATCGACCGAGCCTCACCCTOGAAGGAGCTGGA
GTGATCCTCTGCATAGAGAAGGCCTTGGCTCAGTCCGGAGTCTCTAGAGAAGAC
GTAAATTACATAAATGCGCATGCAACTTCCACTCCTGCTGGAGATATCAAAGAAT
ACCAAGCTCTCGCCCACTGTTTCGGCCAAAACAGTCGAGCTGAGAGTGAATTCCAC
FAAATCGATGATCGGTCATCTTCTTGGAGCAGCTGGTGGTGTAGAAGCAGTTACC
GTAATTCAGGCOATAAGGACTGGGTGGATCCATCCAAATCTTAATTTGGAAGACC
COGOGACAAAGCCGTGOGATGCAAAATTTCTCGTGOGGACCTAAGAAGGAGAGACTGA
ATGTCAAGGTCOGGTTTGTCCAATTCATITGGGTTCGGGGGGCATAACTCATCCAT
ACTCTTTGCCCCTIGCAATTAG
SEQ ID NO: 31
CDS de KASIVa de C. paucipetala

ATGCCGGCGGCGGCCTCTTCCCCACTCTGCACATGGCTCGTAGCCGCTTGCATGT
CCACTTCATTCOGACAACAACCCACGTTCGCCCTCCATCAAGCGTCTCCCCCGCCG
GAGGAGGGTTCTCTCCCAATGCTCCCTCCGCGGATCCACCTTICCAATGCCTCETC
AACTCACACATCGACCCTTGCAATCAGAACGTCTCCTCCGCCTCCCTTAGCTTCCT
CGGGOGATAACGGATTCGGATCCAATCCATTCCGGTCCAATCGCGGCCACCGGAG
GCTCGGCCGGGCTTCCCATTCCGGGOGAGGCCATGGCTGTTGCTCTGCAACCTGCA
CAGGAAGTCGCCACGAAGAAGAAACCTGCTATCAAGCAAAGGCGAGTAGTTGTT
ACAGGAATCOGCGTGOTCGACTCCTCTAGGCCATCGAGCCTOGATGTTTTCTACAACA
ATCTCCTAGATGGAGTAAGCGGCATAAGTGAGATAGAGACCTTCGACTGCACTC
AGTTTCCCACGAGAATTGCCGGAGAGATCAAGTCTTTTTCCACAGATGGGTGGGT
GGCCCCAAAGCTCTCCAAGAGGATGGACAAGTTCATGCTTTACTTGTTGACTGCT
GGCAAGAAAGCATTAGCAGATGCTGGAATTACCGAGGATGTGATGAAAGAGCTT
GATAAAAGAAAGTGTOGOAGTTCTCATTGGCTCCGOAATGOGGCOGGCATGAAGTTG
I'TCAACGATTCCATTGAAGCTCTGAGGGTTTCATATAAGAAGATGAATCCCTTTT
GTGTACCTTTTGCTACCACAAATATGGGATCAGCTATGCTTGCAATGGACTTGGG
ATGOGATGGGTCCTAACTACTCGATATCGACTGCCTGTGCAACAAGTAATTTCTGT
ATACTOGAATGCTGCAAACCACATAATCAGAGGCGAAGCTGACATGATGCTTTGT
GGTGGTTCGGATGCGGTCATTATACCTATTGGTTTGGGAGGTTTTGTGGCGTGCC
GAGCTTTGTCACAGAGGAATAGTOGACCCTACCAAAGCTTCOAGACCATGGGATA
GTAATCGTGATGGATTTGTAATGGGCGAAGGAGCTGGAGTGTTACTTCTCGAGGA
GTTAGAGCATGCAAAGAAAAGAGGTGCAACCATTTATGCGGAATTTTTAGGGGG
CAGCTTCACTTGCGATGCCTACCACATGACCGAGCCTCACCCTGATGGAGCTGGA
GTGATCCTCTGCATAGAGAAGGCTTTGGCACAGTCCGGAGTCTCOAGGGAAGAC
GTCAATTACATAAATGCGCATGCAACTTCTACTCCTGCTGOAGATATCAAGGAAT
ACCAAGCTCTCGCCCACTGTTTCGGCCAAAACAGTGAGCTGAGAGTGAATTCCAC
TAAATCGATGATCGGTCATCTTCTTGGTGCAGCTGGTGGTGTAGAAGCTGTTACT
GTAATTCAGGCGATAAGGACTGGGTGGATTCATCCAAATCTTAATTTGGAAGACC
COGOACGAAGCCGTGOGATGCAAAATTTCTCGTGGGACCTAAGAAGGAGAGATTGA
ATGTCAAGGTCGGTTTGTCCAATTCATTTGGGTTCGGTGGGCATAACTCATCCAT
ACTCTTCGCCCCTTACAATTAG
SEQ ID NO: 32

CDS de KASIV de C. painteri
10
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ATGGCGGCCTCCTCTTGCATGGTTGCGTCCCCGTTCTGTACGTGGCTCGTATCCGC
ATGCATGTCTACTTCATTCGACAACGACCCACGTTCCCTTTCCCACAAGCGGCTC
CoeCTCTCCCOTCGCCGOGAGGCCTCTCTCCTCTCATTGCTCCCTCCGCGGATCCAC
[CCCCAATGCCTCOGACCCTTGCAATCAGCACTGCTTCCTCGGGGATAACGGATTC
GCTTCCCTCATCGGATCCAAGCCTCCCCGTTCCAATCTCGGCCACCTGAGGCTCG
GCCGCACTTCCCATTCCGGGGAGGTCATGGCTGTGGCACAGGAAGTCTCCACAA
ATAAGAAACATGCTACCAAGCAAAGGCGAGTAGTTGTGACAGGTATGGGCGTGG
TGACTCCTCTAGGCCATGACCCCGATGTTTACTACAACAATCTCCTAGAAGGAGT
AAGTGGCATCAGTGAGATAGAGAACTTCGACTGCTCTCAGCTTCCCACGAGAATT
GCCGOGAGAGATCAAGTCTTTTTCCACAGATGGGTTGGTGGCCCCGAAGCTCTCCA
AGAGGATGOACAAGTTCATGCTTTACATCCTGACTGCAGGCAAGAAAGCATTAG
CAGATGGTGGAATCACTGAAGATGTGATGAAAGAGCTCGATAAAAGAAAGTGTG
GAGTTCTCATIGGCTCCGGATTGGGCGGTATGAAGGTATTCAGCGACTCCGTTGA
AGCTCTOGAGGATTTCATATAAGAAGATCAGTCCCTTTTGTGTACCTTTTTCTACCA
CAAATATGGGATCCGCTATGCTTGCAATGGACTTGGGATGGATGGGCCCTAACTA
ITCGATATCAACTGCCTGTGCAACAAGTAACTTCTGTATACTGAATGCTGCOGAAC
CACATAACCAAAGGCGAAGCTGACATGATGCTTTGTGGTGGCTCGGATGCGGCC
ATTTTACCTATTGGTATGGGAGGTTTCGTGGCATGCCGAGCTTTGTCACAGAGGA
ATAATGACCCTACCAAAGCTTCGAGACCATGGGACAGTAATCGTGATGGATTTGT
GATGGGAGAAGGAGCTGGAGTGTTACTTCTCGAGGAGTTAGAGCATGCAAAGAA
AAGAGGTGCAACCATTTATGCGGAATTTCTAGGTGGGAGTTTCACTTGCGATGCC
TACCACATGACCGAGCCTCACCCTGATGGAGCTGGAGTGATCCTCTGCATAGAGA
AGGCCTTGGCTCAGTCCGGAGTCTCGAGGOGAAGAAGTAAATTACATAAATGCGC
ATGCAACTTCCACTCCTGCTGGAGATATCAAGGAATACCAAGCTCTCGCCCATTG
TTTCGGCCAAAACAGTGAGTTAAGAGTGAATTCCACCAAATCGATGATCGGTCAC
CTTCTTGGAGGAGCTGGTGGCGTAGAAGCAGTTACAGTAGTTCAGGCAATAAGG

GCAAAACTGCTCGTCGGCCCTAAGAAGGAGAAACTOAAGGTCAAGCGTCGGTTTG
[CCAATTCATTTGGGTTCGGCGGCCATAACTCATCCATACTCTTTGCCCCATGCAA
TTAG

SEQ ID NO: 33

CDS de KASIVa de C. avigera

ATGGCGGCCGCCGCTTCCATGOTTGCGTCCCCATTCTGTACGTGGCTCGTAGCCG
CTTGCATGTCCACTTCCGTCGACAAAGACCCACGHTTCGCCGTCTATCAAGCGTCT
CCCCCGCCGOGAAGAGGATTCATTCCCAATGCTCCCTCCGCGGATCCACCTTCCAA
[TAGCTTCCTCGGGGATAACGGATTCGCATCCCTTTTCGGATCCAAGCCATTCCG
GTCCAATCGCGGCCACCGGAGGCTCOGGCCOGTOGCTTCCCATTCCGGGGAGGCCATG
GCCGTGGCACTGCAACCTGCACAGGAAGTTGGCACGAAGAAGAAACCTGTTATC
AAGCAAAGGCGAGTAGTTGTTACAGGAATGGGCGTGGTGACTCCTCTAGGCCAT
GAACCTGATGTITACTACAACAATCTCCTAGACGGAGTAAGCGGCATAAGTGAG
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ATAGAGACCTTCGACTGCACTCAGTTTCCCACGAGAATTGCCGOGAGAGATCAAGT
CTTTTTCCACAGATGGGTGGGTGGCTCCAAAGCTCTCTAAGAGGATGGACAAGTT
CATGCTTTACTTGTTGACTGCTGGCAAGAAAGCATTGGCAGATGGTGGAATCACC
GATGATGTGATGAAAGAGCTTGATAAAAGAAAGTGTGGAGTTCTCATTGGCTCC
GOGATTGGGCGGTATOGAAGGTATTITAGCGAGTCCATTGAAGCTCTGAGGACTTCAT
ATAAGAAGATCAGTCCCTTTTGTGTACCTTTTTCTACCACGAATATGGGATCCGCT
ATTCTTGCAATGGACTTGGGATGGATGGGCCCTAACTATTCGATATCGACTGCCT
GTGCAACAAGTAACTTCTGTATACTGAATGCTGCGAACCACATAACCAAAGGCOG
AAGCAGACATGATGCTTTGTGGTGGCTCGGATTCGGTCATTITACCTATTGGTAT
GGOGAGGTTTCGTAGCATGCCGAGCTTTGTCACAGAGGAATAATGACCCTACCAA
AGCTTCGAGACCATGGGACAGTAATCGTGATGGATTTGTGATGGGAGAAGGTGC
TGGAGTTTTACTTCTCGAGGAGTTAGAGCATGCAAAGAAAAGAGGCGCAACCAT
TTATGCGGAATTTCTTGGTGGGAGTTTCACTTGCGATGCCTACCACATGACCGAG
CCTCACCCTOGAAGGAGCTGGAGTGATCCTCTGCATAGAGAAGGCCTTGGCTCAGT
CCGOGAGTCTCGAGGGAAGACGTAAATTACATAAATGCGCATGCAACTTCCACTC
CCGCTGOGAGATATCAAAGAATACCAAGCTCTCGCCCACTGTTTCGGCCAAAACA
GTGAGTTAAGAGTGAATTCCACCAAGTCGATGATCGGTCACCTTCTTGGAGGAGC
CGGTGGCGTAGAAGCAGTTACAGTCGTTCAGGCAATAAGGACTGGATGGATCCA
TCCAAATATTAATTTGGACGACCCGOGACGAAGGCGTGGATGCAAAACTGCTCGT
CGGCCCTAAGAAGGAGAAACTGAAGGTCAAGGTCGGTTTGTCCAATTCATTCGG
GTTCGGCGGCCATAACTCATCCATACTCTITGCCCCATGCAATTAG

SEQ ID NO: 34

CDS de KASIVa de C. ignea

ATGCGCGGCGGCCGCTTCCATGTTTACGTCCCCACTCTGTACGTGGCTCGTAGCCT
CTTGCATGTCGACTTCCTTCGACAACGACCCACGTTCGCCGTCCGTCAAGCETCT
CCCCCGCCGOGAGOGAGGATTCTCTCCCAATGCTCCCTCCGCGOGATCCACCTCCCAA
I[GCCTCGTCACCTCATACATCGACCCTTGCAATAAGTACTGCTCCTCCGCCTCCCT
TAGCTTCCTCGGGGATAACGGATTCGCATCCCTTTTCGGATCTAAGCCATTCCGG
TCCAATCGCGGCCACCGGAGGCTCGGCCGTGCTTCCCATTCCGGGGAGGCCATGG
CTGTGGCTCTGCAACCTGCACAGGAAGTCACCACGAAGAAGAAACCTGTGATCA
AGCAAAGGCGAGTAGTTGTTACAGGAATGGGCGTGGTGACTCCTCTAGGCCATG
AACCTGATGTTTACTACAACAATCTCCTAGATGGAGTAAGCGGCATAAGTGAGAT
ACGACGACCTTCGACTGCACTCAGTTTCCCACGAGAATCGCCGGAGAGATCAAGTCT
I'TTTCCACAGATOGGGTGGGTGGCCCCAAAGCTCTCCAAGAGGATGOACAAGTTC
ATGCTTTACTTGTTGACTGCTGGCAAGAAAGCATTAGCAGATGGTGGAATCACCG
ATGATGTGATGAAAGAGCTTGATAAAAGAAAGTGTGGGGTTCTCATTGGCTCTG
GAATOGGGCGGCATGAAGTTGTTCAACGATTCCATTGAAGCTCTGAGGATTTCATA
TAAAAAGATGAATCCCTTTTGTGTACCTTTTGCTACCACAAATATGGOGATCAGCT
ATGCTTGCAATGGACTTGGGATGGATGGGTCCTAACTACTCGATATCAACTGCCT
OTGCAACAAGTAATTTCTGTATACTGAATGCTTCAAACCACATAGTCAGAGGCGA
AGCTGACATGATGCTTTGTGGTGGCTCGGATOGCGGTTATTATACCTATTGGTTTG
GOAGGTTTTGTGGCGTGCCGAGCTTIGTCACAGAGGAATAATGACCCTACCAAA
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GCTTCGAGGCCATGGGATAGTAATCGTGATGGATTTGTAATGGGCGAAGGAGCT
GGAGTGTTACTTCTCGAGGAGTTAGAGCATGCAAAGAAAAGAGGTGCAACCATT
TATGCGGAATTTTTAGGGGGCAGTTTCACTTGCGATGCCTACCACATGACCGAGC
CTCACCCTGAAGGAGCTGGAGTGATCCTCTGCATAGAGAAGGCCTTGGCTCAGG
CCGOGAGTCTCTAAAGAAGATGTAAATTACATAAATGCGCATGCAACTTCTACTCC
TGCTGGAGATATCAAGGAATACCAAGCTCTCGCCCAATGTTTCGGCCAAAACAGT
GAGCTGAGAGTGAATTCCACTAAATCGATGATCGGTCATCTTCTTGGAGCAGCTG
GTGGTGTAGAAGCAGTTACTGTGGTTCAGGCGATAAGCGACTGGGTGGATCCATC
CAAATCTTAATTTGGAAGACCCGGACAAAGCCGTGGATGCAAAGTTGCTCGTGG
GACCTAAGAAGGAGAGACTOAATGTCAAGGTCGOGTTTGTCCAATTCATITGGGTT
CGGTGGGCATAATTCGTCCATACTCTTICGCCCCTTACAATTAG

