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(57) Resumo: POLINUCLEOTIDEO, PROTEINA, VETOR,
ORGAMSMO TRANSFORMADO, METODOS PARA PRODUZIR UM
LIPIDEO OU ACIDO GRAXO, PARA PRODUZIR UM ALIMENTO,
UMA DROGA OU UM MATERIAL INDUSTRIAL, PARA AVALIAR A
CAPACIDADE DE FORMACAO DE ACIDO GRAXO DE UM FUNGO
DE TESTE PRODUTOR DE LIPIDEO, E PARA SELECIONAR UM
FUNGO PRODUTOR DE LIPIDEQ, E, ALIMENTO, DROGA OU
INDUSTRIAL MATERIAL A presente invengdo proporciona acido-
graxo-sintetases quesdo responsaveis pela sintese de acido graxo
novo, polinucleotideos quecodificam tais acido-graxo-sintetases (e.g.,
um polinucleotideo compreendendo (a) um polinucleotideo consistindo
da seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢ées 1 a 12486 de SEQ ID NO:
1, ou (b) um polinucleotideo que hibridiza sob condigdes estringentes
em um polinucleotideo compreendendo uma seqUéncia de
nucleotideos complementar a sequéncia de nucleotideos de Posi¢bes
1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e que codifica uma proteina possuindo
uma atividade de acido-graxo-sintetase, vetores de expressdo e
transformantes compreendendo tais polinucleotideos, métodos para
produzir alimento e outros produtos usando tais transformantes,
produtos alimenticios produzidos por tais métodos, e métodos para
avaliar e selecionar fungos de teste produtores de lipideo.
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«“pOLINUCLEOTIDEO, = PROTEINA, VETOR, ORGANISMO
TRANSFORMADO, METODOS PARA PRODUZIR UM LIPIDEO OU
ACIDO GRAXO, PARA PRODUZIR UM ALIMENTO, UMA DROGA OU
UM MATERIAL INDUSTRIAL, PARA AVALIAR A CAPACIDADE DE
FORMACAO DE ACIDO GRAXO DE UM FUNGO DE TESTE
PRODUTOR DE LIPIDEO, E PARA SELECIONAR UM FUNGO
PRODUTOR DE LIPIDEO, E, ALIMENTO, DROGA OU INDUSTRIAL
MATERIAL”

CAMPO TECNICO

A presente invengdo refere-se a um gene que codifica acido-
graxo-sintetase, € a0s seus usos.

ARTE ANTERIOR

Genes de 4cido-graxo-sintetase que sdo responsaveis pela
sintese de 4cido graxo novo tém sido clonados em uma variedade de
organismos e totalmente estudados (e.g., Documento de Nao-Patente 1: E.
Schweizer et al., Microbiol. Mol. Biol. Rev., 68, 501-517 (2004)).

Em algumas bactérias e em fungos e animais, as denominadas
enzimas multifuncionais de "tipo I" tais como aquelas mostradas abaixo sdo
conhecidas em catalisarem uma série de reagdes em sintese de acido graxo.

Tipo Ia: (Fungos) AC-ER-DH-MPT/ACP-KR-KR-KS-PPT,
agPs (B + a: aprox. 3.950 aminoécidos). (Bactérias) AC-ER-DH-MPT-ACP-
KR-KS-PPT, ag, estrutura na qual as subunidades B e o de acido-graxo-
sintetase fingica (FAS) sdo conectadas cabega-em-cauda (a: aprox. 3.000
aminoacidos).

Tipo Ib: (Animais) KS-AT-DH-ER-KR-ACP-TE, a, (a: aprox.
2.500 aminoacidos). As abrevia¢Ges acima representam o seguinte:

AC: ac{et)il-transferase

AT: malonil/acetil-transferase

MPT: malonil/palmitoil-transferase
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CS: cetoacil-sintase

CR: cetoacil-redutase

DH: desidratase

ER: enoil-redutase

ACP: proteina carreadora de acila

TE: tioesterase

PPT: palmitoil/palmitoil-transferase.

Na levedura Saccharomyces cerevisiae (também abreviada
como "S. cerevisiae"), sintese de acido graxo novo € realizada por uma acido-
graxo-sintetase (um complexo de asfs composto de subunidades P codificadas
pelo gene FAS 1 e subunidades a codificadas pelo gene FAS2) de até 18
carbonos (4cido estedrico). Em adi¢do, ELO1, ELO2 e ELO3 sdo conhecidos
como genes de 4cido-graxo-elongase. E considerado que ELO1 é responsavel
pela extensdo do comprimento de cadeias C12 a C16 para de C16 a Cl13,
ELO2 é responsavel pela extensdo de comprimento de cadeias C16 a C18
para C22, e ELO3 é responsavel pela extensdo de comprimento de cadeias
C18 a C24 para C26.

Ao mesmo tempo, o fato de que, em fungo produtor de lipideo
Mortierella alpina (também abreviado abaixo como "M. alpina"), uma cepa
mutante possuindo uma atividade de alongamento de acido graxo diminuida
de 4cido palmitico para 4cido estedrico pode ser obtida por tratamento
mutagénico (Documento de Patente 1: Pedido de Patente Japonesa Publicado
de No. 2001-245687) sugere que, pelo menos, enzimas diferentes sio
responsaveis pela sintese de até 4cido palmitico e pela sintese de 4cido
palmitico a acido estedrico.

Contudo, os genes de acido-graxo-sintetase que sdo
responsaveis pela sintese de acido graxo novo em fungos produtores de
lipideo tal como M. alpina ainda ndo tém sido previamente clonados.

DESCRICAO DA INVENCAQO
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A luz do discutido acima, tem existido um desejo para
identificar as enzimas de sintese de &cido graxo que sdo responsaveis pela
sintese de 4cido graxo novo em fungos produtores de 4cido graxo tal como M.
alpina e os genes que codificam tais enzimas.

Os inventores tém conduzido investigagdes extensivas, como
um resultado- das quais tém tido sucesso na clonagem de um gene de acido-
graxo-sintetase responsavel pela sintese de &acido graxo novo no fungo
produtor de lipideo M. alpina e tém finalmente chegado a presente inveng&o.
Conseqiientemente, a invengdo proporciona os seguintes polinucleotideos,
proteinas, vetores de expressdo, transformantes, métodos para produgido de
alimentos e outros produtos usando tais transformantes, alimentos e produtos
alimenticios produzidos por tais métodos, e métodos para avaliar e selecionar
fungos de teste produtores de lipideo.

(1) Um polinucleotideo selecionado de qualquer um dos
seguintes (a) a (h):

(a) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢oes 1 a 12486 de SEQ ID
NO: 1;

(b) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqii€éncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte;

(c) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo a seqiiéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 3;

(d) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina que consiste de uma seqiiéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3 na qual um ou mais aminodcidos estdo deletados,
substituidos, inseridos e/ou adicionados, e que possui uma atividade de acido-
graxo-sintetase;

(e) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
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codificador de uma proteina possuindo 60% ou mais de identidade com a
seqiliéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
acido-graxo-sintetase;

(f) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condig¢des estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
de Posi¢oes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e que codifica uma proteina
possuindo uma atividade de acido-graxo-sintetase;

(g) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condig¢des estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte, e que codifica uma proteina possuindo
uma atividade de acido-graxo-sintetase; e

(h) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢bes estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
de um polinucleotideo codificador de uma proteina consistindo da seqiiéncia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 3, e que codifica uma proteina possuindo
uma atividade de acido-graxo-sintetase.

- (2) O polinucleotideo de (1) acima que ¢ selecionado de
qualquer um dos seguintes (i) a (m): |

() um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina que consiste de uma seqii€ncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3 na qual um a dez aminodcidos estdo deletados, substituidos,
inseridos e/ou adicionados, e que possui uma atividade de acido-graxo-
sintetase;

(j) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo 90% ou mais de identidade com a

seqiiéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
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acido-graxo-sintetase;

(k) um polinuéleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢des elevadamente estringentes em um polinucleotideo
consistindo de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqii€éncia de
nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e que codifica uma
proteina possuindo uma atividade de 4cido-graxo-sintetase;

(1) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢des elevadamente estringentes erh um polinucleotideo
consistindo de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte, e que codifica uma proteina
possuindo uma atividade de acido-graxo-sintetase; e

(m) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢des elevadamente estringentes em um polinucleotideo
consistindo de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de
nucleotideos de um polinucleotideo codificador de uma proteina consistindo
da seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que codifica uma proteina
possuindo uma atividade de 4cido-graxo-sintetase.

(3) O polinucleotideo de (1) acima, compreendendo um
polinucleotideo que consiste da seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a
12486 de SEQ ID NO: 1. |

(4) O polinucleotideo de (1) acima, compreendendo um -
polinucleotideo que consiste da seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1.

(5) O polinucleotideo de (1) acima, compreendendo um
polinucleotideo que consiste da seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2.

(6) O polinucleotideo de (1) acima, compreendendo um
polinucleotideo que codifica uma proteina consistindo da seqiiéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

(7) O polinucleotideo de qualquer um de (1) a (6) acima que é
DNA.
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(8) Uma proteina codificada pelo polinucleotideo de qualquer
um de (1) a (7) acima.

(Sa) Uma proteina que compreende a seqiiéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

(8b) Uma proteina que compreende uma seqiiéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 na qual um ou mais aminoacidos estdo
deletados, substituidos, inseridos e/ou adicionados, € que possui uma
atividade de 4cido-graxo-sintetase.

(8¢c) Uma proteina possuindo 60% ou mais de identidade com
a seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
acido-graxo-sintetase.

(9) Um vetor compreendendo o polinucleotideo de qualquer
um de (1) a (7) acima.

(9a) O vetor de (9) acima que compreende um cassete de
expressdo compreendendo os seguintes componentes (a) a (c):

(a) um promotor que transcreve em uma célula hospedeira;

(b) o polinucleotideo de qualquer um de (1) a (7) acima que
estd unido ao promotor; e

(c) um sinal que funciona dentro de uma célula hospedeira em
conexio com a termina¢do de transcri¢do e poliadenilagdo de uma molécula
de RNA.

(9b) O vetor de (9a) acima no qual a célula hospedeira é um
fungo produtor de lipideo (e.g., M. alpina) ou uma levedura (e.g., S.
cerevisiae).

(10) Um organismo transformado possuindo introduzido no

" mesmo o polinucleotideo de qualquer um de (1) a (7) acima.

(11) Um organismo transformado possuindo introduzido no
mesmo o vetor de (9) acima.

(12) O organismo transformado de (11) acima possuindo uma
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capacidade de formagdo de acido graxo aumentada devido a introdu¢do do
vetor de (9) acima.

(13) O organismo transformado de qualquer um de (10) a (12)
acima, no qual o organismo é um fungo produtor de acido graxo.

(14) O organismo transformado de (13) acima, no qual o fungo
produtor de 4cido graxo é Mortierella alpina.

(15) Um método para produzir um lipideo ou acido graxo
usando o organismo transformado de qualquer um de (10) a (14) acima.

(16) Um método para produzir um alimento, uma droga ou um
material industrial usando o organismo transformado de qualquer um de (10)
a (14) acima.

(16a) O método de produgdo de (16) acima, no qual o alimento
¢ um alimento contendo 6leo e gordura. |

(17) Um alimento, uma droga ou um material industrial
produzido pelo método de (16) acima.

(17a) O alimento ou material industrial de (17) acima, no qual
o alimento € um alimento contendo 6leo e gordura.

(18) Um método para avaliar a capacidade de formacdo de
acido graxo de um fungo de teste produtor de lipideo, que compreende o uso
de um iniciador ou uma sonda planejado(a) baseado(a) na seqiiéncia de
nucleotideos de um gene de 4cido-graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de
nucleotideos de Posigdes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1.

(18a) Um método para selecionar, pelo método de (18) acima,
um fungo produtor de lipideo possuindo uma capacidade de formagdo de
acido graxo alta.

(18b) Um méfodo para produzir um O6leo e uma gordura
usando o fungo produtor de lipideo selecionado pelo método de (18a) acima.

(19) Um método para avaliar a capacidade de formagdo de

acido graxo de um fungo de teste produtor de lipideo, compreendendo cultivar
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um fungo de teste produtor de lipideo e medir um nivel de expressdo de um
gene de acido-graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de nucleotideos de
Posigdes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1.

(19a) Um método para selecionar um fungo produtor de
lipideo possuindo uma capacidade alta para formar acidos graxos de 16
carbonos, compreendendo avaliar fungos de teste produtores de lipideo pelo
método de (19) acima, e selecionar um fungo produtor de lipideo possuindo
um nivel de expressdo alto do gene de acido-graxo-sintetase.

(19b) Um método para produzir um 6leo e uma gordura,
compreendendo o uso do fungo produtor de lipideo selecionado pelo método
de (19a) acima.

(20) Um método para selecionar um fungo produtor de lipideo,
compreendendo: cultivar um fungo de referéncia produtor de lipideo e um
fungo de teste produtor de lipideo, medir um nivel de expressdo de um gene
de acido-graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1
a 12486 de SEQ ID NO: 1 em cada fungo produtor de lipideo, e selecionar um
fungo de teste produtor de lipideo que expressa o gene mais elevadamente do
que o fungo de referéncia produtor de lipideo.

(21) Um método para selecionar um fungo produtor de lipideo,
compreendendo: cultivar um fungo de referéncia produtor de lipideo e um
fungo de teste produtor de lipideo, determinar quantitativamente a proteina de
(8) acima em cada fungo produtor de lipideo, e selecionar um fungo de teste
produtor de lipideo contendo uma quantidade maior de proteina do que o
fungo de referéncia produtor de lipideo. Isto €, um método para selecionar um
fungo produtor de lipideo, compreendendo as etapas de cultivar uma
pluralidade de fungos produtores de lipideo, determinar quantitativamente a
proteina de (8) acima em cada fungo produtor de lipideo, e selecionar dentre
estes um fungo de teste produtor de lipideo contendo uma quantidade grande

de proteina.



10

15

20

25

9

Os polinucleotideos da invencdo, quando utilizado para
transformar organismos tais como fungos produtores de lipideo (e.g., M. |
alpina) e leveduras, sdo uteis para aplicagdo na manufatura de alimentos,
cosméticos, drogas (e.g., preparagdes externas para pele), sabdes e
semelhante.

Acidos graxos podem ser eficientemente produzidos pelo
método para produzir lipideos ou acidos graxos da invengdo. Além disso, pelo
emprego dos nucleotideos da invengdo em transformagdo de leveduras e
outros organismos, lipideos ou acidos graxos possuindo um contetido alto de
acidos graxos de 16 carbonos (e.g., acido palmitico, acido palmitoleico)
podem ser produzidos. A presente invengdo portanto € benéfica para aumentar
a capacidade para produzir tais &cidos graxos.

Pelo uso de fungos produtores de lipideo que tém sido

avaliados e selecionados usando os métodos para avaliar e selecionar fungos

produtores de lipideo da inveng&o, 6leos e lipideos das composi¢des desejadas
(e.g., Oleos e lipideos possuindo uma proporgdo alta de 4cidos graxos de 16
carbonos) podem ser eficientemente manufaturados.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

FIG. 1 (1-1 a 1-5) mostra o alinhamento de seqliéncias de

aminoacidos para proteinas FAS1 conhecidas (de Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, e Aspergillus nidulans).

MELHOR MODO PARA REALIZAR A INVENCAO

Como mostrado em detalhe nos exemplos da invengdo
subseqiientemente descritos, os inventores tém sido bem sucedidos pela
primeira vez na clonagem de cDNA de comprimento total para uma acido-
graxo-sintetase da cepa 1S4 de M. alpina, que é um fungo produtor de lipideo.
Além disso, tém obtido a seqiiéncia de bases do DNA gendmico para a acido-
graxo-sintetase de cepa 1S-4 de M. alpina (SEQ ID NO: 2), e a seqiiéncia de

aminodacidos putativa para aquela acido-graxo-sintetase (SEQ ID NO: 3). Este
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DNA e esta enzima podem ser obtidos usando, por exemplo, as técnicas
mencionadas nos exemplos da invengdo subseqlientemente descritos, técnicas
de engenharia genética conhecidas, e técnicas de sintese conhecidas. Os
polinucleotideos de 4acido-graxo-sintetase proporcionados pela presente
inveng¢do, quando empregados para transformar organismos tais como fungos
produtores de lipideo ou leveduras, s@o uteis para a produgdo de Oleos e
lipideos com tais levedura ou fungos produtores de lipideo transformados
(e.g., M. alpina) e para a manufatura de alimentos, drogas (e.g., preparagGes
externas para pele), materiais industriais (tais como para cosméticos e sabdes)
e semelhante que utilizam tais 6leos e lipideos.

1. Polinucleotideos da invencao

Conseqiientemente, em um aspecto, a invengao proporciona os
seguintes polinucleotideos:

(a) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢cdes 1 a 12486 de SEQ ID
NO: 1;

(b) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqii€ncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte;

(¢) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo a seqiiéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 3;

(d) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina que consiste de uma seqiiéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO:3 na qual um ou mais aminoacidos estdo deletados,
substituidos, inseridos e/ou adicionados, e que possui uma atividade de acido-
graxo-sintetase;

(e) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo 60% ou mais de identidade com a

seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
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acido-graxo-sintetase;

(f) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condigdes estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqii€ncia de nucleotideos
de Posigdes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e que codifica uma proteina
consistindo de uma atividade de acido-graxo-sintetase;

(g) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢des estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte, e que codifica uma proteina possuindo
uma atividade de acido-graxo-sintetase; e

(h) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢des estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqii€éncia de nucleotideos
de um polinucleotideo codificador de uma proteina consistindo da seqiiéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que codifica uma proteina possuindo
uma atividade de acido-graxo-sintetase.

Como aqui usado, o termo "polinucleotideo" refere-se a DNA
ou RNA.

Como aqui usado, "parte do DNA consistindo da seqii€éncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 2" inclui, por exemplo, a por¢do da seqiiéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 2 correspondendo ao exon.

"Um polinucleotideo que hibridiza sob condigdes estringentes"
refere-se aqui a um polinucleotideo que € obtido, por exemplo, por
hibridizagdo de coldnia, hibridizacdo de placa ou hibridizacdo de Southern
usando como a sonda todo ou parte de um polinucleotideo consistindo da
seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos de
Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1 e a seqiiéncia de nucleotideos de SEQ

ID NO: 2, ou um polinucleotideo consistindo de uma seqiiéncia de
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nucleotideos codificadora da seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. O
método de hibridizagdo usado pode ser um método descrito, por exemplo, em
Sambrook & Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vol. 3 (Cold
Spring Harbor, Laboratory Press 2001) ou Ausubel: Current Protocols in
Molecular Biology (John Wiley & Sons, 1987-1997).

Como aqui usado, "condigdes estringentes" podem ser referir
as condi¢bes de estringéncia baixa, condigdes de estringéncia moderada e
condi¢des de estringéncia alta. "Condi¢6es de estringéncia baixa" sdo, por
exemplo, 5x SSC, 5x solugéo de Denhart, SDS 0,5% e formamida 50% a
32°C. "Condig¢Ges de estringéncia moderada" sdo, por exemplo, 5x SSC, 5x
solugdo de Denhart, SDS 0,5% e formamida 50% a 42°C. "Condig¢des de
estringéncia alta" sdo, por exemplo, 5x SSC, 5x solu¢do de Denhart, SDS
0,5% e formamida 50% a 50°C. Sob estas condigdes, € esperado que DNA de
homologia mais alta seja obtido eficientemente em temperatura mais alta.
Multiplos fatores estdo envolvidos em estringéncia de hibridizagéo, incluindo
temperatura, concentragdo de sonda, comprifnento de sonda, forga idnica,
tempo e concentragbes de sal, e uma pessoa experiente na arte pode
apropriadamente selecionar estes fatores para realizar uma estringéncia
similar.

Um exemplo de um kit comercial que pode ser usado para
hibridizagdo é AlkPhos Direct Labeling Reagents (Amersham Pharmacia
Biotech). De acordo com o protocolo que acompanha o kit, apds incubagéo
com uma sonda marcada durante a noite, a membrana é lavada com um
tamp&o de lavagem primério contendo SDS 0,1% (p/v) a 55°C, ap6s a qual o
DNA hibridizado pode ser detectado.

Outros polinucleotideos que podem ser hibridizados incluem
DNAs possuindo cerca de 60% ou mais, cerca de 70% ou mais, 71% ou mais,
72% ou mais, 73% ou mais, 74% ou mais, 75% ou mais, 76% ou mais, 77%

ou mais, 78% ou mais, 79% ou mais, 80% ou mais, 81% ou mais, 82% ou
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mais, 83% ou mais, 84% ou mais, 85% ou mais, 86% ou mais, 87% ou mais,
88% ou mais, 89% ou mais, 90% ou mais, 91% ou mais, 92% ou mais, 93%
ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96% ou mais, 97% ou mais, 98% ou
mais, 99% ou mais, 99,1% ou mais, 99,2% ou mais, 99,3% ou mais, 99,4% ou
mais, 99,5% ou mais, 99,6% ou mais, 99,7% ou mais, 99,8% ou mais ou
99,9% ou mais de identidade ao DNA de SEQ ID NO: 1 (ou a seqiiéncia de
nucleotideos de Posigbes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1), o DNA de SEQ ID
NO: 2, ou 0 DNA codificadora da seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3, conforme determinado com programa de computador de pesquisa de
homologia, tais como FASTA ou BLAST, usando os pardmetros pré-
estabelecidos.

Identidade entre seqiiéncias de aminoacidos ou seqiiéncias de
nucleotideos podem ser determinadas usando o algoritmo BLAST de Karlin e
Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 8722642268 (1990); Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90: 5873 (1993)). Programas chamados BLASTN e BLASTX
baseados no algoritmo BLAST tém sido desenvolvidos (Altschul SF, et al., J.
Mol. Biol. 215: 403 (1990)). Quando uma seqiiéncia de nucleotideos ¢é
analisada usando BLASTN, os parametros sdo ajustados para, por exemplo,
escore = 100 e comprimento de palavra = 12. Quando uma seqiiéncia de

aminoacidos € analisada usando BLASTX, os parametros sdo ajustados para,

por exemplo, escore = 50 e comprimento de palavra = 3. Quando os
programas BLAST e Gapped BLAST sdo usados, os pardmetros pré-
estabelecidos para os respectivos programas sdo empregados.

Os seguintes polinucleotideos da invengdo podem ser obtidos
por uma técnica de engenharia genética conhecida ou uma técnica de sintese
conhecida.

2. Proteinas da invencdo e polinucleotideos que codificam as

proteinas

Em outro aspecto, a invengdo proporciona proteinas
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codificadas por um ou mais dos polinucleotideos (a) a (h) acima.

Em ainda outro aspecto, a inveng@o proporciona:

(a) uma proteina que compreende a seqiiéncia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 3;

(b) uma proteina que compreende uma seqii€ncia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 3 na qual um ou mais aminoacidos estdo
deletados, substituidos, inseridos e/ou adicionados, € que possui uma
atividade de acido-graxo-sintetase; ou

(c) uma proteina possuindo 60% ou mais de identidade com a
seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
acido-graxo-sintetase.

