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DESCRIPCION
Aceites hechos a medida
REFERENCIA A UNA LISTA DE SECUENCIAS
[0001] Esta aplicacion incluye una lista de secuencias como se muestra al final de la descripcién detallada.
CAMPO DE LA INVENCION

[0002] Los ejemplos de la presente descripcion se refieren a aceites/grasas, combustibles, alimentos y oleoquimicos
y su produccion a partir de cultivos de células genéticamente modificadas. Los ejemplos especificos se refieren a
aceites con un alto contenido de triglicéridos que llevan grupos acilo grasos sobre el esqueleto de glicerol en patrones
particularmente especificos, aceites altamente estables, aceites con altos niveles de acidos grasos oleicos o de cadena
media y productos producidos a partir de dichos aceites.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION.

[0003] Las publicaciones PCT WO02008/151149, WO2010/06032, WO02011/150410, W02011/150411,
W02012/061647 y W0O2012/106560 describen aceites y métodos para producir esos aceites en microbios, incluidas
las microalgas. Estas publicaciones también describen el uso de tales aceites para fabricar oleoquimicos y
combustibles. El documento US 2006/094090 describe la expresion exdgena de la aciltransferasa de &cido
lisofosfatidico (LPAAT) en microorganismos oleaginosos, incluidas las algas. EI LPAAT exdgeno da como resultado
triglicéridos enriquecidos en FA poliinsaturada, es decir, enriquece los triglicéridos de tipo saturado-insaturado-
saturado.

[0004] El revenido es un proceso de convertir una grasa en una forma polimérfica deseada mediante la manipulacion
de la temperatura de la grasa o sustancia que contiene grasa, comunmente utilizada en la fabricacién de chocolate.

[0005] Ciertas enzimas de la ruta de elongacion de acil-CoA graso funcionan para extender la longitud de las moléculas
de acil-CoA graso. Las enzimas del complejo de elongasa extienden moléculas de acil-CoA graso en 2 adiciones de
carbono, por ejemplo, miristoil-CoA a palmitoil-CoA, estearoil-CoA a araquidil-CoA u oleil-CoA a eicosanoil-CoA,
eicosanoil-CoA a erucil-CoA. Ademas, las enzimas elongasa también extienden la longitud de la cadena de acilo en
incrementos de 2 carbonos. Las enzimas KCS condensan las moléculas de acil-CoA con dos carbonos de malonil-
CoA para formar beta-cetoacil-CoA. KCS y elongasas pueden mostrar especificidad para condensar sustratos de acilo
de longitud de carbono particular, modificacion (tal como hidroxilacién) o grado de saturacion. Por ejemplo, se ha
demostrado que la beta-cetoacil-CoA sintasa de jojoba (Simmondsia chinensis) prefiere sustratos monoinsaturados y
saturados de C18 y C20-CoA para elevar la produccién de acido erlcico en plantas transgénicas (Lassner et al., Plant
Cell, 1996, Vol 8 (2), pp 281-292), mientras que las enzimas elongasa especificas de Trypanosoma brucei muestran
preferencia por el alargamiento de sustratos CoA saturados de cadena corta y media (Lee et al., Cell, 2006, Vol 126
(4), pp 691-9).

[0006] La ruta biosintética de acidos grasos tipo Il emplea una serie de reacciones catalizadas por proteinas solubles
con intermedios transportados entre enzimas como tioésteres de la proteina portadora de acilo (ACP). Por el contrario,
la via biosintética de acidos grasos tipo | utiliza un Unico polipéptido multifuncional grande.

[0007] La alga oleaginosa, no fotosintética, Protetheca moriformis, almacena cantidades copiosas de aceite de
triacilglicérido en condiciones en que el suministro de carbono nutricional es excesivo, pero la division celular se inhibe
debido a la limitacién de otros nutrientes esenciales. La biosintesis a granel de acidos grasos con longitudes de cadena
de carbono hasta C18 ocurre en los plastidos; los acidos grasos se exportan al reticulo endoplasmico donde (si ocurre)
se alarga el C18 y se incorpora a los triacilglicéridos (TAG). Los lipidos se almacenan en grandes organulos
citoplasmaticos llamados cuerpos lipidicos hasta que las condiciones ambientales cambian para favorecer el
crecimiento, con lo cual se movilizan para proporcionar energia y moléculas de carbono para el metabolismo anabdlico.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] En un aspecto, la presente invencién proporciona una célula microalgal oleaginosa del género Prototheca, que
comprende opcionalmente 23S ARNr que tiene al menos un 65% de identidad de secuencia de nucleétidos con la
SEQ ID NO: 76, opcionalmente heterétrofo obligatoriamente, y opcionalmente comprende un gen exdgeno de la
sacarosa invertasa para que la célula pueda crecer en sacarosa como Unica fuente de carbono, en donde la célula
comprende un gen exdgeno que codifica una enzima LPAAT activa, y la célula produce un aceite que comprende
triglicéridos, en donde el aceite es, en virtud de la actividad de LPAAT: (a) enriquecida en triglicéridos con acidos
grasos de cadena media; o (b) enriquecida en triglicéridos del tipo saturado-insaturado-saturado. En algunos casos,
los triglicéridos del aceite comprenden 40, 50, 60, 70 u 80% o mas de acidos grasos C8: 0, C10: 0, C12: 0,C14: 00
C16: 0. En algunos casos, la célula comprende ademas un gen exdgeno que codifica una tioesterasa acil-ACP FATB
activa.
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[0009] En algunos casos, los triglicéridos del aceite se enriquecen en acidos grasos de cadena media en mas del 70%
como resultado de la expresion de la LPAAT exdgena y la tioesterasa acil-ACP. En algunos casos, la célula comprende
ademas acidos nucleicos recombinantes operables para codificar una enzima KAS | o KAS 1V exdgena para reducir
la actividad de una enzima KAS | enddgena. En algunos casos, la célula comprende ademas acidos nucleicos
operables para reducir la expresion de una desaturasa de acido graso delta 12, opcionalmente a través de un promotor
regulable, para producir un aceite con acidos linoleico y linolénico con un total de 5 por ciento de area 0 menos por
FAME GC/FID. En algunos casos, el aceite esta enriquecido en triglicéridos del tipo saturado-insaturado-saturado. En
algunos casos, el aceite esta enriquecido en SOS, POS y/o POP. En algunos casos, el aceite comprende triglicéridos
que comprenden al menos un 50% de SOS y, opcionalmente, menos del 10% de SSS.

[0010] En algunos casos, la célula comprende ademas una desactivacion o desactivacion de un gen desaturasa de
estearoil-ACP, gen FatA, o ambos. En algunos casos, la célula comprende ademas acidos nucleicos recombinantes
operables para aumentar la actividad beta-cetoacil CoA sintasa. En algunos casos, los acidos nucleicos operables
para aumentar la actividad beta-cetocil sintasa comprenden un gen exégeno que codifica una beta-cetoacil CoA
sintasa.

[0011] En algunos casos, la relacion de estearato a oleato en aceite es 3: 1 + 20%. En algunos casos, POP, SOS y
POS en el aceite comprenden al menos 30% en suma. En algunos casos, el aceite comprende al menos 30% POS.
En algunos casos, el aceite comprende POP al 16% +20%, POS al 38% +20% y SOS al 23% + 20%. En algunos
casos, el perfil de &cido graso del aceite comprende 1 a 4% de acido araquidico.

[0012] En algunos casos, la célula comprende ademas &cidos nucleicos operables para reducir la expresion de una
desaturasa de &cido graso delta 12, opcionalmente a través de un promotor regulable, para producir un aceite con
acidos linoleico y linolénico totalizando un 5 por ciento de area o menos. En algunos casos, el aceite tiene mas del
65% de SOS, menos del 45% de &cido graso insaturado, menos del 5% de acidos grasos poliinsaturados, menos del
1% de &cido laurico y menos del 2% de &cidos grasos trans. En algunos casos, el LPAAT tiene la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 78 o SEQ ID NO: 79 o una secuencia que tiene al menos un 95% de identidad con SEQ
ID NO: 78 0 SEQ ID NO: 79.

[0014] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir un aceite que comprende
proporcionar o cultivar una célula como se discutié anteriormente, y extraer el aceite, en el que la célula se cultiva
opcionalmente heterotréficamente.

[0015] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un aceite que comprende triglicéridos producidos por el
método discutido anteriormente. En algunos casos, el aceite comprende uno o méas de: al menos 10% de ergosterol;
ergosterol y b-sitosterol, en donde la proporcion de ergosterol a b-sitosterol es mayor que 25: 1; ergosterol y
brassicasterol; ergosterol, brassicasterol y poriferasterol, y el aceite esta opcionalmente libre de uno o mas de B-
sitosterol, campesterol, y estigmasterol.

[0016] En algunos casos, el aceite forma cristales de 3-polimorfo. En algunos casos, los cristales tienen una estructura
de laminas de 2L. En algunos casos, los cristales tienen una estructura laminar de 3L.

[0017] En algunos casos, las formas de petréleo cristales B-polimorfo. En algunos casos, los cristales tienen una
estructura de laminillas 2L. En algunos casos, los cristales tienen una estructura de laminillas 3L.

[0018] En algunos casos, en los que los triglicéridos del aceite tienen un perfil de acidos grasos caracterizado porque
la suma del porcentaje de estearato y palmitato es igual al porcentaje de oleato multiplicado por 2,0 +/- 40%. En
algunos casos, el aceite tiene mayor que 65% de triglicéridos SOS, acido graso insaturado de menos de 45%, acidos
grasos insaturados menos de 5%, acido laurico menos de 1%, y de acidos grasos trans de menos de 2%. En algunos
casos, la suma del estearato y palmitato ciento en el perfil de acidos grasos del aceite es dos veces el porcentaje de
oleato,6 20%. En algunos casos, el perfil de sn-2 del aceite tiene por lo menos 40% de oleato. En algunos casos, el
aceite es al menos 40, 50, 60, 70, 80, 0 90% de SOS.

[0019] En algunos casos, el aceite es un plato de acortamiento que tiene una temperatura de fusién de entre 30°C y
40°C. En algunos casos, el aceite comprende cristales 8’ polimérficos. En algunos casos, el aceite tiene un contenido
de grasa sélida de menos de 15% a 35°C. En algunos casos, el aceite comprende 15 a 20% de C8 a C14 de acidos
grasos, acidos grasos de 45-50% de C16 y superior, y/o acidos grasos insaturados de 30-25%.