SEQ ID NO: 35

CDS de KASla de C. avigera

ATGCAATCCCTCCATTCCCCTGCCCTCCGGGCCTCCCCTCTCOGACCCTCTCCGACT
CAAATCCTCCGCCAATGGCCCCTCTTCCACCGCCGATTTCCGTCCCCTCCGCCGOCG
CCACCCTCCCCAACATTICGOGCCGCCTCCCCCACCOGTCTCCGCCCCCAAGCGCGA
GACCOGACCCCAAGAAGCGTGTCGTCATCACCGGCATGGGCCTCGTCTCCGTCTTC
GGCTCCGATGTCGACGCTTATTACGAAAAGCTCCTCTCCGGCGAGAGCGGGATCA
GCTTAATCGACCGCTTCGACGCTTCCAAGTTCCCCACGAGGTTCGGCGGCCAGAT
CCGGGGATTCAACGCCACGGGATACATCGACGGCAAAAACGACAGGAGGCTCGA
COATTGCCTCCGCTACTGCATTGTCGCCGOGOGAAGAAGGCTCTCOAAAATTCCGAT
CTCGGCGGCGATAGTCTCTCAAAGATTGATAAGOGAGAGAGCTGGAGTGCTAGT]
GOAACTGGCATGGGTGGCCTAACCGTCTTCTCTGACGGGGTTCAGAATCTAATCG
AGAAAGGTCACCGGAAGATCTCCCCGTTTTTCATTCCATATGCCATTACAAACAT
GGGGTCTGCCCTGCTTGCCATCGATTTGGGTCTGATGGGCCCAAATTATTCGATTT
CAACTGCATGTGCTACTTCCAACTACTGCTTTTATGCTGCTGCTAATCATATCCGC
COAGGCOAGGCTOACCTCATCGATTGCTGGAGGAACTGAGGCTGCAATCATTCCA
ATTGGGTTAGGAGGATTCGTTGCTTGCAGGGCTTTATCTCAAAGGAATGATGACC
CTCAGACTGCCTCAAGGCCGTGGGATAAGGACCGTGATGGTTTTGTGATGGGTGA
AGGGGCTGGAGTATTGGTTATGGAGAGCTTAGAACATGCAATGAAACGAGGAGC
GCCGATTATTGCAGAATATTTGGGAGGTGCAGTCAACTGTGATGCTTATCATATG
ACTCGATCCAAGGGCTGATGGGCTTGGTOGTCTCCTCGTGCATIGAGAGCAGTCTCG
AAGATGCCGGGGTCTCACCTGAAGAGGTCAATTACATAAATGCTCATGCGACTTC
TACTCTTGCTGGGOGATCTTGCCGAGATAAATGCCATCAAGAAGGTTTTCAAGAAC
ACCAAGGATATCAAAATCAATGCAACTAAGTCGATGATTGGACACTGTCTTGGA
GCATCAGGGGGTCTTOGAAGCCATTGCGACAATTAAGGGAATAACCACTGGCTGG

I'TGCCAACAAGAAGCAGCAACATGAAGTCAATGTTGCTATCTCAAATTCATTCGG
ATTCGGAGGCCACAACTCAGTTIGTAGCTTTCTCAGCTITCAAGCCATGA

SEQ ID NO: 36
CDS de KASI de C. pulcherrima
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ATGCATTCCCTCCAGTCACCCTCCCTTCGGGCCTCCCCGCTCGACCCCTTCCGCCC
GCTTCCCCCACCGTCTCCGCTCCCAAGCGCGAGACCGACCCCAAGAAGCGOGTCG
TGATCACCGGAATGGGCCTTGTCTCCHETTTTCGGCTCCGACGTCGATGCGTACTA
COACAAGCTCCTGTCAGGCGAGAGCGGOGATCGGCCCAATCGACCGCTTCGACGC
CTCCAAGTTCCCCACCAGGTTCOGGCGGCCAGATTCGTGGCTTCAACTCCATGGGA
TCGCCGGOGAAGAAGTCTCTTCGAGGACGCCGATCTCGGTGCCGACCGCCTCTCCAA
GATCGACAAGGAGAGAGCCGOAGTGCTGGTTGGGACAGGAATGGGTGGTCTGAC
TGTCTTCTCTGACGGGGTTCAATCTCTTATCGAGAAGGGTCACCGGAAAATCACC
CCTTTCTTCATCCCCTATGCCATTACAAACATGGGGTCTGCCCTGCTCGCTATTGA
ACTCGGTCTGATGGGCCCAAACTATTCAATTTCCACTGCATGTGCCACTTCCAAC
TGCTGOAGGCACTGAGGCCGCAATCATTCCAATTGGGTTGGOGAGGCTTTGTGGCET
TGCAGGGCTCTGTCTCAAAGGAACGATGACCCTCAGACTGCCTCTAGGCCCTGGG
ATAAAGACCGTGATGGTTTTGTGATGGGTGAAGGTGCTGOGAGTGTTGGTGCTGGA
GAGCTTGGAACATGCAATGAAACGAGGAGCACCTATTATTGCAGAGTATTTGGG
AGGTGCAATCAACTGTGATGCTTATCACATGACTGACCCAAGGGCTGATGGTCTC
GOGTGTCTCCTCTTGCATTGAGAGTAGCCTTGAAGATGCTGGCGTCTCACCTGAAG
AGGTCAATTACATAAATGCTCATGCGACTTCTACTCTAGCTGGGGATCTCGCCOGA
GATAAATGCCATCAAGAAGGTTTTCAAGAACACAAAGGATATCAAAATTAATGC
AACTAAGTCAATGATCGGACACTGTCTTGGAGCCTCTGGAGGTCTTGAAGCTATA
GCOACTATTAAGGGAATAAACACCGGCTGGCTTCATCCCAGCATTAATCAATTCA
ATCCTGAGCCATCCGTGGAGTTCGACACTGTTGCCAACAAGAAGCAGCAACACG
AAGTTAATGTTGCGATCTCGAATTCATTTGGATTCGGAGGCCACAACTCAGTCGT
GGCTTTCTCGGCTTTCAAGCCATGA
SEQ ID NO: 37
CDS de KAS mitocondrial de C. aviga

ATGCGTGTTTCTTCCTTGGCOGAAAAATGCTCTGTCCATCTCAATACCGTTTTTTGCG
GCCCTTATCTTCATCTACAACTTTTGATCCTCGTAGGGTTGTTGTTACAGGCCTGG
GTATGGTGACTCCATTAGGATGCGGGGTGAACACCACATGOGAAACAACTCATAG
AGGGOAAATGTGGGATAAGAGCAATATCCCTTGAAGACCTAAAGATGGATGCTT
TTGATATTGATACTCAGGCCTATGTATTTGATCAGCTGACCTCGAAGGTCGCTGC
CACCGTGCCCACCGGAGTGAATCCCGGAGAATTTAATGAAGATTTATGGTTCAAT
CAGAAGGAGCACCGTGCTATTGCAAGGTTCATAGCTTATGCACTCTGTGCAGCTG
ATCGAAGCTCTTAAAGATGCAAATTGGOAACCTACTGAACCTOGAAGAGAGAGAAA
TGACGGGTGTCTCCATTGGTGOGAGGGACTGOAAGCATTAGCGATGTATTAGATGC
TGGTCGGATGATTTGTGAGAAGAAATTGCGTCGCCTAAGTCCATTCTTCATTCCA
CGCATATTGATAAATATGGCCTCTGGTCATGTGAGCATGAAATATGGTTTCCAGG
GACCCAACCATGCTGCTGTGACAGCTTGTGCAACAGGGGCTCATTCGATAGGTGA
TGCTGCAAGGATGATACAGTTTGGAGATGCAGATGTCATGGTCGCTGGAGGCAC
AGAATCTAGCATAGACGCCTTATCCATTGCAGGATTITGCAGGTCAAGGGCTCTT
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ACAACAAAGTATAATTCTTGCCCACAAGAAGCTTCACGACCCTTTOGATACCGATA
GAGATGGGTTTGTAATAGGTGAAGGGTCTGGCGTCTTGGTATTGGAGGAACTAG
ATCATGCAAGAAAACGTGGTGCAAAGATGTATGCCGAGTTCTGTGGATATGGAA
TGTCTGGTGATGCGCATCATATAACCCAACCTCATAGCGATGOAAGAGGTGCCA'
TTTAGCAATGACCCGTGCATTGAAGCAGTCAAATCTACATCCGGATCAGGTGGA'
TATGTAAATGCTCACGCTACGTCTACTTCTTTAGGTOGATGCAATTGAAGCTAAGG
COATTAAAACAGTTITCTCGGATCATGCOGATGTCAGGTTCGCTCGCCCTTTCCTCC
ACCAAGGGAGCTATTGGGCATCTCCTCGGAGCAGCGGGTOGCTGTGGAAGCCATT
TTCTCCATTCTGGCTATAAAAAACGGACTTGCGCCTTTOGACGCTAAATGTCGCAA
GACCAGACCCTGTGTTTACCGAGCGUETTTGTGCCTTTGACTGCTTCAAAAGAGAT
GCATGTAAGGGCGGCGTTGTCAAACTCTTTTGGCTTTGGAGGTACAAATACTACA
CTICTTTICACTTCACCTCCTCAAAACTAA

SEQ ID NO: 38

KAS IV de Cuphea palustris con optimizacion de codones para Prototheca con secuencia y etiquetas de clonacion.
Secuencia de nucledtidos del vector de expresion de KASIV de C. palustris (D3145y D3295, pSZ4312). Los brazos
de homologia 5 y 3 que permiten la integracion dirigida en el locus de bucle p estan anotados en minusculas; el
promotor PmHXT1-2 esta anotado en mayusculas en cursiva que guia la expresion del marcador de seleccion
ScMelibiasa anotado en minuscula en cursiva seguido del terminador PmPGK 3'UTR subrayado en mayusculas.
El promotor PmACP (anotado en negrita) guia la expresion de KASIV de Cpal con optimizacién de codones
(anotado en minusculas en negrita) y se termina con la 3'UTR CvNR anotada en minusculas en negrita subrayadas.
Los lugares de clonacion de restriccion y los fragmentos de DNA espaciador estan anotados subrayados, en
mayusculas y con letras sin formato.

aacggagelelgleacc: malygacccculglallo S20034ACCACLLC Lk tlgg :‘lllde.J.dLll‘,’dlL’dddl acaalattcag
talglegegeecgecgacggeggogagelgalglegegctggelatlgellaategecagetiegeceecglctlggegegagocegl
gaacaagecgaccgalglgcacgag ocaaa

ag dedlult_‘dmu agaagggactlgactegeccggeacggceigaattacacaggcetl
aataccagaattigeacgeacceglatiegeggtatttgirggacagleaatagegatgcgecaatggetigiggegitagaagatocga
cgaaggleateccaccaciglaccagecaglectggeggcelcccaggaeccecgatcaagagecagacalccaaactacecacag
catcaacgeccecgecclatactegaaccecactigeactclgeaatggtatggeaaccacggegcaglictiglgtgegtegegectat
cgegetegeeeaagaccgLaa GGTACCCCGCTCCCGTCTGGTCCTCACGTTCGTGTACGGCCT
GGATCCCGGAAAG G '('('(,‘fl'l'(;('f\('("l'('(."l'( "/”/'('('(‘("('(‘('("\'I"I'('('('( '(‘('('4('("/'/'/‘('

(.( ((A(.AI'II( (,A(A(:(.f'\Ax'\A(AAI( I(:(:’\ AT. MI( GC /\ ACC 117(( ((."II'I(. \( (.&
AACGAAAACGACGCTGTTTAGCACGTTTCCGATATCGTGGGGGCCGAAGCATGATIGGG
GGGAGGAAAGCGTGGCCCCAAGGTAGCCCATTCTGTGCCACACGCCGACGAGGACCA
ATCCCCGGCATCAGCCTTCATCGACGGCTGCGCCGCACATATAAAGCCGGACGCCTTC
CCGACACGTTCAAACAGTTTTATTTCCTCCACTTCCTGAATCAAACAAATCTTCAAGGAA
GATCCTGCTCTTGAGCAACTAG Tatgticgegttctacttecigacggectgeatcteectgaagggegigticgge
giclicececicclacaacggecigggecigacgeecccadgatgggetgggacaaciggaacacgiicgecigegacgicicegage
agetgeigeiggacacggecgacegeatctecgacctgggectgaaggacatgggelacaagtacateatcctgRacgactga

golcciceggeegegactcegaeggeticeiggicgeegacgageaguagiiceccaacggealgggecdegiegecgacedce

gedcaadcaactecticctgUeggealglaclectccgeggRegagliacacglLegecggelaccceggeleccIggrecgegay
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gageaggacgeccaglicticgegaacadacegegiggaciaccligaaglacgacaacigoelacaadcaagggecaglicggeadc
geeegagaictectaecaccgetacaaggoecaigicegacgeceigaacaagaegggecgececatctictacieectgigeaac
1gegggecaggaccigacelictdaciggggeiceggedicgegaacteciggegedigieeggegaegicacggeggagiicdege
gececgaciceegeigececigegaeggegacgagliacgacigeaagiacgecggeticeacigeicealcat gadeaicelgaa
CAGRRCCLCCCCCAIZRECCALANCECRRLCRICLLCLRCIgLAnCLacclggacaacci@gagpteggeglcggcaacet

gacggacgacgaggagaaggegedcticiceatgigggecaiggigaagicecceccigatcateggegegaacegigadacadec
{gaaggeciecicciactecatciacteccaggegicegiecaicgecatcaaccagguaeiccaaeggeaiceecgeedegegegle
(ggegclactacgiglecgacacggacgaglacggecagggegagalceagaigigglecggeccectggaeadcggegaced
gglcgiggegetgeigaacggeggetecgigicecgeeccaigadedcgaccctggaggagaicticticgaciceaaccigggct
cecaagaagelgaccicedecigggacalelacgacelgigggegaacegegicgacadactecaeggegicegeedlecigggee
geaacaagacecgecaceggedicctgtacaacgecaccegageagicctacaaggacggecigiceaagaacgacacecgect
gltegrecagaagateggelcectgtcccecdacgegatecigadacdcgaccglececgeccacggoeategeglictaccgectg
cgeecctectectgad LACAACTTATIACGTATTCTGACCGGCGCTGATGTGGCGCGGACGC
COTCGTACTCTTTCAGACTTTACTCTTGAGGAATTGAACCTTTCTCGCTTGCTGGC
ATGTAAACATTGGCGCAATTAATTGTGTGATGAAGAAAGGGTGGCACAAGATGG
ATCGCOGAATGTACGAGATCGACAACGATGGTOGATTGTTATGAGGGGCCAAACCT