Em ainda outro aspecto, a inven¢do proporciona um
polinucleotideo que compreende uma seqiiéncia de nucleotideos codificadora
da proteina acima.

A proteina (b) ou (c) acima € tipicamente uma variante da
proteina naturalmente ocorrente de SEQ ID NO: 3, e pode ser obtida
artificialmente pelo uso de uma técnica de mutagénese sitio-especifica em,
por exemplo, Sambrook & Russell, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Vol. 3 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001); Ausubel,
Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, 1987-1997);
Nuc. Acids. Res., 10, 6487 (1982); Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 6409
(1982); Gene, 34, 315 (1985); Nuc. Acids. Res., 13, 4431 (1985); ou Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82, 488 (1985).

No relatério descritivo, a "proteina que consiste de uma
seqiiéncia de aminoécidos de SEQ ID NO:3 na qual um ou mais aminoacidos
estdo deletados, substituidos, inseridos e/ou adicionados, € que possui uma
atividade de acido-graxo-sintetase” ¢ exemplificada por proteinas que
consistem de uma seqiiéncia de aminoacidos na qual de 1 a 500, de 1 a 100,
de1a90,de1a80,1a70,dela60,delas50,del ad0,dela39,dela
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38,de 1 a37,dela36,del a35 dela34,dela33,dela32,del a3l,
del1a30,dela29,del1a28,dela27,dela26,dela25dela24,dela
23,del1a22,dela2l,dela20,delal9,delal8 delal7,delalé,
delal5,delald,delal3,delal2,delall,delall,dela9,dela
8,dela7,dela6(del avirios),delaS,delad,dela3, lou2, oul
residuo de aminoacido na seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 tem
sido deletado, substituido, inserido e/ou adicionado, € que possuem uma
atividade de acido-graxo-sintetase. Um numero menor de residuos de
aminoacido deletados, substituidos, inseridos e/ou édicionados acima ¢€
geralmente mais preferido. Tais proteinas s@o exemplificadas por proteinas
possuindo uma seqiiéncia de aminoacidos com cerca de 60% ou mais, cerca
de 70% ou mais, 71% ou mais, 72% ou mais, 73% ou mais, 74% ou mais,
75% ou mais, 76% ou mais, 77% ou mais, 78% ou mais, 79% ou mais, 80%
ou mais, 81% ou mais, 82% ou mais, 83% ou mais, 84% ou mais, 85% ou
mais, 86% ou mais, 87% ou mais, 88% ou mais, 89% ou mais, 90% ou mais,
91% ou mais, 92% ou mais, 93% ou mais, 94% ou mais, 95% ou mais, 96%
ou mais, 97% ou mais, 98% ou mais, 99% ou mais, 99,1% ou mais, 99,2% ou
mais, 99,3% ou mais, 99,4% ou mais, 99,5% ou mais, 99,6% ou mais, 99,7%
ou mais, 99,8% ou mais ou 99,9% ou mais de identidade a seqiiéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e possuindo uma atividade de &cido-graxo-
sintetase. Uma identidade percentual mais alta é geralmente mais preferivel.
A atividade de 4cido-graxo-sintetase pode ser medida, por exemplo, pelo
método descrito em James K Stoops et al., J.B.C. 253, 4464-4475 (1978).

A delegdo, substitui¢do, inser¢do e/ou adi¢do de um ou mais
residuos de aminoacido na seqiiéncia de aminoacidos da proteina da invengdo
significa que um ou mais residuos de aminoécido € deletado, substituido,
inserido e/ou adicionado em qualquer uma ou mais posi¢des na mesma
seqiiéncia. Quaisquer dois ou mais tipos de mudancas dentre delecdes,

substitui¢des inser¢des e adigdes podem ocorrer concorrentemente.
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Exemplos de residuos de aminoicido mutuamente
substituiveis sdo dados abaixo. Residuos de aminoacido pertencendo ao
mesmo grupo sdo mutuamente substituiveis.

Grupo A: leucina, isoleucina, norleucina, valina, norvalina,
alanina, acido 2-amino-butanodico, metionina, o-metil-serina, t-butil-glicina, t-
butil-alanina, ciclo-hexil-alanina;

Grupo B: acido aspartico, acido glutdmico, acido isoaspartico,
acido isoglutdmico, acido 2-amino-adipico, acido 2-amino-subérico;

Grupo C: asparagina, glutamina;

Grupo D: lisina, arginina, ornitina, &cido 2,4-diamino-
butanoico, acido 2,3-diamino-propidnico;

Grupo E: prolina, 3-hidréxi-prolina, 4-hidroxi-prolina;

Grupo F: serina, treonina, homo-serina; e

Grupo G: fenil-alanina, tirosina.

A proteina da invengdo também pode ser produzida por um
processo de sintese quimica tal como o processo Fmoc process (processo de
fluorenil-metil-6xi-carbonila) ou o processo tBoc (processo de t-butil-6xi-
carbonila). Em adigdo, sintetizadores de peptideo disponiveis de, por
exemplo, Advanced ChemTech, PerkinElmer, Pharmacia, Protein Technology
Instrument, Synthecell-Vega, PerSeptive e Shimadzu Corporation podem ser
usados para sintese quimica.

3. Vector da invencdo e transformantes nos quais o vetor tem

sido introduzido

Em um outro aspecto, a inven¢do proporciona um vetor de
expressdo que compreende o polinucleotideo da invengdo. O vetor de
expressdo da invengdo compreende um dos seguintes polinucleotideos:

(a) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqiiéncia de nucleotideos de Posigdes 1 a 12486 de SEQ ID
NO: 1;
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(b) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqiiéncia de vnucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte;

(¢) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo a seqiiéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 3;

(d) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina que consiste de uma seqii€éncia de aminodacidos
de SEQ ID NO: 3 na qual um ou mais aminoacidos estio deletados,
substituidos, inseridos e/ou adicionados, e que possui uma atividade de 4cido-
graxo-sintetase;

(e) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo 60% ou mais de identidade com a
seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
acido-graxo-sintetase;

(f) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condig¢des estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
de Posicbes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e que codifica uma proteina
consistindo de uma atividade de 4cido-graxo-sintetase;

(g) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condigdes estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqii€ncia de nucleotideos
de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte, e que codifica uma proteina possuindo
uma atividade de acido-graxo-sintetase; ou

(h) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condigdes estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqii€éncia de nucleotideos
de um polinucleotideo codificador de uma proteina consistindo da seqliéncia

de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que codifica uma proteina possuindo
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uma atividade de 4cido-graxo-sintetase.

O vetor da invengdo geralmente compreende um cassete de
expressdo compreendendo os seguintes componentes: (i) um promotor que
transcreve em uma célula hospedeira; (ii) o polinucleotideo de qualquer um
de (a) a (h) acima que esta unido ao promotor; e (iii) um sinal que funciona
dentro de uma célula hospedeira em conexdo com a terminagéo de transcri¢do
e poliadenilagdo de uma molécula de RNA. O vetor construido nesta maneira
é introduzido em uma célula hospedeira. Células hospedeiras adequadas para
uso na invengdo sdo exemplificadas por leveduras e fungos produtores de
lipideo.

| Cepas fungicas mencionadas, por exemplo, em Mycotaxon,
Vol. XLIV, No. 2, pp. 257265 (1992) podem ser usadas como o fungo
produtor de lipideo. Exemplos ilustrativos incluem microorganismos
pertencentes ao género Mortierella, tais como os seguintes microorganismos
pertencentes ao subgénero Mortierella: Mortierella elongata 1FO8570,
Mortierella exigua TFO8571, Mortierella hygrophila IFO5941, e Mortierella
alpina TFO8568, ATCC16266, ATCC32221, ATCC42430, CBS219,35,
CBS224,37, CBS250,53, CBS343,66, CBS527,72, CBS528,72, CBS529,72,
CBS608,70 e CBS754,68; € os seguintes microorganismos pertencentes ao
subgénero Micromucor: Mortierella isabellina CBS194,28, IFO6336,
I[FO7824, IFO7873, IFO7874, IFO8286, IFO8308 e 1FO7884, Mortierella
nana 1FO8190, Mortierella ramanniana TFO5426, IFO8186, CBS112,08,
CBS212,72, 1FO7825, IFO8184, IFO8185 e IFO8287, e Mortierella vinacea
CBS236,82. Mortierella alpina é especialmente preferido.

Exemplos ilustrativos de leveduras incluem Saccharomyces
cerevisiae NBRC1951, NBRC1952, NBRC1953 ¢ NBRC1954. Estas células
hospedeiras que tém sido transformadas com o vetor da inven¢o sdo capazes
de muito eficientemente produzirem em particular 4cidos graxos possuindo 16

atomos de carbono.
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O vetor usado para introdugdo em fungos produtores de lipideo
¢ exemplificado por, mas ndo limitado a, pDura5 (Appl. Microbiol.
Biotechnol., 65, 419-425, (2004)).

O vetor utilizado para introdu¢do em uma levedura pode ser
um vetor de multicopias (vetor YEp), um vetor de copia unica (vetor YCp),
ou um vetor de integragdo cromossémica (vetor YIp). Um exemplo de um
vetor YEp conhecido é YEp24 (J. R. Broach et al.,, Experimental
Manipulation of Gene Expression (Academic Press, New York; 1983), 83),
um exemplo de um vetor YCp é YCp50 (M. D. Rose et al., Gene 60: 237
(1987)), e um exemplo de um vetor YIp é YIp5 (K. Struhl et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 76: 1035 (1979)). Todos estes estdo prontamente
disponiveis.

Qualquer combinagdo de promotores e terminadores pode ser
usada para regulagdo de expressdo de gene na célula hospedeira, desde que
funcionem na célula hospedeira. Por exemplo, quando um fungo produtor de
lipideo é empregado, pode ser feito uso do promotor de gene de histona H4,1
ou do promotor de gene de gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase.

Exemplos de marcadores seletivos que podem ser usados
durante transformacdo incluem marcadores auxotréficos (ura5, niaD),
marcadores de resisténcia a droga (higromicina, zeocina), genes de resisténcia
a geneticina (G418r), genes de resisténcia a cobre (CUP1) (Marin et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81, 337 (1984)), e genes de resisténcia a cerulenina
(fas2m, PDR4) (respectivamente Junji Inokoshi et al., Biochemistry, 64, 660
(1992); e Hussain et al., Gene, 101: 149 (1991)).

Um método comumente conhecido pode ser utilizado para
transformar a célula hospedeira. No caso de fungos produtores de lipideo,
exemplos de métodos adequados incluem eletroporagéo (Mackenzie D.A., et
aL, Appl. Environ. Microbiol. 66, 4655-4661 (2000)) e o método de liberagéo

de particulas (o método descrito em Pedido de Patente Japonesa Publicado de
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No. 2005-287403, intitulado "Method for Breeding Lipideo-Producing Fungi"
[método para geracdo de fungos produtores de lipideo]). No caso de
leveduras, exemplos ndo-limitantes, ilustrativos de métodos apropriados
incluem eletropora¢do, o método de esferoplasto (Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
75: 1929 (1978)), o método de acetato de litio (J. Bécteriology, 153: 163
(1983)), e os métodos descritos em Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75: 1929
(1978) e em Methods in Yeast Genetics, 2000 Edition: A Cold Spring Harbor
Laboratory Course Manual.

Mais especificamente, no caso de fungos produtores de
lipideo, o hospedeiro € inoculado em um meio Czapek-Dox e cultivado por 2
semanas a 28°C para formar esporos. Os esporos sdo entdo colhidos, € um
gene € introduzido nos mesmos pelo método de liberagdo de parﬁ'culas
(descrito em Pedido de Patente Japonesa Publicado de No. 2005-287403,
intitulado "Method for Bréeding Lipideo-Producing Fungi" [método para
geragdo de fungos produtores de lipideo]) ou semelhante. A seguir, os esporos
compreendendo o gene introduzido sdo posicionados sobre um meio de agar
padrdo contendo um antibidtico ou semelhante a ser usado como um
marcador seletivo ou, quando um marcador auxotréfico € para ser empregado,
sobre um meio de agar faltante do nutriente a ser usado como o marcador de
modo a obter um transformante. Alternativamente, no caso de leveduras, o
hospedeiro € cultivado em um meio nutriente padrdo (e.g., o meio YEPD
descrito em Genetic Engineering, Vol. 1 (Plenum Press, New York; 1979), p.
117) de modo que a densidade Optica do meio em 600 nm (OD600) esteja
entre 1 e 6. As células cultivadas s@o entdo colhidas por centrifugacéo,
lavadas, e pré-tratadas com ions de metal alcalino, em uma concentragdo de
cerca de 1 a 2 M. As células sdo deixadas em repouso a 30°C por cerca de 60
minutes, entdo sdo deixadas em repouso juntas com o DNA a ser introduzido
(cerca de 1 a 20 pg) a cerca de 30°C por cerca de 60 minutos. Poli(etileno-

glicol), preferivelmente um poli(etileno-glicol) possuindo um peso molecular
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de cerca de 4.000 daltons, é adicionado em uma concentragdo final de 20% a
50%. As células sdo deixadas em repouso a cerca de 30°C por cerca de 30
minutos, entdo sdo tratadas com calor a cerca de 42°C por cerca de 5 minutos.
Preferivelmente, a suspensdo celular resultante é lavada com um meio
nutriente padrdo, adicionado em uma quantidade predeterminada de meio
nutriente padrdo fresco, e deixada em repouso a cerca de 30°C por cerca de 60
minutos. A cultura resultante ¢ inoculada sobre um meio de agar padrdo
contendo um antibidtico ou semelhante a ser usado como um marcador
seletivo ou, quando um marcador auxotrofico é para ser empregado, sobre um
meio de agar faltante do nutriente a ser usado como o marcador de modo a
obter um transformante. Outras técnicas de clonagem comuns podem ser
encontradas, por exemplo, em Sambrook & Russell, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual; Vol. 3 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001) e
Methods in Yeast Genetics: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Laboratory Press; Cold Spring Harbor, NY).

4. Método para produzir um lipideo ou acido graxo da

invencao

Em ainda um outro aspecto, a invengdo proporciona um
método para produzir um lipideo ou um acido graxo usando a levedura ou o
fungo produtor de lipideo transformado.

Como aqui usado, "lipideo" refere-se aos lipideos simples
contendo, por exemplo, um composto feito de um 4cido graxo e um alcool
com uma ligagdo éster entre ambos (e.g. um glicerideo) ou um seu analogo
(e.g., um éster de colesterol), lipideos complexos adicionalmente possuindo,
por exemplo, um 4cido fosférico, um aminoacido ou agucar ligado em um
lipideo simples, e lipideos derivados que sdo hidrolisados de lipideo e ndo se
dissolvem em agua.

"Oleos e gorduras" referem-se aqui aos ésteres de glicerdis e

acidos graxos (glicerideos).
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"Acidos graxos" referem-se aqui aos acidos monocarboxilicos
alifaticos (acidos carboxilicos possuindo um unico grupo carboxila, no qual
os atomos de carbono sdo ligados juntos na forma de uma cadeia) de férmula
geral RCOOH (R sendo um grupo alquila). Acidos graxos incluem acidos
graxos saturados ndo possuindo liga¢des duplas na cadeia de hidrocarboneto,
e acidos graxos insaturados que contém uma ligag¢do dupla.

O lipideo ou 4acido graxo da invengdo pode ser extraido na
seguinte maneira das células transformadas de acordo com a presente
invengdo. No caso de organismos transformados (e.g., leveduras ou fungos
produtores de lipideo), apds completitude do cultivo, as células cultivadas s@o
colhidas por uma técnica convencional tal como centrifuga¢do ou filtragdo.
As células sdo totalmente enxaguadas e preferivelmente secas. Secagem pode
ser realizada por liofiliza¢do, secagem com ar ou semelhante. As células secas
sdo rompidas, tal como com um Dynomill ou ultra-sonicamente, entio
preferivelmente sio submetidas ao tratamento de extragdo com um solvente
organico sob uma corrente de nitrogénio. Solventes orgéanicos que podem ser
usados incluem éter, hexano, metanol, etanol, cloroférmio, diclorometano e
éter de petroleo. Alternativamente, resultados bons também podem ser
obtidos por extragdo alternada com metanol e éter de petréleo, ou por
extragdo usando um sistema de camada unica de cloroférmio-metanol-agua
como o solvente. Pela separa¢do do solvente orgénico do extrato sob uma
pressdo reduzida, pode ser obtido um lipideo contendo acido graxo.

Separagdo de acido graxo do lipideo contendo &cido graxo
acima no estado de um 4cido graxo misto ou éster de acido graxo misto pode
ser realizada por concentragdo e separagdo de acordo com uma técnica
convencional (e.g., o método de adi¢cdo de uréia, o método de separacdo por
esfriamento, cromatografia em coluna).

Usando o método para produzir um lipideo ou acido graxo da

invencdo, um acido graxo pode ser eficientemente produzido pelo aumento do
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conteido de acido graxo das células. Alternativamente, quando uma levedura
¢ usada como o hospedeiro, um lipideo ou acido graxo possuindo um
conteudo alto de acido graxo saturado ou insaturado de 16 carbonos (e.g.,
4cido palmitico ou acido palmitoleico) pode ser obtido, que € particularmente
util quando ha uma necessidade para produzir um tal 4cido graxo em uma
quantidade grande e/ou em uma eficiéncia alta.

O lipideo ou acido graxo assim obtido pode ser usado de
acordo com um método convencional em tais aplicagdes como a manufatura
de alimentos contendo lipideo, drogas contendo lipideo (e.g., preparagdes
externas para pele), e materiais industriais contendo lipideo (materiais iniciais
para cosméticos, sabdes e semelhante).

Para ilustrar, devido ao fato de que acido palmitoleico ¢ um
acido graxo que estd presente em uma concentragio de pelo menos cerca de
10% em sebo de humano e reputadamente desempenha um papel maior na
regeneracdo de sebo, ele pode ser utilizado ao se incluido em cosméticos para
pele para prevengdo de envelhecimento da pele ou em preparagdes externas
para pele. Por exemplo, em um paciente possuindo um distirbio de pele tal
como eczema, independente da idade do paciente, regeneracdo do tecido da
pele pode ser promovida pela suplementag&o de acido palmitoleico. Portanto,
o lipideo ou 4cido graxo obtido pelo método para produzir um lipideo ou
acido graxo da invengdo pode ser vantajosamente usado na produgdo de
cosméticos e drogas (e.g., preparagdes externas para pele) produzidos para
tais propdsitos como a prevengdo de envelhecimento da pele ou para
regeneracdo de tecido.

Conseqiientemente, em ainda outro aspecto, a inven¢do
proporciona um método para produzir um alimento, cosmético, droga, sabdo
ou semelhante usando a levedura transformada ou o fungo produtor de lipideo
transformado da invengdo. Este método inclui a etapa de formar um lipideo

ou acido graxo usando a levedura transformada ou o fungo produtor de
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lipideo transformado da invengdo. O alimento, cosmético, droga, sabdo ou
semelhante contendo o lipideo ou acido graxo que tem sido formado ¢é
preparado por um método convencional. Nesta maneira, o alimento,
cosmético, droga, sabdo ou semelhante manufaturado pelo método da
invengdo contém um lipideo ou acido graxo formado usando a levedura
transformada ou o fungo produtor de lipideo transformado da invengdo. Em
adi¢do, a invengdo também proporciona o alimento, cosmético, droga, sabdo
ou semelhante manufaturado por um tal métode.

A forma do cosmético (composi¢do) ou droga (composi¢do) da
invencdo ndo estd sujeita a qualquer limitagdo particular. Qualquer forma
adequada, tal como aquela de uma solugfo, pasta, gel, so6lido ou pd, pode ser
empregada. Composigdes de cosmético ou composi¢oes de droga de acordo
com a invengdo podem ser usadas, por exemplo, em cosméticos ou
preparagBes externas para pele tais como Oleos, logdes, cremes, emulsdes,
geles, xampus, enxagiies para cabelo, condicionadores para cabelo, vernizes
de unha, bases, batons, pos faciais, mascaras faciais, pomadas, perfumes, pds,
colonias, pastas de dente, sabdes, aerossois e espumas limpadoras; e em
agentes melhoradores e inibidores de envelhecimento da pele, agentes
melhoradores e inibidores de dermatite, agentes de banho, medicagdes para
crescimento de cabelo, soros para pele, filtros solares, e agentes inibidores e
melhoradores para cortes, pele rachada, e pele seca, rugosa.

Composigoes de cosmético de acordo com a invengdo também
podem opcionalmente incluir outros oOleos e gorduras e/ou corantes,
fragrancias, conservantes, tensoativos, pigmentos e antioxidantes, etc. A
propor¢do na qual tais ingredientes sdo incluidos pode ser apropriadamente
decidida por uma pessoa experiente na arte de acordo com o propodsito
intencionado (por exemplo, 6leos e gorduras podem ser incluidos na
composi¢do em uma proporgdo de 1 a 99,99% em peso, preferivelmente de 5

a 99,99% em peso, e mais preferivelmente de 10 a 99,95% em peso).
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Composigdes de droga de acordo com a invengdo (e.g., preparagdes externas
para pele) podem opcionalmente incluir outros  ingredientes
farmaceuticamente aceitaveis (e.g., ingredientes antiinflamatdrios) ou
ingredientes adjuvantes (e.g., ingredientes lubrificantes, ingredientes veiculo).
Por exemplo, exemplos ilustrativos de outros ingredientes em cosméticos ou
preparagdes externas para pele incluem medicag¢bes para acne, agentes anti-
caspa e anti-prurido, antiperspirantes, medicagSes para queimadura, agentes
anti-carrapato e piolhos, amaciantes de queratina, medicagdes de xeroderma,
agentes antivirais e intensificadores de absorgdo percutanea.

Exemplos de alimentos de acordo com a invengdo incluem
suplementos dietéticos, alimentos para saude, alimentos funcionais, alimentos
para crianga, leite modificado para bebé, leite modificado para bebé
prematuro, e alimentos geriatricos. Neste relatorio descritivo, "alimentos"
referem-se genericamente aos produtos ingeriveis que s@o soélidos, fluidos,
liquidos, ou suas misturas.