[0020] En otro ejemplo, la presente descripciéon proporciona un producto alimenticio, de combustible o quimico
producido utilizando el aceite que se menciond anteriormente.

[0021] En otro ejemplo, la presente divulgacién proporciona un aceite natural o aceite RBD producido a partir de un
aceite natural, en la que el aceite comprende acidos grasos 3,5% o menos saturados y, opcionalmente, comprende
mas de 50% de acido oleico y/o mayor que 1% palmitoleico acido. En algunos casos, el aceite tiene entre 0,1y 3,5
acidos grasos saturados%. En algunos casos, el aceite comprende &cido oleico de al menos 90%. En algunos casos,

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 744 868 T3

el aceite comprende acidos grasos poliinsaturados de al menos 3%.

[0022] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona una célula oleaginosa, que comprende opcionalmente
23S ARNr que tienen al menos 65% de identidad de secuencia de nucle6tidos de SEQ ID NO: 76 y opcionalmente
heterétrofa, en el que la célula produce un aceite que comprende 3,5% o0 menos acidos grasos saturados.

[0023] En algunos casos, la célula es una célula de microalgas, opcionalmente del género Prototheca. En algunos
casos, la célula comprende ademas un knockout o knockdown FATA. En algunos casos, la célula comprende un gen
exdgeno que codifica una enzima activa para desaturar palmitoil-CoA a plamitoil-CoA. En algunos casos, el gen
exdgeno es un gen PAD. En algunos casos, el gen exdgeno es un gen SAD que tiene actividad de desaturasa hacia
palmitoil-ACP. En algunos casos, la célula comprende ademés una enzima KAS Il sobreexpresado.

[0024] En algunos casos, la célula comprende ademas acidos nucleicos que pueden funcionar para reducir la
expresion de una desaturasa de acido graso delta 12, opcionalmente a través de un promotor regulable, a fin de
producir un aceite con &cidos linoleico y linolénico por un total de 5 por ciento de area o menos.

[0025] En otro ejemplo, la presente divulgacion proporciona un aceite producido por las células discutidos
anteriormente, opcionalmente refinado, blanqueado y desodorizado, en el que el aceite de distribucion comprende uno
0 mas de: al menos 10% ergosterol; ergosterol y bsitosterol, donde la relacion de ergosterol a bsitosterol es mayor que
25: 1; ergosterol y brasicasterol; y ergosterol, brasicasterol, y poriferasterol, y en el que el aceite es opcionalmente
libre de uno o mas de B-sitosterol, campesterol y estigmasterol.

[0026] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un método para producir un aceite que tiene 3,5% o
menos acidos grasos saturados, en el que el método comprende proporcionar o cultivo de una célula como se discutié
anteriormente o en el presente documento, y extraer el aceite de la célula.

[0027] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un método para producir un alimento, en el que el método
comprende la incorporaciéon de un aceite producido por los métodos discutidos anteriormente en el presente
documento o en la comida, en el que el producto alimenticio acabado tiene 3,5% o menos de grasa saturada.

[0028] En otro aspecto, la presente descripcion proporciona una célula oleaginosa recombinante, que comprende
opcionalmente 23S ARNr que tienen al menos 65% de identidad de secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 76 y
opcionalmente obligatoriamente heterétrofa, en el que la célula comprende un gen exdgeno que codifica una enzima
de sintasa cetoacil-CoA activa.

[0029] En algunos casos, la célula produce un aceite que comprende acido erdcico mayor que 20%. En algunos casos,
la célula produce un aceite que comprende acido erlicico mayor que 60%. En algunos casos, la célula comprende
aceite de al menos 40%. En algunos casos, la célula es del géneroPrototheca, y, opcionalmente, de las especies
Prototheca moriformis. En algunos casos, el aceite producido por la célula comprende uno o mas de: al menos 10%
ergosterol; ergosterol y b-sitosterol, en donde la relacién de ergosterol a b-sitosterol es mayor que 25: 1; ergosterol y
brasicasterol; y ergosterol, brasicasterol, y poriferasterol, en el que el aceite es opcionalmente libre de uno o mas de
B-sitosterol, campesterol, estigmasterol y.

[0030] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un producto quimico producido a partir del aceite que se
discutio anteriormente.

[0031] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un método para producir un aceite, en el que el método
comprende proporcionar o cultivo de una célula como se discutié anteriormente, y la extraccién de un aceite a partir
de la célula.

[0032] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona una célula oleaginosa recombinante que comprende
acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para suprimir la actividad de un &cido graso delta 12 producto
del gen desaturasa de acido de modo que la célula produce un aceite con un perfil de triacilglicerol que tiene acido
linoleico menos del 5%. En algunos casos, la célula produce un aceite con un perfil de triacilglicerol que tiene acido
linoleico menos del 3%. En algunos casos, la célula produce un aceite con un perfil de triacilglicerol que tiene acido
linoleico menos del 2%.

[0033] En algunos casos, la célula es un auxétrofo de acido linoleico o actividad de la desaturasa de acido graso delta
12 puede ser suprimida a través de las condiciones ambientales a fin de producir el aceite. En algunos casos, la
desaturasa de acido graso delta 12 es regulable a través de las condiciones ambientales debido a un promotor
regulable en union operativa con el gen de desaturasa de acidos grasos delta 12. En algunos casos, el promotor
regulable es regulable por el cambio en los niveles de pH de medios o de nitrégeno.

[0034] En algunos casos, la célula comprende ademas acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para

expresar una enzima KAS Il, LPAAT, o CNDC exdégeno. En algunos casos, la célula comprende ademas acidos
nucleicos recombinantes que pueden funcionar para knockout o knockdown de la expresion de una enzima desaturasa
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ACP estearoil. En algunos casos, la célula comprende ademas acidos nucleicos recombinantes operable para
knockout o knockdown la expresién de una tioesterasa acil-ACP enddgeno codificado-FatA.

[0035] En algunos casos, el aceite es estable a 110°C de modo que el punto de inflexiéon en la conductancia ain no
se alcanza por 20 horas bajo condiciones de la prueba de AOCS Cd 12b-92 Rancimat. En algunos casos, el aceite es
estable a 110°C de modo que el punto de inflexion en la conductancia ain no se alcanza por 5 dias en condiciones
de la prueba de AOCS Cd 12b-92 Rancimat, cuando se afiaden 1050ppm de tocoferol y 500 pm de palmitato de
ascorbilo al aceite.

[0036] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un método que comprende: (a) proporcionar una célula
oleaginosa recombinante, que comprende opcionalmente 23S ARNr que tiene al menos 65% de identidad de
secuencia de nuclettidos de SEQ ID NO: 76, opcionalmente obligatoriamente heterétrofa, en el que la célula
comprende nucleico recombinante acidos operables para modificar la cantidad de un acido graso hecho por la célula
en respuesta a un cambio en una condicién ambiental; (B) cultivar la célula bajo una primera condicién ambiental que
es permisiva para la sintesis del acido graso con el fin de permitir la divisién celular y aumentar el nimero de células;
(c) cultivar la célula bajo una segunda condicién ambiental que, debido a los acidos nucleicos recombinantes, reduce
la sintesis del &cido graso y por lo tanto la cantidad de que el acido graso en un aceite producido por la célula; y (d)
extraer el aceite de la célula.

[0037] En algunos casos, la célula comprende acidos nucleicos exdgenos que pueden funcionar para reducir la
actividad de una desaturasa de &cido graso delta 12 a fin de reducir la cantidad de &cido linoleico en el aceite. En
algunos casos, el acido linoleico se agota en el aceite por al menos de 50, 60, 70, 80, 0 90%.

[0038] En algunos casos, la célula se cultiva de manera heterétrofa. En algunos casos, la célula es una célula de
microalgas. En algunos casos, la célula produce por lo menos 40, 50, 60, 70, 80, 0 90% de aceite por peso de células
secas.

[0039] En algunos casos, la primera condicion ambiental es un primer pH y la segunda condicién ambiental es un
segundo pH de los medios de cultivo.

[0040] En algunos casos, el aceite, cuando se extrae de la célula, es estable a 110°C de modo que el punto de inflexion
en la conductancia ain no se alcanza por 20 horas bajo condiciones de la prueba de AOCS Cd 12b-92 Rancimat. En
algunos casos, el aceite, cuando se extrae de la célula, es estable a 110°C de modo que el punto de inflexién en la
conductancia ain no se alcanza por 5 dias en condiciones de la prueba de AOCS Cd 12b-92 Rancimat, cuando
1050ppm de tocoferol y 500 pm de palmitato de ascorbilo se afiaden al aceite.

[0041] En algunos casos, la célula comprende un gen exégeno que codifica una enzima KAS Il y opcionalmente un
knockout o knockdown de un gen FatA. En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar
para modificar la cantidad de un &cido graso hecho por la célula comprenden un ARN inhibidor dirigidas a un gen de
la FAD, la produccion del ARN inhibidor estar bajo el control de un promotor regulable.

[0042] En algunos casos, el aceite se caracteriza por un perfil de acidos grasos con &cido oleico mayor que 60% y
menos del 3% poliinsaturados. En algunos casos, el aceite se caracteriza por un perfil de &cidos grasos con acido
oleico mayor que 70% y menos del 2% poliinsaturados. En algunos casos, el aceite se caracteriza por un perfil de
acidos grasos con acido oleico mayor que 80% y menos del 1% de &cidos grasos poliinsaturados.

[0043] En otro ejemplo, la presente divulgacion proporciona un aceite producido por el método discutido anteriormente.
En algunos casos, el aceite comprende &cido linoleico 0,01 a 2% y (i) 80 a 95% de &cido oleico o (ii) mas del 40% de
C8, C10, C12, C14 o &cidos grasos C16. En algunos casos, el aceite comprende ademas uno o mas de: al menos
10% ergosterol; ergosterol y B-sitosterol, donde la relacién de ergosterol a 3-sitosterol es mayor que 25: 1; ergosterol
y brasicasterol; y ergosterol, brasicasterol y poriferasterol.

[0044] En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un producto producido por el aceite que se discutid
anteriormente. En algunos casos, el producto es un alimento, combustible o productos quimicos. En algunos casos,
el producto es un aceite para freir, aceite lubricante, disolvente de limpieza, agente tensioactivo, espuma o lubricante.
En algunos casos, el producto es un dimero de acido oleico.