ACCTGGTAGTGTGTGCGCACCGGGTCGCTTTGATTAAAACTGATCGCATTGCCAT
CCCGTCAACTCACAAGCCTACTCTAGCTCCCATTGCGCACTCGGGCGCCCGGCTC
GATCAATGTTCTGAGCGOGAGGGCGAAGCGTCAGGAAATCGTCTCGGCAGCTGGA
AGCGCATGGAATGCGGAGCGGAGATCGAATCAGGATCCCGCGTCTCGAACAGAG
CGCGCAGAGGAACGCTGAAGHTCTCGCCTCTGTCGCACCTCAGCGCGGCATACA
CCACAATAACCACCTGACGAATGCGCTTGGTTCTTCGTCCATTAGCGAAGCGTCC
GGTTCACACACGTGCCACGTTGGCGAGGTGGCAGGTGACAATGATCGGTGGAGC
TGATGGTCGAAACGTTCACAGCCTAGGGATATCGCCTGCTCAAGCGGGCGCTC
AACATGCAGAGCGTCAGCGAGACGGGCTGTGGCGATCGCGAGACGGACGA
GGCCGCCTCTGCCCTGTTTGAACTGAGCGTCAGCGCTGGCTAAGGGGAGGG
AGACTCATCCCCAGGCTCGCGCCAGGGCTCTGATCCCGTCTCGGGCGGTGA
TCGGCGCGCATGACTACGACCCAACGACGTACGAGACTGATGTCGGTCCCG
ACGAGGAGCGCCGCGAGGCACTCCCGGGCCACCGACCATGTTTACACCGAC
CGAAAGCACTCGCTCGTATCCATTCCGTGCGCCCGCACATGCATCATCTTTT
GGTACCGACTTCGGTCTTGTTTTACCCCTACGACCTGCCTTCCAAGGTGTGA
GCAACTCGCCCGGACATGACCGAGGGTGATCATCCGGATCCCCAGGCCCCA
GCAGCCCCTGCCAGAATGGCTCGCGCTTTCCAGCCTGCAGG CCCGTCTCCC
AGGTCGACGCAACCTACATGACCACCCCAATCTGTCCCAGACCCCAAACACC
CTCCTTCCCTGCTTCTCTGTGATCGCTGATCAGCAACACA Tatggetteegegecattea
ccatgleggeglgececgegalgactlggeagggceceectggggceacglegelecggacggecaglegecaceegeclgaggege
clecaccttecaglgeetggtgaccetectacategacecetgeaaccaglictectecteegeceteectgtectiectgggegaca
acggcttegeeteeetgtteggetecaageectteegetecaacegeggecacegeegectgggeegegecteecacteeggeg
aggcecatggecegtggcectggageeegeccaggaggtggccaccaagaagaageecctggtgaageagegeegegtegte
glgaccggeatlgggceglggtgacecccetgggecacgageecgacgigtactacaacaacctgetggacggegtgtecggea
tetecgagategaggcecttegactgeacccagttececaccegeategecggegagatcaagtecttetecacegacgecteeg
tggeccecaagetgtecaagegeatggacaagticatgetgtacetgetgacegeeggeaagaaggecectggecgacgeegg
catcaccegacgacgtgalgaaggagelggacaagegeaagigeggegigetgateggeteeggeetgggeggeatgaaget
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glictecegactecategaggecctgegealetectacaagaagatlgaacecetietgeglgeecttegecaccaccaacalggeg
ctecgecatgetggecatggacctgggetggatggoccecaactactecatetecacegeetgegecacctecaacttetgeate
clgaactecgecaaccacategigegegaecgageecgacatlgalgelglgeggegeelecgacgeegtgateateeecategg
cetgggeggettegtogeetgeegegeectgteccagegeaacaacgaceecaccaaggeceteeegeeectgggacteecaace
gcgacggettegteatgoocgaggecgecggcgtgctgctgetggageagetegageacgecaagaagegreecgccace
alctacgecgagticctgggegegceteciteacctgegacgectaccacatgacegageeecaceecgagggegeeggegigat
cctgtegcategagaaggcecctggeccaggccggegtetecegegaggacgteaactacatcaacgececacgecaccetecace
ceegeeggegacateaaggagtaccaggecectggececactgetteggecagaactecgagetgegegtgaactecaccaagt
ccalgatcggecacctgaleggegeegecggeggeglggageccgigaceglgglgeaggecaleegeaceggelggateca
ceecaacctgaacetggaggacceegacaaggeegtggacgecaaggtgetggtggeccecaagaaggagegecetgaacg
tgaagglggecciglccaactectteggetteggegeecacaactectecatectgtiegeceectacaacaccatgtaceccta
cgacgtgcccgactacgeetgal ATCGAGgeageageageteggataglategacacaciciggacgeiggicgigica
lggaclgtigecgecacactigelgectigacetlgigaatatecetgecgetittalcaaacageetcagtgigtitgatctigigt
gtacgegcttttecgagtigctagetecttgtgctatttgegaataccacceeccageatecccttecctegtttcatategettgeat
cecaaccgeaacttatetacgetgicctgetateccteagegetgetectgetecigetcactgeccctegeacagectiggtiigs
gelecgecetgtatictectggtactgeaaccetigtaaaccageactgeaatgetgatgeacgggaaglagigggatgggaacac

aaatggaAAGCTTOAGCTCageggegacgetectgetaccglacgacgliggecacgeccatgaaagiiigtatacega

gctigttgagegaactgcaagegeggctcaageatacttgaactcetggattgatateggtecaataatggatggaaaatec gaaccte

glgcaagaaclgagedaaccicgllacalgealgcacaglegecaglecaalgaacallgaagleagegaactlgllicecticggleec
agtactactcaaagaatgagctgctgttaaaaatgcactetcgtictetcaagtgaglgecagatgagtecteacgectigeactiegctg

ceeglgleatgecelgegececdaaalllgaaaaaaggealgagatiallgggeaatlggacgacgleglegelecgggagieaggac
cggegganaalaggaggcaacacacleegetictla

EQ ID NO: 39
KAS IV de Cuphea palustris con optimizacion de codones para Prototheca
alggcticegeggealleaccalgleggeglececegcs ¢

1
< -

’l_

algaclggeagegccceelggaecacglegelecggacggecagle
12 LLC

cacceegecelgageeectecaccllecaglgectgglgacclectacategaceectgeaaccagtetectecteegecteecetglectt

& fee

celgggegacaacggcellegectecclglleggetecaagecclieegelecaacegeggecaccgeegeclgggeegegectece

oo S

acteceggegaggecatggecglggecclggageecgeccaggagglggecaccaagaagaageecclggleaageagegecge
i

&ve
Y4 l

gealctecgagategaggecticgactgeacccagliceccaceegeategecggegagatcaaglectictecacegacggctg

galggrgacegec ‘H‘“’"("‘l“"l“ ICCeeectggeccacgageccegacglgtactacaacaaccelgetggacgoc aratecg
o558 SaveiE oevoETE &

ac :‘iu’dL”ludlL’dd"i_ t\_'cl:_g‘ unwu'umvlt_ 1_14:_1:4lgulcugclurugcclgggcggcall_{uugclgllcwcg
actecategaggecectgegeatelectacaagaagatgaaccectielgeglgecctiegecaccaccaacatggectecgecatgct
ggecalggaccelgggcelggalgggeeccadclaclecalelecacegectgegecacelecaactlelgealectgaacltecgecaac

> <

cacalcglgegeggcgageccgacalgalgetglgegacgacelecgacgecglgatealceceateggectggagcgeactieglggc

(=t

actecaace gegacggce llt“’l“ill‘l‘l‘l[

YOO
O.:.: SO

clrgeegegecctgleccagegeaacaacgaccecaccaagaeciecegecect

gagegcgecegaceglgelgelgctggaggagelgeageacgecaagaagegeggegecaccatctacgecgagtiectggecgec

o

tecttcacctgegacgectaccacatgaccgageeccaccecgagggegecggcglgatectglgeategagaaggecectggecca

q'
."—

gccggeglglecegegaggacglgaaclacaleaacgeecacgecaceleeaceeeegecggegacalcaaggaglacceag

&

("

(o]

clggeccactgetiegeccagaactecgagelgegegleaactecaccaaglecatgateggecacctgaleggegeegeegaecy

uz

glg raggecglgaccglgglgcaggecalecgeaceggelggalecaceccaacelgaaccelggaggaceecgacaaggeecy

& o o £

lggacm‘uaugglgclgglﬂn ccccaagaaggagegectgaacgteaagglegeccigtecaactecticggcticggeggecac

aacteetecatectglicgeecectacaacaccatglaceectacgacglgeecgactacgectga
SEQ ID NO: 40

KASIV de C. camphora con optimizacion de codones para Prototheca. Secuencia de nucledtidos del vector de
expresion de KASIV de C. camphora (D3147, pSZ4338). Solo se muestra la secuencia de KASIV de C. camphora
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con optimizacion de codones; el promotor, la 3'UTR, el marcador de seleccién y los brazos dirigidos son iguales
que en la SEQ ID NO: 38.
alggecalgatggecggctectgelecaaccelgglealeggeaaccgegagelgggeegecaacggeccelecctgelgeactacaa

cggcclgL‘gCCCCCng&gLﬁlCﬂlccugucc:L'clccgccglguuguugcccm cgecclguegecteelecace LLLCLC‘ddL[

ceaaggecglecgegecatgglectgeccaceglgacegeeceeangegegagaag gaccecaagaagegcalegleatcaccy
geatgggcectgglatecglglicggcaacgacatcgacaccelictaciceaagelgetggagegegagiceggeatcggeccealeg

el

accgeticgacgecteetectietecgtgegeticgecggecagatecacaactictectecaaggectacategacgecaagaacga

-

cegeegectggacgactgetggegetactgectggtggecggecgecgegecctggageacgecaacctggeeccegaggtect

=

i
;)
0

ggagaagatgeaccgcteccgealeggegtectgateggeacceggeatggecgeacciglecgectictecaacggegtggaglece

&= o8 5

lgatccagaaggectacaagaagatcaccecclicticateccctactecatcaccaacatggectecgecctgetggecategacace
guculgzugggcuccuucluclcculclccaccgcclgcgccuccgcczluclaclgcllucucgccgccgccuucc;1czuccgccgc
ggcgageccgagaleategleaccggeggeaccgageecgecglglecgecaccegeeglegec

clgleceacegeaacgacgageeccagacegeciecegeceelgggacaaggacegegacggct

& d
= (=

elge uu_u A290CeCC

(=

a
r

g
gocglgetgetgatggagiecclgcaccacgecegeaagegcgecgccaacalcalegecgaglaceiggecgecgecgleacct

o« :’zu geecaccacatgaccgaccecegegecgacggectggeegtglectectgeatcaccaaglecelegageacgececet

gleececgageagetgaactacglgaacgeccacgecacceiecaceetggecggaegaccelggecgaggtgaacgcecalcaagaa

ygtgticaageacacctecgagatgaagatgaacggeaccaaglecatgategaecacteectggaegecgecggegecctegag

oSS+ o e

o

gccatcgecaccatcaaggecalcaacaccggelggetgcaccecaccatcaaccagticaacategageccgecgteaccatega
caceglgeccaacglgaagaagaageacgacatecacglggecalelecaactecticggeticggeggccacaactecglegtgel

gllcgeeeecticalgeecaccalglaceeclacgacglgecegactacgeelga

SEQ ID NO: 41
KASI de C. camphora (D3148; pSZ4339) con optimizacion de codones para Prototheca

algeagaleclgeagacceeccleclecteelectectecetgegeatglectecatggaglecclglecclgacceeccaaglecclgecce
clgaagaccecelgelgeeccelgegecceegeeccaagaacelgleccgecgeaagleccagaaceecegeeceatetectectectee
Leeeeegagegegagacegaceecaagaagegeglegleatcaceggeatggacclgglelecglaticggeaacgacglggacy

cclactacgacegectgelglecggegagiecggeatcgeccecalegaccegeticgacgectecaaglieeceaceegetegecg

o

geeagatecgeggcticacelecgacggctacategacggcaagaacgacegecgectggacgactgectgegetactgeategle

fceggeaagaaggecclggagaacgecggcclggaececcaccigalggacggcaagalcgacaaggagegegecggcgtect

<

golgggcaccggealggecggectgacegtetictecaacggeglgcagaceetgeacgagaaggectacegeaagatgaceece

Licticateeectacgecatcaccaacatggectecgeccigetggecategagetggacticatggeccecdactaciecatetccace

ool

gcctgegecacctecaactactgetictacgecgecgecaaccacatecgeegeggegagaecgacctgatgctgaccgaegeca

cegaggccgecatcatecccalegeectgeecg octicglegectaeceegeeetgleccagearaacgacgacceccagaceee

clecegeecelgggacaaggaccgegacggcticglealggeegageececcegegleciggleatggaglecelggageacec

Ll SC -] STIOSTE oC oo
calgaagegegacgecececateategeegaglacelgggeggcegecglgaacigegacgeclaccacalgacegacceeccgegec
gacggceclggaceglglecacelgealegagegelecelggaggacgecggeglggecceegaggagalgaaclacalcaacgece

rglgaacgecaleaa 2adg2LgUCe tcc;ulcucclccguualcuugulca dC

Sote o oFe

acgeedccelecaceelggeeggegacelggeega

gecaccaaglecatgateggecactgectggecgecgeeggeggeciggaggecalegecaccalcaaggecaleaacacegget

o0

oclgeacceeclecalcaaccagllcaaccecgageeetecglggaglicgacaceglggecaacaagaageageageaceaggle

aacglggecalelecaactectieggelicggegeccacaactecglgglegglgticlecgecticaageecacealglaceectacga

cglgeeegactacgeetga

10
SEQ ID NO: 42
KASI de U. californica
KASI de U. californica (D3150, pSZ4341) con optimizacion de codones para Prototheca
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dalggaglececlgleectgaceeceaagleeclgecceelgaagaccelgelgeccllecegeeeecegecccaagaaccelglecegecge