"Suplementos dietéticos" referem-se aos alimentos fortificados
com ingredientes nutricionais especificos. "Alimentos para saude" referem-se
aos alimentos considerados saudaveis ou bons para a saude, e incluem
suplementos dietéticos, alimentos naturais e alimentos de dieta. "Alimentos
funcionais" referem-se aos alimentos para reposi¢do de ingredientes
nutricionais que possuem fungdes de regulagdo corporal, e sdo sindnimos de
alimentos com usos para saude especificados. "Alimentos para crianga"
referem-se aos alimentos dados a criangas de até cerca de 6 anos de idade.
"Alimentos geriatricos" referem-se aos alimentos que tém sido tratados de
modo a serem mais faceis para digestdo e absor¢do do que os alimentos nédo
tratados. "Leite modificado para bebé" refere-se as formulas de leite dadas a
criangas de até 1 ano de idade. "Leite modificado para bebé prematuro”
refere-se as formulas de leite dadas a bebés prematuros de até cerca de 6

meses de idade.
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Exemplos de formas destes alimentos incluem alimentos
naturalmente ocorrentes tais como carne, peixe € nozes (alimentos tratados
com Oleos e gorduras); alimentos nos quais 6leos e gorduras sdo adicionados
no momento da preparagdo, tais como alimento chinés, talharim japonés e
sopas; alimentos preparados usando Oleos e gorduras como um meio de
transferéncia de calor, tais como tempurd, alimentos intensamente fritos, tofu
frito, arroz frito, rosquinha, e petisco doce japonés frito conhecido como
karinto; alimentos baseados em o6leo e gordura ou alimentos processados
obtidos pela adi¢do de dleos e gorduras durante o processamento, tais como
manteiga, margarina, maionese, molho de salada, chocolate, talharim pré-
cozido seco, caramelo, biscoitos, bolachas, bolos, sorvete; e alimentos que
tém sido acabados por borrifo ou cobertura com 6leo e uma gordura, tais
como biscoitos crocantes de arroz okaki, biscoitos duros e paes doce de passas
conhecidos. como anpan. Contudo, os alimentos da invengdo ndo s&o
limitados aos alimentos contendo Oleos e gorduras, e também incluem, por
exemplo, paes, talharins, arroz, doces (balas duras, goma de mascar, balas de
goma, balas secas prensadas, doces japoneses), alimentos agricolas tais como
tofu e alimentos processados feitos de tofu; alimentos fermentados tais como
saqué, licor medicinal, vinho de cozimento de arroz (mirin), vinagre, molho
de soja e miso; alimentos obtidos de animais de fazenda, tais como iogurte,
presunto, toicinho defumado e lingiii¢a; produtos de frutos do mar tais como
pasta de peixe moldada (kamaboko), alimentos fritos baseados em peixe
conhecidos como bolos de peixe hanpen e ageten; e também bebidas de
frutas, bebidas ndo-alcodlicas, bebidas esportivas, bebidas alcodlicas e cha.

Os alimentos da inven¢do podem estar alternativamente na
forma de preparacdes de droga tais como capsulas; ou em formas processadas
tais como alimentos de fluidez livre, dietas semi-digeridas, dietas elementares,
bebidas energéticas e alimentos enterais obtidos por formulagdo de oleo e

gordura da invengd@o juntos com ingredientes tais como proteinas, agucares,
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gorduras, elementos trago, vitaminas, emulsificadores e agentes
aromatizantes.

5. Métodos para avaliar a capacidade de formacdo de acido

oraxo dos fungos de teste produtores de lipideo e para selecionar os fungos

produtores de lipideo da invencido

Em aspectos adicionais, a inven¢do proporciona (i) um método
para avaliar a capacidade de formacdo de acido graxo de um fungo de teste
produtor de lipideo, compreendendo o uso de um iniciador ou uma sonda
planejado(a) baseado(a) na seqiiéncia de nucleotideos de um gene de acido-
graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢es 1 a 12486
de SEQ ID NO: 1; (ii) um método para avaliar a capacidade de formagdo de
acido graxo de um fungo de teste produtor de lipideo, compreendendo as
etapas de cultivar um fungo de teste produtor de lipideo e medir o nivel de
expressdo de um gene de acido-graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de
nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1; e (iii) um método para
selecionar um fungo produtor de lipideo, compreendendo as etapas de cultivar
um fungo de referéncia produtor de lipideo e um fungo de teste produtor de
lipideo, medir o nivel de expressdo de um gene de acido-graxo-sintetase
possuindo a seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO:
1 em cada fungo produtor de lipideo, e selecionar um fungo de teste produtor
de lipideo que expressa o gene mais elevadamente do que o fungo de
referéncia produtor de lipideo. A seqii€éncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2
pode ser usada em vez da seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de
SEQ ID NO: 1.

Técnicas gerais para realizar um tal método de avaliagdo s@o
conhecidas na arte e incluem aquelas descritas, por exemplo, em WO
01/040514 e Pedido de Patente Japonesa Publicado de No. H8-205900. O
método de avaliagdo é brevemente descrito abaixo.

Primeiro, o genoma do fungo de teste produtor de lipideo ¢
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preparado. A preparagdo pode ser realizada por qualquer método conhecido,
tal como um envolvendo o uso de um kit comercial; e.g., um DNeasy Plant
Kit (QIAGEN). Um iniciador ou uma sonda planejado(a) baseado(a) na
seqiiéncia de nucleotideos de gene de 4cido-graxo-sintetase de Posi¢des 1 a
12486 de SEQ ID NO: 1 ou de SEQ ID NO: 2 (preferivelmente a seqii€ncia
de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1) € entdo usado para
determinar se este gene mesmo ou uma seqiiéncia de nucleotideos especifica
no gene esta presente no genoma do fungo de teste produtor de lipideo que
tem sido preparado. Uma técnica conhecida pode ser usado para planejar o
iniciador ou a sonda. - |

Uma técnica conhecida pode ser usada para detectar o gene ou
uma seqiiéncia de nucleotideos especifica no mesmo. Por exemplo, uso, como
iniciador, de um polinucleotideo compreendendo parte da ou toda a seqiiéncia
de nucleotideos especifica ou de um polinucleotideo compreendendo uma
seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
especifica, e wuso, como outro iniciador, de um polinucleotideo
compreendendo parte de ou toda uma seqiiéncia de nucleotideos a montante
ou a jusante da seqiiéncia de nucleotideos especifica ou um polinucleotideo
compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de
nucleotideos a montante ou a jusante, o 4cido nucleico do fungo produtor de
lipideo é amplificado pelo método de reagio em cadeia da polimerase (PCR),
a presenga ou auséncia de produto de amplificagdo € determinada, e os pesos
moleculares de quaisquer tais produtos sdo medidos. O numero de
nucleotideos nos polinucleotideos usados como os iniciadores ¢ geralmente de
pelo menos 10 pb, e preferivelmente de 15 a 25 pb. E geralmente apropriado
se o numero de nucleotideos na porgdo do polinucleotideo entre os iniciadores
seja de 300 a 2.000 pb.

As condi¢bes de reagdo para o método de PCR ndo estdo

sujeitas a qualquer limitagdo particular. Por exemplo, condi¢des dentro das
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seguintes faixas podem ser utilizadas: temperatura de desnaturagdo, 90 a
98°C; temperatura de anelamento, 40 a 60°C; temperatura de extensdo, 60 a
75°C; nimero de ciclos, 10 ou mais. O produto de reagdo obtido como um
resultado pode ser separado por uma técnica tal como eletroforese em gel de
agarose, € os pesos moleculares dos produtos de amplificagdo podem ser
medidos. Usando este método, a capacidade do fungo prodﬁtor de lipideo para
formar acidos graxos € predita e avaliada baseado no fato de se os pesos
moleculares dos produtos amplificados sdo suficientemente grandes para
conterem a molécula de DNA para por¢Ges especificas. A capacidade acima
pode ser ainda mais acuradamente predita e avaliada pela analise da seqiiéncia
de nucleotideos dos produtos de amplificacéo.

Além disso, na pratica da invengdo, pelo cultivo do fungo de
teste produtor de lipideo e pela medigdo do nivel de expressdo do gene de
acido-graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a
12486 de SEQ ID NO: 1, também é possivel avaliar a capacidade de formagdo
de acido graxo do fungo de teste produtor de lipideo. Isto pode .ser feito pelo
cultivo do fungo de teste produtor de lipideo, e pela determinagdo quantitativa
do mRNA ou do produto proteina do gene de acido-graxo-sintetase possuindo
a seqiiéncia de nucleotideos de Posigdes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1. A
determinagdo quantitativa do mRNA ou da proteina pode ser conduzida
usando uma técnica conhecida. Por exemplo, 0 mRNA pode ser determinado
quantitativamente pela hibridiza¢do de northern ou RT-PCR quantitatiVa, ea
proteina pode ser determinada quantitativamente por western blotting
(Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 1994-2003).

Em adi¢do, um fungo produtor de lipideo adequado pode ser
selecionado pelo cultivo de fungos de teste produtores de lipideo, medigdo do
nivel de expressio de um gene de 4&cido-graxo-sintetase possuindo a
seqﬁéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e selegdo

de um fungo de teste produtor de lipideo possuindo um nivel de expressdo do
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gene de acido-graxo-sintetase que estd de acordo com a capacidade de
formacdo de 4acido graxo desejada. Alternativamente, € possivel cultivar um
fungo de referéncia produtor de acido graxo e fungos de teste produtores de
acido graxo, medir o nivel de expressdo do gene em cada um dos fungos
produtores de lipideo, comparar os niveis de expressdo do gene no fungo de
referéncia produtor de lipideo e nos fungos de teste produtores de lipideo, e
selecionar o fungo de teste produtor de lipideo desejado. Especificamente,
fungos produtores de lipideo adequados podem ser selecionados pelo cultivo
de um fungo de referéncia produtor de lipideo e de fungos de teste produtores
de lipideo, medi¢do das quantidades de expressdo do gene de 4cido-graxo-
sintetase possuindo a seqiiéncia de nucleotideos de Posigdes 1 a 12486 de
SEQ ID NO: 1 em cada fungo produtor de lipideo, e selegdo de um fungo de
teste produtor de lipideo dentro da expressdo deste gene que € mais alta do
que no fungo de referéncia produtor de lipideo.

Alternativamente, um fungo de teste produtor de lipideo
desejado pode ser selecionado pelo cultivo de fungos de teste produtores de
lipideo, e sele¢do de um fungo produtor de lipideo que possui uma capacidade
de formagdo de 4acido graxo alta ou baixa ou no qual o gene de acido-graxo-
sintetase contendo a seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ
ID NO: 1 mostra uma atividade alta ou baixa de acido-graxo-sintetase. Em
tais casos, fungos produtores de lipideo nos quais o vetor da invengdo descrito
acima tem sido introduzido, fungos produtores de lipideo nos quais expressao
do polinucleotideo (DNA) da invengdo descrito acima esta suprimida, fungos
produtores de lipideo que tém sido submetidos ao tratamento mutagénico, e
fungos produtores de lipideo que tem sido espontaneamente mutados podem
ser usados como os fungos de teste produtores de lipideo ou o fungo de
referéncia produtor de lipideo. A capacidade de formagdo de acido graxo pode
ser medida usando um método para determinagdo quantitativa do nivel de

acido graxos dentro das células de fungo, e a atividade de 4cido-graxo-
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sintetase pode ser medida utilizando o método descrito em James K. Stoops et
al., J.B.C. 253, 4464-4475 (1978).

Devido ao fato de ser portanto possivel pela invengdo a
avaliacdo da capacidade de formagdo de acido graxo de fungos produtores de
lipideo (e.g., M. alpina), e a sele¢do de um fungo produtor de lipideo desejado
(e.g., um fungo produtor de lipideo possuindo uma capacidade de formagdo
de 4cido graxo alta ou um fungo produtor de lipideo possuindo um contetido

alto de 4cido graxo por célula), podem ser eficientemente manufaturados

gorduras e 6leos de uma composicdo desejada.

Além disso, o nivel de expressio do gene de acido-graxo-
sintetase pode ser usado como um indicador para tais propositos como
investigagdo das condig¢des de cultivo para realizagéo eficiente de produgéo de
acido graxo, e para controle do processo de cultivo.

EXEMPLOS

Exemplos sdo dados abaixo para ilustrar mais completamente
a presente invengdo, mas ndo sfo intencionados para limitarem o escopo da
invengdo.
Andlise EST

Cepa 1S-4 de M. alpina foi inoculada em 100 mL de meio
(1,8% de glicose, 1% de extrato de levedo, pH 6,0) e pré-cultivada por 3 dias
a 28°C. A seguir, 5 litros de meio (1,8% de glicose, 1% de p6 de soja, 0,1%
de azeite de oIiva, 0,01% de Adekanol, 0,3% de KH,PO,, 0,1% de Na,SO,,
0,05% de CaCl,.2H,0, 0,05% de MgCl,.6H,0O, pH 6,0) foram adicionados em
um biorreator de 10 litros (Able Co., Toéquio), apos o qual a quantidade inteira
da pré-cultura acima foi inoculada nos mesmos e cultivado sob aeragdo sob
agitacdo por 8 dias a 300 rpm, 1 vvm e 26°C. Glicose em quantidades
correspondendo a 2%, 2% e 1,5% foi adicionada nas culturas nos dias 1,2 e¢ 3
de cultivo, respectivamente. As células foram colhidas em estégios diferentes

nos dias 1, 2, 3, 6 e 8 de cultivo, e 0 RNA total foi preparado pelo método de
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cloridrato de guanidina / CsCl. Um Oligotex-dT30 Super mRNA Purification
Kit (Takara Bio) foi usado para realizar a purificagdo por poli(A)*RNA do
RNA total. Uma biblioteca de cDNA para cada estagio foi construida usando
o ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit (Stratagene), e foi realizada
analise de seqiiéncia de uma passagem (8.000 clones x 5 estagios) a partir da
extremidade 5' do cDNA.

Pesquisa de homologo de FAS

A seqiiéncia de nucleotideos assim obtida foi pesquisada para
os homologos conhecidos de gene de &cido-graxo-sintetase por BLAST.
Como um resultado, foram encontradas duas seqiiéncias de nucleotideos
possuindo homologia extremamente alta com porgdes da subunidade o de
uma 4cido-graxo-sintetase de Schizosaccharomyces pombe (Numero de
Acesso GB de BAB62032; o gene foi FAS2). Estas seqii€ncias tiveram sec¢des
em comum, ¢ foram consideradas como originarias de um uUnico gene. A
seqiiéncia obtida como um resultado da montagem correspondeu aos
nucleotideos 12262 a 12920 em SEQ ID NO: 1 (cDNA). Contudo, homoélogos
do gene FAS1 ndo puderam ser encontrados.

Obtencio de uma seqiiéncia parcial de um homologo de FAS1

Devido ao fato de que um homologo de FAS1 ndo foi
encontrado pela analise acima, foi realizado o alinhamento de seqliéncias de
aminoacidos de proteina FAS1 conhecidas (Numero GB de P07149 de
Saccharomyces cerevisiae; Numero GB de P34731 de Candida albicans;
Numero GB de AAB41494 de Aspergillus nidulans) (FIG. 1). Baseado nas
seqiiéncias (1) e (2) do dominio conservado:

Seqiiéncia (1): QGSQEQGMGM (SEQ ID NO: 4)

Seqiiéncia (2): ATQFRQPALT (SEQ ID NO: 5),

os seguintes iniciadores degenerados foram planejados:

Flh-f: - CARGGNWSNCARGARCARGGNATGGGNATG
(SEQ ID NO: 6)
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Flh-r: GTNARNGCNGGYTGNGTRAAYTGNGTNGC (SEQ
ID NO: 7).

O ¢DNA de M. alpina 1S-4 foi sintetizado a partir de RNA
total obtido pela analise EST descrita acima usando iniciadores hexaméricos
aleatorios com o SuperScript Fast Strand System for RT-PCR (Invitrogen).
Usando o cDNA de M. alpina 1S-4 com o modelo, 30 ciclos de reagdo PCR -
cada ciclo consistindo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto a
72°C - foram realizados com ExTaq (Takara Bio), dando deste modo
fragmentos de DNA de aproximadamente 300 pb. Os fragmentos de DNA
obtidos foram TA clonados com um TA Cloning Kit (Invitrogen), e o
plasmideo assim obtido foi chamado de pCR-MaFAS1-1. A seqiiéncia de
nucleotideos foi entdo determinada. Andlise BLAST mostrou que hd um grau

alto de homologia com parte da subunidade  da acido-graxo-sintetase.

Triagem da biblioteca de cDNA

Homoélogos de FAS1 e homdlogos de FAS2 foram triados
como segue a partir da biblioteca de cDNA. Um DIG Labeling System
(Roche) foi usado para triagem. Com o plasmideo pCRMaFAS1-1 como o
modelo, uma sonda DIG-marcada para homoélogos de FAS1 foi preparada
usando o iniciador F1-1f: 5'-GCTCTGTATGACTCTTCCCCC-3' (SEQ ID
NO: 8) e o iniciador F1-1r: 5'-GCCAAAAGACCGTTGGGTGAC-3, (SEQ
ID NO: 9).

| Uma sonda para homoélogos de FAS2 foi preparada com o
cDNA da cepa 1S4 de M. alpina como o modelo e usando os iniciadores F2-
If: 5'-GGTGCAGGAGCGGGACTGAGTG-3' (SEQ ID NO: 10) e F2-1r: 5,-
CGCATTTGCAACCGCAACCGCG-3, (SEQ ID NO: 11) pela realizagdo de
30 ciclos de reagdo - cada ciclo consistindo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
55°C e 1 minuto a 72°C - com ExTaq (Takata Bio). O fragmento de DNA de
aproximadamente 170 pb obtido foi TA clonado com um TOPO-TA Cloning
Kit (Invitrogen), e o plasmideo resultante foi chamado de pCR-MaFAS2-1.
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Uma sonda DIG-marcada foi preparada por PCR com o plasmideo pCR-
MaFAS2-1 como o modelo e usando os iniciadores F2-1f e F2-1r.

Triagem da biblioteca de cDNA foi realizada usando estas
sondas. Clones positivos ndo puderam ser obtidos com a sonda para os
homologos de FASI.

Contudo, quando a sonda para homologos de FAS2 foi usada,
foi possivel obter varios clones positivos. O clone mais longo incluiu uma
seqiiéncia que correspondeu aos nucleotideos 7861 a 12,920 (5,060 pb) de
SEQ ID NO: 1 (cDNA). Este clone foi chamado de plasmideo pBSMAFAS2-
1. Contido, quando comparado com o gene FAS2 conhecido, ndo pareceu
incluir o comprimento total.

Construcio de biblioteca gendOmica

A cepa 1S-4 de M. alpina foi inoculada em 100 ml de um meio
liquido (1% de glicose, 0,5% de extrato de levedo, pH 6,0), e cultivada sob
agitacdo a 28°C por 4 dias. As células foram colhidas por filtragdo com um
filtro, e 0 DNA gendmico foi extraido pelo método CTAB.

O DNA gendmico assim obtido (aproximadamente 200 pg) foi
rapidamente digerido com a enzima de restricdo Sau3Al de modo que a
distribui¢do do DNA clivado fosse centrada proxima de 20 kb. Os fragmentos
de DNA resultantes foram submetidos a centrifugagdo em gradiente de
densidade de sacarose de 10% a 40% sacarose (rotor, SW28 (Beckman),
25,000 rpm, 10°C, 24 horas), e fracionados usando um Automatic Liquid
Charger (Advantec) e uma Micro Tube Pump (Eyela) em fra¢des de 1 ml. As
fragdes possuindo distribuigdes centradas proximas de 20 kpb foram
purificadas. Com os fragmentos de DNA assim obtidos, foi preparada uma
biblioteca gendmica usando o XBlueSTAR/BamHI Vector Kit (Novagen).

Triagem de biblioteca gendmica

Os homodlogos de FAS1 e homélogos de FAS2 foram triados

da biblioteca gendmica na mesma maneira como no exemplo acima (triagem
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da biblioteca de cDNA). Como um resultado, foram obtidos clones que foram
positivos ambos com a sonda para homologos de FAS 1 e a sonda para
homologos de FAS2. Parte da seqiiéncia de nucleotideos do inserto deste
clone (15.539 pb de SEQ ID NO: 2 (genoma)) foi seqiienciada.

De uma comparagdo com a seqiiéncia de aminoacidos de
proteinas FASI1 e proteinas FAS2 conhecidas, foi inferido que os nucleotideos
1062 a 1064 (ATG) em SEQ ID NO: 2 (genoma) funcionam como um codon
de iniciagdo. Também foi inferido que os homodlogos de FAS1 e os
homologos de FAS?2 sdo codificados por um polipeptideo tnico.

Clonagem de cDNA de comprimento total

Primeiro, com o ¢cDNA de M. alpina 1S-4 como o modelo e
usando o iniciador F1-2f: ATGACTACCGCACAGTCCAACTTGACC (SEQ
ID NO: 12) e o iniciador Fl-1r, 30 ciclos de reagdo PCR - cada ciclo
consistindo de 10 segundos a 98°C e 15 minutos a 68°C - foram realizados
com LATaq (Takara Bio). O fragmento de DNA de aproximadamente 5,4 kb
obtido como um resultado foi clonado com um TOPO-TA Cloning Kit
(Invitrogen), dando um plasmideo que foi chamado de pCR-MAFAS-1. A
seqiiéncia de nucleotideos do inserto foi checada, e verificado que
corresponde aos nucleotideos 1 a 5435 de SEQ ID NO: 1 (¢cDNA). O DNA foi
digerido com a enzima de restri¢do EcoRlI, e o fragmento de DNA de 5,4 kb
DNA obtido foi ligado no sitio de EcoRI do vetor pBluescriptll SK+. Foi
selecionado o produto no qual o nucleotideo de nimero 1 em SEQ ID NO: 1
(cDNA) esta localizado no lado de Sacl de um sitio de multiclonagem no
vetor pBluescriptll SK+. O plasmideo resultante foi chamado de pBS-
MAFAS-1.

A seguir, um fragmento de DNA de aproximadamente 2 kb
obtido por digestdo do plasmideo pBSMAFAS2-1 com as enzimas de
restricio Apal e EcoRV foi ligado nos sitios Apal e EcoRV do vetor
pBluescript II SK+. O plasmideo resultante foi chamado de pBS-FAS2. A
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seguir, com o cDNA de M. alpina 1S-4 como o modelo e usando o iniciador
F1-3f: TGTCTTGAAGAGCAAGGAGTGG (SEQ ID NO: 13) e o iniciador
F2-2r: GCGTAGTAGTCGCCGTGCTCAGCCATC (SEQ ID NO: 14), dez
ciclos de reagéo - cada ciclo consistindo de 2 minutos a 92°C seguido por 10
segundos a 92°C, 30 segundos a 55°C e 8 minutos at 68°C, entdo vinte ciclos
de reagdo - cada ciclo consistindo de 10 segundos a 92°C, 30 segundos a 55°C
e 8 minutos mais 10 segundos a 68°C - foram realizados com Pfu Turbo DNA
Polymerase (Stratagene). O fragmento de DNA de aproximadamente 3,6 kb
DNA obtido como um resultado foi clonado no vetor pCR4 Blunt-TOPO
usando o Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen), e o plasmideo
resultante foi chamado de pCR-MAFAS-5. O fragmento de DNA de
aproximadamente 3,1 kb DNA obtido por digestdo do plasmideo pCR-
MAFAS-5 com as enzimas de restricdo EcoRV e Spel foi ligado com o
fragmento de DNA de 4,9 kb obtido por digestdo do plasmideo pBS-MAFAS-
2 com as enzimas de restrigdo EcoRV e Spel. O plasmideo resultante foi
chamado de pBS-MAFAS-3.