[0045] En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula constructo, vector, cromosoma o huésped que
comprende &cidos nucleicos que codifican una proteina que tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 77 a
79. En algunos casos, los acidos nucleicos codifican una proteina que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID
NO: 77 a 79. en algunos casos, los acidos nucleicos codifican una proteina que tiene al menos 98% de identidad con
SEQ ID NO: 77 a 79. en algunos casos, los acidos nucleicos tienen al menos 80, 90, 95, 96, 97, 98, 0 99% de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 80-85 o equivalentes secuencias, en virtud de la degeneracién del codigo genético.

[0046] Se describen y/o ejemplifican estos y otros aspectos y realizaciones de la invencion en los dibujos adjuntos,
una breve descripcion de los cuales sigue inmediatamente, la descripcion detallada de la invencion, y en los ejemplos.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0047]

Figuras 1-14 muestran perfiles de acidos grasos y las curvas de fusion de aceites refinados, blanqueados y
desodorizados cepas de Prototheca moriformis de ingenieria genética, como se describe en el Ejemplo 4;
Figura 15 muestra la estabilidad de diferentes aceites como una funcién de la concentracion de antioxidante,
como se describe en el Ejemplo 5;

Figura 16 muestra diversas propiedades de los aceites naturales con niveles muy bajos de acidos grasos
poliinsaturados de acuerdo con una realizacion de la invencion; y

Figura 17 muestra un gréafico de por ciento de contenido de grasa sélida para varios aceites como sigue: (a)
aceite RBD P. moriformis sin ingenieria por via de lipidos; (b) la manteca de cacao del Brasil + 25% de grasa
de leche; (c) tres réplicas de aceite RBD P. moriformis a partir de una cepa que expresa los acidos nucleicos
de horquilla que reducen los niveles de un alelo SAD reduciendo asi el acido oleico y el incremento de &cido
estearico en el perfil de TAG; (d) aceite RBD P. moriformis a partir de una cepa que sobreexpresa una OTE
enddgena (oleoil tioesterasa acil-ACP, véase el Ejemplo 45); (e) manteca de cacao de Malasia + 25% de
grasa de leche; y (f) manteca de cacao de Malasia. Los valores de la manteca de cacao y manteca de cacao
de grasa de leche son valores de la literatura (Bailey’s Industrial Oils and Fat Products, 62 ed.).

La Figura 18 muestra los resultados de las pruebas de estabilidad térmica realizadas en aceite metilado
preparado a partir de aceites de triglicéridos altos oleicos (HO) y altos oleicos de alta estabilidad (HSAo0)
preparados a partir de microalgas oleaginosas cultivadas heterotroficamente, en comparacién con una
muestra de control éster de soja metilo.

La Figura 19 muestra diversas propiedades de los aceites de algas altas oleicas y altas oleicas de alta
estabilidad.

La Figura 20 muestra la composicion TAG de aceites S4495, S5665 y S5675 de matraz y biomasa
fermentadora. La = laurato (C12: 0), M = miristato (C14: 0), P = palmitato (C16: 0), Po = palmitoleato (C16:
1), S = estearato de (C18: 0), O = oleato (C18 : 1), L = linoleato (C18: 2), Ln =a-linolenate (C18: 3), A =
araquidato (C20: 0), B = behenato (C22: 0), Lg = lignocerato (C24: 0), Hx = hexacosanoato (C26: 0) SSS se
refiere a la suma de TAG en la que se saturan los tres acidos grasos. En cada bloque de barras, las cepas
se muestran en el orden ilustrado en la parte inferior de la figura.

La Figura 21 muestra la composicion TAG de aceites S5774, S5775 y S5776 de la biomasa matraz de
agitacion. La = laurato (C12: 0), M = miristato (C14: 0), P = palmitato (C16: 0), Po = palmitoleato (C16: 1), S
= estearato de (C18: 0), O = oleato (C18: 1), L = linoleato (C18: 2), Ln =a-linolenato (C18: 3), A = araquidato
(C20: 0), B = behenato (C22: 0), Lg = lignocerato (C24: 0), Hx = hexacosanoato (C26: 0). SSS se refiere a la
suma de TAG en la que se saturan los tres acidos grasos. En cada bloque de barras, las cepas se muestran
en el orden ilustrado en la parte inferior de la figura.

La Figura 22 muestra el perfil de acidos grasos y el contenido de grasa sélida de un miristato de aceite rico
refinado, blanqueado y desoderizado de una cepa Prototheca morformis de ingenieria genética como se
describe en el Ejemplo 52.

La Figura 23 muestra el alineamiento por pares de las proteinas heter6logas expresadas FAE en CEPA Z.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
|. DEFINICIONES
[0048] Un "alelo” es cualquiera de una o mas formas alternativas de un gen que se refieren a un rasgo o caracteristica.

[0049] Un "aceite natural" o "grasa natural" significa un aceite predominantemente triglicérido obtenido de un
organismo, donde el aceite no ha sido objeto de la mezcla con otro aceite natural o sintético, o fraccionamiento a fin
de alterar sustancialmente el perfil de acidos grasos de los triglicéridos. En relacion con un aceite que comprende
triglicéridos de una regioespecificidad particular, el aceite o grasa natural natural no ha sido sometido a
interesterificacion o de otro procedimiento de sintesis para obtener ese perfil regioespecifica de triglicéridos, en lugar
de la regioespecificidad se produce naturalmente, por una célula o poblacion de células. En relacién con un aceite
natural o grasa natural, y tal como se utiliza en general en toda la presente descripcion, los términos aceite y grasa se
utilizan indistintamente, salvo que se indique lo contrario. Por lo tanto, un "aceite" o una "grasa" pueden ser liquidos,
sélidos, o parcialmente solidos a temperatura ambiente, dependiendo de la composicion de la sustancia y otras
condiciones. Aqui, el término "fraccionamiento” se refiere a la eliminacion de material a partir del aceite de una manera
gue cambia su perfil de acidos grasos en relacion con el perfil producido por el organismo logrado. Los términos "aceite
natural" y aceites abarcan tales "grasas naturales" obtenidas de un organismo, donde el aceite ha sido objeto de un
procesamiento minimo, incluido el refinado, blanqueo y/o de desgomado, que no cambia sustancialmente su perfil de
triglicéridos. Un aceite natural también puede ser un "aceite natural no interesterificado”, lo que significa que el aceite
natural no ha experimentado un proceso en el que los acidos grasos se han redistribuido en sus enlaces acilo a glicerol
y permanecen esencialmente en la misma configuracién que cuando se recuperan del organismo.
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[0050] "Gen exdgeno” se refiere a un acido nucleico que codifica para la expresion de un ARN y/o proteina que ha
sido introducido en una célula (p. ej por transformacion/transfeccion), y también se conoce como un "transgén". Una
célula que comprende un gen exdégeno puede ser denominado como una célula recombinante, en el que se puede
introducir gen exdgeno adicional. El gen exégeno puede ser de una especie diferente (y por lo heterélogas), o de la
misma especie (y asi homdloga), con relacion a la célula que se esta transformado. Por lo tanto, un gen exégeno
puede incluir un gen homdlogo que ocupa una ubicacion diferente en el genoma de la célula o esta bajo control
diferente, en relacién con la copia endégena del gen. Un gen exdgeno puede estar presente en mas de una copia en
la célula. Un gen exdégeno puede mantenerse en una célula como una insercion en el genoma (nuclear o plastidio) o
como una molécula episomal.

[0051] "Acidos grasos" significa acidos grasos libres, sales de &cidos grasos, o restos de acilo graso en un glicerolipido.
Se entendera que los grupos acilo grasos de glicerolipidos se pueden describir en términos de &cido carboxilico o
anion de un acido carboxilico que se produce cuando el triglicérido es hidrolizado o saponificado.

[0052] "Fuente de carbono fijo" es una molécula que contiene carbono, tipicamente una molécula organica que esta
presente a la temperatura ambiente y la presion en forma sélida o liquida en un medio de cultivo que puede ser utilizado
por un microorganismo cultivado en el mismo. De acuerdo con ello, el diéxido de carbono no es una fuente de carbono
fijo.

[0053] "En unién operativa" es un enlace funcional entre dos secuencias de &cido nucleico, una tal secuencia de
control (tipicamente un promotor) y la secuencia ligada (tipicamente una secuencia que codifica una proteina, también
llamada una secuencia de codificacién). Un promotor esta en unidn operativa con un gen exdgeno si puede mediar la
transcripcion del gen.

[0054] "Microalgas" son organismos microbianos que contienen un cloroplasto u otro plastidio, y, opcionalmente, que
es capaz de realizar la fotosintesis, 0 un organismo microbiano procariota capaz de realizar la fotosintesis. Las
microalgas incluyen fotoauto6trofos obligatorios, que no pueden metabolizar una fuente de carbono fijado en forma de
energia, asi como los heterétrofos, que pueden vivir exclusivamente fuera de una fuente de carbono fijo. Las
microalgas incluyen organismos unicelulares que se separan de las células hermanas poco después de la division
celular, tales como Chlamydomonas, asi como microbios tales como, por ejemplo, Volvox, que es un simple microbio
fotosintético multicelular de dos tipos de células distintas. Las microalgas incluyen células, tales como Chlorella,
Dunaliella, y Prototheca. Las microalgas también incluye otros organismos fotosintéticos microbianas que exhiben
adhesion célula-célula, tales como Agmenellum, Anabaena, y Pyrobotrys. Las microalgas incluyen también
microorganismos heterotrofos obligatorios que han perdido la capacidad de realizar la fotosintesis, tales como ciertas
especies de algas dinoflageladas y especies del género Prototheca.

[0055] En relacion con una célula recombinante, el término knockdown refiere a un gen que ha sido suprimido
parcialmente (por ejemplo, en alrededor de 1-95%) en términos de la produccion o actividad de una proteina codificada
por el gen.

[0056] También, en relacion con una célula recombinante, el término knockout se refiere a un gen que ha sido
completamente o casi completamente (por ejemplo,> 95%) suprimido en términos de la produccion o actividad de una
proteina codificada por el gen. Knockouts pueden prepararse por recombinacion homéloga de una secuencia no
codificante en una secuencia de codificacion, delecién del gen, la mutacién u otro método.