'l

dagleccagaaccecdageccdlelectectectecteceeegagegegagaccgaceccasdgaagegeglgglaaleaceggeal

=

ggpcclggletecglgticggecaacgacglggacgectaclacgaccgectgclelecggegaglecggeategeeeecategace

o€

{cllcsucg (.lu.dds_ll(LLC:JLL(.L(IICgC cggecagalecgeggcticacelecgacggelacalegacggeaagaacgac
alcgleglecggeaagaaggecelggagaacgeeggeetgggeceegacetgatgga

b= [= (=X

cge .'uugul(‘gm m(:t_ 15: g( é((éé(.élét.lééléé‘c aceggeatggacgecclgaccglgtictecaacgeeglgcagac
celgeacgagaaggeclacegeaagalgaceeccliclticaleecetacgecateaccaacatgggetecgeectgetggecalcga

crgeectt ‘ulgggc('(' aactactecatetecacegectgegecacclecaactactgetictacgecgecgecaaceacatecgee
gcgecgageccgacglgalgelggecgecgacaccgaggecgecatcatecceateggectggeacgecticglgeccelgecgcg

Sostel

ceelgleecage gcaucgacgzlcccccagaccs:cclcccuccu‘lgegac;mes;uccgcgncgsy:llcgl ralggecgageece

> oo el

cggeglectggteatggagiecctgeageacgecalgaagegegacgececcatcategecgagtacetggeeggegecgteaa

fos = >

"!
1

cltgegacgectaccacatgaccgacceeecgegecgacggectggacgtgtecacetgeategagegetecclg
L

<

o2

tggecceccgaggaggtgaactacalcaacgeccacgecacelecaccetggecggegacctggecgage

1geleticaccaacaccelecgagalcaagaleaacgecaccaaglecalgale ggccaclgcclgggcgccqccuvc«wcclu<3u
gecalegecaceateaaggecalcaacaccggelgectgeacceciecateaaccaglicaaceeegageecteeglggagtiegac
accglggecaacaagaageageageacgagglgaacglggecalelccaactectieggeticggeggecacaacteegleglegl
glictecgecticaageccaccalglaceectacgacglaeccgactacgectga

SEQ ID NO: 43

KASIV de U. californica (D3152, pSZ4343) con optimizacion de codones para Prototheca

atgacceagaccelgalelgeccctectecal@gagaceelgleceleaccaageagleecacticcgeeiegeeleeecaceeece

CCCACALCCZeCergeregrgeecace2eeaCeeeeeeeeeliealelec2eelecgeegeeeeeegreereagacegaceeci

agaagegeglgglgalcaceggealgggectggiglecgigiicggeaccaacgiggacglglactacgacegeetgelggeegge

& =

gaglecggeglggecaccalegaccegeticgacgectecalgticeccaceegeticgacgeaccagateegecgeticaccelecgag

oo

goctacalcgacggcaagaacgaccgecgectggacgactacetgegctactgectggletecggcaagaageccatcgaglecg

oo ooTs o0 o o0
cegectlcgacctgeacaacalcaccaacaagatcgacaaggagegegecgecatectggtgeactecggeatggecgaccetgaa
galeticteecgacgeceglegagiecclgatcgagaageectacey ﬂmdu‘llucccccll atceectacatgalecccaacatgg

[

o

cleegeccelgelgggeategacclggacticalgggececaactaciecalelee tccgcclgcgccacclccuacluclgcalcluc

geegeegecaaceacalecgeeaggeegacgecgacclgatgatgacegec

ecacegagecccecateateeccategeecte

(r
ﬂ

ggcgeclicglggecetgecgegecclglecacceegeaacgacgaccececagaccegecteccgeecclgggacalcgacegegacg
gclicglgatgggcgaggecgecggcealectgglgciggaglecciggageacgecatgaagegegacgecceealeetggecga
glacclggecegecgecglaaactgegacgeccaccacalgaccgacceccgegecgacggcciggecglelecacctgeategag

b= =

tectecctggaggacgceggeatgeccgecgaggagetgaactacatcaacgeccacgecaccelccacceecaceggegaccteg

-
~
(=
[
{1
=

ac
5]
_~

L=

gz
-
=
as

i

ralcaagaacgl ellee geaacaccelecgd l*’dlL aagalcaacgcecacce dd"lLLdl gatcggecaclgeclgg

oo

gegeeleecggeggeelggaggeealegeeaceelgaaggecaleaccaceggelggelgeacceecaccalcaaceaglicaacee

gageectecgleeacttcacaceglgercaagaagaagaagce wutwai_glg aacgtggccatetecaactectteggetteg

C
gegeccacaacteeglgelggleticlecgecticaageccacealglaceectacgacglgeccgactacgeetga

SEQ ID NO: 44

KASAI de C. wrightii (D3153, pSZ4379) con optimizacion de codones para Prototheca
10

15

20
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alggcettecgeggceatleaccalgleggeglgeccegegalgaclggeaggocecclggeecacglegelecggacggecaglege

oo =& & o8 =l SOoSS & & oo oo &
o

caceegeclgagglacgtlatlecaglecctgglggecagelgeatlegaceectgegaccaglacegeageagegecagectgagell

celgggegacaacggellcgecageclglicggeageaagecclicalgageaacegeggeeacegeegeelgegeegegeeage

E-]

CACAZCLLCLALECCUlgereeeleeceelerageeeeeecageag e Lracciagangaageecelealeaageageece
geglggtoglgaceggcatgggegtggtgaceeceelggeccacgageccgacglglictacaacaacctgerggacggegtgag
cgecalcagegagategagaceticgactgeacccagliceccaceegeatcgecggegagatcaagageticageaccgacggct

ggatggcceccaagetgageaagegeatggacaagiicalgetetaceteelgaccgeeeeadgaagecccigeeceacgecgg

= = o8 o o oo

catcaccgacgaggteatgaageagetggacaagegcaagtecggegtectoatcggeageggcatggocgacatgaagetetic

aacgacgecategageccctgegegigagelacaagaagatgaaccectictgeglgeccitegecaccaccaacatgggeagege
calgelggecatggacclggactlggalgguecccaaclacagealeageacegeclgegecaceageaactiergealectgaacgce
cgecaacedcateateegeggcgageecgacatgatgelgleegecgecagegacgecglaatealeceeatcggectggaegec
tlcgrggectgecgegeccigagecagegeaacagegacceeaccaaggecagecgeceeigggacageaaccegegacgegctic

glgatggecgaggocgecggeglgctgelgctiggaggagelgeageacgecaagaagegeggegecaccatctacgecgaglic

oo coroteT e eTIeoTesteT oSt o < (= <

clggacgecageticaccigegacgectaccacalgacegagecccaccecgaggecgecgeegteatectalgcaltegagaagyg

o cebolet o0

ceelggeccageecgeceglgageaaggageacglgaactacatcaacgeccacgecaccageaccagegecggegacatcaag

&

gaglaccaggecctggeccgetgeticggeccagaacagegagetgegegtoaacageaccaagageatgatcggccaccelgetgg

gegecgeeggegeeglegaggecglgaccglgglecaggecalecgeaccggelggaticaccecaacclgaacclggaggace

o~ SO0 oo S&¢

)

cegacaaggecglggacgecaagelgclgglgegececaagaaggagegecigaacgleaagglegeccigageaacagetllcg

& = &

gellcggeggecacaacageagealeclglicgeceecigeaacgiglea

(=] & & oS

SEQ ID NO: 45
KASIVb de C. avigera (D3287, pSZ4453) con optimizacién de codones para Prototheca

alggcettecgeggcatlcaccalgleggeglgeccegegalgaclggeaggaceccilggeecacglegelecggacgeecaglegce

o ooTe SoSS sedvee =

caccegeclgaggeoctecaccllecaglgetacaleggegacaacgacticggelecaageeeceeeegelecaacegeggecace

= =
L= ovol

C
2UdgelElecaccaageagaagee

o8

C
lgcgeelgggecgeaceleccdclecggegagglalggecglggecalgeaglecgeeey,

cgeeaccaageagegecgegleglogteaccggeatggecglegleacegecclgggccacgaccecgacgtetactacaacaa
celgetggacggcgtetecggcaletecgagategagaacticgactgeteccagetgeccaceegeategecggegagateaagle
clicteecgecgacggctgggtggcccccaagiictecegecgeatggacaagiicatgelglacatectgaccgeeggeangaagec
celgglegacggeggeatcaccgageacgigalgaaggagelggacaagegcaagigegecalgctgaleggciecgeeclege

cgegcalgaagategtictecgagiecalegaggecclgegeaccetectacaagaagaleleeecctictgeglgecctietecaceacces

oo

acatgggcteecgecalectggecalggacctggectggatggocccecaactactecalelecacegecetgegecacctecaactietg

I
3
‘
0
[y
Iy

catcetgaacgecgecaaccacaleaccaagggegageccgacatgateetgteegecggctecgactecgtgatectgeccateg

geatgggcgecticgtegectgecgegeccetgleccagegeaacaacgaccecaccaaggecteccgeccelgggactecaacceg
cgacggcticgtgatggecgageocgecggegtectgctoctogaggagctggageacgecaagaagegeggeaccaccateta

= ovSto = =

ﬂ’

cgccg agtie ngg regectecticacclgegacgeclaccacatgaccgageeccaceecgaggeegecgecglealectglgca

gocglelecegegaggacglgaaclacatcaacgeccacgecaceleeaccecegecggega

ce ¢
calcuugg mecwuccclggccc aclgelleggecagaactecgagelgegeglgaactecaceaagiecalgaleggecacct

gelgggeggegeeggegeeglggaggeeglgaceglgglycaggecalecgeaceggelggalecaccecaacaleaacelgga

o0

CQACCCeQacgageereleeaceccaagelieetaetegeccecangaageag:

= ooo o

clegecticggegeccacaaciectecalectglicgeccectgeaacaccatglaceectacgacglgeccgactacgectga

=

’f

SEQ ID NO: 46
KASIVb de C. paucipetala con optimizacion de codones para Prototheca
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alggeticegeggceallcaccalgleggeglgeceegegatgactgeeaggeeccelggggeacglegelecggacggecaglege

SO

caccegeclgaggeoctecaccllecaglgeciggocgacateggellegecteccelgalegeciecaageeceecegelecaaccy

caaccaccgeegeelggeecgeaccleccacleegye

0=

gagglealggecglggecalgeageecgeceacgaggecelecaccaa

o <

<

gaacaageecglgaccaageagegeegeglegleglgaceggealgggeglggecaceeceetgggecacgaceecgacgleta

ctacaacaacctgelggacgeegletecgc

ooho'e

geatereccagategagaacticgactgeacecagliecceaceege ll('('('cgg(‘gu
gatcaaglcetictecaccgagggctacgieatecccaagiicgecaagegeatggacaagticatgetglacetgelgaccgeeggc
aagaaggccclggaggacggcggcalcaccgageacglgatgaaggagetggacaagegeaaglgeggcgtectgaleggcetec

o8 = = = =

gocatgggceggcatgaagatcatcaacgactecategecgecctgaacgtetectacaagaagatgaceecctictgegteccetict

[}
J
(0

ceaccaccaacatggectecgecatgetggecategaccetggectggatgggccecaactactecatetecaccgectgegecaccet

oo

ceadclaclgealeelgaacgecgecaaccacaleglgegegecgagaccgacalgalgelglgeggeggcleegacgecglgale

oo oooMeo

ateeecglggecclggocgecticglegectgecgegecctgleccagegeaacaacgaceecaccaaggecteccgecceleeg
lggecoaggecgccgecglectecte

actecgacegegacggcticglgalgggegagee el e

Clgeageagclgeagracgcraagaageeeeecy

o

ceaccatclacgecgagtieetgggeggectecticacetgegacgeetaceacatgacegageeceaceecgacggegeeggeegly

zucclglgcalcgagzmg eccct ggccc agteegecy

o

£C2ageacglaactacalcaacgeecacgecacelecacecc

f

cgecggcegacalcaaggaglaccaggecectggeccactgetticggccagaactecgagetgegegtgaaciecaccaaglecatga

lcgaeeaceleetegoceceereeeceecatlog

= e oo

aggeceglgaccglgglecaggecatecgeaccggetggatecaceecaacat
caacclggagaaccecgacgageecglggacgecaagelgelggleggeccraagadggagaageleaaggleaagelgggcct

glecaactectieggcticggeggccacaactectecalectglicgeccectacaacaccalglacecclacgacglgeccgactacg
celga

SEQ ID NO: 47
KASIVb de C. ignea (D3289, pSZ4455) con optimizacion de codones para Prototheca

atggcttecgeggcealtlcaccalgleggeglacecegegalgaciggeaggoeccelggeeeacglegelecggacgeecaglegce

(= o oo o8

cacceegeclgagegoctecaceleccaglgectggleacclectacategaceectgeaacaaglactgeteeteegectecctglect

& =

leetggeegacaacggelicgectecelglicggelecaagecclicegelecaacegeggecacegeegeclgggecgegectece

oSS &

acteeggegaggecatggecglggecctgcageecgeccaggageleaccaccaagaagaageeegleatcaageage

==
& o& o P

20CL2C

1}

<

glgglegteaccggcatggeeglgglgaccecectggeecacgageccgacglglactacaacaacclgetegacggegtetecy

o oS0t = =
tgget
28g

kS

galcgagacciicgacigeacceaglieececacceegeategecggegagatcaagiecticiecaccgacgg

=«
< one oo < < =& oo

goacecccaagelglecaagegeatggacaaglicatgelglacetgelgaccgecggeaagaaggeccliggeecgacgeegecale

(=

accgacgacglgalgaaggagetgeacaagegeaaglgcgecglgelgatcgectecggeatgggcggcatgaageigticaacg

&

actecatcgaggecctgegealelectacaagaagatgaaccecticetgeglgeecticgecaccaccaacatgggctecgecatgct

ggccalggaulggg ctgeatgggecccaactactecatetecaccegectgegecacctecaactictgeatectgaacgectecaac

ctgecge gccclglcccugc geaacaacgaccecaccaaggecteccgeccetggoactecaaccgegacggceticgtgatggec

gaggecgeeggeglectgetgelggageagelggageacgecaagaagegeggegecaccalclacgeegaglicetgeeeegc