Em adi¢do, um fragmento de DNA de 2,6 kb obtido por
digestdo de pPBS-MAFAS2-1 com a enzima de restricdo EcoRV foi ligado
com um fragmento de DNA obtido por digestdo do plasmideo pBS-MAFAS-
3 com a enzima de restricio EcoRV. O fragmento de DNA inserido foi
confirmado em estar orientado na diregdo apropriada, dando assim o
plasmideo pBS-MaFAS.

O plasmideo pBS-MaFAS compreende DNA possuindo a
seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1, e foi considerado em incluir o
comprimento total do cDNA de homoélogo de FAS de M. alpina 1S-4. CDS
foi a seqiiéncia de nucleotideos 1 a 12489, e ORF foi a seqiiéncia de
nucleotideos 1 a 12486, de SEQ ID NO: 1. A seqiiéncia de aminoacidos
putativa € mostrada em SEQ ID NO: 3 (proteina).

Esta seqiiéncia de aminoécidos, quando comparada com os
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genes de acido-graxo-sintetase conhecidos, teve a estrutura de acido-graxo-
sintetases de fungos conhecidos na qual as subunidades B e o estdo conectadas
de cabecga-em-cauda. Contudo, foi baixa a homologia de Aacido-graxo-
sintetases de tipo I de origem bacteriana conhecida em ter uma estrutura
similar. Quando a seqiiéncia de aminoacidos desta proteina foi comparada
com as seqiiéncias de aminoacidos de acido-graxo-sintetases de origem
fungica nas quais a subunidade P e a subunidade a estdo conectadas, a
identidade foi de cerca de 50%. Houve duas repeticdes de um motivo
composto de 165 aminoacidos correspondendo a parte da seqiiéncia
conservada (COG4982) de 3-oxo-acil-[proteina carreadora de acila].

Além disso, quando comparado com a seqiiéncia genomica
obtida no inicio, este gene teve 7 introns. Em SEQ ID NO: 2, houve 8 exons:
bases 1062 a 1304, bases 2140 a 2679, bases 2778 a 4724, bases 4823 a 7027,
bases 7115 a 7243, bases 7339 a 7497, bases 7582 a 10668 e bases 10772 a
14947; e 7 introns: bases 1305 a 2139, bases 2680 a 2777, bases 4725 a 4822,
bases 7028 a 7114, bases 7244 a 7338, bases 7498 a 7581, e bases 10669 a
10771.

Construcio de vetor de expressio para a levedura Saccharomyces cerevisiae

O plasmideo pBS-MaFAS foi digerido com a enzima de
restrigdo Apal, e entdo as extremidades foram cegadas com um DNA
Blunting Kit (Takara Bio). Isto foi seguido pela digestdo com a enzima de
restrigdo EcoRI, dando um fragmento de DNA de aproximadamente 13 kb.
Este fragmento de DNA foi digerido com a enzima de restrigdo BamHI, entéo
cegado e subseqﬁentemeﬁte ligado com o vetor pYE22m (Biosci. Biotech.
Biochem., 59, 12211228, 1995) digerido com a enzima de restri¢do EcoRlI,
construindo deste modo o plasmideo pYE-MaFAS.

Analise de acido graxo de levedura de expressio alta de MaFAS

Duas cepas aleatoriamente selecionadas dentre os

transformantes obtidos pela transformagdo de cepa EH1315 de levedura S.
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cerevisiae (Appl. Microbiol. Biotechnol., 30, 515-520, 1989) com o
plasmideo pYE-MaFAS foram chamadas de cepa MaFAS-1 e cepa MaFAS-2.
Em adi¢do, uma cepa aleatoriamente selecionada dentre os transformantes
obtidos pela transformagéo da cepa EH1315de levedura S. cerevisiae com o
vetor pYE22m foi usada como o controle (cepa C-1). Uma alga de platina de
cada uma destas cepas foi inoculada em 10 ml de um meio liquido SC-Trp ou
10 ml de um meio liquido YPD, e cultivada a 30°C por 2 dias. As células
foram entdo colhidas por separacdo centrifuga e liofilizadas. Os acidos graxos
nas células foram convertidos em seus metil-ésteres pelo método de acido
cloridrico / metanol, e extraidos com hexano. O hexano foi entdo destilado, e
analise cromatografica a gas foi realizada. Os resultados sdo mostrados em

Tabela 1.

Tabela 1
Composi¢do de acido graxo de células de levedura crescidas em meios
diferentes
Meio SC-Trp YPD
Cepa C-1 FAS-1 FAS-2 C-1 FAS-1 FAS-2
Composigéo de acido
graxo (%)
14:0 nd 1,2 1,2 nd nd 1,4
14:1 nd 1,0 1,1 nd nd nd
16:0 4,7 10,9 10,6 5.4 13,7 13,0
16:1 38,3 52,2 53,0 34,0 59,8 57,0
18:0 3,7 2,6 2,5 5,6 nd 2,9
18:1 51,3 28,5 27,9 52,3 26,5 24,1

Na cepa C-1, a proporgdo de acidos graxos de 18 carbonos
acido estearico e acido oleico foi mais alta do que aquela de acidos graxos de
16 carbonos, enquanto que a cepé MaFAS-1 e a cepa MaFAS-2 que teve
expressdo alta de MaFAS, a proporgdo de acidos graxos de 16 carbonos acido
palmitico e acido palmitoleico foi mais alta. |

Construcdo de vetor de expressdo no fungo produtor de lipideo Mortierella

alpina
O plasmideo pBlueHpt (Publicagdo JP Publicada de No. 2005-
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287403) foi digerido com Ncol e BamHI, e entdo MCS 1-F e MCS 1-R nos
quais a terminagdo 5' foi fosforilada foram anelados e inseridos, para dar o
plasmideo pBlueHptMCS.

MCS 1-F:5'-catggatcctctagactgecaggcatgcaagcttctcga (SEQ ID NO: 15)

MCS 1-R:5'-ctaggagatctgacgtccgtacgttcgaagagetctag (SEQ ID NO: 16)

O plasmideo pDura5 (Appl. Microbiol. Biotechnol., 65, 419-
425,(2004)) foi digerido com a enzima de restricdo BamHI, e entio as
extremidades foram cegadas, seguido por auto-ligagdo. Entdo, o plasmideo
obtido foi digerido com a enzima de restricdo Xbal, e entdo as extremidades
foram cegadas, seguido por auto-ligagdo. Ademais, o plasmideo obtido foi
digerido com a enzima de restrigdo HindIIl, e entdo as extremidades foram
cegadas, seguido por auto-ligacdo. Apds o plasmideo obtido ser digerido com
EcoRlI, foi inserido um fragmento possuindo cerca de 1,7 kpb obtido por
digestdo do plasmideo pBlueHptMCS com EcoRI. Um plasmideo possuindo
o promotor de gene histonH4,linserido na mesma dire¢do foi selecionado, e
designado como vetor plasmideo pDuraSMCS.

O plasmideo pBS-MaFAS foi digerido com a enzima de
restricdo Apal, e entdo as extremidades foram cegadas usando o DNA
Blunting Kit (Takara Bio). O produto foi entdo digerido com a enzima de
restrigdo Xbal, dando um fragmento de DNA de aproximadamente 13 kb.
Este fragmento de DNA foi digerido com a enzima de restrigdo HindIII, entdo
cegado, apos o qual ele foi ligado no vetor pDuraSMCS digerido com a
enzima de restricdio Xbal, construindo deste modo o plasmideo pDura5-
MaFAS.

Transformacdo do fungo produtor de lipideo M. alpina

Usando o plasmideo pDura5-MaFAS, transforma¢io pelo
método de liberagdo de particula foi realizada, com o uso de cepa Aura-3
requerendo uracila, como hospedeiro, derivada de M. alpina de acordo com o

método do Documento de Patente (método para geragédo de fungos produtores
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de lipideo). Um meio de agar SC (0,5% de Base Nitrogenada de Levedura
sem Aminoacidos e Sulfato de Aménio (Difco), 0,17% de sulfato de aménio,
2% de glicose, 0,002% de adenina, 0,003% de tirosina, 0,0001% de
metionina, 0,0002% de arginina, 0,0002% de histidina, 0,0004% lisina,
0,0004% triptofano, 0,0005% de treonina, 0,0006% de isoleucina, 0,0006%
de leucina, 0,0006% de fenil-alanina, 2% de agar) foi usado para selecdo dos
transformantes.

Dois dos transformantes obtidos foram chamados de cepa
FAS-3 e cepa FAS-4. Uma cepa aleatoriamente selecionada na qual pDura5
tem sido introduzido foi chamada de cepa C-2. Estas cepas foram inoculadas
em um meio liquido contendo 2% de glicose e 1% de extrato de levedo, e
cultivadas com agita¢do a 28°C. No dia 3 do cultivo, uma solu¢do de glicose
20% foi adicionada em uma quantidade correspondendo a 1/20 da cultura
liquida. No dia 4, um pouco das células foi colhido e liofilizado. Os acidos
graxos das células foram convertidos nos metil-ésteres correspondentes, entao
extraidos com hexano. O hexano foi destilado e analise cromatografica gasosa
foi realizada, determinando deste modo quantitativamente a quantidade de
acidos graxos por célula. As quantidades sdo mostradas em Tabela 2.
Tabela 2

Conteudo de acido graxo (%) por célula
Cepa FAS-3 FAS-4 C-2
30,6 30,1 28,1

Comparado com a cepa C-2, a quantidade de 4cido graxo por
célula aumentou nas cepas FAS-3 e FAS-4.
APLICABILIDADE INDUSTRIAL

A presente invengdo € util para melhorar a produtividade de
acido graxo, para a producdo de acidos graxos desejados, e/ou para a
produgdo de qualquer um dos seguintes que contém 4cidos graxos desejados:

alimentos, cosméticos, preparagdes externas para pele e/ou sabdes.
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tggactggtg
gagacatact
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cacagtccaa
tcgttecttce
tcgaggctge
agatggcttt
cttcactgca
ttaaaggaaa
tcatcaatgce
aggactacac
tgtttgececat
tctacacgac
gcgagcacgce
ggtggttgag
ctctgcectt
accagactcc
tcatctegte
gtaaggcact
ccaccctcaa
ctatgctggt
accgccattt
ctatctgcac
aggctcccac
cgtceccgttt
ccctggtcga
tceceegtett
accttgtcaa
gattgaccca
cccgcaacaa
accgcgagcet
cccccaactg
acatcgacac
cccectegac
agctggcecgg
tgcagctcac
agtggggctt
gcttttgttg
tgctcagtgce
aggtcttggc
gccgtgctgg
ctgccatccg
aggacaccta

1

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Suntory Limited

PatentIn version 3.3

Mortierella alpina

cttgaccegt
ggatgtctgg
‘tcctgcagag
ggtggccegt
gttcattcct
cgacatccac
gttcttctcg
cccgccaacce
ctttggcggt
ctataccacg
cagatcggat
gagcccagac
gattggactt
cgcccagcett
tgtggtcatc
gggacttctt
tccegecatt
tgtcaactct
gccagaggac
gggacctcct
gggcctggag
cttgcccatc
gagcgatatt
ctcaaccgac
tcaaatttgt
tgtgatcgat
ggacggcacg
gtcgtacaaa
ggccaatgag
tcgcatgtcc
tgttaacgag
tggtggacac
cactcctgga
ccaagctccc
cgctgececggt
cggaatccgt
gatcgccaat
tggccatcac
tcgtcaccct
cccctacctce

cctttggcecc
gtagcggcetg
gaggccgcag
tttctcaaat
gtgctgagaa
gcggtcactc
gcecttggtcet
tcggcactat
cagggcaata
ttggtgcagg
gatgcctcgg
tcgaagccag
gtccagctta
cgcgatgtta
tcatcctegg
ttctggatcg
cttcaagact
ttgcgcgceat
cgcaagatca
caatcgttgt
cagggtcgtg
actgcaccct
gctcggtacg
tctggaaagg
tccettecceg
ttcggcceceg
ggtgtccagg
cccgacatct
ttccagccaa
cgccteccttt
ggctttgtca
tataacgagg
gccggtatca
ttggtgccca
gttccctege
cacatctcct
gcccaccctg
agtttcgagg
aacgttgtcc
acaggtgact

tcaagcaagg
aacaacttcg
cgaccggaag
ttgctacgga
ccgtcecttect
gacttttagce
tcecteegtge
ttgccgcectgce
tcgaggagta
actacgtcga
tctteccactce
atgttgcgta
tgcattacta
ttcttggttce
ccacattcga
gaacccgctc
cgctctctaa
ctgaggtcca
agatcgcgct
acggcctgaa
tacccttttc
tccactcttc
acctgaggtt
acattgcagg
tgcactggga
gcggctcectce
tgatgctggce
tcgatgccaa
agctggttcg
ccaagccccc
gtgctgttat
ccgcggtecg
ctctcaacac
agctccgteg
tcgaggtcgce
tcaagcctgg
agatgcccat
atttccatca
tggtggccgg
ggtctgtcca

aacttctgag
tgaggagttt
tgctgacgat
caagagcgag
gttctttgtc
aaaggatacc
tacggaggct
tcaggaggga
ctttgacgag
ggacatggct
caagggactg
tctggtttca
tgtgatgctc
gacgggacac
ggagttcttt
ccaggaggtc
caatgaaggc
gaagtacgtc
tattaacgga
ccttgctett
gcagagaaag
gtatctggat
tgaccatacc
atcgcctact
gaaggcgact
gggcgtcggce
cggcgcecttcet
cccagctgcet
ctccgtcaac
attgatggtc
gaatgccggt
cagcaaggtc
cctcttcatc
cgagggcctce
agacgagttc
ctcggccgag
cgttcttcag
gcccatcctg
ctctggtttc
gctcgactac

Acido-graxo-sintase, polinucleotideo codificador da mesma, e seus
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ccteccatge
atggcttcge
tgggaaaaga
gagcccattc
atctttgctc
atcaagcgtc
gttgctgatc
tttatcaagc
cttcgcecgga
tctcagcecttg
aagacccagc
ggacaaaagc
aaggactctc
acctgcattc
aaggatattt
aacaacaacg
gagtccgect
gtcaagatgg
gagtaccttg
attcaaggca
caagccgttc
cgctecctggt
cagcccaacg
ttccctcetee
gagggtcgca
gatcaattca
gagcaggtca
ctctacgttg
ggctggaagt
cttgtccatc
gacattgttg
gttcaggtca
ttcttgtacc
cccatggagg
atccagtggg
aacacgattg
gtgtcgatgc
gacgaggaga
gagcaggcca
tcggaggtca
cctatccacg
ggcatgtgga
cctcagcgtg
ctttcgacca
actttcaacc
atcgcctatg
gactcttccc
tatggcttet
ggtggtccca
gaccaggatg
ttttacacct
ttgaccctta
aactgtgcct
gtccttceccca
gctgttcceccc
cgtgtctcgce
cagtcgaacg
gctggtgage
aagatcgatc
tctcagatca
atcaagcctg
tctagcttct
cctacgttca

cttttgatgg
ttggtgtgaa
cttacaaggg
ataaaattgc
tgcccaagga
tgaacgctga
ttcaggacat
atgaggagcg
ttgaggagcg
acatcccttt
tcttgactac
ccgtgccecatt
tctggcaggce
ttcagggacc
tggacggcat
atgccaacat
tggatgctgt
tggagacctc
ctggccagga
agaagttctt
acttcgagta
ctgcttccag
agctcattga
tcttccacta
acgagagaat
acgcctgect
gcacgccaga
agcgccgceca
ctatcatcaa
tctcgaacgg
acactgttgc
agggcgtggt
gcggcacctt
ttaagctgac
ccgagggtga
ttcgcttcaa
agatttccac
ctcagggaaa
tccacttcga
tttctcectt
ttaaccctta
ctagtgcctc
tcactagcta
agttatcgca
agaacggcag
tgttcactgg
ccgtcgccaa
ccattctgga
agggtaacgc
gctccatcaa
tccagtcacc
tggagaaggc
ttgcecggtcea
tcgaatcctt
gcgactctgt
ccacattcaa
gtcttttgga
tttctaactt
ttcagaagct
ttgcecggcege
agcgcggtgt
tgttgtccgg
ttaacgtgcc

tatgecttttt
gcaggctatt
acccaccgga
aacccgcgga
caagcgtccc
cttccaaaag
gacttatgag
ctggattgat

cttcgttgge:

tgcgtttgece
cgaggatgtt
cattcccgtg
cgaggacttg
tgccgecegtce
cttccacagc
tcceccaggte
cttgcecettg
catgctagag
ccectettgg
ggataatcct
cgccgaggac
caagtcgagc
ggtcgtgctg
caccccecgag
caaggagttc
ggccactgat
gatcaaggag
gaaagttgtc
ggccatctte
cttccgtatg
cgagatcaat
tctgecgtgag
tgtggattac
gtccgccaag
gcacaccgtc
gaacaagacc
taaggagcat
tceegtecte
gaacggtgga
cagcaatgag
ctttgctgat
gacccgcaag
cgaggtcaag
cattggaatg
caaggttgtt
acagggatct
ggacatctgg
tattgtccge
cattcgtcag
atctttgcect
caacggtctt
cgccttegag
ctcgctcgga
ggttgatgtc
cggccgcetece
cgactctgcet
aattgtcaat
ggacgctctc
gatggagacc
ccttgagaag
tgctaccatc
tgtcgctccc
cctgttgact

2

ggttcacgcg
gtcgatgcac
ggcgtcatga
gtcaagctgt
gctgeccecctcet
gtctggttcg
gaggtcatca
cactctcacc
gttgagaaga
caggagtttg
ggatacttct
ctcgacaagg
gccgetgttg
cgctatgcaa
cacattgcect
gagtactttg
gtcaaggtcg
tcaagcttgc
ttccgegecce
cttgcacgca
aagttgcaaa
gagctctctc
gtggagaaga
aagggatatg
tactacaagc
gccttcaccg
ttttgccagg
tatgcgceccca
cccaagtcga
ttagatggcg
gcecgttgtca
ggcaagcgcg
cagaacacat
gatgtggctg
gggcctaatg
accttctecge
gtcgagattg
gcctacttga
tattctgtca
ccctatgcta
ctcgctgagce
tttgtggaga
ttecttteta
atcaacggaa
gagggcactg
caggagcagg
cagagagccg
aacaatcctc
aattacatgt
ctgttcccceg
ttggctgcca
gacatgcgcect
gagtactctg
gtcttctacc
aactatggaa
ctccgctatg
gagaacgttg
tcgactgtcc
atgcccttgg
gttgccgaga
cccttggcetg
ttccgcacct
tccaagtaca

tcatggtggc
ccggagtcga
ctgtcecgttc
ggaaggagat
tggccaagaa
gtaagaaggc
accgcttgat
gcaacttgct
agtccattgt
tcgacaccta
tgttcttgat
actttgaggt
ttgatcagga
ccaaggtgga
ggttgaagga
gcggcaagcc
agacttacga
ccaagaatga
tcttgactgce
tcttececgtee
ccattaccgt
cctecgetteg
acggcgagcg
cccctatcca
tttggttccc
aaaagtttat
ctgtcggaaa
tggattttgc
ttgacggtga
ccgagtcectt
acaacgattc
tcatggaggt
tccaaaagac
tcttgaagag
cgtccttggt
atgttgagac
ccactgttca
agcgctcggg
tgcccgaggg
aggtttcgygg
tccectggcac
tctttgectge
tggtgcttece
agaagatcat
ctgagattga
gaatgggaat
accgtcattt
tgaagaagac
cgatgcgcta
gcatcaacga
ctcagttcac
ccaagggttt
ctcttgctgc
gtggtatgac
tggtcgccat
tcgtggacgc
agaactggca
tgaactacct
aagaggtcaa
aggttgccaa
gaatcgatgt
atctcgccaa
ttcccaattt

caaggaggga
ggactctgag
cgaattggga
ggacgacacc
ggactacatc
caacggcagc
tgagctcatg
cggcgacatc
ccaaaccttc
tccectgacce
gaaccgtcgt
gtggtttaag
tgtgcagcgce
tgagcccgtc
gcgttattac
cggacgcttc
caacggcaag
ggattggctc
ccecegcecegte
tcgtgtctct
ttacgatcgt
cgccegtcetg
tttgattcct
tgaggtcatg
ttcagaggag
ttgcaatggt
ccaggccgag
tattgtcgtt
tctgttgaag
gaagcaaggc
cgggaagttg
gacctcggag
ggttgagacc
caaggagtgg
cttccgecetg
cactggtacc
ctatagcaac
ttctectatce
ttccttcagce
tgactttaac
tattacccat
agagaatcat
tcaggaccgt
caaagtggaa
tcagcccacg
ggctctgtat
cttggaaaac
gattcacttt
cgatcaagtt
gaccacgcac
acagcctgcc
gatccagggc
cattggtgag
catgcaggtc
caacccatcg
aatcgccaga
gtatgttgct
caaggtgcag
gaagcacctg
ggatggtcac
ccccttcecac
gaagatcaac
gactgctcag

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180



cccttcagcea
ctggccaagg
ctgggatata
attgagaccc
ccctcgcecca
gatgatgcct
tattatgcca
ceccgeccccea
gcaggacctg
atcgttgccc
gatcttgtag
tttggtagca
gctcttcagg
atgattggat
aaggcccacg
gagcccgcag
caggcttacg
gctcccgtcea
gatgctccta
actgtcgagg
ctgcagaacg
aagggcgagg
tccttgggcea
ggatttaccc
cgcgctgacg
gagggtgatg
atttccttgg
atgaacagtg
ctcgagatct
gaggagaagc
ggcgactact
gactcacact
ggccgactca
gctaaccccc
ggcaagacct
gttctggaag
atcgataaca
gatcactatg
aaggtgcaga
tcttcectcca
tccaacacca
gccgttecca
cacctcaaga
agcgtttact
atggtcctga
ttgtccggag
tactaccaat
ttcaacggag
ctcaagaagg
cagggcaagg
accaacgttt
actcgccctg
ggtctctatg
tcttggggcg
ttgatgagcg
tctggeccagg
tgccaggtcg
aacgaaatct
atcgtcaccg
caccaacccc
gactacaagg
gtcgtcgtca
atggaggcta

ttgagaagtc
tcctcaagaa
ctctcttggt
aggatagact
cgctctgtgg
tgaccttcca
tggacaatgt
aagccacccc
ctgccgecgt
aaaaggtcaa
gaggcaagtc
gcggattcce
gcaacttcaa
ccaagatgcc
gcctgggtcece
ccegtetggg
cccgecgtge
tgatggeggce
tcaaggctat
aggtcccact
agatcttggg
aggctccttt
tgcagacgac
agtcctcagc
gtgcgttgcect
ccaaggcttg
gaggcggcgg
aggagttcaa
atgctcgtta
tggcgaccct
acgccgaggyg
ggaactgggt
ccgtegttga
agttgcttga
atgctttggce
ccgecgecetgt
agggcaatat
tcaaggatat
agaaccttgc
agttggcgat
tcatccgtga
gcgccgaccyg
agaagaaccc
tggatgtctt
tgaccggtgce
gagccaaggt
cgatctacca
gctccaagca
gtcttggctg
agattgacaa
tgcgtctgcet
ctcaggtcat
gtgagtctaa
cctatctgac
gtaacaacat
agatggcatt
agcctgtctg
cggccaactt
agaacactct
acaaggtcac
acctgtcgca
ctggtttctc
atggccagtt

ctacattgag
ctggatcgac
cgagttgctc
cttcaaggag
tatggcccaa
gcgttcgact
cgagtcctcg
agttgccgcet
ttcagatgtc
gaagactctc
gactcttcag
tgagaagggc
cggagctctt
cggtggttat
tgtccgtgcec
cgcegttect
tggtatctcg
tgctggecct
tgacattctt
ctcgaaggcc
tgatcttcag
ggaagatctc
ctcgttgatt
caaggcttac
cttgggtgtc
gttggacact
cggcggtgcet
ccaattccag
ccttgagaag
gcgcttgcag
catcaagcct
ccgtcaggat
ccgcgaggte
gtttatgatc
caaggagttt
ctacaaggat
cttgtacgag
ggtcgctggt
tcagatctac
caagtcactc
ggagaagaac
ccctaagaag
ccagtctgag
gaccaacatt
tggaaaggac
tgttgtcacg
gcgccacgga
ggatgtcgac
ggatctcgac
catcgactcg
cggaaacgtt
cctgceccttg
ggttgctcte
catcaccgga
tgtggccgag
caacattctc
ggccgacttg
gcgtgccgaa
ggatttcaag
gcctecgtgece
cgctcacaag
tgaggtcgga
ctcactcgag