[0057] Una célula "oleaginosa" es una célula capaz de producir al menos 20% de lipidos por peso de células secas,
naturalmente o por medio de mejora de la cepa recombinante o clasica. Un "microbio oleaginoso" o "microorganismo
oleaginoso" es un microbio, incluyendo una microalga que es oleaginosa. Una célula oleaginosa también abarca una
célula que ha tenido parte o la totalidad de su contenido de lipidos o de otra eliminado, y células tanto vivas como
muertas.

[0058] Un "aceite ordenado" o "grasa ordenada" es uno que forma cristales que son principalmente de una estructura
polimérfica dada. Por ejemplo, una grasa de aceite ordenado o ordenada puede tener cristales que son mayores que
50%, 60%, 70%, 80%, 0 90% de la forma polimérfica $ o B’

[0059] En relacién con un aceite natural, un "perfil" es la distribucion de especies particulares o triglicéridos o grupos
acilo grasos en el aceite. Un "perfil de acidos grasos" es la distribucion de grupos acilo grasos en los triglicéridos del
aceite sin referencia a la uniéon a un esqueleto de glicerol. perfiles de acidos grasos se determinan tipicamente por
conversion en un éster metilico de acido graso (FAME), seguido de cromatografia de gas de andlisis (GC) con
deteccion de ionizacion de llama (FID). El perfil de &cidos grasos se puede expresar como uno 0 mas por ciento de un
acido graso en la sefal total de acidos grasos determinada a partir del area bajo la curva para aquel acido graso.
Porcentajes en peso aproximados de medicion de FAME-GC-FID de los acidos grasos. Un "perfil sn-2" es la
distribucion de los acidos grasos que se encuentran en la posicion sn-2 de los triacilglicéridos en el aceite. Un "perfil
regioespecifico” es la distribucién de triglicéridos con referencia a la posicion de fijacién de grupo acilo a la cadena
principal de glicerol sin referencia a estereoespecificidad. En otras palabras, un perfil regioespecifico describe fijacion
de grupo acilo en sn-1/3 vs. sn-2. Por lo tanto, en un perfil regioespecifica, POS (palmitato-oleato-estearato) y SOP
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(estearato-oleato-palmitato) se tratan de forma idéntica. Un "perfil estereoespecifico” describe la unién de grupos acilo
en sn-1, sn-2 y sn-3. A menos que se indique lo contrario, triglicéridos tales como SOP y POS han de considerarse
equivalentes. Un "perfil de TAG" es la distribucion de los acidos grasos que se encuentran en los triglicéridos con
referencia a la conexién a la cadena principal de glicerol, pero sin referencia a la naturaleza regioespecifica de las
conexiones. Por lo tanto, en un perfil de TAG, el porcentaje de SSO en el aceite es la suma de SSO y SOS, mientras
que en un perfil regioespecifico, el porcentaje de SSO se calcula sin inclusion de especies SOS en el aceite. En
contraste con los porcentajes en peso de los andlisis FAME-GC-FID, los porcentajes de triglicéridos se dan tipicamente
como porcentajes en moles; que es el porcentaje de una molécula de TAG dado en una mezcla de TAG.

[0060] "Recombinante” es una célula, acido nucleico, proteina o vector que se ha modificado debido a la introduccion
de un &cido nucleico exégeno o la alteracion de un acido nucleico nativo. Asi, por ejemplo, las células recombinantes
pueden expresar genes que no se encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan
genes nativos de manera diferente que los genes son expresados por una célula no recombinante. Las células
recombinantes pueden, sin limitacién, incluir acidos nucleicos recombinantes que codifican para un producto génico o
para elementos de supresion tales como mutaciones, knockouts, antisentido, ARN de interferencia (iIARN) o dSARN
gue reducen los niveles de producto génico activo en una célula. Un "acido nucleico recombinante” es un &cido
nucleico formado originalmente in vitro, en general, mediante la manipulacién de &cido nucleico, por ejemplo, usando
polimerasas, ligasas, exonucleasas y endonucleasas, mediante sintesis quimica, o de otra manera estéa en una forma
gue normalmente no se encuentra en naturaleza. Los &cidos nucleicos recombinantes pueden ser producidos, por
ejemplo, para colocar dos o mas acidos nucleicos en unién operativa. Por lo tanto, un 4cido nucleico aislado o un
vector de expresion formado in vitro mediante la union de moléculas de ADN que normalmente no se unid en la
naturaleza, son ambos recombinante considerado para los fines de esta invencién. Una vez que un acido nucleico
recombinante que se hace y se introduce en una célula u organismo huésped, puede replicarse usando la maquinaria
celular in vivo de la célula huésped; sin embargo, tales acidos nucleicos, una vez producidos recombinantemente,
aunque posteriormente replicados intracelularmente, todavia se consideran recombinantes para los propdsitos de esta
invencion. Del mismo modo, una "proteina recombinante” es una proteina producida usando técnicas recombinantes,
es decir, a través de la expresion de un &cido nucleico recombinante.

[0061] Los términos "triglicéridos"”, "triacilglicérido" y "TAG" se utilizan indistintamente como se conoce en la técnica.
Il. GENERAL

[0062] Formas de realizacion ilustrativas de la presente descripcion incluyen células oleaginosas caracteristicas que
producen perfiles alterados de acidos grasos y/o distribucion regioespecifica alterada de acidos grasos en
glicerolipidos, y los productos producidos a partir de las células. Los ejemplos de células oleaginosas incluyen células
microbianas que tienen una ruta biosintética del acido graso tipo Il, incluyendo las células oleaginosas plastidicas tales
como las de algas oleaginosas. Los ejemplos especificos de células incluyen microalgas heterotrofas o heterotréfobas
obligatorias del phylum Chlorophtya, la clase Trebouxiophytae, el orden Chlorellales, o la familia Chlorellacae.
Ejemplos de microalgas oleaginosas también se proporcionan en las solicitudes de patente PCT publicada
W02008/151149, W02010/06032, W02011/150410, y W02011/150411, incluyendo especies de Chlorella y
Prototheca, un género que comprende heterotrofos obligados. Las células oleaginosas pueden ser, por ejemplo, capaz
de producir 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 85, o aceite de aproximadamente 90% en peso de células, +5%. Opcionalmente,
los aceites producidos pueden ser bajos en &cidos grasos altamente insaturados tales como los acidos grasos DHA o
EPA. Por ejemplo, los aceites pueden comprender menos de 5%, 2%, o 1% de DHA y/o EPA. Las publicaciones antes
mencionadas también describen métodos para el cultivo de tales células y la extraccién de petréleo, en especial a
partir de células de microalgas; tales métodos son aplicables a las células descritas en la presente. Cuando se usan
células de microalgas que se pueden cultivar autotréfico (a menos que un heterétrofo obligado) o en la oscuridad
utilizando un azucar (por ejemplo, glucosa, fructosa y/o sacarosa). En cualquiera de las realizaciones descritas en el
presente documento, las células pueden ser células heterétrofas que comprenden un gen de la invertasa exégeno a
fin de permitir que las células producen aceite de un material de alimentacién de sacarosa. Alternativamente, o
ademas, las células pueden metabolizar xilosa a partir de materias primas celuldsicas. Por ejemplo, las células pueden
ser modificadas genéticamente para expresar uno o mas genes del metabolismo de la xilosa tales como las que
codifican un transportador activo xilosa, un transportador de xilulosa-5-fosfato, una xilosa isomerasa, una
xiluloquinasa, una xilitol deshidrogenasa y una xilosa reductasa. Ver W02012/154626, " GENETICALLY
ENGINEERED MICROORGANISMS THAT METABOLIZE XYLOSE", publicado el 15 de Nov del 2012.

[0063] Las células oleaginosas expresan uno o mas genes exdgenos que codifican enzimas de la biosintesis de acidos
grasos. Como resultado, algunas realizaciones incluyen aceites naturales que no eran obtenibles a partir de un no
vegetal o aceite no de semillas, o no pueden obtenerse en absoluto.

[0064] Las células oleaginosas producen un aceite de almacenamiento, que es principalmente triacilglicérido y se
pueden almacenar en los érganos de almacenamiento de la célula. Un aceite crudo se puede obtener de las células
mediante la interrupciéon de las células y aislar el aceite. W02008/151149, W02010/06032, W02011/150410, y
W02011/1504 dan a conocer las técnicas de cultivo y de aislamiento de aceite de heterotréficas. Por ejemplo, el aceite
se puede obtener proporcionando o cultivar, el secado y pulsando las células. Los aceites producidos pueden ser
refinado, blanqueado y desodorizado (RBD) tal como se conoce en la técnica o como se describe en W02010/120939.
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Los aceites crudos o RBD se pueden usar en una variedad de alimentos, productos quimicos, y productos o procesos
industriales. Después de la recuperacion del aceite, una valiosa biomasa residual permanece. Usos de la biomasa
residual incluyen la produccién de papel, plasticos, absorbentes, adsorbentes, fluidos de perforacion, como alimento
para animales, para la nutricion humana, o para fertilizante.

[0065] Cuando un perfil de acidos grasos de un triglicérido (también denominado un "triacilglicérido” o "TAG") se da
aceite celular aqui, se entendera que esto se refiere a una muestra no fraccionada del aceite de almacenamiento
extraido de la célula analizada bajo condiciones en donde los fosfolipidos se han eliminado o con un método de analisis
que es sustancialmente insensible a los acidos grasos de los fosfolipidos (por ejemplo, usando la cromatografia y
espectrometria de masas). El aceite puede ser sometido a un proceso de RBD para eliminar fosfolipidos, acidos grasos
libres y los olores tienen todavia sélo cambios menores o insignificantes para el perfil de acidos grasos de los
triglicéridos en el aceite. Debido a que las células son oleaginosas, en algunos casos el aceite de almacenamiento
constituira el grueso de todas las TAG en la célula. Ejemplos 1, 2 y 8 a continuacion dan métodos analiticos para
determinar la composicion de acidos grasos de TAG y la estructura regioespecifica.

[0066] Clasificados en términos generales, ciertos ejemplos de la descripcion incluyen (i) auxoétrofos de acidos grasos
particulares; (ii) células que producen aceites que tienen bajas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados,
incluyendo las células que son auxotrdéficas para los acidos grasos insaturados; (iii) células que producen aceites que
tienen altas concentraciones de &cidos grasos particulares debido a la expresion de uno o0 mas genes exdégenos que
codifican enzimas que transfieren los acidos grasos para glicerol o un éster de glicerol; (iv) las células productoras de
aceites regioespecificos, y (v) construcciones genéticas o células que codifican un gen recién descubierto que codifica
una enzima LPAAT de Cuphea PSR23 (véase el Ejemplo 43). Los ejemplos también engloban los aceites hechos por
tales células, la biomasa residual de dichas células después de la extraccién de aceite, olecoquimicos, combustibles
y productos alimenticios elaborados a partir de los aceites y los métodos de cultivo de las células.