’I

<

2CC

~
o

' cclccga rocclaccacatgacegagecceacceegaggocgecggcglealectglgcategagaaggccele

e & =

i

10O

(==

c

a
cggegleleccgegaggacglgaaclacaleaacgecedacgecdccleeacceeecgecggegacaleaageaglace

& SSvete =

clggeeegcl {cllcggccuguuclccgugclgcgcglguuclccuccuaglcculgulcgg_g acclgclgggegeegeeggegg

=

&

cglggaggecglggecglgalecaggecaleegeaccggelggalecaccecaacalcaacclggaggaccecgacgageecgle

gaccecaagelgelgglegeccecaagaageagaagelgaaggleaagalggecclglecaactectieggeticggeggecacaa
cleetecateelglicgeceectgeaacaccalglaceeclacgacglgecegaclacgeeiga

SEQ ID NO: 48
KASIV de Cuphea procumbens (D3290, pSZ4456) con optimizacion de codones para Profotheca
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alggcettecgeggcealleaccatlgleggeglgceeegegalgaclggeagoucceciggeeeacglegeleegg

(= o0 o > o (= =

’J

&

caceegeclgagegectecaccllecaglgectggleacceleccacaacgaceeclgeaaccaglactgeleeteegeeleeetglee

C
tlcelgegegacaacggeticggelecaageeciicegelecaaccgegeecaccgecgecigegecgcgccicecaclecggegs

=S

goccatggecglggeecigeageecgeccaggagelegecaccaagaagaageeccgecalgaageagegecgeglegtegtea

& ove

cegeedtgegegtegtgaceeccetggeccacgageccgacglgtactacaacaacctgetgeacggee

stgtecggeatetecgag

>

]

atcgagaccttegactgcacceagticeccaccegeategecggegagateaaglectictecaccgacgeetegelegcceccaag

= = = e

clglecaagegeatlggacaagiicalgelglacelgelgaccgecggeaagaageecclggecgacggeggcatcacegacgacgl

o & o = SoToo

o

gdlgaaggagelggacaagegeaagigeggeglgctlgaleggelecggealgggeggealgaageiglicaacgaclecalegag

& oS SYO SrovresSvYeSteY o o8 So o> i

geectgegeglgtectacaagaagatgaaccecticlgegtacccetiegecaccaccaacatgggelecgecatgetggecalggace

o oo

lggeclggalggeccecaaclactecalctecaccgectgegecacciccaactcigealectgaacgecgecaaccacateglgceg

oos &

-

cQecgagocecgacateatectglecgece gclecgacgecglgateateccecategecct

SorsStes = < = ooTooToD o = o8

reecggcticglggccteccgcecce

oSoTES

0

lgleccagegeaacaacgaceecaccaaggecleccgececlggeactecaaccgegacggeticglgalggeegaggeecaceg

[~

gegleetgetgelggaggagelggageacgecaagaagegeggcgecaccatelacgecgaglicetgggcgectectt

ootooterieets b= b=

C
racgeclaccacalgaccgagecccaceecgagggacegecggaeglgaleclglgcalcgagaaggecclggeecaglecggegigt

stve fohad] SSovE s'e S &8 &8 & &
L‘CCL‘_Cging_ZlC‘ll oaaclt 'dL‘leL‘ilzl(‘QL‘L‘,CilCQCL‘iiL‘ClCL‘{lCCCCCL‘_CCQ_Q_L‘Qil(‘{llt‘lulgé 1gtaccaggceccelgacececactg

clicggecdagaaciccgagetgcegeglgaactecaccaaglecal2aleg2ecaceleelgeaeecceeegeeeoacaleeagace

glgaccglgatccaggecalecgeaccggetggatecaceecaaccigaacctggagoaccecgacaaggecgtggacgccaagt

leetgglgggecceadgaaggagegecigaacgleaagglegecciglecaactecticggeticggeggccacaacieetecatec

lgllegeeeeclgeaacaccalglaceeelacgacglgeeegaclacgectgs

< &

SEQ ID NO: 49
KASIVa de C. paucipetala (D3291, pSZ4457) con optimizacién de codones para Prototheca

atggctlecgeggeatlcaccalgleggeglgeccege

ooToeTo

galgaclgeeagy

= =

geeeelggggeacglegeleeggacggecaglege

SoSs =

caceegeclgagggectecacellecaglgectgglgaacteccacalegacceclgeaaccagaacglgleeteecgeeteeetglee

e

lieectgggcegacaacggctlicggelecaaceecticcgeleecaacegeggeceacegeegeclggaecgegecteccacteeggega

oo SVe P

goceatggeeglggerclgeageecgeccaggagelggecaccaagaagaageccgecalcaageagegecgeglggtegtea

=i = [ <
ceggealgegeglegloacceccclgggecacgageecgacgigtictacaacaacctgetggacggeglglecgecaletecgag

atcgagaccticgactgeacccagticeccacecgeategecggegagatcaaglectictecaccgacgectgggetgecceccaag

= o0

(7]

ctgtecaagegeatgeacaagiicatgetgtacclectgaccgecggeaagaageecclggecgacgecggealeacegaggacy

< & S

galgaaggagelggacaagegeaaglgeggeglgclgaleggeleeggealgggeggcalgaagelglicaacgactecalegay
L

aeectgegegtatee

=
ote

lggectggalggeccecaactacicealctecaccgecigegecacctecaacitelgeatecigaacgecgecaaccacatcalecg

& oo & oV

acaagaagalgaaccecticlgeglgeccticgecaccaccaacalggectecgecatgetggecatggace

cgecgageccgacatgatgelglgcggcgectecgacgecgtgateatecceateggectggacgecticgtegcctgecgegece

lgteccagegeaactecgaceecaccaaggectecegeecctggeacteeaacceeacgeceticgteatgeecgageececeeg

& &

cotgetectgctggaggagetggageacgecaagaagegcgecgccaccatctacgecgagiicctgegcgectecticacetgeg

acgeclaccacalgaccgagecccaceecgacggegecggeglgalectglgealegagaageecclggeceaglecggcglele

>SS (—

cegegaggacglge tii(.‘lii.(."dlCllﬂt‘gCCL'LngCCL{CL'lL‘Cii.CCCCL‘UCC 2LCLL acalc daggaglaccaggececelggeccaclgce

o o gg &

lleggecagaacteegagetgegegleaactecaccaaglecatgateggecaccigelgggegeegeegergecglggaggccy

SO0

Leaccglgalecageecateegeacceggcelggalecaceecaaccelgaaccelgeageaceecgs cu'iguccgl::‘u‘gccuugll

o
I
o
&
(o]
(]
e
2
c
c
=4
c
e
et

celgglgggeecceadgaaggagegecigaacglgaagglggacclglecaaciecticggetteggeggce

oSTEo I~ &

’ll(.g(.CC(LldC‘ddC'd.(.Ld.lle.C(.(.C[d.& L’d(."dlLC(.(. gactacgeclgd

& (=

SEQ ID NO: 50
KASIV de Cuphea painteri (D3292, pSZ4458) con optimizacion de codones para Prototheca
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alggceticegeggcatlcaccalgleggeglgeccegegalgacigeeageacceelggeecacglegeleecggacgecca

cacceegeclgagggactecaceeceecaglgectggacecclgeaaccageactlgetiectgggegacaacggcetiegectee

e e

cggctecaagecceeccgetecaacctgggecacetgegectgggecgeaccteccacteeggegagelgatggecgtggcceag

gagetglecaccaacaagaageacgecaccaageagegecgegigatggteaccggcatggecgtggtgaceeceelgggecac

fo-hal

gaccecgacglglactacaacaacctgelgeaggecglglecggealetecgagalegagaacticgactgeteceagetlgeccace

o o0 o0 [achee

cgcategecggegagatcaaglectictecaccgacggectiggtegeccccaagetgtccaagegeatggacaaglicatgetgtac

=

aleelgacegeeggeaagaaggecclggecgacggeggealcaccgageacglealgaa

=

geagelggacaagegeaagly

C
cglgelgateggelecggectlgggegeealgaaggleliclecgacieeglggaggeeclgegealelectacaagaagaleleecee

< o0 - oSS & STEoMe

ll('lg(‘glg(‘(‘('ll('l(‘('il(‘(‘(l(‘( aaca l‘”’“('l(‘(‘Q('("ll“('l““L catggaccerggectg

oo =

gatgggceccaactacte aterecac

cgectgegecacclecaactietgeatect gaacgccgccztm‘cucmc accd dg ggcgag g cegacatgatgelgtgeggeggct

& =

cegacgecegeceatectgeccateggeatgegegectie

clecegeecctggeactecaaccgegacggeticglgalgggereageeeeegec (3lqcl \fclgcl mfag

o8 S

e
=
il
=l
(e}
[
=
)
=
s
s
S
1=}
l”
,_.
e
—
o
e}
[e]
:
=
f:
e
C
[
&8
o
1
I
1
e}
V]
&
-
=
8
e
=]
9]
st
=0
&
[
e
02
S

aagaagegeggegecacceatclacgeegagticclgggcgactecticacclgegacgectaceacatgaccgageeccaceeega

= oHe

cgecgecgacgteatectgtgeategagaaggecctgecceaglecgecgteteccgcgaggageleaactacatcaacgecct

-

b= ote oM ocotoo

ccaccelecacecccgecggegacatcaaggaglaceaggeccelggeccactgeltcggecagaactecgagelgegegtgaacte

& o & <
caccaagtecatgateggecacctgetegeegecgecgecgacglegagoecgteaccglgglocaggeecaleecaceecte

gatccaccccaacateaacclggaggacceecgacaaggecglegacgecaagetgelgglegoceccaagaaggagaagelgaa

& fe

gelgaaggleggcclglecaactecticggeticggeggecacaactectecateetglicgeceeclgeaacacealglaceectacg

acglgeecgaclacgectys

SEQ ID NO: 51
KASIVa de C. avigera (D3293, pSZ4459) con optimizacion de codones para Prototheca

atggeticegeggeatlcaccatgleggeglecccegegatgaciggeagggeccelgggeeacglegelecggacggecaglegc

oo S8 oo o0

cacceegeclgageeoctecaccliccaglgcctggleaceleclacaacgaceectgegageaglacegeteeteegeceteectglee

SCUCLCCICCCLPLCZLelecaageeelicCgllecaacegeeeecaceeeeeeetgeoce 'gc'ﬂcc

oo oo b=

gcealggecglggecctlgeageccgeecaggagglggacaccaagaagaageecglgalcaageagegcec

o o o

cgleglegteaccgecalggaeglgglgaccecectggeccacgageccgacglgtactacaacaacclectgga 'Qecelelc :
gealclecgagategagaccelicgactgeacceagliceccaceegeategeeggegagatcaagieetictecaccgacgg

C
gocececcaagelglecaagegeatggacaagticatgetglacelgelgacegecggeaagaageececiggecgacgeegecale

ACCLACLACLILAlEAAZRALCILEACAALCLCAARIZCLECLLectategeeleeQecelgeecegcalgaagaty

<

—_

oclg
gee

atgtictecg

aglccatcgageccctgegeacclectacaagaagatetecccctictgeglgecctictecaccaccaacatggectcegecatectg
L

gccatggacclgggctggatggeccecaactaciccatetecaccgectgegecacetecaactictgeatectgaacgecgecaace

dacalcaccaaggecgagececgacalgalgclglagcegcgaciecgactecgleateclgeccaleggealggecggcticgleecct

cgegecclgleccagegeaacaacgaceecaceaa

1=
(e
&
<
=

cegecececlggeactecaacegegacgectiegtealg

ots

(r

¢
jgecgecggcgleclgelgelggageagelggageacgecaagaagegeggegecacealclacgecgaglicelgggaegac
cliecacelgegacgectaccacdlgacegageeecaceccy

SO g o) oo

cgecglateecgegag

ooSvStes p

c

< >

)

=

o8

gagggegeeggegladleclglgealegagaaggeeclggeccag

224cg el gaaclacalcaacgececacgecacclecaceeccgergeeac alcaag Qe igl accaggece cel

gaccecactgelteggecagaactecgagetgegegtgaaciccaccaagiecatgaleggecacctgetgggegecgeeggegec

gregagoccglgacegleglecaggccalecgeaceggetgeatecaceccaacateaac (‘Iggzlc

> o oot Tl

SEQ ID NO: 52
KASIVa de C. ignea (D3294, pSZ4460) con optimizacion de codones para Prototheca
10

41



10

ES 2764 273 T3

alggeticegeggeatlcaceatgleggeglgeecegegatgaclggeaggeeceelggggeacglegeteeggacggeeaglege

o8 > st

caccegeclgagggectlecaceleccaglgeclgglgacclectacalegaceeclgeaacaaglacigelecteegeetecceiglect

(=t O

leetggecgacaacggcticgectecetglicgectecaageccticegetecaaccgeggecacegecgectgggecgegectece

o & o o

actecggegaggecatggecglggecclgeageecgeccaggagglgaccaccaagaagaagececglgatcaageagegecge

glaglgglgaccggcalgggcglgglgucccccclggguawuoc cegacgtgtactacaacaacctgetggacggegtgtecy

o = oSoTSo

gealclecgagalegagaccticgactgeacceagliceccaceegeategeeggegagalcaaglecticlecacegacgeeigggt

gaeececcaagelglecaagegeatggacaagticalgelglacelgelgacegecggeaagaaggeeciggecgacgeegocale
accgacgacglgalgaaggagelggacaagegeaaglgcggeglgclgaleggelecggealgggeggcalgaagelgiicaacy
actecategaggecctgegealetectacaagaagatgaaceectetgegleecctiegecaceaceaac ulg(:t: cleegee llgcl
goccalggacclggectgalggoccccaaclaciecatelecaccegectgegecaccetecaactletgeal

rr
=
=
(‘*
n
;—
~
-
=
=
=

CC
cacategtgce ‘ggcgaggccgacaugalgclglgcggcggclccgacgccglgmcalccccalcggcclgu gce "Lll( otgec
ClgCCgCgCCC[glL‘CCllg(.':L“d'dCil'ngi{CL‘CC}iCCi{ZlggCClCCL‘gL‘CCClgggliClCC'dﬁCL'gCgaL'” 2C