3

ggcgtctaca
accaagctga
gcttaccagt
tacaacgtcg
cgcacgctca
ctttgcacgt
gctcctgcetce
gcagcccccg
cccatcaagg
gaagaggtcc
aacgaaatct
gaggaggctc
ggaaagcaga
tcgctctcecga
gatgctgcgce
gaggccaatg
ctgtcggcetg
gctgctgctg
cacgtcattg
atcaaggatc
aaggagtttg
ggaaatgctc
gccaagatga
ctcgectegt
actatggagc
gtcgcccaag
gtcgctggtg
gccaagcaga
gatctccgtg
gcagatatcg
gccttcagceg
gccatgtcge
gtggcccagt
taccacattg
ggtaacatgt
gtcggtgttce
gaggttcagc
ggcaagatgt
aagatcatta
tacggcgagg
cgccgtgceca
gaggccaaga
agcggatggg
gcgcgcgacg
tcgatcggag
acctcgcecgcet
tccaagaact
gcacttgtca
tacatcatcc
cagtccgagce
aaggccaaga
tcgcccaacc
gagaccttgt
gccgttattg
ggcctggaga
ggtctcatgce
aacggtggtc
taccgccaga
gagacccacg
aacatgaaat
ctccgcggea
ccttggggta
ggatgcattg

acctcacgtc
ctgccaagca
tcgecttegece
tccgcecttgat
agttcaagta
ccaaggactc
cggctgccag
ctccecgtgge
ccecttgagat
ctctctcgaa
tgggtgatct
ctctggagga
ccacttcgcect
ctgccaaggg
tcttggtcgg
cttggttgga
gtgccccegce
gtcctgcagc
ttgcccaaaa
ttgttggtgg
gcagcagtgg
tccagggtaa
tgggatccaa
cttatggctt
ccagcgcceccg
cttacgctcg
gtgccgttgg
acgcgatgat
ctggcgaaaa
accagtggat
ccaagaaggc
tcttgtacga
gcatccatgt
acaacactgc
tgatcgagaa
ctaccggtcc
gcgtgggtgt
ccgagtacag
aggctcagaa
tcatccatgc
gccgcegteceg
aggagaccat
agttcagtca
gtgttacatt
cctcgatcct
tcagccgtga
catgcttggt
actacattta
ccttcgcectge
tggctcaccg
agatggagca
acggaacctt
tcaaccgcetg
gctggactcg
agtacggtgt
atccctcgat
ttcagtactt
cggccgagat
gtgctgaggc
tccetttece
tgctcgatct
actcgcgcac
agatggcctg

gtctcccegt
gcagcagcgt
cgtcecgttgg
tgaggttgga
cgaggcttat
caaggagatt
tgctgctgct
tgtcgeccget
cttgcatgtg
ggccatcaag
tcagaaggag
gcttgccaac
catcgccaag
atacctggcc
tttgacgatg
ttcggtcget
tggtggtgcc
tgctgttget
gatcaagaag
caagtcgact
cttccctgag
ctttggtgga
gatgccaggt
gggtccactc
cctcggatcce
tcgtgeceggt
tggtgccatg
gtaccagcac
gcagtacgag
ggctgagcac
ccgcaagtac
catgatcttt
catgaaccgc
tgctgatcge
ctgtcgcgag
ccagacgacg
ccgcaagctg
caaccgccag
cacgatgaag
catgaacatg
ccgcgcctceg
tcececttettg
gcgtttgaca
tgagaaccgc
caagggtctc
tgtgaccgag
tgttgttccce
cgataaggat
catctcggtc
tatcatgttg
cggctacgac
cggagctgac
gagttccgag
cggtactgga
ccgcaccttce
caccaacctc
gcccaacctg
ccgcaaggcg
cgagcgtaag
tgagctgaag
tgagaaggtt
tcgctgggaa
gatcatgggc

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960



ttcatcaaac
gccaagactg
ttggagcaca
cgtaagggac
aaggaggagg
gagtctggtc
ctgaagttcg
ggagtaccca
accgtggagg
cacgtgtctg
ggcatgtacc
ttcatcaaca
aagacacccg
atccagagcg
ggttcgtacg
ggacgtacgce
tctcacggag
cccatttacg
ccagctcctg
cgccttctgg
caatgggtcg
aacagcctca
gaagccaagc
gaccctcaga
attggtgttg
gtcgtcaaca
tggcaaaagt
gtcctgcaag
gacacaatga
gtcaaggccg
atccactcgg
aagcagcagg
cctgcececectgg
tacttgaacc
gctaagcacc
gagacgtccg
gatgtggaaa
acccagcagg
cggtggtctg
aaggtgtgga
agcggcgcac
gtcaaggaga
gcgttgtaaa
cttttaattg
tatttcttta
aagggtgttc
gaagaaggct
cgcttectcett
cttacgcaac
aaaaaaaaaa

<210> 2
<211>
<212>
<213>

<400> 2

tccagggttc
aggcaattca
tagtagtgca
cgccaggacg
ctgccctgaa

atcacaatgg
aagagcceccgt
ctggtatccg
tgcttcagga
cccagatgtt
agtgggccgt
atcgtcttgt
aggacatcat
ccttggttge
aggttggaaa
gcggtcgegt
cgatgcctge
tcggagcttg
gtaaggcaaa
agtttgccaa
ccaaggagat
ctggtattga
gtatcgtcgg
gacagggtgt
acatcaagta
agaacgagta
ccgtctegga
gtcagcaccg
tcgctectcet
gatccttcca
agcagctcga
acctcacggg
tcctceccagac
gacagtatga
gtctgctcaa
attacattct
cgcgccagge
tccaggtcaa
ccaaggcccg
tggtacccga
ctcaagagtc
tggtctctge
agattgacta
ccaaggaggc
cacagggtgce
cctcggtggt
tcaaggtctc
aacctcccct
cgcttgcettg
cttcttatac
tgcgggtggg
ctacattctc
cttgcctccect
aagtacccag
aaaaaaaaaa

15539
DNA
Mortierella alpina

cagggttcgg
tcttgggatce

gcacatcaat
acgcaagcat
tctgcacgca

taacctcaag
caaggatcge
tctgattgag
ggtcttgatc
caagcttgag
caagttcaag
tgctggccag
tgaccaggtc
ctcgggtatc
tacagctgga
gatggatgat
ctgggtcaac
tgccaccgcet
gattgtgatt
catgaaggcg
gtcccgeect
gattttgatg
tctcaccaac
cctcaccact
ccgcaagcege
tgctgagctc
agaagagtat
cgaggccctt
gcgtggtgcece
cggtacctcc
gcatttgggt
acatcccaag
gggtctcatt
gcacgtcttg
atcgttcggt
tggtgcattg
caagtcgtac
gaacgctccce
tgcgcagtac
gtctgacaag
attaggtgtg
gatcaacatt
ctgtctgagce
cgtggttaag
aggagcggga
gttctecgggt
gatcagccat
ctccttcaag
tgctttctte
cttttcatgg
gtgggaggcg
aagagaacag
ttattttcta
cgcgcctect
ctcgac

agaatataat
gactgggatg
gacctatagg
agatgcagct
aggacagcgg

4

tctggctcce
gatgtgaaag
cccgagcetct
gaccatgatc
cacggcgaca
aagggcgcta
atccccactg
gatactatta
actgatcctt
tccggtgtceg
cctgtgcaga
atgctgctcc
gtcgagtctg
gtcggaggcet
accagcaaca
gcaacctcga
caggccaagc
actgccaccg
gctcgtgagg
cagatcgatt
cgctacgagce
cttgctgctg
aacctgtggg
cttgcctcct
accaaggcca
cgcagcaagg
ggtgctgctg
cccggaaacce
tacacctcgce
ttcggccagg
gaggagcacg
cggtacttgce
ccatactcgce
aacaacgcga
attgatgtgg
acgtcctcgt
gagaacgaca
cgaccggatc
gccgtttegt
ctgagtgaga
gcggcccagg
tctggcgeat
tgttcttgtt
agtagagttc
gcccttgtat
ggccacgatg
ctggggagtg
gttctcccga
tcaccttcac

aaatctttga
cgagagacag
gcaatgatgg
aatcgtgcag
tgctatgtcc

cttactctgg
ccaagtacga
ttggaggtta
ttgaggcctt
aggtcgacat
acatgtatat
gatgggatgce
ccctttatgt
atgagttcta
gaggcatgct
aggatatctt
tgtcatcctc
tcgagattgg
acgatgactt
ccgaggaaga
ccecgcetctgg
ttgccgtgga
acaaggaggg
ctaagggcaa
cccgcecgage
tcgatgagct
agactgagcg
gcaatgagtt
ttggcttgac
acgacaagaa
gtaacgcttt
ctgcctggat
gtaacgccga
ggtcgattca
tcggaggtga
agtacgaggc
atgactctat
ccgagctcga
ccaagtcctg
acatgacgceg
cttcgcgegg
cgttcttgga
ctcaggctag
cgttcteget
ttgagattgt
aggcggeggce
acgcggttge
ctttcatttt
tcttttttet
acaaacaact
ggtttcaagc
acaggttgag
gtcccttett
ttacgagagc

aagagagaca
agggcgttgt
tagtgggtgg
tgtgcagcga
aaatcgagaa

ctgggtcgat
gaagcagatc
tgatcccaag
tgaggtctcg
ttacgaggag
tcccaaggcec
tgcccgettt
cttggtctcg
ccagtacgtt
ctcgcttcge
gcaggagtcc
tggacctatc
tgtggatacg
ccaggaggaa
gtttgcgcat
attcatggag
gatgggtgtg
tcgectetgtt
gatgccttcg
tcagattaag
caaggccagc
cattcagaag
ctacagacag
gatcgatgac
cgaatccgaa
gccctctatce
gatgaacggt
caacattgac
gactgatggt
agttctcctg
ttacaaggtc
gaccggceggce
gtccccecgtg
ggcgttcaac
tgcgattctg
tgtgggtgtg
gcgtaacttt
ctttgctggt
cgactctgag
gatggcagag
caaggccggc
ggttgcaaat
ttctttcegtt
ttcttcattc
tataaataaa
aggtatgatg
ttgaacgcaa
gactacttgg
aatatctcta

gaggaggcag
ttatttaatg
tgactagagg
cagtgatggg
ggcgggttce

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12926

60
120
180
240
300



agagggacag
tgagacgaag
cgtgctaggg
gagctcgcett
ccaaaaaaaa
ctgtaggtgt
ttatattatt
tcctcecacct
ctcecgceatcece
tccttcectgta
cctctatctce
tgttctcttt
agaaaacata
acttgacccg
cggatgtctg
ctcctgcaga
tggtggcccg
cgcttcattc
tatatagttt
agtgcgtcag
cttgggttgt
atgtaacacc
ccttttgatt
cgagggataa
cttcaatgct
cagcgagacg
cccttgetet
aaaaaaaaaa
ttggtttcce
actgggcgtg
gtcgatgcac
attcctgtgce
atccacgcgg
ttctcggecet
ccaacctcgg
ggcggtcagg
accacgttgg
tcggatgatg
ccagactcga
ggacttgtcc
tacaccaagt
tttaaacgcg
gttcgacggg
tcgaggagtt
gctcccagga
ctaacaatga
tccagaagta
cgcttattaa
tgaaccttgce
tttcgcagag
cttcgtatcet
ggtttgacca
caggatcgcc
gggagaaggc
cctecgggegt
tggccggege
ccaacccagc
ttcgcectecgt
cccecattgat
ttatgaatgc
tccgcagcaa
acaccctctt
gtcgcgaggg

cgcgacagac
aagccgagag
ccttgtggga
agaccccccce
aaaaaaaaaa
cgtatgtgtt
ccttgegetg
ccatctcect
tttgttcatt
tctacctcgce
tttctcgaaa
gaaaaagtta
tctaaaaaaa
tcctttggece
ggtagcggct
ggaggccgea
ttttctcaaa
ttgtttagca
ttcttgegtg
agaaacagga
agggcaggag
caacaaaaaa
tggaccctte

caagggcggg
gacggagtgg
gtcaaagagc
tatttttggg
aaaaattaaa
acgatctgct
attctgtatg
cactttcectte
tgagaaccgt
tcactcgact
tggtcttcct
cactatttgc
gcaatatcga
tgcaggacta
cctecggtett
agccagatgt
agcttatgca
tgagaatcat
gtaacaggtt
acactcccag
ctttgctaac
ggtctaccct
aggcaaccct
cgtcgaggcc
cggacceccgce
tcttcgcaag
aaaggtcaag
ggatggcgtce
tacccagatg
tactattact
gactgctatg
cggctcectttg
ttctgagggc
tgctctgege
caacggcgag
ggtcgceegga
cggttaccac
ggtcaagaag
catcaatgtg
cctcececatg

tggtccaaat
tgaaaatttt
agccaggctc
acaatgttgg
ataagatcct
gtggtgtatt
gaaccccttt
ccgcaatctt
actcattatt
atctcctect
gcaagaacat
accgctgaaa
ccagaacgcce
ctcaagcaag
gaacaacttc
gcgaccggaa
tttgctacgg
tcgacattgg
ctaggaacgc
aagaccagat
gcgatctgga
aaagtgaaca
ttcttcaaga
atctctcacc
gaagtggagg
ggatcgtaaa
tcttttectt
tttagcgttt
tgcagatgtg
gctttgacca
ttttecttttt
cttcctgttc
tttagcaaag
ccgtgctacg
cgctgctcag
ggagtacttt
cgtcgaggac
ccactccaag
tgcgtatctg
ttactatgtg
caactccaca
cttgaccaga
ggcatcatct
tctcgtaagg
caaaccaccc
actcctatgce
accaaccgcce
tcatctatct
ctcaaggctc
ttctcgtcce
tctgccctgg
accatccccecg
acggaccttg
gcaggattga
acggcccgca
gtcaaccgcg
tatgcccecca
atccacatcg
atgaccccct
gttgagctgg
atcatgcagc
cgccagtggg
gagggctttt
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gttgggggca
gttctatcgg

atcgtatggce
atggggagtg
gccctatcag
gcggatcaag
cgctttcttt
ctttecctcecce
gcatagaaca
gttctcttgce
cctattgaaa
gccgatactt
ttttcttaat
gaacttctga
gtgaggagtt
gtgctgacga
acaagagcga
cagtggtggg
agcggaaaag
gcgactcttt
gattgtggca
gaataaggaa
gagagggatg
tcatcgtcegt
aggtggatat
aaaaaaaaaa
tcaccacgac
caatgaaagg
caaccagacg
aagcagccgt
gtactataga
tttgtcacca
gatacccggg
gaggctcttg
gagggaaagg
gacgagctgg
atggctgcag
ggactggatg
gtttcagcac
atgctcaagg
gatgctgacc
ctccecgecca
cgtctgtggt
cactgggact
tcaatcccge
tggttgtcaa
atttgccaga
gcacgggacc
ccacgggcect
gtttcttgce
tcgagagcga
tcttctcaac
tcaatcaaat
cccatgtgat
acaaggacgg
agctgtcgta
actgggccaa
acactcgcat
cgactgttaa
ccggtggtgg
tcaccactcc
gcttccaagc
gttgcgctge

atctcgcagce
aggaatgggg
ctgccagggce
tgcaagagca
ctggataaga
cttcaaggtg
tcttcectete
tcagcctctt
acctgcaatc
attatcgtct
agttgcattc
catcctttat
catgactacc
ggtctcgatc
tctgatctceg
tcaggcccceg
gcaggtaaag
tggttgggat
cagcagcctc
tttttttttg
gaaaaggctg
ggggagcgtg
catgcacaca
tttcecececect
cgttgagagc
aaagcgctgg
caaaaaaaaa
gtgagagagt
tgcaggccgc
aaggcaagag
gcgatccttce
aataccttaa
tggtgatcat
cacccgagga
ctaagctgtt
cagacatcta
tgttgcgcecga
tcatggggtg
ccgtctctcet
taagagcaac
ccattatatt
gcttcgcgat
catctcatcc
tcttttctgg
cattcttcaa
ctctttgcge
ggaccgcaag
tcctcaatcg
ggagcagggt
catcactgca
tattgctcgg
cgactctgga
ttgttccctt
cgatttcggce
cacgggtgtc
caaacccgac
tgagttccag
gtcccgectc
cgagggcttt
acactataac
tggagccggt
tccettggtg
cggtgttccce

tggctgggtt
ggacggaggc
tggtgagaag
atcaaaagta
tatccgettg
ctgttgggtg
ttcttcecca
catctcgaca
tcectttgtat
ttcacaccca
aattgtcctt
atcatccaaa
gcacagtcca
ctcgttccectt
gtcgaggctg
gagatggctt
gaacatgcta
tggggttttg
aatggcagga
ttttttgttt
ccctcagacc
tgttaccata
tcagcctcectc
cctttteccge
ggggcggggt
ctagttcttt
aaaaaaaaaa
ggtggtacat
cttcagggtt
ctaacagcaa
actgcagttc
aggaaacgac
caatgcgttc
ctacaccccg
tgccatcttt
cacgacctat
gcacgccaga
gttgaggagc
gcccttgatt
tacaggtcaa
cattcaaaac
gttattcttg
tcggccacat
atcggaaccc
gactcgctct
gcatctgagg
atcaagatcg
ttgtacggcc
cgtgtaccct
cccttccact
tacgacctga
aaggacattg
cccgtgcecact
cccggcegget
caggtgatgc
atcttcgatg
ccaaagctgg
ctttccaagc
gtcagtgctg
gaggccgegg
atcactctca
cccaagctcc
tcgctcgagg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080



tcgcagacga
ctggctcggce
ccatcgttct
atcagcceccat
ccggcectctgg
tccagctcga
tggccaagga
tcgaggactc
gttccgaatt
agatggacga
agaaggacta
cgttgtactc
tagcatgtga
tcttcaggac
gcatgaggag
gattgaggag
tgacatccct
gctcttgact
gccecgtgeca
tctctggecag
tcttcaggga
tttggacggce
cgatgccaac
cttggatgct
ggtggagacc
tgctggccag
caagaagttc
tcacttcgag
gtctgcttee
cgagctcatt
cctcttceccac
caacgagaga
caacgcctge
cagcacgcca
tgagcgccgce
gtctatcatc
tctctcgaac
tgacactgtt
caagggcgtg
ccgcggceace
ggttaagctg
ggccgagggt
tgttegette
gcagatttcc
gactcaggga
catccacttc
catttctccce
cgttaaccct
gactagtgcee
tgtcactagg
tttcecggegt
ggtgcttcct
gaagatcatc
ttgttagcat
gcgattcatt
tatgtgttca
tceceecegteg
atgtaccttg
tcgattttgt
aagaagacga
atgcgctacg
atcaacgaga
cagttcacac

gttcatcact
cgaggccatc
tcagtggact
cctggagaca
tttcggtggce
ctaccctececce
gggaatggct
tgagtgggaa
gggagagccc
caccatcttt
catcatcaag
acgctecggcet
ttatggtatt
atgacttatg
cgctggattg
cgcttecgttg
tttgcgtttg
accgaggatg
ttcattceccg
gccgaggact
cctgcecgecg
atcttccaca
attccccagg
gtcttgccct
tccatgctag
gacccctett
ttggataatc
tacgccgagg
agcaagtcga
gaggtcgtgce
tacaccccceg
atcaaggagt
ctggccactg
gagatcaagg
cagaaagttg
aaggccatct
ggcttccgta
gccgagatca
gttctgcgtg
tttgtggatt
acgtccgcca
gagcacaccg
aagaacaaga
actaaggagc
aatcccgtcce
gagaacggtg
ttcagcaatg
tactttgctg
tcgacccgca
ttagttcgtt
agctaattct
caggaccgtc
aaagtggaaa
ttcatgtgaa
tggcacaggt
ctggacaggg
ccaaggacat
ccagcttttce
tccttttgac
ttcactttgg
atcaagttga
ccacgcactt
agcctgectt

gacatgctca
cgccaggtct
ggtggcegtg
tactctgcca
gctgaggaca
atgccttttg
tcgettggtg
aagacttaca
attcataaaa
gctctgccca
cgtctgaacg
ggtatactta
aggtctggtt
aggaggtcat
atcactctca
gcgttgagaa
cccaggagtt
ttggatactt
tgctcgacaa
tggcegetgt
tcecgcectatge
gccacattgc
tcgagtactt
tggtcaaggt
agtcaagctt
ggttccgege
ctcttgcacg
acaagttgca
gcgagctctce
tggtggagaa
agaagggata
tctactacaa
atgccttcac
agttttgcca
tctatgcgcee
tccccaagtce
tgttagatgg
atgccgttgt
agggcaagceg
accagaacac
aggatgtggc
tcgggcectaa
ccaccttctce
atgtcgagat
tcgcctactt
gatattctgt
agccctatgce
atctcgctga
agtttgtgga
ttcttttceg
tgattcttct
tttcgaccaa
ctttcaacca
aaatcgcgta
tgttgagggc
atctcaggag
ctggcagaga
ttgttatgat
aggcttctcc
tggtcccaag
ccaggatggce
ttacaccttc
gacccttatg
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gtgccggaat
tggcgatcgce
ctggtggcca
tcecgtcegtcea
cctaccccta
atggtatgct
tgaagcaggce
agggacccac
ttgcaacccg
aggacaagcg
ctgacttcca
catgccgege
cggtaagaag
caaccgcttg
ccgcaacttg
gaagtccatt
tgtcgacacc
cttgttcttg
ggactttgag
tgttgatcag
aaccaaggtg
ctggttgaag
tggcggcaag
cgagacttac
gcccaagaat
cctcttgact
catcttcegt
aaccattacc
tcecectegett
gaacggcgag
tgccectatce
gctttggttc
cgaaaagttt
ggctgtcgga
catggatttt
gattgacggt
cgccgagtcec
caacaacgat
cgtcatggag
attccaaaag
tgtcttgaag
tgcgtccttg
gcatgttgag
tgccactgtt
gaagcgctcg
catgcccgag
taaggtttcg
gctccctggce
gatctttget
cattgcttga
ctctagctac
gttatcgcac
gaacggcagc
acctgttgga
actgctgaga
cagggaatgg
gccgaccgtc
attcgttctc
attctggata
ggtaacgcca
tccatcaaat
cagtcaccca