[0067] En cualquiera de los ejemplos siguientes, las células usadas son células que tienen opcionalmente una ruta
biosintética del acido graso tipo I, tales como células de microalgas incluyendo células de microalgas heterétrofas
heterotroficas u obligados, incluyendo las células clasificadas como Chlorophyta, Trebouxiophyceae, Chlorellales,
Chlorellaceae, o Chlorophyceae, o células por ingenieria genética para tener una via de biosintesis de acidos grasos
de tipo Il mediante las herramientas de la biologia sintética (es decir, el trasplante de la maquinaria genética de una
biosintesis de acidos grasos tipo Il en un organismo que carece de tal via). En realizaciones especificas, la célula es
de la especie Prototheca moriformis, Prototheca krugani, Prototheca stagnora o Prototheca zopfii o tiene una
secuencia de 23S ARNr con al menos 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95% de identidad de nucleétidos SEQ ID NO: 76.
Mediante el cultivo en la oscuridad o el uso de un heterétrofo obligado, el aceite natural producido puede ser bajo en
clorofila u otros colorantes. Por ejemplo, el aceite natural puede tener menos de 100, 50, 10, 5, 1, 0.0.5 ppm de clorofila
sin purificacion sustancial.

[0068] El valor de is6topo de carbono estable 813C es una expresion de la relacion de 3C/*2C con relacién a un
estandar (por ejemplo PDB, carbonita de esqueleto fosil de Belemnite americana de la formacion Peedee de Carolina
del Sur). El valor de is6topo de carbono estable 813C (%o) de los aceites puede estar relacionado con el valor 13C
de la materia prima utilizada. En algunas realizaciones, los aceites se derivan de organismos oleaginosos
heterotroficamente cultivados en azucar derivado de una planta C4 tales como maiz o cafia de azlcar. En algunas
realizaciones el 813C (%o) del aceite es -10 a -17 %o 0 -13 & -16 %o.

[0069] En formas de realizacion y ejemplos especificos analizados a continuacién, uno 0 mas genes de sintesis de
acido graso (por ejemplo, que codifica una tioesterasa acil-ACP, una sintasa ceto-acil ACP, un LPAAT, una desaturasa
estearoil ACP, u otros descritos en este documento) se incorpora en una microalga. Se ha encontrado que para cierta
microalga, un producto del gen de sintesis de &cido graso de planta es funcional en ausencia de la correspondiente
proteina portadora de acilo de planta (ACP), incluso cuando el producto génico es una enzima, tal como una
tioesterasa acil-ACP, que requiere la union de ACP para funcionar. Por lo tanto, opcionalmente, las células de
microalgas pueden utilizar tales genes para hacer un aceite deseado sin co-expresion del gen de ACP de planta.

I1l. AUXOTROFOS DE ACIDOS GRASOS/REDUCCION DE NIVELES DE ACIDOS GRASOS PARA CONDICIONES
INHIBIDORAS DEL CRECIMIENTO DURANTE UNA FASE DE PRODUCCION PETROLERA

[0070] En una realizacion, la célula se manipula genéticamente para que todos los alelos de un gen de la ruta de los
lipidos son eliminados. Alternativamente, la cantidad o actividad de los productos génicos de los alelos es derribada
como para requerir la suplementacion con acidos grasos. Una primera construccion de transformacion se puede
generar con secuencias donantes homologas a uno o méas de los alelos del gen. Esta primera construccion de
transformacion puede ser introducida y métodos de seleccion seguido para obtener una cepa aislada se caracterizan
por una o mas interrupciones alélicas. Alternativamente, una primera cepa puede ser creada que esta disefiada para
expresar un marcador seleccionable a partir de una insercién en un primer alelo, inactivando de este modo el primer
alelo. Esta cepa se puede usar como el anfitrién para ain mas ingenieria genética para knockout o knockdown de los
alelo(s) restante(s) del gen de la ruta de los lipidos. La complementacién del gen enddgeno se puede lograr a través
de la expresion por ingenieria de una construccion de transformacion adicional que lleva el gen enddgeno cuya
actividad fue sometida a ablacién originalmente, o mediante la expresion de un gen heter6logo adecuado. La expresion

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 744 868 T3

del gen de complementacion o bien se puede regular de forma constitutiva o regulable a través del control, permitiendo
de este modo la sintonizacidon de expresion al nivel deseado de manera que permita el crecimiento o crear una
condicién auxotréfica a voluntad. En una realizacién, una poblacién de las células auxdétrofas de acido graso se utiliza
para el cribado para complementar genes; por ejemplo, por transformacion con determinados genes candidatos para
las enzimas de sintesis de acidos grasos exdgenos, o una biblioteca de acidos nucleicos que se cree que contiene
dichos candidatos.

[0071] Knockout de todos los alelos del gen y la complementacién del gen knockout deseado no tiene por qué llevarse
a cabo de forma secuencial. La interrupcion de un gen endégeno de interés y su complementacién ya sea por
expresion constitutiva o inducible de un gen de complementacién adecuado puede llevarse a cabo de varias maneras.
En un método, esto se puede conseguir por co-transformacién de construcciones adecuadas, uno interrumpiendo el
gen de interés y el segundo proporcionando complementacion en un locus adecuado, alternativo. En otro método, la
ablacion del gen diana puede efectuarse a través de la sustitucion directa del gen diana por un gen adecuado bajo
control de un promotor inducible. De esta manera, la expresién del gen diana ahora esta bajo el control de un promotor
regulable. Un enfoque adicional consiste en sustituir los elementos reguladores endégenos de un gen con un sistema
de expresion de genes exdgenos, inducible. Bajo este régimen, el gen de interés ahora se puede activar o desactivar
en funcion de las necesidades particulares. Un método adicional mas es crear una primera cepa para expresar un gen
exogeno capaz de complementar el gen de interés, a continuacion, un knockout o knockdown de todos los alelos del
gen de interés en esta primera cepa. El enfoque de knockdown o knockout alélico mdltiple y complementacion con
genes exdgenos se puede utilizar para alterar el perfil de &cidos grasos, perfil regioespecifico, perfil sn-2, o el perfil de
TAG de la célula de ingenieria.

[0072] En una realizacion especifica, la célula recombinante comprende &cidos nucleicos que pueden funcionar para
reducir la actividad de una tioesterasa de acil-ACP enddgena; por ejemplo, una tioesterasa FatA o FatB acil-ACP que
tiene una preferencia para hidrolizar cadenas grasas acil-ACP de longitud C18 (por ejemplo, estearato de (C18: 0) u
oleato de (C18: 1), o &cidos grasos C8: 0-C16: 0. La actividad de una tioesterasa acil-ACP enddgena se puede reducir
por enfoques knockout o knockdown. Knockdown puede conseguirse mediante el uso de una o mas construcciones
de horquilla de ARN, por el promotor de secuestro (sustitucion de una actividad inferior o promotor inducible para el
promotor nativo de un gen enddgeno), o por un knockout de genes en combinacion con la introduccién de un gen
similar o idéntico bajo el control de un promotor inducible. Ejemplo 34 describe la ingenieria de una cepa Prototheca
en la que dos alelos de tioesterasa de acil-ACP graso enddgeno (FatAl) se han eliminado. La actividad de FATAL de
Prototheca moriformis fue complementada por la expresién de una tioesterasa exégena. Ejemplo 36 detalla el uso de
constructos de horquilla de ARN para reducir la expresién de FATAL en Prototheca.

[0073] En consecuencia, las células oleaginosas, incluidas las de los organismos con una ruta biosintética de acido
graso de tipo Il pueden tener knockouts o knockdown de alelos que codifican la acil-ACP-tioesterasa en un grado tal
como para eliminar o limitar severamente la viabilidad de las células en ausencia de suplementacion de acido graso o
complementaciones genéticas. Estas cepas se pueden utilizar para seleccionar los transformantes que expresan
transgenes acil-ACP-tioesterasa. Alternativamente, o ademds, las cepas se pueden utilizar para trasplantar
completamente tioesterasas acil-ACP exdgenas para dar dramaticamente diferentes perfiles de acidos grasos de
aceites naturales producidos por tales células. Por ejemplo, la expresion FATA puede ser completamente o casi
completamente eliminada y reemplazada con genes FatB que producen &cidos grasos de cadena media. En
realizaciones especificas, estos transformantes producen aceites naturales con mas de 50, 60, 70, 80, 0 90% de acido
caprilico, caprico, laurico, miristico, o palmitico, o los acidos grasos totales de longitud de cadena inferior a 18 atomos
de carbono. Tales células pueden requerir la suplementacion con acidos grasos de cadena mas larga tales como acido
estearatico o oleico o conmutacién de las condiciones ambientales entre el crecimiento de estados permisivos y
restrictivos en el caso de un promotor inducible que regula un gen FatA.

[0074] En una realizacion, se cultivan las células oleaginosas. Las células son totalmente auxotréficas o parcialmente
auxotréficas (es decir, la letalidad o enfermedad sintética) con respecto a uno o mas tipos de acidos grasos. Las
células se cultivan con la suplementacion de acido(s) graso(s) a fin de aumentar el nimero de células, a continuacion,
permitiendo que las células acumulen aceite (por ejemplo al menos 40% en peso celular seco). Alternativamente, las
células comprenden un gen de sintesis de acidos grasos regulable que se puede cambiar en la actividad sobre la base
de las condiciones ambientales y las condiciones ambientales durante una primera division celular, produccion de
favor de fase del acido graso y de las condiciones ambientales durante una segunda acumulacién de aceite,
produccién de desfavor de fase del acido graso. En el caso de un gen inducible, la regulacion del gen inducible puede
estar mediada, sin limitacién, a través de pH del medio ambiente (por ejemplo, utilizando el promotor AMT3 como se
describe en los Ejemplos).

[0075] Como resultado de la aplicacion de cualquiera de estos métodos de administracion de suplementos o de
regulacion, un aceite de célula puede ser obtenido de la célula que tiene bajas cantidades de uno o mas acidos grasos
esenciales para la propagacion celular 6ptima. Los ejemplos especificos de aceites que pueden obtenerse incluyen
aquellos bajo en acidos linolénico estearico, y/o linoleico.