C
clCdagaagraegucy iLLdlL[dL”LL raglectggeegece

& SroTosS oS SoSTEl

gagggegeeggegleeigetgct

224924¢ htl 2448C

)
Sstest

Leetteacelgegacgectaceacatgacegagececaccecgagggegecgecglgatectglgcategagaageecelggecea
ggccggeglgtecaaggaggacglgaactacatcaacgeecacgecacclecaceceeegeeggegacaltcaaggaglaceaggc
gcllcggecagaacteegagetgegegtgaactecaccaaglecalgaleggecaceleetgeecgecgec
geglggageecgteaccgtgglecaggecatecgeaccggetggatecaccecaacclgaacclegaggaceec

sSoNes

,.
c

-
[

-~

o

o

e

~

=

Gz

lggacgecaagelgelggleeeceecaagaageagegeclgaacgleaagglegoccelglecaactectiegge
dgacleclecatectgliegeeeecltacagcaccalglaceeclacgacglgeccgactacgectga

SEQ ID NO: 53

KASIa de C. avigera (D3342, pSZ4511) con optimizacién de codones para Prototheca

atgeaglecctgeacleceecgecctgegegecteeceectggaccecctgegectgaaglecieegecaacggecceteetecace
geegeelleegeeeeelgegeegegeeaceelgeccadacaleecgegeegecleceeeaceglglecgeeceedagegegagaccg
accccaagaagegeglgleateacceggeatgggectggtgtecglgticggetecgacglggacgectactacgagaagetgcetgl

oo oo el

cegecegaglecggeatetecclgategacegeticgacgectecaagticeccaceegetteggegeccagatecgegecticaacg

= & > > > > > >o o8 & ores

ceaccggetacategacggeaagaacgaccgecgectggacgactgectgegetactgeategtegecggeaagaageecciega

= o o = = o0 =0

gaacteegacclgggeggegacteeclglecaagalegacaaggagegegecggeglactgglggecaccggeatgggcgacct

&

Ltk

caccglglletecgacggeglgcagaacelgalegagaaggeccaccgeaagalclecccecticticaleeectacgecatecaccaac
algggeleegececlgelggecalegacelgggeclgalgggececdaclaclecalelecaccegeelgegecaccelecaactactgett
clacgecegecgecaaccacaleegeecgegecgaggecgacclgalgategecggeggeaccgagacecgecateateeecategg

cetgegegocticglgeectgecgegecctgleccagegeaacgacgacceccagaccgectecegeecelgeeacaaggaccey

C
cgacggcticglgatgegegaggeocgecgecgtectggteatggaglecctggageacgccatgaagegegecgcceccatcate

gecgaglacelgggeggegecglgaactgegacgeclaccacalgaccgacceecgegecgacgeeciggecglglectectgea
legagleeleeelggaggacgecggeglgleccecgaggagglgaaclacaleaacgeceacgecacelecaceelggecggega

celggecgagalecaacgecaleaagaaggleticaagaacaccaaggacaleaagaleaacgecaccaaglecalgaleggecact
geelgegcegectecgacgecclegageecategecaccalcaageocateaccaceggelggetgeaccectecatcaaccaglie
qaccecgagecclecglggaglicgacaceglggecdacaagaageagedgeacgagalgaacglggecalelecaactectiegg
cliegge

reccliclecgecticaageccaccalglaceeclacgacglgeecgactacgectga

< o

SEQ ID NO: 54
KASI de C. pulcherrima (D3343, pSZ4512) con optimizaciéon de codones para Prototheca
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atgeacleeclgeagleccectecctgegegecteceecelggaccecticegecccaaglectecaceglgegeceectgeacege

geelecateeccaacglgegegeegecleceecaceglglecgeccecaagegegagacegaceccaagaagegeglegleale:

ceggeatgggectggletecgialicgectecgacglggacgcclactacgacaagelectglecggegaglecggeateggeecea
tcgacegeticgacgectccaagiiccccaccegeticggeggecagatecgeggeticaactecalgggetacatcgacggcaaga
2ltfgél('(‘gtf(5gt‘('lggil('glltflg(‘.ClgL‘gClille_’L“ll(‘”l”"L‘ ceacaaga lgl( (.'Clg(:’ 1ggllL‘gL‘L'gilL‘Clggg(?g(‘(‘f_‘il(‘(‘

gcelgtecaagategacaaggagegegecgecgtectgglgegcaceggeatggecgecctgacegigtictecgacggegtect

aoccate

= = = b= =

glecctgategagaagggcecaccgeaagatcaceeccticticateeectacgecalcaccaacatgggetecgeectgcetg
C

gagelggececlgalgggecceadclaclecatelecacegectgegecacclecaactaclgeticeacgecgecgecaaccacale

&

cgeegeggegaggecgacelgalgalegeeggegecacegaggecgecaleatecceateggectgggegectieglggectgee
gegeeelglececagegeaacgacgaceeecagaccgecleecegeccelgggacaaggacegegacggeticglealgggegagy
gegecggegtactgglectggaglecelggageacgecatgaagegeggegeecccalcalegecgaglacelggecggegecal
caactgegacgectaccacatgacegaceeccgegecgacggectggeegtgtecteetgeategagiectecelggaggacgeeg

geglatececegaggagelgaactacatcaacgeccacgecacctecaceetggecgeegacetggccgagatcaacgecatcaa

gaagetgticaagaacaccaaggacatcaagatcaacgecaccaaglecatgateggecactgectggaegecteeggegeacceleg

pembepec)

oo

a2

!

aggcecdlegecaccealcaaggecalcaacaccggelgeelgecaceeclecaleaaccaglicaaccecgagececlecglggaglieg
L

acaccglggecaacaagaageageageacgagglgaacglggecatelecaactecticggeticggeggecacaacteegleg

oo oo oo

r

gecticlecgecticaageccacealglacecclacgacglgecegactacgeclga

SEQ ID NO: 55
KAS mitocondrial de C. avigera (D3344, pSZ4513) con optimizacion de codones para Prototheca

atggletiectgecclggegeaagalectale

= (-}

rcccceleccaglacegetiectgegeeccectglectectecaccacclicgacceeecy

)

0
cegeglggtgalgacegecctgggeatggleaceeccctggactgegocglgaacaccacclgeaageagetgatega

ggocaa

e

0}

lgcggealeegegecaleleeelggageacelgaagalggacgecticgacalegacacceaggeclacglglicgaceagelgace
lecaaggtggecgecaceglecccaceggegteaaceecggegaglicaacgaggacclglggticaaceagaaggagcaccace

ceategeeegetteategectacgeectglgegeegecgacgagaceectgaaggacgecaactgggagececaccgagecceagg

& & SHec = f=te & ooohe oo

agegegagatgaccggeglglecatcggegecgeacaccggctecalelecgacglgctggacgecggecgeatgalelgegagaa

< oo b= (=

gaagelgegecgectgteceectieticateccecegeatectgatcaacatggectecggecacgtglecatgazi }rlzlcgg(‘ll('czm

o
(= & b= & oo
geeccaaccacgecgeeglgacegectgegecaccggegeccactecaleggegacgecgeecgeatgatecaglteggegacg

cegacglgatgglegccgecgecaccgagiectecatcgacgecctgiecategecgectietgece gclcccgcgcccl g{lcczlcc

aaglacaaclectgeccecaggageccieccgececceticgacaccgacegegacggcticglgategeegaggectecgecgtact
galgclgeaggagetggaccacgeccgeaagegegecgecaagatglacgecgaglitetgegectacggealglecggegacge
ceaccacateacceageeccacteecgacggecgeggegecdlectggecatgacceegegecclgaageaglecaacelgeaccee
gaccagglggaclacglgaacgeccacgecaccelecaceleccigggegacgeealegaggecaaggecdleaagaceglgliete

cgaccacgecatgleeggetecctggecclglectecaccaagggegecateggeeacelgetggacgecgeeggegecglegag

o o o b= = o

ELC'A[LI[L[LC'AKL[LLLL dleadggaacggeclggecceeclgs KL‘LlL'ddL‘L’lLLL cegecececegacceecglglicacegagegce

& o8 ot s o &

tlcgtgececctgaccgectecaageagatgeacgleegegecgecclglecaactecttieggcticggeggeaccaacaccacceclg

oo

0y

Clgticacceteececceccecagaacaccatgtaceectacgacglgeccgactacgectga

o svs

SEQ ID NO: 56
KASIII de C. avigera (D3345, pSZ4514) con optimizacion de codones para Prototheca.
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cglggacteclecglgeccaceglgggecgegecgeccagliccageagalg

l l
lcq:ly: lLllkdltlLLd.l“ cgeglatetgetgetecgeeglec 1:;220__ cgacaageeegecteegec

é Ldlccccucccls:
(LlL‘L’(LdJleL“lf:‘:dkd(.uld AC2 lLL.llLlLU:

oMotes

LCCCLEACCANCCLEEecaceeugeeeeceeeragec ccl\\.walgguccuaelegucgccnug mceleguculeauclg

= oot

algtgeacclecacecece L’dggdulﬂllt geclee ccccccuﬂdlcLds_mlu‘uuggg clgecaagaagaacccececiglectac
cge (€

gacatcacegeegecetgetecggcetiegrgcetgeecctgglelecgecgectgecacale

oo

eocticaacaacglectg
gacgeegeeggegeegl
galgglgt(lgluIg(kgdagukgd‘ggdggd 28¢ Lllwull(QdulﬂultlugdtgﬂLQd(gguduw(auluu
geegleatcaccgagaacgagaccgaccacgecglggacaccaacggetecglelecgactteeccccecgecgetectectacte
ctgeatecagatgaacggcaaggagetetticcgcticgectgeegetecgteecccaglecategagetggaecctgggacaagoece

geclgaacgeclecaacalegaclggetlaclgelgeaccaggecaaccagegealealegacgecglegecaccegeclegagele

ceecaggagegeglgalelecaacclggecdaclacggeaacaceleegecgectecalecceclggecclggacgageecglecy
cggcggeaageleaageceggeeacclgategecaccgecggetiegeegecgaectgacclggeecteegecateglgegete
gggeacealglaceectacgacglgecegactlacgeciga

SEQ ID NO: 57
FATB2 de C. hookeriana ("Ch FATB2")

MVAAAASSAFTPVPAPGASPKPGKEGNWPSSLSPSFKPKSIPNGGFQVKANDSAHPK
ANGSAVSLKSGSENTQEDTSSSPPPRTFLHQLPDWSRLLTAITTVFVKSKRPDMHDRK
SKRPDMLVDSFGLESTVQDGLVEFRQSEFSIRSYEIGTDRTASIETELMNHLQETSLNHCK
STGILLDGFGRTLEMCKRDLIWVVIKMQIKVNRYPAWGDTVEINTRFSRLGKIGMGR
DWLISDCNTGEILVRATSAYAMMNQKTRRLSKLPYEVHQEIVPLFVDSPVIEDSDLK
VHKFKVKTGDSIQKGLTPGWNDLDVNQHVSNVKYIGWILESMPTEVLETQELCSLA
LEYRRECGRDSVLESVTAMDPSKVGVRSQYQHLLRLEDGTAIVNGATEWRPKNAGA
NGAISTGKTSNGNSVS

SEQ ID NO: 58
23S ARNr para UTEX 1439, UTEX 1441, UTEX 1435, UTEX 1437 Prototheca moriformis
10

TGTTGAAGAATGAGCCGGCGACTTAAAATAAATGGCAGGCTAAGAGAATTAATA
ACTCGAAACCTAAGCGAAAGCAAGTCTTAATAGGGCGCTAATTTAACAAAACAT
TAAATAAAATCTAAAGTCATTTATTTTAGACCCGAACCTGAGTGATCTAACCATG
GTCAGGATGAAACTTGGGTGACACCAAGTGGAAGTCCGAACCGACCGATGTTGA
AAAANTCGGCGGATGAACTGTGGTTAGTGGTGAAATACCAGTCGAACTCAGAGCT
AGCTGGTTCTCCCCOGAAATOGCGTTCAGGCGCAGCAATATATCTCGTCTATCTAGG
GGTAAAGCACTGTTTCGGTGCGGGCTATGAAAATGGTACCAAATCGTGGCAAAC
[CTGAATACTAGAAATGACGATATATTAGTGAGACTATGGGGGATAAGCTCCAT
AGTCGAGAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGCCCCAAAANTGATAATGAA

GTGGTAAAGGAGGTGAAAATGCAAANTACAACCAGGAGGTTGGCTTAGAAGCAGC
CATCCTTTAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTG

SEQ ID NO: 59
Secuencia de aminoacidos de la KASIV de C. hookeriana (D3668, pSZ4756). El péptido de transito de alga esta
15 subrayado.
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MASAATTMSACPAMTGRAPGARRSGRPVATRIRGSTFQCLDPCNQQRFLGDNGEAS
LIGSKPLRSNRGHLRLGRTSHSGEVMAVAMQPAQEVSTNKKPATKQRRVVVTGMG
VVIPLGHDPDVYYNNLLDGISGISEIENFDCSQEPTRIAGEIKSES TDGW VAPKIESERM
DKIMLYMLTAGKKALADGGITEDAMKELNKRKCGVLIGSGLGGMKVESDSIEALRT
SYKKISPFCVPESTTNMGSAILAMDLGWMGPNYSISTACATSNFCILNAANHITKGEA
DMMLCGGSDAAVLPVGLGGFVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRDGEFVMGEGAG
VILLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPEGAGVILCTEKALAQSGVSR
FDVNYINAHATSTPAGDIKEY QALAHCFGONSELRVNSTKSMIGHLLGGAGGVEAV
AVVQAIRTGWIHPNINLEDPDEGVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLSNSFGEFGGHNSSIL
FAPCN

SEQ ID NO: 60

Secuencia de nucleodtidos del vector de expresion de KASIV de C. hookeriana (D3668, pSZ4756). Los brazos de
homologia 5 y 3 que permiten la integracion dirigida en el locus SAD2-1 estan anotados en mindsculas. El promotor
endogeno SAD2-1 (presente en el brazo de homologia dirigido 5) guia la expresion de KASIV de Ch con
optimizacion de codones (anotada en mindsculas en negrita) y se termina con la 3'UTR PmHSP90 anotada en
minusculas en negrita subrayadas. El promotor PmHXT1 estd anotado en mayusculas en cursiva que guia
expresion del marcador de seleccién de ScMelibiasa anotado en minusculas en cursiva seguido del terminador de
3'UTR PmPGK en mayusculas subrayadas. Los lugares de clonacion de restriccion y los fragmentos de DNA

espaciador estan anotados subrayados, en mayusculas y con letras sin formato.