gagaaggccy

ccgtcacatc
caatgcccac
tcacagttte
ccctaacgtt
cctcacaggt
ttttggttca
tattgtcgat
cggaggcgtc
cggagtcaag
tcececgcetgece
aaaggtaaat
gcaaccagtt
gccaacggca
attgagctca
ctcggcgaca
gtccaaacct
tatcccctga
atgaaccgtc
gtgtggttta
gatgtgcagc
gatgagcccg
gagcgttatt
cccggacgct
gacaacggca
gaggattggc
gcececececgecg
cctcgtgtcet
gtttacgatc
cgcgececcegte
cgtttgattc
catgaggtca
ccttcagagg
atttgcaatg
aaccaggccg
gctattgtcg
gatctgttga
ttgaagcaag
tccgggaagt
gtgacctcgg
acggttgaga
agcaaggagt
gtcttcegcece
accactggta
cactatagca
ggttctccta
ggttccttca
ggtgacttta
actattaccc
gcagagaatc
gagtatgcac
gaggtcaagt
attggaatga
aaggtaaaac
atcatttatt
ttgatcagcc
gaatggctct
atttcttgga
tttcgttatg
ttgtccgcecaa
ttcgtcagaa
ctttgcctct
acggtctttt
ccttcgagga

tccttcaage
cctgagatgc
gaggatttcc
gtcctggtygg
gactggtctg
cgcgtcatgg
gcacccggag
atgactgtcc
ctgtggaagg
ctcttggcca
aagtcgttgce
attaaccagc
gcgttgctga
tgtttatcaa
tccttegeceg
tctctcagcet
ccaagaccca
gtggacaaaa
agaaggactc
gcacctgcat
tcaaggatat
acaacaacaa
tcgagtccge
aggtcaagat
tcgagtacct
tcattcaagg
ctcaagccgt
gtcgctectg
tgcagcccaa
ctttccctct
tggagggtcg
aggatcaatt
gtgagcaggt
agctctacgt
ttggctggaa
agcttgtcca
gcgacattgt
tggttcaggt
agttcttgta
cccccatgga
ggatccagtg
tgaacacgat
ccgtgtcgat
acgacgagga
tcgagcaggc
gctcggaggt
accctatcca
atggcatgtg
atcctcagcg
tctagtattc
tcectttctat
tcaacggaaa
cagaaacgtc
aacgttggca
cacgatcgcc
gtatgactct
aaactatggt
ctgtaactga
caatcctctg

ttacatgtcg

gttcceegge
ggctgccact
catgcgctcc

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860



aagggtttga
cttgctgceca
ggtatgacca
gtcgccatca
gtggacgcaa
aactggcagt
aactacctca
gaggtcaaga
gttgccaagg
atcgatgtecc
ctcgccaaga
cccaatttga
ctcacgtegt
gccaagcagc
gcttecgeecg
cgcttgattg
ttcaagtacg
aaggactcca
gctgccagtg
ccegtggetyg
cttgagatct
ctctcgaagg
ggtgatcttc
ctggaggagc
acttcgetca
gccaagggat
ttggteggtt
tggttggatt
gcceceegety
cctgcagcty
gcccaaaaga
gttggtggea
agcagtggct
cagggtaact
ggatccaaga
tatggcttgg
agcgceecgcece
tacgctcgte
gcegttggtg
gcgatgatgt
ggcgaaaagc
cagtggatgg
aagaaggcce
ttgtacgaca
atccatgtca
aacactgctg
atcgagaact
tttcttttea
atcctecttt
gatcgataac
ggatcactat
gaaggtgcag
gtcttcctcce
gtccaacacc
ggcegttece
gcacctcaag
aagcgtttac
catggtcctg
cttgtccgga
gtactaccaa
cttcaacgga
tctcaagaag
ccaggdcaag

tccagggcaa
ttggtgaggt
tgcaggtege
acccategeg
tcgccagaca
atgttgctgce
aggtgcagaa
agcacctgtc
atggtcacat
cctteocactce
agatcaaccc
ctgctcagcece
ctccecegtcet
agcagcgtct
tcecgttggat
aggttggacc
aggcttatga
aggagattta
ctgctgetcee
tcgeegetge
tgcatgtgat
ccatcaagga
agaaggagtt
ttgccaacgce
tcgccaagat
acctggccaa
tgacgatgga
cggtcgetcea
gtggtgccge
ctgttgctga
tcaagaagac
agtcgactct
tcecctgagaa
ttggtggatc
tgecaggtgg
gtccactccyg
tcggatcega
gtgccggtat
gtgccatgat
accagcacct
agtacgagga
ctgagcacgg
gcaagtacga
tgatctttgg
tgaaccgege
ctgatcgcegg
gtcgegaggt
caccctectet
tgtttgtttg
aagggcaata
gtcaaggata
aagaaccttg
aagttggcga
atcatcecgtg
agcgecgace
aagaagaacc
ttggatgtct
atgaccggtg
ggagccaagg
tcgatctacce
ggctccaagce
ggtcttggcet
gagattgaca

ctgtgcettt
cetteccate
tgttcecceege
tgtctcgeece
gtcgaacggt
tggtgagcett
gatcgatctt
tcagatcatt
caagcctgag
tagcttectty
tacgttcatt
cttcagcatt
ggccaaggtc
gggatatact
tgagacccag
ctegeccacy
tgatgeccttyg
ttatgccatg
cgceccccaaa
aggacctgct
cgttgcccaa
tcttgtagga
tggtagcage
tcttecaggge
gattggatcc
ggcccacggce
gceccgcagcece
ggcttacgee
tcecegteatg
tgctccectate
tgtcgaggag
gcagaacgag
gggcgaggag
cttgggcatg
atttacccag
cgctgacggt
gggtgatgcce
ttcecttggga
gaacagtgag
cgagatctat
ggagaagctg
cgactactac
ctcacactgg
ccgactcecacce
taacccccag
caagacctat
tctggaagcc
cacatgtaac
tttttctaat
tcttgtacga
tggtcgetgg
ctcagatcta
tcaagtcact
aggagaagaa
gccctaagaa
cccagtctga
tgaccaacat
ctggaaagga
ttgttgtcac
agcgccacgg
aggatgtcga
gggatctcga
acatcgactc
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gccggtecact
gaatccttgg
gactctgtcg
acattcaacg
cttttggaaa
tctaacttgg
cagaagctga
gccggegcecce
cgcggtgttg
ttgtceggtyg
aacgtgcccc
gagaagtcct
ctcaagaact
ctcttggteg
gatagactct
ctctgtggta
accttccagce
gacaatgtcg
gccacccecag
gcecgeegttt
aaggtcaaga
ggcaagtcga
ggattccctg
aacttcaacg
aagatgcccg
ctgggtcetyg
cgtctgggeg
cgcecgtgcetg
atggcggcetg
aaggctattg
gtcccactct
atcttgggtyg
gctecectttgg
cagacgacct
tcctecageca
gcgttgctet
aaggcttggt
ggcggeggeyg
gagttcaacc
gctegttace
gcgaccctge
gccgagggcea
aactgggtcc
gtcgttgace
ttgcttgagt
gctttggeca
gcgectgtet
gcttaagatt
agtcggtgtt
ggaggttcag
tggcaagatg
caagatcatt
ctacggcgag
ccgecgtgece
ggaggccaag
gagcggatgg
tgcgecgegac
ctcgatecgga
gacctcgcgce
atccaagaac
cgcacttgtc
ctacatcatce
gcagtccgag

cgctecggaga
ttgatgtcgt
gccgctccaa
actctgcectct
ttgtcaatga
acgctcetete
tggagaccat
ttgagaaggt
ctaccatccc
tcgctecectt
tgttgactte
acattgaggg
ggatcgacac
agttgctcge
tcaaggagta
tggcccaacyg
gttcgactct
agtccteggce
ttgecegetge
cagatgtcce
agactctcga
ctcttcagaa
agaagggcga
gagctcttgg
gtggttattc
tccgtgecga
ccgtteectga
gtatctecget
ctggeectge
acattcttca
cgaaggccat
atcttcagaa
aagatctcgg
cgttgattge
aggcttacct
tgggtgtcac
tggacactgt
gcggtgetgt
aattccagge
ttgagaagga
gcttgcagge
tcaagecetge
gtcaggatgc
gcgaggtegt
ttatgatcta
aggagtttgg
acaaggatgg
atgatcagct
cctaccggtce
cgegtgggtg
tcecgagtaca
aaggctcaga
gtcatccatg
agccgegtec
aaggagacca
gagttcagtc
ggtgttacat
gcctcgatce
ttcagcecgtg
tcatgcttgg
aactacattt
cccttegetyg
ctggctcace

gtactctgcet
cttctaccgt
ctatggaatg
ccgctatgte
gaacgttgag
gactgtcctg
gcccttggaa
tgccgagaag

cttggctgga’

ccgcacctat
caagtacatt
cgtectacaac
caagctgact
ttaccagttc
caacgtcgte
cacgcectcaag
ttgcacgtcce
tcctgetecg
agcccececget
catcaaggcc
agaggtccct
cgaaatcttg
ggaggctect
aaagcagacc
gctctcgact
tgctgcgcete
ggccaatgct
gtcggetggt
tgctgectggt
cgtcattgtt
caaggatctt
ggagtttggc
aaatgctctc
caagatgatg
cgectegtet
tatggagcee
cgcccaagct
cgctggtggt
caagcagaac
tcteegtget
agatatcgac
cttecagegeco
catgtcgetce
ggcccagtge
ccacattgac
taacatgttyg
tgagtctget
agctaatgac
cccagacgac
tcecgeaaget
gcaaccgceca
acacgatgaa
ccatgaacat
gccgegecte
ttececttett
agcgtttgac
ttgagaaccg
tcaagggtct
atgtgaccga
ttgttgttce
acgataagga
ccatcteggt
gtatcatgtt

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8540
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10580
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640



gaccaacgtt
cactcgccect
cggtctctat
gtcttggggce
attgatgagc
ctctggccag
ctgccaggtc
gaacgaaatc
gatcgtcacc
gcaccaaccc
ggactacaag
tgtcgtcgtce
aatggaggct
cttcatcaaa
tgccaagact
cttggagcac
gcgtaaggga
gaaggaggag
ggagtctggt
cctgaagttc
tggagtaccc
gaccgtggag
tcacgtgtct
cggcatgtac
cttcatcaac
caagacaccc
gatccagagc
aggttcgtac
tggacgtacg
gtctcacgga
gcccatttac
tccagctcect
gcgecttcetg
gcaatgggtc
caacagcctc
ggaagccaag
ggaccctcag
cattggtgtt
agtcgtcaac
ctggcaaaag
tgtcctgcaa
cgacacaatg
tgtcaaggcc
gatccactcg
caagcagcag
ccctgeectg
gtacttgaac
cgctaagcac
ggagacgtcc
ggatgtggaa
tacccagcag
tcggtggtct
gaaggtgtgg
gagcggcgca
cgtcaaggag
tgcgttgtaa
tcttttaatt
ctatttcttt
aaagggtgtt
ggaagaaggc
acgcttctct
gcttacgcaa
aaaaaaaaat

ttgcgtetge
gctcaggtca
ggtgagtcta
gcctatctga
ggtaacaaca
gagatggcat
gagcctgtct
tcggccaact
gagaacactc
cacaaggtca
gacctgtcge
actggtttct
aatggccagt
catcacaatg
gaagagcccg
actggtatcc
ctgcttcagg
gcccagatgt
cagtgggcceg
gatcgtcttg
aaggacatca
gccttggttg
gaggttggaa
cgcggtcgeg
acgatgcctg
gtcggagcectt
ggtaaggcaa
gagtttgcca
cccaaggaga
gctggtattg
ggtatcgtcg
ggacagggtg
gacatcaagt
gagaacgagt
accgtctegg
cgtcagcacc
atcgctcctc
ggatccttcc
aagcagctcg
tacctcacgg
gtcctccaga
agacagtatg
ggtctgctca
gattacattc
gcgegecagg
gtccaggtca
cccaaggcecce
ctggtacccg
gctcaagagt
atggtctctg
gagattgact
gccaaggagg
acacagggtg
cccteggtygg
atcaaggtct
aaacctcccce
gcgcecttgett
acttcttata
ctgcgggtgyg
tctacattct
tcttgcectcece
caagtaccca
aatgcttcta

tcggaaacgt
tcctgecectt
aggttgctct
ccatcaccgg
ttgtggccga
tcaacattct
gggccgactt
tgcgtgccega
tggatttcaa
cgcctegtge
acgctcacaa
ctgaggtcgg
tctcactcga
gtaacctcaa
tcaaggatcg
gtctgattga
aggtcttgat
tcaagcttga
tcaagttcaa
ttgctggcca
ttgaccaggt
cctcgggtat
atacagctgg
tgatggatga
cctgggtcaa
gtgccaccgce
agattgtgat
acatgaaggc
tgtceccgecce
agattttgat
gtctcaccaa
tcctcaccac
accgcaagcg
atgctgagct
aagaagagta
gcgaggccect
tgcgtggtge
acggtacctc
agcatttggg
gacatcccaa
cgggtctcat
agcacgtctt
aatcgttcgg
ttggtgcatt
ccaagtcgta
agaacgctcc
gtgcgcagta
agtctgacaa
cattaggtgt
cgatcaacat
actgtctgag
ccgtggttaa
caggagcggg
tgttctcggg
cgatcagcca
tctccttcaa
gtgctttctt
ccttttcatg
ggtgggaggc
caagagaaca
tttattttet
gcgcgectcec
ttgtacttca

8

taaggccaag
gtcgcccaac
cgagaccttg
ageccecgttatt
gggcctggag
cggtctcatg
gaacggtggt
ataccgccag
ggagacccac
caacatgaaa
gctccgecgge
accttggggt
gggatgcatt
gtctggctcc
cgatgtgaaa
gcccgagetce
cgaccatgat
gcacggcgac
gaagggcgct
gatccccact
cgatactatt
cactgatcct
atccggtgtce
tcctgtgeag
catgctgctc
tgtcgagtct
tgtcggaggce
gaccagcaac
tgcaacctcg
gcaggccaag
cactgccacc
tgctcgtgag
ccagatcgat
ccgctacgag
tcttgctget
taacctgtgg
ccttgectcce
caccaaggcc
tcgcagcaag
gggtgctgct
tccecggaaac
gtacacctcg
tttcggccag
ggaggagcac
ccggtacttg
cccatactcg
caacaacgcg
gattgatgtg
gacgtcctcg
tgagaacgac
ccgaccggat
ggcecgtttcg
actgagtgag
tgcggcccag
ttctggecgeg
gtgttcttgt
cagtagagtt
ggcccttgta
gggccacgat
gctggggagt
agttctcccg
ttcaccttca
aaatgcagtg

aagatggagc
cacggaacct
ttcaaccgct
ggctggactc
aagtacggtg
catccctcga
cttcagtact
acggccgaga
ggtgctgagg
ttccctttee
atgctcgatc
aactcgcgca
gagatggcct
ccttactctg
gccaagtacg
tttggaggtt
cttgaggcct
aaggtcgaca
aacatgtata
ggatgggatg
accctttatg
tatgagttct
ggaggcatgc
aaggatatct
ctgtcatcct
gtcgagattg
tacgatgact
accgaggaag
acccgctctg
cttgccgtgg
gacaaggagg
gctaagggca
tcccgeecgag
ctcgatgagc
gagactgagc
ggcaatgagt
tttggcttga
aacgacaaga
ggtaacgctt
gctgcctgga
cgtaacgccg
cggtcgattc
gtcggaggtg
gagtacgagg
catgactcta
cccgagcetceg
accaagtcct
gacatgacgc
tcttcgegeg
acgttcttgg
cctcaggcta
tcgttctege
attgagattg
gaggcggcegyg
tacgcggttg
tctttecattt
ctcttttttc
tacaaacaac
gggtttcaag
gacaggttga
agtcccttct
cttacgagag
cgatgattat

acggctacga
tcggagctga
ggagttccga
gcggtactgg
tccgcacctt
tcaccaacct
tgcccaacct
tccgcaaggce
ccgagcgtaa
ctgagctgaa
ttgagaaggt
ctcgctggga
ggatcatggg
gctgggtcga
agaagcagat
atgatcccaa
ttgaggtctc
tttacgagga
ttcccaagge
ctgceccgett
tcttggtcectce
accagtacgt
tctegetteg
tgcaggagtc
ctggacctat
gtgtggatac
tccaggagga
agtttgcgcea
gattcatgga
agatgggtgt
gtcgctctgt
agatgccttc
ctcagattaa
tcaaggccag
gcattcagaa
tctacagaca
cgatcgatga
acgaatccga
tgccctctat
tgatgaacgg
acaacattga
agactgatgg
aagttctcct
cttacaaggt
tgaccggcgg
agtcccccegt
gggcgttcaa
gtgcgattct
gtgtgggtgt
agcgtaactt
gctttgctgg
tcgactctga
tgatggcaga
ccaaggccgg
cggttgcaaa
tttctttcgt
tttcttcatt
ttataaataa
caggtatgat
gttgaacgca
tgactacttg
caatatctct
gatgcttttg

11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
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tggatgctcc gactatctac atccccaggg gtaggggttt catccctctce gatgcectte 15480
cttctcegttce agececgtgegt tggetcctga gectcactgt ccagegttce tcgccgata 15539

<210> 3
<211> 4162
<212> PRT

<213> Mortierella alpina
<400> 3

Met Thr Thr Ala Gln Ser Asn Leu Thr Arg Pro Leu Ala Leu Lys Gln
1 5 10 15
Gly Thr Ser Glu Val Ser Ile Leu Val Pro Ser Asp Val Trp Val Ala
20 25 30
Ala Glu Gln Leu Arg Glu Glu Phe Leu Ile Ser Val Glu Ala Ala Pro
35 40 45
Ala Glu Glu Ala Ala Ala Thr Gly Ser Ala Asp Asp Gln Ala Pro Glu
50 55 60
Met Ala Leu Val Ala Arg Phe Leu Lys Phe Ala Thr Asp Lys Ser Glu
65 70 - 75 80
Gln Ser Asp Pro Ser Leu Gln Phe Ile Pro Val Leu Arg Thr Val Phe
85 90 95
Leu Phe Phe Val Thr Lys Tyr Leu Lys Gly Asn Asp Ile His Ala Val
' 100 105 110
Thr Arg Leu Leu Ala Lys Asp Thr Arg Val Val Ile Ile Asn Ala Phe
115 120 125
Phe Ser Ala Leu Val Phe Leu Arg Ala Thr Glu Ala Leu Ala Pro Glu
130 135 140
Asp Tyr Thr Pro Pro Thr Ser Ala Leu Phe Ala Ala Ala Gln Glu Gly
145 150 155 160
Lys Ala Lys Leu Phe Ala Ile Phe Gly Gly Gln Gly Asn Ile Glu Glu
165 ’ 170 175
Tyr Phe Asp Glu Leu Ala Asp Ile Tyr Thr Thr Tyr Thr Thr Leu Val
180 185 190
Gln Asp Tyr Val Glu Asp Met Ala Ala Val Leu Arg Glu His Ala Arg
195 200 205
Ser Asp Asp Ala Ser Val Phe His Ser Lys Gly Leu Asp Val Met Gly
210 215 220
Trp Leu Arg Ser Pro Asp Ser Lys Pro Asp Val Ala Tyr Leu Val Ser
225 230 235 240
Ala Pro Val Ser Leu Pro Leu Ile Gly Leu Val Gln Leu Met His Tyr
245 250 255
Tyr Val Met Leu Lys Val Leu Asp Gln Thr Pro Ala Gln Leu Arg Asp
260 265 270
Val Ile Leu Gly Ser Thr Gly His Ser Gln Gly Ile Ile Ser Ser Val
275 280 285
Val Ile Ser Ser Ser Ala Thr Phe Glu Glu Phe Phe Ala Asn Ser Arg
290 295 300
Lys Ala Leu Gly Leu Leu Phe Trp Ile Gly Thr Arg Ser Gln Glu Val
305 310 315 320
Tyr Pro Gln Thr Thr Leu Asn Pro Ala Ile Leu Gln Asp Ser Leu Ser
325 330 335
Asn Asn Glu Gly Asn Pro Thr Pro Met Leu Val Val Asn Ser Leu Arg
340 345 _ 350
Ala Ser Glu Val Gln Lys Tyr Val Glu Ala Thr Asn Arg His Leu Pro
355 360 365
Glu Asp Arg Lys Ile Lys Ile Ala Leu Ile Asn Gly Pro Arg Ser Ser
370 375 380
Ile Cys Thr Gly Pro Pro Gln Ser Leu Tyr Gly Leu Asn Leu Ala Leu
385 390 395 400
Arg Lys Leu Lys Ala Pro Thr Gly Leu Glu Gln Gly Arg Val Pro Phe
405 410 415
Ser Gln Arg Lys Val Lys Phe Ser Ser Arg Phe Leu Pro Ile Thr Ala



Pro
Asp
Pro
465
Ile
Glu
Pro
Gly
Arg
545
Leu
Arg
Leu
Asn
Leu
625
Lys
Thr
Pro
Ala
Leu
705
Ala
Ile
Glu
His
Asp
785
Pro
Ala
Ala
Thr
Lys
865
Ile

Lys

Phe

Phe
Ile
450
Val
Thr
Lys
Gly
Thr
530
Glu
Arg
Ser
Ser
Glu
610
Ala
Lys
Leu
Lys
Gly
690
Ser
Ile
Val
Asp
Pro
770
Thr
Pro
Lys
Pro
Gly
850
Ile
Phe

Asp

Gly

His
435
Ala
Phe
Thr
Ala
Gly
515
Gly
Leu
Tyxr
Val
Lys
595
Gly
Gly
Ile
Phe
Leu
675
Val
Ala
Arg
Leu
Phe
755
Asn
Tyr
Met
Glu
Gly
835
Gly
Ala
Ala

Tyr

Lys
915

420
Ser

Arg
Ser
Asp
Thr
500
Ser
Val
Ser
Ala
Asn
580
Pro
Phe
Gly
Met
Ile
660
Arg
Pro
Gly
Gln
Gln
740
His
Val
Pro
Pro
Gly
820
Val
Val
Thr
Leu
Ile

900
Lys

Ser
Tyxr
Thr
Leu
485
Ala
Ser
Gln
Tyr
Pro
565
Gly
Pro
Val
Gly
Gln
645
Asn
Arg
Ser
Ile
Val
725
Trp
Gln
Val
Tyr
Phe
805
Met
Glu
Met
Arg
Pro
885
Ile