[0076] Estas células y métodos se ilustran en relacién con los aceites poliinsaturados bajos en la seccion
inmediatamente a continuacion y en el Ejemplo 6 (auxétrofo de desaturasa de acido graso) en relacion con los aceites
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bajos en acidos grasos poliinsaturados y en el Ejemplo 34 (auxétrofo de tioesterasa de acil-ACP).

[0077] Del mismo modo, los auxétrofos de acidos grasos se pueden hacer en otros genes de sintesis de acidos grasos
que incluyen los que codifican una SAD, FAD, KASIII, KASI, KASII, KCS, elongasa, GPAT, LPAAT, DGAT o AGPAT
0 PAP. Estos auxdtrofos también se pueden utilizar para seleccionar los genes del complemento o eliminar la expresion
natural de estos genes a favor de los genes exdgenos deseados con el fin de alterar el perfil de acidos grasos, perfil
regioespecifico, o perfil de TAG de aceites naturales producidos por las células oleaginosas.

[0078] En consecuencia, en un ejemplo de la divulgacion, hay un método para producir un aceite/grasa. El método
comprende cultivar una célula oleaginosa recombinante en una fase de crecimiento bajo un primer conjunto de
condiciones que es permisivo para la division celular a fin de aumentar el nimero de células debido a la presencia de
un acido graso, cultivando la célula en una fase de produccion de aceite bajo un segundo conjunto de condiciones que
es restrictivo para la division celular pero permisivo para la produccion de un aceite que se agota en el acido graso, y
extraer el aceite de la célula, donde la célula tiene una mutacién o acidos nucleicos exégenos que puede funcionar
para suprimir la actividad de una enzima de sintesis de 4cidos grasos, siendo la enzima opcionalmente una desaturasa
de estearoil-ACP, desaturasa de acido graso delta 12, o una sintasa cetoacil-ACP. El aceite producido por la célula se
puede agotar en el acido graso en por lo menos de 50, 60, 70, 80, 0 90%. La célula puede ser cultivada heterotrofa.
La célula puede ser una célula de microalgas cultivadas heterotréficamente o autotréficas y puede producir al menos
40, 50, 60, 70, 80, 0 90% de aceite por peso de células secas.

IV. Los aceites naturales bajos poliinsaturados

[0079] En un ejemplo de la presente descripcion, el aceite natural producido por la célula tiene niveles muy bajos de
acidos grasos poliinsaturados. Como resultado, el aceite natural puede tener una estabilidad mejorada, que incluye la
estabilidad oxidativa. El aceite natural puede ser un liquido o sélido a temperatura ambiente, o una mezcla de aceites
liquidos y solidos, incluyendo los aceites regioespecificos o estereoespecificos, aceites de alto estearato, o aceites de
alta mitad de la cadena descrita infra. La estabilidad oxidativa se puede medir por el método Rancimat usando la
prueba estdndar AOCS Cd 12b-92 a una temperatura definida. Por ejemplo, la prueba de OSI (indice de estabilidad
oxidativa) puede realizarse a temperaturas entre 110°C y 140°C. El aceite es producido por la cultivacion de células
(por ejemplo, cualquiera de las células microbianas plastidicas mencionadas anteriormente o en otra parte en el
presente documento) que se han disefiado genéticamente para reducir la actividad de uno o mas desaturasas de acido
graso. Por ejemplo, las células pueden modificarse por ingenieria genética para reducir la actividad de uno o mas de
desaturasa(s) A12 de acilo graso responsables de convertir &cido oleico (18: 1) en &cido linoleico (18: 2) y/o una o
mas desaturasa(s) A15 de acilo graso responsables de la conversion de acido linoleico (18: 2) en acido linolénico (18:
3). Varios métodos pueden ser usados para inhibir la desaturasa incluyendo knockout o mutacion de uno o mas alelos
del gen que codifica la desaturasa en la codificacion o regiones reguladoras, la inhibicion de la transcripcion del ARN,
o la traduccion de la enzima, incluyendo ARNi, ARNip, miARN, dsARN, las técnicas antisentido, y ARN de horquilla.
Otras técnicas conocidas en la técnica también pueden ser usadas incluyendo la introduccién de un gen exégeno que
produce una proteina inhibidora u otra sustancia que es especifica para la desaturasa.

[0080] En una realizacion especifica, actividad de desaturasa de acido graso (por ejemplo, desaturasa de acidos
grasos A12) en la célula se reduce a un grado tal que la célula es incapaz de ser cultivada o es dificil de cultivar (por
ejemplo, la tasa de division celular disminuye mas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 97 0 99%). El logro de
tales condiciones puede implicar knockout, o la supresion efectiva de la actividad de mdltiples copias de genes (por
ejemplo, 2, 3, 4 0 més) de la desaturasa o sus productos génicos. Una realizacién especifica incluye el cultivo en un
cultivo celular de un auxoétrofo de acido graso total o parcial con la suplementacion del acido graso o una mezcla de
acidos grasos a fin de aumentar el nimero de células, a continuacion, permitiendo que las células acumulen aceite
(por ejemplo a al menos 40 % en peso de la célula). Alternativamente, las células comprenden un gen de sintesis de
acidos grasos regulable que se puede cambiar en la actividad. Por ejemplo, la regulacion se puede basar en las
condiciones ambientales y las condiciones ambientales durante una primera divisién celular, la produccion de favor de
fase del acido graso y de las condiciones ambientales durante una segunda acumulacion de aceite, fase de produccién
de desfavor del aceite. Por ejemplo, el cultivo de medios de pH puede ser utilizado como un control ambiental para
cambiar la expresion de un gen de la ruta de lipidos para producir un estado de actividad de la enzima sintética de alta
0 baja. Ejemplos de tales células se describen en el Ejemplo 7.

[0081] En una realizacion especifica, una célula se cultiva utilizando una modulacion de los niveles de &cido linoleico
dentro de la célula. En particular, el aceite natural es producido por el cultivo de las células bajo una primera condicion
gue es permisiva a un aumento en el nimero de células debido a la presencia de acido linoleico y a continuacion, el
cultivo de las células bajo una segunda condicién que se caracteriza por inanicion de acido linoleico y, por tanto es
inhibidora de la division celular, pero permisiva de acumulacion de aceite. Por ejemplo, un cultivo de siembra de las
células puede ser producido en presencia de acido linoleico afiadido al medio de cultivo. Por ejemplo, la adicién de
acido linoleico a 0,25 g/L en el cultivo de siembra de una cepa Prototheca deficiente en la produccion de acido linoleico
debido a la ablacién de dos alelos de una desaturasa A12 de acilo graso (es decir, un auxotrofo linoleico) fue suficiente
para apoyar la division celular a un nivel comparable al de las células de tipo salvaje. Opcionalmente, el acido linoleico
a continuacion, puede ser consumido por las células, o se retira de otra manera o se diluye. Después las células se
cambiaron en una fase de produccién de aceite (por ejemplo, suministrando azlcar bajo condiciones que limitan el
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azucar como se describe en W02010/063032). Sorprendentemente, se ha encontrado que la produccién de petréleo
ocurra incluso en ausencia de la produccién de acido linoleico o de suplementos, como se demuestra en microalgas
oleaginosas heteroétrofas obligadas Prototheca pero generalmente aplicables a otras microalgas oleaginosos,
microorganismos, o incluso organismos multicelulares (por ejemplo, células de plantas cultivadas). En estas
condiciones, el contenido de aceite de la célula puede aumentar hasta aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90%, o mas en peso de células secas, mientras que el aceite producido puede tener perfil de acido graso
poliinsaturado (por ejemplo; linoleico + linolénico) con 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,3%, 0,2%, 0,1%, 0,05% o0 menos,
como un porcentaje de los acidos grasos de triglicéridos totales en el petréleo. Por ejemplo, el contenido de aceite de
la célula puede ser 50% o mas por peso de células secas y el triglicérido del petréleo produjo menos de 3% de acidos
grasos poliinsaturados.

[0082] Estos aceites también se pueden producir sin la necesidad (o reduccion de la necesidad) para suplementar el
cultivo con &cido linoleico mediante el uso de maquinaria de la célula para producir el acido linoleico, pero
predominantemente o sélo durante la fase de division celular. La maquinaria de las células productoras de linoleico
puede ser regulable con el fin de producir acido linoleico sustancialmente menos durante la fase de produccién de
aceite. La regulacion puede ser a través de la modulacion de la transcripcion de los gen(es) de desaturasa. Por
ejemplo, la mayoria, y preferiblemente la totalidad de la actividad de desaturasa de acido graso A12 puede colocarse
debajo de un promotor regulable regulado para expresar la desaturasa en la fase de la division celular, pero que se
reduce o se apaga durante la fase de acumulacion de aceite. La regulacion puede estar vinculada a una condicion de
cultivo celular, tales como el nivel de pH, y/o nitrdgeno, como se describe en los ejemplos en el presente documento,
u otra condicién ambiental. En la practica, la condicién puede ser manipulada mediante la adicion o la eliminacién de
una sustancia (por ejemplo, los protones a través de la adicién de acido o base) o permitiendo que las células
consuman una sustancia (por ejemplo, el nitrégeno de suministro de nutrientes) para efectuar el interruptor deseado
en la regulacion de la actividad de desaturasa.

[0083] Otros métodos genéticos o no genéticos para la regulacion de la actividad de desaturasa también pueden ser
utilizados. Por ejemplo, un inhibidor de la desaturasa puede ser afiadido al medio de cultivo de una manera que es
eficaz para inhibir que los acidos grasos poliinsaturados se produzcan durante la fase de produccion de petréleo.

[0084] En consecuencia, en un ejemplo especifico de la divulgacion, hay un método que comprende proporcionar una
célula recombinante que tiene un gen de la desaturasa de acidos grasos delta 12 regulable, bajo el control de un
elemento regulador recombinante a través de una condicion ambiental. La célula se cultiva en condiciones que
favorecen la multiplicacion celular. Al alcanzar una densidad celular dada, el medio celular se altera para cambiar las
células a modo de produccion de lipidos por la limitacion de nutrientes (por ejemplo, reduccion de nitrégeno disponible).
Durante la fase de produccion de lipidos, la condicion ambiental es tal que la actividad de la desaturasa de acido graso
delta 12 se regula al baja. Las células se recogieron a continuacion y, opcionalmente, se extrajo el aceite. Debido al
bajo nivel de desaturasa de acido graso delta 12 durante la fase de produccidn de lipidos, el aceite tiene menos acidos
grasos poliinsaturados y ha mejorado la estabilidad oxidativa. Opcionalmente, las células se cultivan
heterotréficamente y, opcionalmente, células de microalgas.