geeggeleaccacceegealgeleglactacagegeacgeaccgetleglgatecaceggglgaacglaglectegacggaaacalelg
glegggeclectgellgedcleccgecealgecgacaacclelgelgliaccacgacecacaatgeaacgegacacgaccglglg
ggactgalcgglicactgeacctgeatgeaattgleacaagegcettactecaattglattegitgietgggageagiigetcgacege
cegeglecegeaggeagegalgacgiglagcglggeclggglgticglegaaaggecageaaccclaaalcgeaggegatecggag
attggeatetgatccgagiiigeaccagatecgeceegatgeggeacgggaactgcatcgacteggegeggaaccecagettiegtaa

atgecagatigetetecgatacetggattigecatcagegaaacaagacticageagegageglatitgeegegcatactaccaggelt

gcatacattgeccattictgtetggaccegetttactggegeagageeteagiigatggeettggcagocalcgaaacgegegtgcatgg
tetecatetetgttiteggc g_ugt gglduddllggglQlugt‘gclcgcgl_’c igcectegecce
P

‘lgcacgaattcaatagteggal
A

C
oo
My
=

gcgegcaggatagact

._
.o
-
oo
pe e
(]

o
I
o
=
a
e

lcgeelateatgaccggeactggaatecccectlegega g
tgttcaaccaatcgacaGGTACCatggetteegegee allc ll"lcggc"l"ccug,t galgactggcagggeecect
gggocacglegeleeggacggecagiegecacecgeelgaggegeageaccitecagtgeeiggaceectgeaaccageage
gettectgggegacaacggeticgeglegetgticggetecaageeectgegeageaacegeggecacelgegectgggeege
acctegeacteeggegaggtgatggecegtegegatgeageeegeccaggaggtgageaccaacaagaageceegegaceaa
geagegeegegtggteglgaceggeatgggegleglgaceceecigggecacgaceecgacgtgtattataacaacclgelgg
acggcalclegggcatlelcegagategagaacticgacigeagecagliceccaceegeategeeggegagalcaagtegite
tecacegacggctggglegegeccaagticagegagegeatggacaagticatgetgtatatgetgacegeeggeaagaage
cgelggeegacggeggealcacegaggacgegatgaaggagetgaacaagegeaagigeggegtgelgateggeteggge

(=]

-
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clggocggcatgaaggleltctecgacagealegaggecctgegeacctegtataagaagatetecececttetgegtgeecette
ageaceaccaacatgggeteggegatectggegatggacctggocetgeatggececcaactattecatcageacegegtecg
ccacclegaactictgeatectgaacgeggecaaccacatcalcaagggegaggeggacalgatgetgigeggeggcetlecga
cgeegeggtectgeccgteggectggecggettegtggectgecgegegctgagecagegeaacaacgaceecaccaagece
tegegeccctgegactecaaccgegacgecttegteatggecgageecgcggecgtectectectggageagctggageacy
ccaagaagcegeggcegegaccatclatgecgagiteeligggeggcageticaceligegacgegtatcacatgacegageecca
ceeegaggecgecggcegteatectgtgeategagaaggegetggeccagtegggegtgtecegegaggacgigaactatate
aacgcegeacgeceaccageacceeegegggegacalcaaggaglatcaggecctggegeactgetieggecagaacteggag
ctgegegteaactecaccaagageatgateggeeacetgetggeegeegeeggeggegteggagacgategeegtggtecagg
cgatecgeaccggclggatecaccccaacatcaacciggaggaceecgacgagggegiggacgecaagelgelggieggee
ccaagaaggagaagetgaaggtegaaggteggcctgtegaactectteggcttegecgeccacaacagetegatectgttege
sccctgcaactgaC' TCGAGacagacgaccttggeagocgtegestaggsagoteotootoatogcgtetegatgccate
geacgealccaacgaccgtlatacgeategiccaatgaccegliegglgiceleteigecicegitttigigagatgicicaggetigat
scatecteggstgoccagecacgitgcgegtegtectgctigectetetigesectetgtggtactgeaaaatateategagece
catttttttgetcecatticetttccgetacatetigaaageaaacgacaaacgaageageaageaaagageacgaggacgoio

aacaagteteteacctgtatacatctatttececoe tocacctactetctetectoecccgecagagteagetecettacgte

acCCTAGGTGCGGTGAGAATCGAAAATGCATCGTTTCTAGGTTCGGAGACGGTCAATTC
CCTGCTCCGGCGAATCTGTCGGTCAAGCTGGCCAGTGGACAATGTTGCTATGGCAGC
CCGCGCACATGGGCCTCCCGACGCGGCCATCAGGAGCCCAAACAGCGTGTCAGGGT
ATGTGAAACTCAAGAGGTCCCTGCTGGGCACTCCGGCCCCACTCCGGLGGCGGGAC
GCCAGGCATTCGCGGTCGOGTCCCGCGCGACGAGCGAAATGATGATTCGGTTACGAGA
CCAGGACGTCGTCGAGGTCGAGAGGCAGCCTCGGACACGTCTCGCTAGGGCAACGC
CCCCGAGTCCCCGCGAGGGCCGTAAACATTGTTTCTGGGTGTCGGAGTGGGCATTTTG
GGCCCGATCCAATCGCCTCATGCCGCTCTCGTCTGGTCCTCACGTTCGCGTACGGCCT
GGATCCCGGAAAGGGCGGATGCACGTGGTGTTGCCCCGCCATTGGCGCCCACGTTTIC
AAAGTCCCCGGCCAGAAATGCACAGGACCGGCCCGGCTCGCACAGGCCATGCTGAAC
GCCCAGATTTCGACAGCAACACCATCTAGAATAATCGCAACCATCCGCGTTTTGAACGA
AACGAAACGGCGCTGTTTAGCATGTTTCCGACATCGTGGGGGUCGAAGCATGCTCCG
GGGGGAGGAAAGCGTGGCACAGCGGTAGCCCATICTGTGCCACACGCCGACGAGGA
CCAATCCCCGGCATCAGCCTTCATCGACGGCTGCGCCGCACATATAAAGCCGGACGC
teggegliciceeectectacaacggectgggecigacgecccagaigeeciggeacaactggaacacgticgectgegacgicte
cgageagetgetgeigpacdceggecgaccgeaictecgacctgggectgaaggacal gggctacaaglacaleatect ggacgad
cigeiggicciceggeegegacicegacggeticeiggicgecgacgagedgadagiiceccaacggeaigggeedegicgeega
ceacctgeacaacaactecticetgiteggeatlglacteciccgegggegaglacacgigegecgelaccceggelecctggrec
gegagpaggaggacgeccagitcticgegaacdacegegiggaciaecigaagivdegacaacigeiacaacaagggeeagiice
ggeacgeccgagalcicciaccdccgetacaaggecaiglicegacgecclgaacdagacgggecgecceaictctacteectgl
geaaciggggecaggaceigacclictactggggelceggealegegaaciectggegedigiceggegacgicacggeggagit
cacgegececgacteeegelgeceeigegacggegacgagiacgacigeaagiacgecggeticeactgelecaleatgaacale
clgaacaaggecgeeecealgggecagaacgegggegicggeggeiggaacgacelggacdacelggaggleggegiegge
aacclgacggacgacgaggagaaggegeacticiceaigigggecaiggigaagiceccccigaicaleggegegaacgigaa
cadcclgaaggecicelectactecalclacteccaggegicelcalegecateaaccaggactieccaacggoedlcceegecdcy
CRURICILRCLCIaCtaegIgICCRUCUCg BUCLAZIUCELCCALERCLURUICCARUBIZ RICCERCCCCCIZRUCUUCE S

cgaccagglegiggegelgelgaacggeggeleeglglecegececalgaacacgaceeiggaggagatelicticgaciceaac

¢
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clgggetecaagaagelgacciccaccigggacatelacgaectgigggegadecgeglegacaacticeacggegleegecalc
clgggecgeadcadguaecgecaceggodicctglacaacgecdecgageagicctacqaggacggecigiceaagaac gacd
ceegeciglicggecagaagaleggeleectglececcaacgegaiceclgaacadegaccegiceccgoeccdeggeategeglicta
cegeetgegecccleclcCIZATACAACTTATTACGTATTCTGACCGGCGCTGATGTGGCGCG
GACGCCGTCGTACTCTTTCAGACTTTACTCTTGAGGAATTGAACCTTTCTCGCTTG
CTGGCATGTAAACATTGGCGCAATTAATTGTGTGATGAAGAAAGGGTGGCACAA
GATGGATCGCGAATGTACGAGATCGACAACGATGGTGATTGTTATGAGGGGCCA
AACCTGGCTCAATCTTGTCGCATGTCCGGCGCAATOGTGATCCAGCGGCGTGACTC
TCGCAACCTGGTAGTGTGTGCGCACCGGGTCGCTTTGATITAAAACTGATCGCATT
GCCATCCCGTCAACTCACAAGCCTACTCTAGCTCCCATTGCGCACTCGGGCGCCC
GGCTCGATCAATGTTCTGAGCGGAGGGCGAAGCGTCAGGAAATCGTCTCGGCAG
CTGGAAGCGCATGOAATGCOGOGAGCGGAGATCGAATCAGATATCAAGCTCCATCG
AGCTCeagecacggeaacacegegegectigeggecgageacggegacaagaacclgageaagalelgeggectgategcc

agegacgaggeccggcacgagalege claci ceeac ale ol

=

gacgagliclicegectegaceecgaggaegecgtegecgect

l
acgecaacatgatgegeaageagatcaccatgeeegegeacclealggacgacatgggecacggegagececaaccegggecgca
acclettegecgactictecgegglegecgagaagalegacgtelacgacgecgageactactgecgealectggageacceleaacy
cgegelggaaggteeacgagegccagelcageggecaggecgecgeggaccaggagtacglectggacectgcccecagegctiec

ggaaactegecgagaagaccegecgecaagegeaagegegtegegegeagacecegtegectictectggateteccggecgegaga

lcalgglelagggagegacgaglglgeglacgegeclgecgegd 15lgggucgccclcclcgclcclclclgl [clgaacggaacaal

& S S

cgacceaceeegegelacgegecacgealegageaacgaagaaaaceeceegatlgataggligeggleectgecge gatatagate

e o oNME e b= SoMeve oo o

cggecgeacaleaaagggeceelecgeeagagaagaagelectileccageagaciect

oo

SEQ ID NO: 61

Secuencia de nucleotidos de la CDS de KASIV de C. hookeriana con optimizacion de codones para P. moriformis.

atggeticegeggeatleaccatgleggeglecceegegatgactggeaggoeccclggegeacglegeleeggacggecaglege

oo < ST

caceegeclgagggocageaccliceaglgectggaceeclgcaaccag

o C v
cggelecaageeeelgegeageaaccgeggecacelgegeelgggeegeacclegeaciecggegagglgalggecglegegal

o o o0 &

geageecgeccaggagglgageaccaacaagaageccgegaccaageagegecgegleglegleaccggeatggecglegtea

b= ove

ceeeectggeecacgaceecgacgiglattataacaacctgetggacggcatetegggcatetecgagategagaacticgactgea

& =] cee = = &
gccagllceccaceegeategecggegagateaaglegticteeaccgacggelgggtegegeccaagiicagegagegeatggac
aagttcatgetgtatatgelgacegeeggeaagaagecgctggecgacggeggeatcacegageacgegatgaageagetgaaca
agegeaaglgeggegtectgateggeteggeectggecggcatgaaggletictecgacageategaggecctgegeacctegtal
aagaagatctecccctictgeglgceccticageaccaccaacatgggeteggcgatectggegatgeacctggectggatgogcccc
aaclatlccalcageaccgeglgegecdcelegaacticlgealecigaacgeggecadccdacalealeaagguegagecg gacaly
atgelglecgecgectecgacgecgegelectgecegleggectggecgecticglggcclgecgegegcetgagecagegcaaca

acgacceecaccaaggecteaegecceetgggactecaacegegacggctiegleatggaegageocgegeecatactactgctegaa

goagelgeageacgecaagaagegeggegegaceatclatgecgagliectgggegegcageticaccetgegacgeglatcacalgs

< =l-hals & < & <

cegagececaceecgaggaegecggegleatectgtgeatcgagaaggegetggeccagleg

oo SHo&o ocor e

gocglatecegegagoacglea
actatalcaacgegeacgecaccageacceecgegeecgacalcaaggaglatcaggecclggegeactgcticggecagaacicg
gagetgegegteaactecaccaagageatgateggecacclgetgggeggegecgacgacgligoagacgglegecgleglecag

gegatcegeaccggelgealecaceeecaacaleaacclggaggaccecgacgageecglggacgecaagelectggleggeccee

aagaaggagaagelgaaggleaageleggectglegaactecticggelicggegeccacaacagetegatectgticgegecctee
aaclga

SEQ ID NO: 62
Secuencia de aminoacidos de KASIV de C. aequipetala. El péptido de transito de alga esta subrayado.
KASIV de C aeque
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MAAAASMVASPLCTWILVAACMSTSEFDNDPRSPSTKRIPRRRRIT.SQSST.RGSTFQCLY
TSYIDPCNQESSSASLSFLGDNGFASLFGSKPFRSIRGHRRIE.GRASHSGEAMAVALEPA
QEVATKKKPVVKQRRVVVIGMGVVITPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETFDCNQF
PTRIAGEIKSFSTDGWVAPKLSKRMDKFMLYLLTAGKKALADGGITDDVMKELDKR
KCGVLIGSGLGGMKLESDSIEALRISY KKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGWMGP
NYSISTACATSNFCILNSANHIVRGEADMMLCGGSDAVIIPIGLGGEFVACRALSQRNN
DPTKASRPWDSNRDGFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSTCDAYIHM
TEPHPEGAGVILCIEKALAQAGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGHNS
ELRVNSTKSMIGHLIGAAGGVEAVTIVVQAIRTGWIHPNLNLEDPDKAVDAKLLVGP
KKERLNVKVGLSNSFGFGGHNSSILFAPYN

SEQ ID NO: 63
Secuencia de aminoacidos de KASIV de C. glassostoma. El péptido de transito de alga esta subrayado.
5 S07_Cg_Locus_4548 Transcript_4/9_translation

MAAAASSQLCTWLVAACMSTSFDNNPRSPSIKRIPRRRRVISHCSLRGSTFQCLVTS
YIDPCNQYCSSASLSFLGDNGEFTPLIGSKPFRSNRGHPRLGRASHSGEAMAVALQPAQ
EVATKKKPAMKOQRRVVVTOMGVVITPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETEDCTQLP
IRIAGEIKSEFSTDGWVAPKLSKRMDKIMLY LLTAGKKALADGGITDDVMKELDKRK
CGVLIGSGMGGMKLENDSIEALRVSY KKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGWMGP
NYSISTACATSNFCILNAANHIVRGEADMMLCGGSDAVIPIGLGGFVACRALSQRNN
DPTKASRPWDSNRDGFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHM
TEPHPEGAGVILCIEKALAQAGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGQNS
ELRVNSTKSMIGHLLGAAGGVEAVTVIQAIRTGWIHPNLNLDDPDKAVDAKFLVGP
KKERLNVKVGLSNSFGFGGHNSSILFAPYN