Ala

Tyr
Asp
Asp
470
Val
Met
Gly
Val
Lys
550
Asn
Glu
Leu
Ser
His
630
Leu
Val
Glu
Leu
Arg
710
Leu
Thr
Pro
Leu
Leu
790
Asp
Ala
Asp
Thr
Gly
870
Lys

Lys

Asn

Leu
Leu
455
Ser
Asn
Ala
Val
Met
535
Pro
Trp
Ile
Met
Ala
615
Tyr
Thr
Arg
Gly
Glu
695
His
Ala
Gly
Ile
Val
775
Thr
Gly
Ser
Ser
Val
855
val
Asp

Arg

Gly

Asp
440
Arg
Gly
Gln
Gly
Gly
520
Leu
Asp
Ala
His
Val
600
Val
Asn
Thr
Gln
Leu
680
Val
Ile
Ile
Gly
Leu
760
Ala
Gly
Met
Leu
Glu
840
Arg
Lys
Lys

Leu

Ser
920

425
Gly

Phe
Lys
Ile
Leu
505
Ser
Ala
Ile
Asn
Ile
585
Ala
Met
Glu
Pro
Trp
665
Pro
Ala
Ser
Ala
Arg
745
Glu
Gly
Asp
Leu
Gly
825
Trp
Ser
Leu
Arg
Asn

905
Val
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Val
Asp
Asp
Cys
490
Thr
Leu
Gly
Phe
Glu
570
Asp
Gly
Asn
Ala
Gly
650
Gly
Met
Asp
Phe
Asn
730
Ala
Thr
Ser
Trp
Phe
810
Val
Glu
Glu
Trp
Pro
890

Ala

Ala

Ser
His
Ile
475
Ser
His
Thr
Ala
Asp
555
Phe
Thr
Met
Ala
Ala
635
Ala
Phe
Glu
Glu
Lys
715
Ala
Gly
Tyr
Gly
Ser
795
Gly
Lys
Lys
Leu
Lys
875
Ala
Asp

Asp

Ala
Thr
460
Ala
Leu
Val
Ala
Ser
540
Ala
Gln
Arg
Thr
Gly
620
Val
Gly
Gln
Gly
Phe
700
Pro
His
Gly
Ser
Phe
780
Val
Ser
Gln
Thr
Gly
860
Glu
Ala

Phe

Leu

Leu
445
Gln
Gly
Pro
Ile
Arg
525
Glu
Asn
Pro
Met
Pro
605
Tyr
Arg
Ile
Ala
Phe
685
Ile
Gly
Pro
His
Ala
765
Gly
Gln
Arg
Ala
Tyr
845
Glu
Met
Leu

Gln

Gln
925

430
Val

Met
Ser
Val
Asp
510
Asn
Gly
Pro
Lys
Ser
590
Ser
His
Ser
Thr
Pro
670
Cys
Thr
Ser
Glu
His
750
Ile
Gly
Leu
Val
Ile
830
Lys
Pro
Asp
Leu
Lys

910
Asp

Glu
Thr
Pro
His
495
Phe
Lys
Val
Ala
Leu
575
Arg
Thr
Val
Lys
Leu
655
Leu
Cys
Asp
Ala
Met
735
Ser
Arg
Ala
Asp
Met
815
Val
Gly
Ile
Asp
Ala
895

Val

Met

Ser
Ile
Thr
480
Trp
Gly
Asp
Asn
Ala
560
Val
Leu
Val
Glu
Val
640
Asn
Val
Ala
Met
Glu
720
Pro
Phe
Arg
Glu
Tyr
800
Val
Asp
Pro
His
Thr

880
Lys

Thr
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Tyr Glu Glu Val Ile Asn Arg Leu Ile Glu Leu Met Phe Ile Lys His
930 935 940

Glu Glu Arg Trp Ile Asp His Ser His Arg Asn Leu Leu Gly Asp Ile

945 950 955 960

Leu Arg Arg Ile Glu Glu Arg Phe Val Gly Val Glu Lys Lys Ser Ile

965 970 975
Val Gln Thr Phe Ser Gln Leu Asp Ile Pro Phe Ala Phe Ala Gln Glu
980 985 990
Phe Val Asp Thr Tyr Pro Leu Thr Lys Thr Gln Leu Leu Thr Thr Glu
995 1000 1005

Asp Val Gly Tyr Phe Leu Phe Leu Met Asn Arg Arg Gly Gln Lys
1010 . 1015 1020

Pro Val Pro Phe Ile Pro Val Leu Asp Lys Asp Phe Glu Val Trp
1025 1030 1035

Phe Lys Lys Asp Ser Leu Trp Gln Ala Glu Asp Leu Ala Ala Val
1040 1045 1050

Val Asp Gln Asp Val Gln Arg Thr Cys Ile Leu Gln Gly Pro Ala
1055 1060 1065

Ala Val Arg Tyr Ala Thr Lys Val Asp Glu Pro Val Lys Asp Ile
1070 1075 1080

Leu Asp Gly Ile Phe His Ser His Ile Ala Trp Leu Lys Glu Arg
1085 1090 1095

Tyr Tyr Asn Asn Asn Asp Ala Asn Ile Pro Gln Val Glu Tyr Phe
1100 1105 1110

Gly Gly Lys Pro Gly Arg Phe Glu Ser Ala Leu Asp Ala Val Leu
1115 1120 1125

Pro Leu Val Lys Val Glu Thr Tyr Asp Asn Gly Lys Val Lys Met
1130 1135 1140

Val Glu Thr Ser Met Leu Glu Ser Ser Leu Pro Lys Asn Glu Asp
1145 1150 1155

Trp Leu Glu Tyr Leu Ala Gly Gln Asp Pro Ser Trp Phe Arg Ala
1160 1165 1170 '

Leu Leu Thr Ala Pro Ala Val Ile Gln Gly Lys Lys Phe Leu Asp
1175 1180 1185

Asn Pro Leu Ala Arg Ile Phe Arg Pro Arg Val Ser Gln Ala Val
1190 ‘1195 1200

His Phe Glu Tyr Ala Glu Asp Lys Leu Gln Thr Ile Thr Val Tyr
1205 1210 1215

Asp Arg Arg Ser Trp Ser Ala Ser Ser Lys Ser Ser Glu Leu Ser
1220 1225 1230

Pro Ser Leu Arg Ala Arg Leu Gln Pro Asn Glu Leu Ile Glu Val
1235 1240 1245

Val Leu Val Glu Lys Asn Gly Glu Arg Leu Ile Pro Phe Pro Leu
1250 1255 1260

Leu Phe His Tyr Thr Pro Glu Lys Gly Tyr Ala Pro Ile His Glu
1265 1270 1275

Val Met Glu Gly Arg Asn Glu Arg Ile Lys Glu Phe Tyr Tyr Lys
1280 1285 1290

Leu Trp Phe Pro Ser Glu Glu Asp Gln Phe Asn Ala Cys Leu Ala
1295 1300 1305

Thr Asp Ala Phe Thr Glu Lys Phe Ile Cys Asn Gly Glu Gln Val
1310 1315 1320

Ser Thr Pro Glu Ile Lys Glu Phe Cys Gln Ala Val Gly Asn Gln
1325 1330 1335

Ala Glu Leu Tyr Val Glu Arg Arg Gln Lys Val Val Tyr Ala Pro
1340 1345 1350

Met Asp Phe Ala Ile Val Val Gly Trp Lys Ser Ile Ile Lys Ala
1355 1360 1365

Ile Phe Pro Lys Ser Ile Asp Gly Asp Leu Leu Lys Leu Val His
1370 1375 1380

Leu Ser Asn Gly Phe Arg Met Leu Asp Gly Ala Glu Ser Leu Lys
1385 1390 1395

Gln Gly Asp Ile Val Asp Thr Val Ala Glu Ile Asn Ala Val Val



Asn
Arg
Arg
Glu
vVal
Thr
Val
Gly
Ala
Val
Ile
Phe
Lys
Ala
Thr
Asn
Met
Gly
Gln
Pro
Gly
Ile
Ser
His
Ser
Leu
Phe
Pro
Ser
Leu

Ile

1400
Asn
1415
Glu
1430
Gly
1445
Thr
1460
Leu
1475
Val
1490
Arg
1505
Thr
1520
Thr
1535
Leu
1550
His
1565
Ser
1580
Val
1595
Asp
1610
Ser
1625
His
1640
Val
1655
Met
1670
Asn
1685
Thr
1700
Met
1715
Trp
1730
Ile
1745
Phe
1760
Met
1775
Pro
1790
Gln
1805
Ala
1820
Lys
1835
Gly
1850
Glu
1865

Asp
Gly
Thr
Pro
Lys
Gly
Phe
Val
Val
Ala
Phe
Ser
Ser
Leu
Ala
Pro
Leu
Ile
Gly
Ile
Gly
Gln
Leu
Gly
Arg
Leu
Ser
Leu
Gly
Glu

Ser

Ser
Lys
Phe
Met
Ser
Pro
Lys
Ser
His
Tyr
Glu
Glu
Gly
Ala
Ser
Gln
Pro
Asn
Ser
Ala
Met
Arg
Asp
Gly
Tyr
Phe
Pro
Thr
Leu
Tyr

Leu

Gly
Arg
Val
Glu
Lys
Asn
Asn
Met
Tyr
Leu
Asn
Val
Asp
Glu
Thr
Arg
Gln
Gly
Lys
Tyr
Ala
Ala
Ile
Pro
Asp
Pro
Asn
Leu
Ile
Ser

Val

Lys
Val
Asp
Val
Glu
Ala
Lys
Glin
Ser
Lys
Gly
Ile
Phe
Leu
Arg
Val
Asp
Lys
Val
Val
Leu
Asp
Val
Lys
Gln

Gly

Met
Gln
Ala

Asp

1405
Leu
1420
Met
1435
Tyr
1450
Lys
1465
Trp
1480
Ser
1495
Thr
1510
Ile
1525
Asn
1540
Arg
1555
Gly
1570
Ser
1585
Asn
1600
Pro
1615
Lys
1630
Thr
1645
Arg
1660
Lys
1675
Val
1690
Phe
1705
Tyr
1720
Arg
1735
Arg
1750
Gly
1765
Val
1780
Ile
1795
Leu
1810
Glu
1825
Gly
1840
Leu
1855
Val
1870

Val
Glu
Gln
Leu
Ile
Leu
Thr
Ser
Asp
Ser
Tyr
Pro
Pro
Gly
Phe
Ser
Leu
Ile
Glu
Thr
Asp
His
Asn
Asn
Asp
Asn
Leu
Lys
Asn
Ala

Val
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Gln
Val
Asn
Thr
Gln
Val
Phe
Thr
Glu
Gly
Ser
Phe
Ile
Thr
vVal
Tyr
Ser
Ile
Gly
Gly
Ser
Phe
Asn
Ala
Gln
Glu
Ala
Ala
Cys
Ala

Phe

Val
Thr
Thr
Ser
Trp
Phe
Ser
Lys
Glu
Ser
Val
Ser
His
Ile
Glu
Glu
Thr
Lys
Thr
Gln
Ser
Leu
Pro
Ile
Asp
Thr
Ala
Ala
Ala
Ile

Tyr

Lys
Ser
Phe
Ala
Ala
Arg
His
Glu
Thr
Pro
Met
Asn
Val
Thr
Ile
Val
Lys
Val
Ala
Gly
Pro
Glu
Leu
Arg
Gly
Thr
Thr
Phe
Phe
Gly

Arg

1410
Gly
1425
Glu
1440
Gln
1455
Lys
1470
Glu
1485
Leu
1500
Val
1515
His
1530
Gln
1545
Ile
1560
Pro
1575
Glu
1590
Asn
1605
His
1620
Phe
1635
Lys
1650
Leu
1665
Glu
1680
Glu
1695
Ser
1710
Val
1725
Asn
1740
Lys
1755
Gln
1770
Ser
1785
His
1800
Gln
1815
Glu
1830
Ala
1845
Glu
1860
Gly
1875

vVal
Phe
Lys
Asp
Gly
Asn
Glu
Val
Gly
6lu
Glu
Pro
Pro
Gly
Ala
Phe
Ser
Thr
Ile
Gln
Ala
Tyr
Lys
Asn
Ile
Phe
Phe
Asp
Gly
Val

Met

Val
Leu
Thr
Val
Glu
Thr
Thr
Glu
Asn
Gln
Gly
Tyr
Tyr
Met
Ala
Leu
His
Phe
Asp
Glu
Lys
Gly
Thr
Tyr
Lys
Tyr
Thr
Met
His
Leu

Thr

Leu
Tyr
Val
Ala
His
Ile
Thr
Ile
Pro
Ala
Ser
Ala
Phe
Trp
Glu
Ser
Ile
Asn
Gln
Gln
Asp
Phe
Ile
Met
Ser
Thr
Gln
Arg
Ser
Pro

Met



Gln
Met
Ser
Gly
Val
Leu
Glu
Ile
Gly
Gly
Ala
Ile
Ala
Asn
Ile
Thr
Arg
Val
Ala
Leu
Glu
Pro
Ala
Ala
His
Pro
Leu
Ser
Ala
Thr
Gly

Gly

Val
1880
Val
1895
Ala
1910
Leu
1925
Ala
1940
Asn
1955
Thr
1970
Ala
1985
His
2000
Ile
2015
Pro
2030
Asn
2045
Gln
2060
Leu
2075
Asp
2090
Leu
2105
Trp
2120
Arg
2135
Gln
2150
Thr
2165
Ile
2180
Ala
2195
Ala
2210
Ala
2225
Val
2240
Leu
2255
Gln
2270
Gly
2285
Asn
2300
Thr
2315
Tyr
2330
Leu

Ala
Ala
Leu
Leu
Ala
Tyr
Met
Gly
Ile
Asp
Phe
Val
Pro
Thr
Thr
Leu
Ile
Leu
Arg
Phe
Tyr
Ala
Ala
Ala
Ile
Ser
Asn
Phe
Ala
Ser
Ser

Gly

Val
Ile

Arg

.Glu

Gly
Leu
Pro
Ala
Lys
val
Arg
Pro
Phe
Ser
Lys
Val
Glu
Ile
Thr
Gln
Tyr
Ser
Ala
Val
Val
Lys
Glu
Pro
Leu
Leu
Leu

Pro

Pro
Asn
Tyr
Ile
Glu
Lys
Leu
Leu
Pro
Pro
Thr
Leu
Ser
Ser
Leu
Glu
Thr
Glu
Leu
Arg
Ala
Ala
Pro
Ser
Ala
Ala
Ile
Glu
Gln
Ile
Ser

Val

Arg
Pro
Val
Val
Leu
Val
Glu
Glu
Glu
Phe
Tyr
Leu
Ile
Pro
Thr
Leu
Gln

Val

Lys

Ser
Met
Ala
Ala
Asp
Gln
Ile
Leu
Lys
Gly
Ala
Thr

Arg

Asp
1885
Ser
1900
Val
1915
Asn
1930
Ser
1945
Gln
1960
Glu
1975
Lys
1990
Arg
2005
His
2020
Leu
2035
Thr
2050
Glu
2065
Arg
2080
Ala
2095
Leu
2110
Asp
2125
Gly
2140
Phe
2155
Thr
2170
Asp
2185
Ala
2200
Pro
2215
Val
2230
Lys
2245
Lys
2260
Gly
2275
Gly
2290
Asn
2305
Lys
2320
Ala
2335
Ala

Ser
Arg
Asp
Glu
Asn
Lys
Val
Val
Gly
Ser
Ala
Ser
Lys
Leu
Lys
Ala
Arg
Pro
Lys
Leu
Asn
Pro
Val
Pro
Val
Asp
Asp
Glu
Phe
Met
Lys

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

Ala

Gly
Ser
Ile
Val
Asp
Asp
Lys
Glu
Ala
Phe
Lys
Tyr
Tyr
Lys
Gln
Gln
Phe
Pro
Glu
Thr
Glu
Pro
Val
Lys
Lys
Val
Gln
Ala
Gly
Gly
Tyr

Ala

Arg
Pro
Ala
Glu
Ala
Leu
His
Lys
Thr
Leu
Ile
Ile
Ile
Val
Gln
Phe
Lys
Thr
Ala
Ser
Ser
Lys
Ala
Ala
Thr
Gly
Lys
Pro
Ala
Ser
Leu

Leu

Ser
1890
Thr
1905
Arg
1920
Asn
1935
Leu
1950
Gln
1965
Leu
1980
Val
1995
Ile
2010
Leu
2025
Asn
2040
Pro
2055
Glu
2070
Leu
2085
Arg
2100
Ala
2115
Glu
2130
Leu
2145
Tyr
2160
Lys
2175
Ser
2190
Ala
2205
Ala
2220
Leu
2235
Leu
2250
Gly
2265
Glu
2280
Leu
2295
Leu
2310
Lys
2325
Ala
2340
Leu

Asn
Phe
Gln
Trp
Ser
Lys
Ser
Ala
Pro
Ser
Pro
Asn
Gly
Lys
Leu
Ser
Tyr
Cys
Asp
Asp
Ala
Thr
Ala
Glu
Glu
Lys
Phe
Glu
Gly
Met
Lys

Val

Tyr
Asn
Ser
Gln
Thr
Leu
Gln
Lys
Leu
Gly
Thr
Leu
Val
Asn
Gly
Pro
Asn
Gly
Asp
Ser
Pro
Pro
Gly
Ile
Glu
Ser
Gly
Glu
Lys
Pro
Ala

Gly

Gly
Asp
Asn
Tyr
Val
Met
Ile
Asp
Ala
Val
Phe
Thr
Tyr
Trp
Tyr
Val
Val
Met
Ala
Lys
Ala
Val
Pro
Leu
Val
Thr
Ser
Leu
Gln
Gly
His

Leu



Thr
Ala
Ile
Met
Val
Val
Lys
Glu
Pro
Leu
Leu
Gln
Pro
Pro
Asp
Gly
Ala
Asn
Glu
Leu
Glu
Ala
Gln
Thr
Asn
Asp
Glu
Ala
Thr
Arg

Ala

2345
Met
2360
Trp
2375
Ser
2390
Met
2405
Ala
2420
Ala
2435
Ala
2450
Ile

2465

Glu
2480
Gln
2495
Ile
2510
Ser
2525
Leu
2540
Ser
2555
Thr
2570
Gly
2585
Met
2600
Ala
2615
Lys
2630
Ala
2645
His
2660
Lys
2675
Asp
2690
Val
2705
Arg
2720
Asn
2735
Phe
2750
Ala
2765
Thr
2780
Val
2795
Gly
2810

Glu

Leu

Leu

Ala

Asp
Gln
Ile
Leu
Lys
Gly
Ala
Ser
Arg
Ala
Val
Gly
Met
Met
Asp
Thr
Gly
Lys
Ala
Val
Ala
Thr
Gly
Pro
Ile
Gly

Gly

Pro
Asp
Ser
Ala
Ala
Lys
Lys
Gly
Gly
Asn
Lys
Ala
Ala
Arg
Ala
Gly
Asn
Met
Leu
Leu
Asp
Ala
Met
Asp
Asn
Ala
Asn
Val
Asp
Val

Lys

Ala
Ser
Ala
Ala
Pro
Ile
Asp
Asp
Glu
Phe
Met
Lys
Asp
Leu
Gln
Gly
Ser
Tyr
Arg
Arg
Tyr
Arg
Ser
Arg
Pro
Ala
Met
Tyr
Asn
Arg

Met

Ala
Val
Gly
Gly
Ile
Lys
Leu
Leu
Glu
Gly
Met
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Glu
Gln
Ala
Leu
Tyr
Lys
Leu
Glu
Gln
Asp
Leu
Lys
Lys
Lys

Ser

2350
Arg
2365
Ala
2380
Ala
2395
Pro
2410
Lys
2425
Lys
2440
Val
2455
Gln
2470
Ala
2485
Gly
2500
Gly
2515
Tyr
2530
Ala
2545
Ser
2560
Tyr
2575
Ala
2590
Glu
2605
His
2620
Gly
2635
Gln
2650
Ala
2665
Tyr
2680
Leu
2695
Val
2710
Leu
2725
Arg
2740
Ile
2755
Asp
2770
Gly
2785
Leu
2800
Glu
2815

Leu
Gln
Pro
Ala
Ala
Thr
Gly
Lys
Pro
Ser
Ser
Leu
Leu
Glu
Ala
Val
Phe
Leu
Glu
Ala
Glu
Asp
Tyxr
Val
Leu
Gly
Glu
Val
Asn
Asp

Tyr
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Gly
Ala
Ala
Ala
Ile
Val
Gly
Glu
Leu
Leu
Lys
Ala
Leu
Gly
Arg
Ala
Asn
Glu
Lys
Asp
Gly
Ser
Asp
Ala
Glu
Lys
Asn
Gly
Ile
His

Ser

Ala
Tyr
Gly
Ala
Asp
Glu
Lys
Phe
Glu
Gly
Met
Ser
Leu
Asp
Arg
Gly
Gln
Ile
Gln
Ile
Ile
His
Met
Gln
Phe
Thr
Cys
Val
Leu
Tyr

Asn

Val
Ala
Gly
Gly
Ile
Glu
Ser
Gly
Asp
Met
Pro
Ser
Gly
Ala
Ala
Gly
Phe
Tyr
Tyr
Asp
Lys
Trp
Ile
Cys
Met
Tyr
Arg
Pro
Tyr
Val

Arg

2355
Pro
2370
Arg
2385
Ala
2400
Pro
2415
Leu
2430
Val
2445
Thr
2460
Ser
2475
Leu
2490
Gln
2505
Gly
2520
Tyr
2535
Val
2550
Lys
2565
Gly
2580
Ala
2595
Gln
2610
Ala
2625
Glu
2640
Gln
2655
Pro
2670
Asn
2685
Phe
2700
Ile
2715
Ile
2730
Ala
2745
Glu
2760
Thr
2775
Glu
2790
Lys
2805
Gln
2820

Glu
Arg
Ala
Ala
His
Pro
Leu
Ser
Gly
Thr
Gly
Gly
Thr
Ala
Ile
Val
Ala
Arg
Glu
Trp
Ala
Trp
Gly
His
Tyr
Leu
Val
Gly
Glu
Asp

Lys

Ala
Ala
Pro
Ala
Val
Leu
Gln
Gly
Asn
Thr
Phe
Leu
Met
Trp
Ser
Gly
Lys
Tyr
Glu
Met
Phe
Val
Arg
Val
His
Ala
Leu
Pro
Val
Met