[0085] Utilizando uno o mas de estos métodos de regulacion de desaturasa, es posible obtener un aceite natural que
se cree que ha sido previamente imposible de obtener, especialmente en el cultivo a gran escala en un biorreactor
(por ejemplo, méas de 1000L). El aceite puede tener niveles de acido graso poliinsaturado que son 5%, 4%, 3%, 2%,
1%, 0,5%, 0,3%, 0,2%, 0 menos, como un porcentaje de area de los acidos grasos de triglicéridos totales en el aceite.

[0086] Una consecuencia de tener tales bajos niveles de acidos grasos poliinsaturados es que los aceites son
excepcionalmente estables a la oxidacion. De hecho, en algunos casos, los aceites pueden ser mas estables que
cualquier aceite natural de las células previamente conocidas. En realizaciones especificas, el aceite es estable, sin
antioxidantes afiadidos, a 110°C de modo que el punto de inflexién en la conductancia ain no se alcanza por 10 horas,
15 horas, 20 horas, 30 horas, 40, horas, 50 horas, 60 horas, o 70 horas bajo condiciones de AOCS Cd 12b-92. Prueba
Rancimat, sefialando que para los aceites muy estables, la reposicién de agua puede ser necesaria en tal prueba
debido a la evaporacion que se produce con periodos tan largos de ensayo (véase el Ejemplo 5). Por ejemplo, el aceite
puede tener un valor OSI de 40-50 horas o0 41-46 horas a 110°C sin antioxidantes afiadidos. Cuando se afiaden
antioxidantes (aptos para alimentos o de otro tipo), el valor OSI medido puede aumentarse adicionalmente. Por
ejemplo, con tocoferol afiadido (100 ppm) y palmitato de ascorbilo (500 ppm) o PANA y palmitato de ascorbilo, un
aceite tal puede tener un indice de estabilidad oxidativa (valor OSI) a 110°C en exceso de 100 o 200 horas, medido
por la prueba de Rancimat. En otro ejemplo, 1050 ppm de tocoferoles mezclados y 500 pm de palmitato de ascorbilo
se afladen a un aceite que comprende acido linoleico menos del 1% o menos del 1% linoleico + linolénico; como
resultado, el aceite es estable a 110°C durante 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16, 20, 30, 40 0 50
dias, 5 a 15 dias, 6 a 14 dias, 7 a 13 dias, 8 a 12 dias, de 9 a 11 dias, aproximadamente 10 dias o aproximadamente
20 dias. El aceite también puede ser estable a 130°C durante de 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,009, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0 16,
20, 30, 40 o0 50 dias, 5 a 15 dias, 6 a 14 dias, 7 a 13 dias, 8 a 12 dias, de 9 a 11 dias, aproximadamente 10 dias o
aproximadamente 20 dias. En un ejemplo especifico, se encontr6é que tal aceite era estable durante mas de 100 horas
(alrededor de 128 horas como se observa). En una realizacién adicional, el valor OSI del aceite natural sin
antioxidantes afiadidos a 120°C es mayor de 15 horas o 20 horas o esta en el intervalo de 10-15, 15-20, 20-25, o 25-
50 horas, o0 50-100 horas.
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[0087] En un ejemplo, utilizando estos métodos, el contenido de aceite de una célula de microalgas es de entre 40 y
aproximadamente 85% en peso celular seco y los acidos grasos poliinsaturados en el perfil de acidos grasos del aceite
es de entre 0,001% y 3% en el acido graso el perfil del aceite y, opcionalmente, se obtiene un aceite natural que tiene
un tiempo de induccion OSI de al menos 20 horas a 110°C sin la adicion de antioxidantes. En otro ejemplo, no es un
aceite natural producido por RBD para tratamiento de un aceite natural de una célula oleaginosa, el aceite comprende
entre 0,001% y 2% acidos grasos poliinsaturados y tiene un tiempo de induccion OSI superior a 30 horas a 110C sin
la adicién de antioxidantes. En otro ejemplo, no es un aceite natural producido por RBD para tratamiento de un aceite
natural de una célula oleaginosa, el aceite comprende entre 0,001% y 1% de acidos grasos poliinsaturados y tiene un
tiempo de induccion OSI superior a 30 horas a 110C sin la adicion de antioxidantes.

[0088] En otra realizacién especifica no es un aceite con niveles de polisaturado reducidos producidos por los métodos
anteriormente descritos. El aceite se combina con antioxidantes tales como PANA y palmitato de ascorbilo. Por
ejemplo, se encontrdé que cuando un aceite tal se combiné con 0,5% PANA y 500 ppm de palmitato de ascorbilo el
aceite tenia un valor OSI de aproximadamente 5 dias a 130°C o 21 dias a 110°C. Estos resultados notables sugieren
gue no sélo es el aceite excepcionalmente estable, pero estos dos antioxidantes son excepcionalmente potentes
estabilizantes de aceites de triglicéridos y la combinacion de estos antioxidantes pueden tener aplicabilidad general,
incluyendo la produccion de lubricantes biodegradables estables (por ejemplo, lubricantes de motores a reaccion). En
realizaciones especificas, la manipulacion genética de desaturasa de acilo graso A12 resulta en un aumento 2 a 30,
0 5 a 25, ode 10 a 20 veces en OSI (por ejemplo, a 110°C) con relaciéon a una cepa sin la manipulacion. El aceite
puede ser producido por la supresion de la actividad de desaturasa en una célula, incluyendo como se describe
anteriormente.

[0089] Los antioxidantes adecuados para uso con los aceites de la presente invencion incluyen alfa, delta, gammay
tocoferol (vitamina E), tocotrienol, acido ascorbico (vitamina C), glutation, &cido lipoico, acido Urico, B-caroteno, el
licopeno, la luteina, el retinol (vitamina A), el ubiquinol (coenzima Q), la melatonina, resveratrol, flavonoides, extracto
de romero, galato de propilo (PG), butilhidroquinona terciaria (TBHQ), hidroxianisol butilado (BHA), e hidroxitolueno
butilado (BHT), N,N’-di-2-butil-1,4-fenilendiamina, 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, 2,4-dimetil-6-terc-butilfenol, 2,4-
dimetil-6-terc-butilfenol, 2,4-dimetil-6-terc-butilfenol, 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, 2,6-di-terc-butilfenol, y fenilo-alfa-
naftilamina (PANA).

[0090] Ademas de las modificaciones desaturasa, en una realizacion relacionada otras modificaciones genéticas
pueden realizarse para adaptar adicionalmente las propiedades del aceite, tal como se describe en todas partes,
incluyendo la introduccion o sustitucion de tioesterasas acil-ACP teniendo especificidad de longitud de cadena alterada
y/o sobreexpresion de un gen endégeno o exdgeno que codifica un KAS, gen SAD, LPAAT, o DGAT. Por ejemplo,
una cepa que produce niveles elevados de acido oleico también puede producir bajos niveles de &cidos grasos
poliinsaturados. Tales modificaciones genéticas pueden incluir el aumento de la actividad de la desaturasa de
estearoil-ACP (SAD) mediante la introduccion de un gen exdgeno SAD, el aumento de la actividad de elongasa
mediante la introduccion de un gen exdgeno KASII, y/o el derribo o la anulacion de un gen FATA.

[0091] En una realizacion especifica, un aceite natural de alto contenido oleico con acidos grasos poliinsaturados
bajos puede ser producido. Por ejemplo, el aceite puede tener un perfil de acidos grasos con mas de 60, 70, 80, 90, o
95% de acido oleico y menos de 5, 4, 3, 2, 0 1% de poliinsaturados. En realizaciones relacionadas, un aceite natural
es producido por una célula que tiene acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para disminuir la actividad
de desaturasa de acidos grasos A12 y opcionalmente desaturasa de acido graso A15 con el fin de producir un aceite
que tiene menos de o igual a 3% de acidos grasos poliinsaturados con acido oleico mayor que 60%, acidos grasos
poliinsaturados menor que 2% y acido oleico mayor que 70%, menos de 1% de acidos grasos poliinsaturados y mayor
que 80% de &cido oleico, o acidos grasos poliinsaturados de menos de 0,5% y acido oleico mayor que 90%. Se ha
encontrado que una manera de aumentar el acido oleico es el uso de acidos nucleicos recombinantes operables para
disminuir la expresion de una tioesterasa FATA acil-ACP y opcionalmente sobreexpresar un gen KAS II; una célula de
este tipo puede producir un aceite con acido oleico mayor que o igual a 75%. Alternativamente, la sobreexpresion de
KASII puede ser utilizada sin el knockout o knockdown FATA. Los niveles de acido oleico pueden incrementarse ain
mas mediante la reduccién de la actividad de desaturasa de acido graso delat 12 usando los métodos anteriormente,
disminuyendo de ese modo la cantidad de &cido oleico se convierte en los 4cidos insaturados linoleico y linolénico.
Por lo tanto, el aceite producido puede tener un perfil de acidos grasos con al menos 75% &acido oleico y como maximo
3%, 2%, 1%, o 0,5% &cido linoleico. En un ejemplo relacionado, el aceite tiene acido entre 80 a 95% oleico y acido
linoleico aproximadamente 0,001 a 2%, &cido linoleico 0,01 a 2%, o acido linoleico 0,1 a 2%. Tales aceites tienen un
punto de congelacion bajo, con una excelente estabilidad y son Utiles en los alimentos, para freir, combustibles, o en
aplicaciones quimicas. Ademas, estos aceites pueden exhibir una propension reducida a cambiar de color con el
tiempo. En una aplicacion quimica ilustrativa, el alto aceite oleico se utiliza para producir un producto quimico. Los
dobles enlaces de acido oleico de los grupos de &cido oleico de los triglicéridos en el aceite pueden ser epoxidados o
hidroxilados para hacer un poliol. El aceite epoxidado o hidroxilado se puede utilizar en una variedad de aplicaciones.
Una de tales aplicaciones es la produccion de poliuretano (incluyendo espuma de poliuretano) a través de la
condensacion del triglicérido hidroxilado con un isocianato, como se ha practicado con aceite de soja hidroxilado o
aceite de ricino. Véase, por ejemplo US2005/0239915, US2009/0176904, US2005/0176839, US2009/0270520, y la
patente de Estados Unidos N°4.264.743 y Zlatanic, et al, Biomacromolecules 2002, 3, 1048-1056 (2002) para ejemplos
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de hidroxilacion y quimicas de condensacion de poliuretano. Reacciones de formacion de hidroxilo adecuadas incluyen
la epoxidacion de uno o mas dobles enlaces de un acido graso seguido de apertura del anillo epéxido de acido
catalizado con agua (para formar un diol), alcohol (para formar un éter hidroxilo), o un acido (para formar un éster
hidroxilo). Hay mdltiples ventajas de usar el aceite poliinsaturado bajo/alto oleico en la produccion de un poliuretano
de base biolégica: (1) el tiempo de conservacion, color u olor, de espumas de poliuretano se pueden mejorar; (2) la
reproducibilidad del producto puede ser mejorada debido a la falta de reacciones secundarias no deseadas que
resultan de polunsaturados; (3) se puede producir un mayor grado de reaccién de hidroxilacién debido a la falta de
acidos grasos poliinsaturados y las caracteristicas estructurales del producto de poliuretano se puede mejorar en
consecuencia.