SEQ ID NO: 64
10 Secuencia de aminoacidos de KASIV de C. hookeriana. El péptido de transito de alga esta subrayado.
S26_ChookKASIV_trinity_43853 - translation

MAASSCMVGSPFCTWILVSACMSTSEFDNDPRST.SHKRILRI.SRRRRTTL.SSHCST.RGSTP
QCLDPCNQICTLGDNGEFASLFGSKPPRSDLGHIRLGRTSHSGEVMAVAQEVSTNKK
PATKQRRVVVTGMGVVTPLGHDPDVYYNNLLDGVSGISEIETFDCTQFPTRIAGEIKS
FSTDGLVAPKLSKRMDKFMLYILTAGKKALADGGITEDVMKELDKRKCGVLIGSGI.
GGMKVIESDSVEALRISYKKISPFCVPESTTNMGSAILAMDLGWMGPNYSISTACATS
NEFCILNAANHITKGEADMMLCGGSDAAILPIGMGGEFVACRALSQRNNDPTKASRPW
DSNRDGFVMGLEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFICDAYHMTEPHPLEGAG
VILCIEKALAQAGYSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGQNSELRVNSTKS
MIGHLIGAAGGVEAVTVIQAIRTGWITHPNLNLENPDKAVDAKLLVGPKKERLDVKY
GLSNSFGFGGHNSSILFAPYN

15 SEQ ID NO: 65
Secuencia de aminoacidos de KASIV de C. glassostoma. El péptido de transito de alga esta subrayado.
S07_Cg_Locus_3059_Transcript_2/2_translation
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MAAASSMVASSESTSLVAACMSTSEFDNDPREFLSHKRIRLST.RRGSTHFQCLGDNGEAS
LIGSKPPRSNHGHRREGRTSHSGEAMAVAMQPAQEASTKNKHVTKQRRVVVTGMG
VVITPLGHDPDVYYNNLLDGVSGISEIENFDCSQEFPTRIAGEIKSESTEGY VIPKFAKRM
DKIFMLYLLTAGKKALEDGGITEDVMKELDKRKCGVLIGSGMGGMKIINDSIAALNV
SYKKMTPFCVPESTTNMGSAMLAIDLGWMGPNYSISTACATSNYCILNAANHITRGE
ANMMLCGGSDAVVIPVGLGGEVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRDGFVMGEGA
GVLLLEELEHAKKRGATIYALFLGGSFITCDAYHMTEPHPDGAGVILCIEKALAQSGV
SREDVNYINAHATSTPAGDIKEY QALAHCHFGQNSELRVNSTKSMIGHLLGAAGGVEA
VSVVOQAIRTGWIHIPNINLEDPDEAVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLSNSHGEFGGIHNSSI
LFAPCN

SEQ ID NO: 66
Secuencia de aminoacidos de la KASIV de C. carthagenesis. El péptido de transito de alga esta subrayado.
5 S05_CcrKASIV_17190_Seq_7/7_translation

MAAAAATASPEFCTWLVAACMSSASRHDPLPSPSSKPRIRRKILFQCAGRGSSAGSGS
SFHSLVTSYLGCLEPCHEYYTSSSSLGESSLEGSTPGRTSRRQRRLHRASHSGEAMAY
ALQPAQEVTTKKKPSIKQRRVVVITGMGVVITPLGHDPDVEYNNLLDGASGISEIETED
CAQIPTRIAGEIKSESTDGWVAPKLSKRMDKFMLYMLTAGKKALADGGISEDVMKE
LDKRKCGVLIGSAMGGMKVENDAIEALRISYKKMNPFCVPEFATTNMGSAMLAMDIL.
GWMGPNYSISTACATSNFCIENAANHITRGEADMMLCGGSDAVIPIGLGGHVACRA
LSQRNNDPTKASRPWDSNRDGIFVMGLEGAGVLLLEELEHAKKRGATIY AEFLGGSET
CDAYHMTEPHPKGAGVILCIERALAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAH
CHGONSELRVNSTKSMIGHLLOAAGGVEAVTVVQAIRTGWVHPNINLENPDEGYV DA
KLLVGPKKEKLKVKVGLSNSFGFGGHNSSILFAPYN

SEQ ID NO: 67

10 Secuencia de aminoacidos de la KASIV de C. carthagenesis. El péptido de transito de alga esta subrayado.
S05_CcrKASIV_17190_Seq_6/7_translation

MAAAASVVASPICTWILVAACMSASEDNEPRSLSPKRRRST.SRSSSASLRFL.GGNGEA
SLEGSDPLRPNRGHRRERHASHSGEAMAVALQPAQEVSTKKKPYTKQRRVVVTGM
GVVTPLGIHDPDVYYNNLLDGVSGISEIETIDCTQIFPTRIAGEIKSIFS TDGWVAPKLSK
RMDKIMLYMLTAGKKALADGGITEEVMKELDKRKCGVLIGSGMGGMKLENDSIEA
LRISYKKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGWMGPNYSISTACATSNFCILNAANHI
RGEADMMLCGGSDAVIPIGLGGEVACRALSQRNNDPTKASRPWDSNRDGFVMGEG
AGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPKGAGVILCIERALAQSG
VSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGONSELRVNSTKSMIGHLLGAAGGVE

AVTVVQAIRTGW VHPNINLENPDEGVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLSNSFGFGGHNS
SILFAPYN

15 SEQ ID NO: 68
Secuencia de aminoacidos de la KASIV de C. pulcherrima. El péptido de transito de alga esta subrayado.
pSZ2181 - CpulcKASIV
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MPAASSLLASPLCTWLLAACMSTSFHPSDPLPPSISSPRRRLSRRRILSQCAPLPSASSA
LRGSSFHTLVTSYLACFEPCHDYY TSASLEGSRPIRTTRRIHRRIENRASPSREAMAVAL
QPEQEVTTKKKPSIKQRRVVVTGMGVVITPLGHDPDVEYNNLLDGTSGISEIETFDCA
QIFPTRIAGEIKSESTDGWVAPKLSKRMDKEFMLYMLTAGKKALTDGGITEDVMKELD
KRKCGVLIGSAMGGMEKVENDAIEALRISY KKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGW
MGPNYSISTACATSNFCIMNAANHIIRGEADVMLCGGSDAVIPIGMGGEVACRALSQ
RNSDPTKASRPWDSNRDGHFVMGEGAGYLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDA
YHMTEPHPDGAGVILCIEKALAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEY QALIHCEG
QNRELKVNSTKSMIGHLLGAAGGVEAVSVVQAIRTGWIHPNINLENPDEGVDTKLLY
GPKKERLNVKVGLSNSFGEFGGHNSSILFAPY

SEQ ID NO: 69
Clado 1 C8 y C10 de consenso de KASIV

MAAASCMVASPECTWLVAACMSTSXDNDPRSLSHKRI.RI.SRRRRTISSHCST.RGSTT:
QCLDPCNOQHCTLGDNGEFASLEGSKPPRSNRGHIERLGRTSHSGEVMAVAXQXAQEVS
INKKPATKQRRVVVTGMGVVTPLGHDPDVYYNNLLDGVSGISEIENFDCSQIPTRIA
GEIKSEFSTDGWVAPKLSKRMDKIMLYILTAGKKALADGGITEDVMKELDKRKCGVLL
[IGSGLGGMKVESDSIEALRTSY KKISPFCVPESTTNMGSAILAMDLGWMGPNYSISTA
CATSNEFCILNAANHITKGEADMMLCGGSDAAILPIGMGGEFVACRALSQRNNDPTKAS
RPWDSNRDGFVMGEGAGVLLLEFLEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPE
GAGVILCIEKALAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGQNSELRVNS
TKSMIGHLLGGAGGVEAVTVVQAIRTGWIHPNINLEDPDEGVDAKLLVGPKKEKLK
VKVGLSNSFGFGGHNSSILFAPCN

SEQID NO: 70
Clado 2 solo C10 de consenso de KASIV

MAAAASMXXSPLCTWLVAACMSTSFDNDPRSPSIKRI.LPRRRRVI.SQCSILRGSTHQCT.
VISYIDPCNOQYCSSASESFLGDNGEFASLEGSKPFRSNRGHRRILGRASHSGEAMAVAL

QPAQEVATKKKPVIKQRRVVVTGMGVVTPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETEDCT
QFPTRIAGEIKSFSTDGWVAPKLSKRMDKFMLYLL TAGKKALADGGITDDVMKELD

KRKCGVLIGSGMGGMKLENDSIEALRXSYKKMNPEFCVPEATTINMGSAMLAMDLGW
MGPNYSISTACATSNFCILNAANITVRGEADMMLCGGSDAVIPIGLGGEFVACRALSQ
RNNDPTKASRPWDSNRDGIVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDA
YHMTEPHPEGAGVILCIEKALAQAGVYSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCHG
QNSELRVNSTKSMIGHLLGAAGOVEAVTVXQAIRTGWIHIPNLNLEDPDKAVDAKILL
VGPKKERLNVKVGLSNSFGFGGHNSSILFAPYNY

SEQ ID NO: 71
Clado 1 proteina madura de consenso de KASIV

KQRRVVVTGMGVVTPLGHDPDVYYNNLLDGVSGISEIENFDCSQFPTRIAGEIKSEST
DGWVAPKLSKRMDKEMLYILTAGKKALADGGITEDVMKELDKRKCGVLIGSGLGG
MKVESDSIEALRTSYKKISPFCVPESTTNMGSAILAMDLGWMGPNYSISTACATSNEC
ILNAANHITKGEADMMLCGGSDAAILPIGMGGEVACRALSQRNNDPTKASRPWDSN
RDGFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFICDAYHMTEPHPEGAGVIL

CIEKALAQSGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGQNSELRVNSTKSMIG

HLLGGAGGVEAVTVVQAIRTGWIHPNINLEDPDEGVDAKLLVGPKKEKLKVKVGLS
NSFGFGGHNSSILFAPCN
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SEQ ID NO: 72
Clado 2 proteina madura de consenso KASIV

KQRRVVVTGMGVVTPLGHEPDVYYNNLLDGVSGISEIETEFDCTQUFPTRIAGEIKSEST
DGWVAPKLSKRMDKFMLYLLTAGKKALADGGITDDVMKELDKRKCGVLIGSGMG
GMKLENDSIEALRXSYKKMNPFCVPFATTNMGSAMLAMDLGWMGPNYSISTACAT
SNECILNAANHIVRGEADMMLCGGSDAVIIPIGLGGEFVACRALSQRNNDPTKASRPW
DSNRDGFVMGEGAGVLLLEELEHAKKRGATIYAEFLGGSFTCDAYHMTEPHPEGAG
VILCIEKALAQAGVSREDVNYINAHATSTPAGDIKEYQALAHCFGOQNSELRVNSTKS
MIGHLLGAAGGVEAVTVXQAIRTGWIHPNLNLEDPDKAVDAKLLVGPKKERLNVK
VGLSNSFGFGGHNSSILFAPYNY
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido con al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 21 o la SEQ ID NO: 39, o
un polinucledtido que codifica una proteina de tipo KASI que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia de
aminodcidos con la SEQ ID NO: 2, o una proteina madura producida a partir de estos,

donde dicho polinucleétido, cuando se coexpresa con un gen de acil-ACP tioesterasa FATA o FATB exdgeno en
una célula hospedadora de microalga oleaginosa, es capaz de enriquecer el contenido de C14:0 del aceite celular
producido por la célula hospedadora, con respecto a un aceite producido por una célula del mismo tipo que no
expresa dicho polinucledtido.

2. Vector de transformaciéon que comprende el polinucleétido segun la reivindicacion 1, que comprende
opcionalmente secuencias promotoras y 3'UTR en conexion funcional con el polinucleétido y, opcionalmente, una
secuencia flanqueante para una recombinacion homologa.

3. Célula hospedadora oleaginosa plastidica que comprende el polinucleétido segun la reivindicacién 1 o el vector
segun la reivindicacién 2, donde la célula hospedadora tiene una via de biosintesis de acidos grasos de tipo Il.

4. Célula hospedadora oleaginosa plastidica que comprende:

a) un polinucleétido segun la reivindicacion 1; y
b) un polinucledtido que codifica una acil-ACP tioesterasa FATA o acil-ACP tioesterasa FATB,
donde la célula hospedadora tiene una via de biosintesis de acidos grasos de tipo Il.

5. Célula hospedadora segun la reivindicacion 4, donde la acil-ACP tioesterasa FATA o la acil-ACP tioesterasa
FATB es una acil-ACP tioesterasa FATB que tiene al menos un 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 57.

6. Célula hospedadora segun la reivindicacion 5, donde la célula hospedadora produce un aceite celular
caracterizado por un perfil de acidos grasos con (i) al menos un 30, 40, 50 o 55 % de C14:0, (ii) al menos un 7,
8,9, 10, 11,12, 13 0 14 % de C8:0, (iii) al menos un 10, 15, 20, 25, 30 o0 35 % en area para la suma de C8:0 y
C10:0, o (iv) una relacion C8/C10 en el rango de 2,2-2,5; 2,5-3,0 o0 3,0-3,4.

7. Célula hospedadora segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, donde uno o mas de los polinucleétidos
presenta una optimizaciéon de codones para la expresién en la célula hospedadora de manera que la secuencia
codificante del polinucleétido contenga el codén mas preferido o el segundo codén mas preferido para al menos el
60 % de los codones de la secuencia codificante de manera que la secuencia de codones optimizados se traduzca
de forma mas eficiente en la célula hospedadora con respecto a una secuencia no optimizada, opcionalmente
donde la secuencia codificante contiene el codon mas preferido para al menos el 80 % de los codones de la
secuencia codificante.

8. Célula hospedadora segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, donde la célula hospedadora es una
microalga.

9. Célula hospedadora segun la reivindicacién 8, donde la célula hospedadora es de Trebouxiophyceae, y
opcionalmente del género Chlorella o Prototheca, opcionalmente donde, ademas, la microalga es de la especie
Prototheca moriformis.

10. Método para hacer un aceite celular, donde el método comprende cultivar una célula hospedadora segun
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, para producir el aceite celular, donde el aceite comprende triglicéridos y
esteroles de microalga, donde opcionalmente el aceite celular comprende esteroles, caracterizado por un perfil
de esterol y el perfil de esterol tiene un exceso de ergosterol con respecto al B-sitosterol y/o la presencia de 22,23-
dihidrobrasicasterol, poriferasterol o clionasterol.
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