Val

Asn
Gly
vVal
Ala
Ile
Ser
Asn
Phe
Ala
Ser

Thr

Glu
Leu
Leu
Gly
Gln
Leu
Lys
Ala
Ser
Arg
Leu
Met
Ile
Lys
Glu
Gln
Gln
Val

Gln



Lys
Met
Val
Lys
Ser
Phe
Glu
Asn
Met
Gly
Phe
His
Gly
Lys
Pro
Asp
Leu
Tyr
His
Ala
Ala
Thr
Lys
Ile
Glu
Asn
Thr
Phe
His
Leu
Met

val

Asn
2825
Lys
2840
Ile
2855
Asn
2870
Ala
2885
Leu
2900
Phe
2915
Ile
2930
Thr
2945
Leu
2960
Ser
2975
Gly
2990
Ser
3005
Asp
3020
Phe
3035
Ser
3050
Arg
3065
Asp
3080
Gly
3095
Leu
3110
Tyxr
3125
Gly
3140
Tyr
3155
Leu
3170
Pro
3185
Leu
3200
Ala
3215
Lys
3230
Lys
3245
Lys
3260
Leu
3275
Gly

Leu
Ser
His
Arg
Asp
His
Ser
Ala
Gly
Leu
Arg
Ser
Lys
Leu
Ala
Gln
Leu
Thr
Thr
Glu
Leu
Leu
Gly
Gly
Val
Asn
Glu
Glu
vVal
Asp
Asp

Pro

Ala

Ser

Ala

Arg
Arg
Leu
Gln
Arg
Ala
Ser
Asp
Lys
Gln
Lys
Ala
Ser
Leu
Arg
Phe
Thr
Thr
Met
Val
Leu
Trp
Glu
Ile
Thr
Thr
Tyr
Leu

Trp

Gln
Ser
Met
Ala
Pro
Lys
Arg
Asp
Gly
Gly
Val
Asn
Asp
Lys
Ile
Glu
Gly
Pro
Gly
Leu
Ile
Ser
Arg
Met
Ala
Ile
Arg
His
Pro
Lys
Glu

Gly

Ile
Lys
Asn
Ser
Lys
Lys
Leu
Gly
Lys
Gly
Thr
Ser
Val
Gly
Ser
Leu
Asn
Ala
Ala
Phe
Thr
Gly
Thr
His
Asp
Ser

Lys

Arg
Asp
Lys

Asn

Tyr
2830
Leu
2845
Met
2860
Arg
2875
Lys
2890
Lys
2905
Thr
2920
Val
2935
Asp
2950
Ala
2965
Glu
2980
Cys
2995
Asp
3010
Leu
3025
Val
3040
Ala
3055
Val
3070
Gln
3085
Asp
3100
Asn
3115
Gly
3130
Asn
3145
Phe
3160
Pro
3175
Leu
3190
Ala
3205
Ala
3220
Ala
3235
Ala
3250
Leu
3265
vVal
3280
Ser

Ala
Ser
Val
Glu
Asn
Ser
Thr
Ser
Lys
Tyr
Leu
Ala
Gly
Gln
His
Lys
Val
Gly
Arg
Ala
Asn
Ser
Ser
Asn
Asn
Ile
Glu
Asn
Ser
Val

Arg
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Ile
Ile
Asn
Arg
Ala
Pro
Val
Phe
Ile
Val
Tyr
Val
Leu
Trp
Gly
Arg
Ala
Ile
Leu
Trp
Val
Ile
Gly
Tle
Gly
Leu
Val
Ala
Met
His
Val

Thr

Ile
Lys
Thr
Arg
Lys
Gln
Tyr
Glu
Gly
Val
Gln
Val
Val
Asp
Lys
Ile
Lys
Leu
Tyr
Ser
Ile
Val
Gln
Thr
Gly
Arg
Thr
Glu
Lys
Ala
val

Arg

Lys
Ser
Ile
Ala
Lys
Ser
Leu
Asn
Ala
Val
Ser
Val
Asn
Leu
Glu
Met
Lys
Pro
Gly
Ser
Gly
Ala
Glu
Asn
Leu
Ala
Glu
Arg
Phe
His
Thr

Trp

Ala
2835
Leu
2850
Ile
2865
Ser
2880
Glu
2895
Glu
2910
Asp
2925
Arg
2940
Ser
2955
Thr
2970
Ile
2985
Pro
3000
Tyr
3015
Asp
3030
Ile
3045
Leu
3060
Met
3075
Leu
3090
Glu
3105
Glu
3120
Trp
3135
Glu
3150
Met
3165
Leu
3180
Gln
3195
Glu
3210
Asn
3225
Lys
3240
Pro
3255
Lys
3270
Gly
3285
Glu

Gln
Tyr
Arg
Ala
Thr
Ser
Val
Met
Ile
Thr
Tyr
Phe
Ile
Tyr
Asp
Thr
Glu
Ser
Ser
Ser
Thr
Gly
Ala
Cys
Tyr
Tyr
Thr
His
Phe
Leu
Phe

Met

Asn
Gly
Glu
Val

Ile

Leu
Val
Leu
Ser
Gln
Asn
Tyr
Ile
Asn
Asn
His
Pro
Lys
Trp
Arg
Leu
Phe
Gln
Leu
Arg
Leu
Gln
Pro
Arg
Ser

Glu

Thr
Glu
Glu
Pro
Pro
Trp
Thr
Leu
Lys
Arg

Arg

Asp
Ile
Ile
val
Gly
Asn
Val
Gly
Gly
Glu
Asn
Val
Pro
Gln
Asp
Pro
Glu
Gly
Glu

Ala



Asn
Met
Pro
Asp
Thr
Pro
Leu
Leu
Gln
Lys
Gly
Gln
Ala
Tyr
Gly
Asp
Thr
Pro
Val
Val
Glu
Ala
Thr
Leu
Gly
Ser
Ala
Lys
Glu
Ala

Glu

3290
Gly
3305
Gly
3320
Tyr
3335
Arg
3350
Gly
3365
Lys
3380
Glu
3395
Glu
3410
Trp
3425
Ala
3440
Trp
3455
Val
3470
Leu
3485
Val
3500
Gly
3515
Asp
3530
Met
3545
Ile
3560
Glu
3575
Ile
3590
Phe
3605
His
3620
Arg
3635
Met
3650
Ile
3665
Val
3680
Lys
3695
Arg
3710
Asn
3725
Ser
3740
Thr
3755

Gln
Phe
Ser
Asp
Ile
Arg
Ala
His
Ala
Leu
Asp
Asp
Val
His
Met
Pro
Pro
Lys
Ile
Val
Ala
Gly
Ser
Gln
Val
Pro
Gly
Gln
Glu
Asn

Glu

Phe
Ile
Gly
Val
Arg
Lys
Phe
Gly
Val
Lys
Ala
Thr
Ala
Val
Leu
Val
Ala
Thr
Gly
Gly
Asn

Arg

Gly

Ala
Gly
Ala
Lys
Ile
Tyr
Ser

Arg

Ser
Lys

Trp

Leu
Gly
Glu

Asp

Phe
Ala
Ile
Ser
Ser
Ser
Gln
Trp
Pro
Val
Gly
Met
Thr
Phe
Lys
Leu
Pro
Met
Asp
Ala
Leu

Ile

Leu
His
Val
Ala
Ile
Leu
Val
Lys
Phe
Asp
Arg
Thr
Gly
Glu
Leu
Lys
Val
Val
Asp
Tyr
Lys
Pro
Met
Leu
Thr
Gly
Pro
Ser
Glu
Thr

Gln

3295
Glu
3310
His
3325
Asp
3340
Lys
3355
Glu
3370
Leu
3385
Ser
3400
Val
3415
Lys
3430
Arg
3445
Phe
3460
Leu
3475
Ile
3490
vVal
3505
Arg
3520
Asp
3535
Asn
3550
Gly
3565
Thr
3580
Asp
3595
Ala
3610
Lys
3625
Glu
3640
Ala
3655
Asn
3670
Gln
3685
Ser
3700
Arg
3715
Leu
3730
Val
3745
Lys
3760

Gly
Asn
Ala
Tyr
Pro
Gln
Lys
Asp
Lys
Leu
Gly
Tyr
Thr
Gly
Gly
Ile
Met
Ala
Ile
Asp
Thr
Glu
Ser
val
Thr
Gly
Arg
Arg
Arg
Ser

Glu
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Cys
Gly
Lys
Glu
Glu
Glu
Glu
Ile
Gly
Val
Val
Val
Asp
Asn
Met
Leu
Leu
Cys
Gln
Phe
Ser
Met
His
Glu
Ala
Val
Leu
Ala
Tyr
Glu

Ala

Ile
Asn
Thr
Lys
Leu
Val
Glu
Tyr
Ala
Ala
Pro
Leu
Pro
Thr
Tyr
Gln
Leu
Ala
Ser
Gln
Asn
Ser
Gly
Met
Thr
Leu
Leu
Gln
Glu
Glu

Lys

Glu
Leu
Glu
Gln
Phe
Leu
Ala
Glu
Asn
Gly
Lys
Val
Tyr
Ala
Arg
Glu
Leu
Thr
Gly
Glu
Thr
Arg
Ala
Gly
Asp
Thr
Asp
Ile
Leu
Glu

Arg

3300
Met
3315
Lys
3330
Glu
3345
Ile
3360
Gly
3375
Ile
3390
Gln
3405
Glu
3420
Met
3435
Gln
3450
Asp
3465
Ser
3480
Glu
3495
Gly
3510
Gly
3525
Ser
3540
Ser
3555
Ala
3570
Lys
3585
Glu
3600
Glu
3615
Pro
3630
Gly
3645
Val
3660
Lys
3675
Thr
3690
Ile
3705
Lys
3720
Asp
3735
Tyr
3750
Gln
3765

Ala
Ser
Pro
Leu
Gly
Asp
Met
Glu
Tyr
Ile
Ile
Thr
Phe
Ser
Arg
Phe
Ser
Val
Ala
Gly
Glu
Ala
Ile
Pro
Glu
Ala
Lys
Gln
Glu
Leu

His

Trp
Gly
Val
Glu
Tyr
His
Phe
Ser
Ile
Pro
Ile
Val

Tyr

Val
Ile
Ser
Glu
Lys
Ser
Glu
Thr
Glu
Ile
Gly
Arg
Tyr
Trp
Leu
Ala

Arg

Ile
Ser
Lys
His
Asp
Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
Asp
Glu
Gln
Val
Met

Asn

Ser
Ile
Tyr
Phe
Ser
Ile
Tyr
Arg
Glu
Arg
Val
Lys
Ala

Glu



Ala
Ile
Asp
Asn
Leu
Tyr
Asn
Arg
Val
Gly
Leu
Glu
Ser
Val
Pro
Thr
Asp
Ala
Gly
Thr
Leu
Ala
Ser
Ile
Ser
Ile

Ala

Leu Asn Leu
3770
Ala Pro Leu
3785
Asp 1Ile Gly
3800
Asp Lys Asn
3815
Gly Arg Ser
3830
Leu Thr Gly
3845
Gly Val Leu
3860
Asn Ala Asp
3875
Leu Tyr Thr
3890
Leu Leu Lys
3905
Leu 1Ile His
3920
Tyr Glu Ala

. 3935

Tyr Arg Tyr
3950
Gln Val Lys
3965
Val Tyr Leu
3980
Lys Ser Trp
3995
Lys 1Ile Asp
4010
Gln Glu Ser
4025
Val Asp Val
4040
Phe Leu Glu
4055
Ser Arg Pro
4070
Lys Glu Ala
4085
Glu Lys Val
4100
Glu Ile Val
4115
Gly Ala Ala
4130
Lys Val Ser
4145
Asn Ala Leu
4160

<210> 4
<211> 10
<212> PRT

<213>

Artificial

<220>

<223>

Trp
Arg
Val
Glu
Lys
His
Gln
Asn
Ser
Ser
Ser
Tyr
Leu
Asn
Asn
Ala
Val
Leu
Glu
Arg
Asp
Val
Trp
Met
Gln

Ile

Gly
Gly
Gly
Ser
Gly
Pro
Val
Ile
Arg
Phe
Asp
Lys
His
Ala

Pro

Asn
Pro
Val
Thr
Ala
Glu

Ser

Asn
3775
Ala
3790
Ser
3805
Glu
3820
Asn
3835
Lys
3850
Leu
3865
Asp
3880
Ser
3895
Gly
3910
Tyr
3925
Val
3940
Asp
3955
Pro
3970
Lys
3985
Asn
4000
Met
4015

y Val

4030
Val
4045
Phe
4060
Gln
4075
Lys
4090
Gln
4105
Glu
4120
Ala
4135
His
4150

Glu
Leu
Phe
Val
Ala
Gly
Gln
Asp
Ile
Phe
Ile
Lys
Ser
Pro
Ala
Ala
Thr
Thr
Ser
Thr
Ala
Ala
Gly
Ser
Ala

Ser
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Phe
Ala
His
Val
Leu
Ala
Thr
Thr
Gln
Gly
Leu
Gln
Met
Tyr
Arg
Lys
Arg
Ser
Ala
Gln
Ser
Val
Ala
Gly
Ala

Gly

Tyr
Ser
Gly
Asn
Pro
Ala
Gly
Met
Thr
Gln
Gly
Gln
Thr
Ser
Ala
His
Ala
Ser
Ile
Gln
Phe
Ser
Gly
Ala
Lys

Ala

Arg
Phe
Thr
Lys
Ser
Ala
Leu
Arg
Asp
Val
Ala
Ala
Gly
Pro
Gln
Leu
Ile
Ser
Asn
Glu
Ala
Ser
Ala
Pro
Ala

Tyr

Sequiéncia de aminoacidos conservada 1

Gln
3780
Gly
3795
Ser
3810
Gln
3825
Ile
3840
Ala
3855
Ile
3870
Gln
3885
Gly
3900
Gly
3915
Leu
3930
Arg
3945
Gly
3960
Glu
3975
Tyr
3990
Val
4005
Leu
4020
Ser
4035
Ile
4050
Ile
4065
Gly
4080
Phe
4095
Gly
4110
Ser
4125
Gly
4140
Ala
4155

Asp
Leu
Thr
Leu
Trp
Trp
Pro
Tyr
Val
Gly
Glu
Gln
Pro
Leu
Asn
Pro
Glu
Arg
Glu
Asp
Arg
Ser
Leu
Val
Val

Val

Pro
Thr
Lys
Glu
Gln
Met
Gly
Glu
Lys
Glu
Glu
Ala
Ala
Glu
Asn
Glu
Thr
Gly
Asn
Tyr
Trp
Leu
Ser
Val
Lys

Ala

Gln
Ile
Ala
His
Lys
Met
Asn
His
Ala
Val
His
Lys
Leu
Ser
Ala
Ser
Ser
Val
Asp
Cys
Ser
Asp
Glu
Phe
Glu

Val
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<400> 4

Gln Gly Ser Gln Glu Gln Gly Met Gly Met

1 5 10
<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Seqléncia de amino&cidos conservada 2

<400> 5

Ala Thr Gln Phe Arg Gln Pro Ala Leu Thr

1 ) 5 10
<210> 6

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador Flh-f

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> (6)..(6)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>

<221> caracteristica misc.
222>  (9)..(9)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> (21)..(21)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> caracteristica misc.
<222> (27)..(27)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 6

carggnwsnc argarcargg natgggnatg
<210> 7

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador Flh-r

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> (3)..(3)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>



<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gtnarngcng gytgngtraa ytgngtngc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

caracteristica misc.

(6)..(6)
n is a, ¢, g, or t

caracteristica misc.

(9)..(9)
n is a, ¢, g, or t

caracteristica misc.

(15)..(15)
nis a, ¢, g, or t

caracteristica _misc.

(24)..(24)
n is a, ¢, g, or t

caracteristica misc.

(27)..(27)
n is a, ¢, g, or t

7

8

21

DNA
Artificial

iniciador F1-1f

8

gctctgtatg actcttccece ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

21

DNA
Artificial

iniciador Fl-1r

9

gccaaaagac cgttgggtga ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

22

DNA
Artificial

iniciador F2-1f

10

ggtgcaggag cgggactgag tg

<210>
<211>
<212>

11
22
DNA

19

29

21

21

22



<213> Artificial
<220>
<223> iniciador F2-1r

<400> 11
cgcatttgca accgcaaccg cg

<210> 12
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador Fl1-2f

<400> 12
atgactaccg cacagtccaa cttgacc

<210> 13
<211> 22
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador F1-3f

<400> 13
tgtcttgaag agcaaggagt gg

<210> 14
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador F2-2r

<400> 14
gcgtagtagt cgccgtgcectc agccatce

<210> 15
<211> 38
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador MCS1-F

<400> 15

20

catggatcct ctagactgca ggcatgcaag cttctcga

<210> 16
<211> 38
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador MCS1-R

<400> 16

ctaggagatc tgacgtccgt acgttcgaag agctctag

22

217

22

27

38

38
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REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de ser selecionado

de qualquer um dos seguintes (a) a (h):

(a) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID
NO: 1;

(b) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
consistindo da seqii€ncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte;

(¢c) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo a seqiiéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 3;

(d) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina que consiste de uma seqiiéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO:3 na qual um ou mais aminoacidos estdo deletados,
substituidos, inseridos e/ou adicionados, e que possui uma atividade de acido-
graxo-sintetase;

(e) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo 60% ou mais de identidade com a
seqﬁéﬁcia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
acido-graxo-sintetase;

(f) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condigdes estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e que codifica uma proteina
possuindo uma atividade de acido-graxo-sintetase;

(g) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢des estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqii€ncia de nucleotideos

de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte, € que codifica uma proteina possuindo
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2
uma atividade de 4cido-graxo-sintetase;

(h) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condigdes estringentes em um polinucleotideo consistindo
de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de nucleotideos
de um polinucleotideo codificador de uma proteina consistindo da seqii€ncia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 3, e que codifica uma proteina possuindo
uma atividade de acido-graxo-sintetase.

2. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de ser selecionado de qualquer um dos seguintes (i) a

(m):

(i) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina que consiste de uma seqiiéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3 na qual um a dez aminoacidos estdo deletados, substituidos,
inseridos e/ou adicionados, e que possui uma atividade de acido-graxo-
sintetase;

(j) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
codificador de uma proteina possuindo 90% ou mais de identidade com a
seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que possui uma atividade de
acido-graxo-sintetase;

(k) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condigdes elevadamente estringentes em um polinucleotideo
consistindo de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de
nucleotideos de Posigdes 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, e que codifica uma
proteina possuindo uma atividade de 4cido-graxo-sintetase;

(1) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢des elevadamente estringentes em um polinucleotideo
consistindo de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO: 2 ou uma sua parte, e que codifica uma proteina

possuindo uma atividade de acido-graxo-sintetase; e
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(m) um polinucleotideo compreendendo um polinucleotideo
que hibridiza sob condi¢Ges elevadamente estringentes em um polinucleotideo
consistindo de uma seqiiéncia de nucleotideos complementar a seqiiéncia de
nucleotideos de um polinucleotideo codificador de uma proteina consistindo
da seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e que codifica uma proteina
possuindo uma atividade de 4cido-graxo-sintetase.

3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de compreender um polinucleotideo que consiste da

seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1.

4. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de compreender um polinucleotideo que consiste da

seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1.

5. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de compreender um polinucleotideo que consiste da

seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 2.

6. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de compreender um polinucleotideo que codifica uma

proteina consistindo da seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.
7. Polinucleotideo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de ser DNA.

8. Proteina, caracterizada pelo fato de ser codificada pelo

polinucleotideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7.

9. Vetor, caracterizado pelo fato de compreender o

polinucleotideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7.

10. Organismo transformado, caracterizado pelo fato de

possuir introduzido no mesmo polinucleotideo como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 7.

11. Organismo transformado, caracterizado pelo fato de

possuir introduzido no mesmo o vetor como definido na reivindicagéo 9.
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12. Organismo transformado de acordo com a reivindicagdo

11, caracterizado pelo fato de possuir uma capacidade de formagdo de acido

graxo aumentada devido a introdu¢do do vetor como definido na
reivindicagdo 9.
13. Organismo transformado de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 10 a 12, caracterizado pelo fato de que o organismo € um

fungo produtor de 4cido graxo.
- 14. Organismo transformado de acordo com a reivindicagio

13, caracterizado pelo fato de que o fungo produtor de acido graxo €

Mortierella alpina.
15. Método para produzir um lipideo ou 4&cido graxo,

caracterizado pelo fato de usar o organismo transformado como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 10 a 14.
16. Método para produzir um alimento, uma droga ou um

material industrial, caracterizado pelo fato de usar o organismo transformado

como definido em qualquer uma das reivindicagdes 10 a 14.

17. Alimento, droga ou industrial material, caracterizado pelo
fato de ser produzido(a) pelo método como definido na reivindicagdo 16.
18. Método para avaliar a capacidade de formacdo de 4cido

graxo de um fungo de teste produtor de lipideo, caracterizado pelo fato de

compreender o uso de um iniciador ou uma sonda planejado(a) baseado(a) na
seqiiéncia de nucleotideos de um gene de acido-graxo-sintetase possuindo a
seqiliéncia de nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1.

19. Método para avaliar a capacidade de formagdo de acido

graxo de um fungo de teste produtor de lipideo, caracterizado pelo fato de

compreender cultivar um fungo de teste produtor de lipideo; e medir um nivel
de expressdo de um gene de acido-graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de

nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1.

20. Método para selecionar um fungo produtor de lipideo,



caracterizado pelo fato de compreender: cultivar um fungo de referéncia

produtor de lipideo e um fungo de teste produtor de lipideo; medir um nivel
de expressdo de um gene de acido-graxo-sintetase possuindo a seqiiéncia de
nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1 em cada fungo produtor
de lipideo; e selecionar um fungo de teste produtor de lipideo que expressa o

gene mais elevadamente do que o fungo de referéncia produtor de lipideo.
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RESUMO

“POLINUCLEOTIDEO, PROTEINA, VETOR, ORGANISMO
TRANSFORMADO, METODOS PARA PRODUZIR UM LIPIDEO OU
ACIDO GRAXO, PARA PRODUZIR UM ALIMENTO, UMA DROGA OU
UM MATERIAL INDUSTRIAL, PARA AVALIAR A CAPACIDADE DE
FORMACAO DE ACIDO GRAXO DE UM FUNGO DE TESTE
PRODUTOR DE LIPIDEO, E PARA SELECIONAR UM FUNGO
PRODUTOR DE LIPIDEO, E, ALIMENTO, DROGA OU INDUSTRIAL
MATERIAL”

A presente invengio proporciona acido-graxo-sintetases que
sdo responsdveis pela sintese de acido graxo novo, polinucleotideos que
codificam tais  d4cido-graxo-sintetases (e.g., um  polinucleotideo
compreendendo (a) um polinucleotideo consistindo da seqiiéncia de
nucleotideos de Posi¢des 1 a 12486 de SEQ ID NO: 1, ou (b) um
polinucleotideo que hibridiza sob éondigées estringentes em um

polinucleotideo  compreendendo uma  seqiiéncia de nucleotideos

- complementar a seqiiéncia de nucleotideos de Posi¢bes 1 a 12486 de SEQ ID

NO: 1, e que codifica uma proteina possuindo uma atividade de acido-graxo-
sintetase, vetores de expressio e transformantes compreendendo tais
polinucleotideos, métodos para produzir alimento e outros produtos usando
tais transformantes, produtos alimenticios produzidos por tais métodos, e

métodos para avaliar e selecionar fungos de teste produtores de lipideo.
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