[0092] Los aceites poliinsaturados o aceites poliinsaturados de alto/bajo oleico descritos aqui pueden ser utilizados
ventajosamente en aplicaciones quimicas donde amarilleo no es deseable. Por ejemplo, color amarillento puede ser
indeseable en pinturas o recubrimientos hechos de los acidos triglicéridos grasos derivados de los triglicéridos. Color
amarillo puede ser causado por reacciones que implican acidos grasos poliinsaturados y tocotrienoles y/o tocoferoles.
Por lo tanto, la produccion del aceite de alta estabilidad en un microbio oleaginoso con bajos niveles de tocotrienoles
puede ser ventajoso en la elevacion de la estabilidad de color alto una composicién quimica hecha usando el aceite.
En contraste a los aceites vegetales usados comunmente, a través de la eleccion apropiada de microbio oleaginoso,
los aceites naturales de estas realizaciones pueden tener niveles de tocoferoles y tocotrienoles de 1 g/L o menos. En
una realizacion especifica, un aceite natural tiene un perfil de &cidos grasos con menos de 2% con &cidos grasos
poliinsaturados y menos de 1 g/L de tocoferoles, tocotrienoles o la suma de los tocoferoles y tocotrienoles. En otra
realizacién especifica, el aceite natural tiene tiene un perfil de acidos grasos con menos de 1% con &cidos grasos
poliinsaturados y menos de 0,5 g/L de tocoferoles, tocotrienoles o la suma de los tocoferoles y tocotrienoles.

[0093] Cualquiera de los aceites naturales de alta estabilidad (bajo poliinsaturado) o derivados de los mismos se
pueden usar para formular alimentos, medicamentos, vitaminas, nutracéuticos, cuidado personal u otros productos, y
son especialmente Utiles para productos oxidativamente sensibles. Por ejemplo, el aceite natural de alta estabilidad
(por ejemplo, menos de o igual a 3%, 2% o 1% poliinsaturados) se puede utilizar para formular un filtro solar (por
ejemplo, una composicién que tiene uno 0 mas de avobenzona, homosalato, octisalato, octocrileno o oxibenzona) o
crema para la cara retinoide con un aumento en la vida util debido a la ausencia de reacciones de radicales libres
asociados con los acidos grasos poliinsaturados. Por ejemplo, la vida Gtil se puede aumentar en términos de color,
olor, propiedades organolépticas 0 % de compuesto activo restante después de la degradacion acelerada durante 4
semanas a 54°C. El aceite de alta estabilidad también puede ser utilizado como un lubricante con una excelente
estabilidad a alta temperatura. Ademas de la estabilidad, los aceites pueden ser biodegradables, que es una rara
combinacion de propiedades.

[0094] En otra realizacion relacionada, el perfil de acidos grasos de un aceite natural es elevado en acidos grasos C8
a C16 a través de la modificacion genética adicional, por ejemplo a través de la sobreexpresion de una cadena corta
a mitad de la cadena prefiriendo tioesterasa de acil-ACP u otras modificaciones descritas aqui. Un aceite poliinsaturado
bajo de acuerdo con estas formas de realizacion se puede utilizar para diversos alimentos o productos de consumo
industriales, incluyendo los que requieren una estabilidad oxidativa mejorada. En aplicaciones de alimentos, los aceites
se pueden utilizar para freir con la vida extendida a alta temperatura, o la vida de almacenamiento prolongada.

[0095] Cuando se usa el aceite para freir, la alta estabilidad del aceite puede permitir freir sin la adicién de antioxidante
y/o antiespumantes (por ejemplo, silicona). Como resultado de la omision de los antiespumantes, los alimentos fritos
pueden absorber menos aceite. Cuando se usa en aplicaciones de combustible, ya sea como un triglicérido o
transformados en biodiesel o diesel renovable (véase, por ejemplo, W02008/151149 WO02010/063032 vy
W02011/150410), la alta estabilidad puede promover el almacenamiento durante largos periodos, o permitir el uso a
elevadas temperaturas. Por ejemplo, el combustible hecho del aceite de alta estabilidad se puede almacenar para su
uso en un generador de respaldo durante mas de un afio 0 mas de 5 afios. El aceite de freir puede tener un punto de
humo de mas de 200°C, y acidos grasos libres de menos del 0,1%.

[0096] Los aceites poliinsaturados bajos se pueden mezclar con aceites de alimentos, incluidos las grasas
estructurantes tales como los que forman cristales beta o beta prima, incluyendo los producidos como se describe a
continuacién. Estos aceites también se pueden mezclar con aceites liquidos. Si se mezcla con un aceite que tiene
acido linoleico, tal como aceite de maiz, el nivel de acido linoleico de la mezcla puede aproximar el de altos aceites
vegetales oleicos tales como aceites de alto oleico de girasol (por ejemplo, aproximadamente 80% oleico y 8%
linoleico).

[0097] Las mezclas de aceite natural poliinsaturado bajo pueden ser interesterificadas con otros aceites. Por ejemplo,
el aceite puede ser quimicamente o enzimaticamente interesterificado. En una realizacion especifica, un aceite
poliinsaturado bajo de acuerdo con un ejemplo de la divulgacién tiene acido oleico de al menos 10% en su perfil de
acidos grasos y menos de un 5% en acidos grasos poliinsaturados y es enzimaticamente interesterificado con un
aceite de alta saturado (por ejemplo, aceite de soja hidrogenado u otro aceite con altos niveles de estearato) utilizando
una enzima que es especifica para posiciones de triacilglicerol sn-2 y sn-1. El resultado es un aceite que incluye un
estearato-oleatestearato (SOS). Los métodos para la interesterificacion son conocidos en la técnica; véase por
ejemplo, "Enzymes in Lipid Modification," Uwe T. Bornschuer, ed., Wiley VCH, 2000, ISBN 3-527-30176-3.
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[0098] Aceites de alta estabilidad se pueden utilizar como aceites de pulverizacion. Por ejemplo, frutos secos como
pasas se pueden rociar con un aceite de alta estabilidad que tiene menos de 5, 4, 3, 2, 0 1% poliinsaturados. Como
resultado, la boquilla de pulverizacion utilizada se obstruird con menos frecuencia debido a la acumulacién de producto
de polimerizacion u oxidacion en la boquilla que de otro modo podrian resultar de la presencia de acidos grasos
poliinsaturados.

[0099] En una realizacién adicional, un aceite que es alto es SOS, tal como los descritos a continuaciéon puede ser
mejorado en la estabilidad por knockdown o regulacion de desaturasa de acidos grasos delta 12.

V. CELULAS CON ACILTRANSFERASAS EXOGENAS

[0100] En diversos ejemplos de la descripcion y realizaciones de la presente invencién como se indica en las
reivindicaciones, uno o mas genes que codifican una aciltransferasa (una enzima responsable de la condensacion de
un acido graso con glicerol o un derivado del glicerol para formar un acilglicérido) pueden introducirse en una célula
oleaginosa (por ejemplo, una célula de microalgas plastidicas) con el fin de alterar la composicion de acidos grasos
de un aceite natural producido por la célula. Los genes pueden codificar una o mas de una aciltransferasa de glicerol-
3-fosfato (GPAT), aciltransferasa de &cido lisofosfatidico (LPAAT), también conocida como 1- acilglicerol
aciltransferasa-3-fosfato (AGPAT), fosfatasa de &cido fosfatidico (PAP), o aciltransferasa de diacilglicerol (DGAT) que
transfiere un grupo acilo en la posicion sn-3 de DAG, produciendo de este modo un TAG.

[0101] Los &cidos nucleicos recombinantes pueden estar integrados en un plasmido o cromosoma de la célula.
Alternativamente, el gen codifica una enzima de una via de lipidos que genera moléculas precursoras TAG a través
de rutas independientes de acil-CoA graso separadas de las anteriores. Acil-ACP puede ser sustratos para GPAT
plastidial y las enzimas LPAAT y/o GPAT mitocondriales y enzimas LPAAT. Entre otras enzimas capaces de incorporar
grupos acilo (por ejemplo, a partir de los fosfolipidos de membrana) para producir TAG es aciltransferasa de
diacilglicerol de fosfolipido (PDAT). Aun otras aciltransferasas, incluyendo aciltransferasa de lisofosfosfatidilcolina
(LPCAT), aciltransferasa de lisofosfosfatidilserina (LPSAT), aciltransferasa de lisofosfosfatidiletanolamina (LPEAT), y
aciltransferasa de lisofosfosfatidilinositol (LPIAT), estan involucrados en la sintesis de fosfolipidos y remodelacion que
pueda afectar composicién de triglicéridos.

[0102] El gen exdgeno puede codificar una enzima de aciltransferasa que tiene especificidad preferencial para
transferir un sustrato de acilo que comprende un nimero especifico de atomos de carbono y/o un grado especifico de
saturacion, se introduce en una célula oleaginosa a fin de producir un aceite enriquecido en un ftriglicérido
regioespecifico dado. Por ejemplo, la aciltransferasa de &cido lisofosfatidico de coco (Cocos nucifera) se ha
demostrado que prefiere C12: 0-sustratos de CoA reductasa sobre otros sustratos CoA de acilo (Knutzon et al, Plant
Physiology, Vol 120, 1999, pp 739-746), mientras que la aciltransferasa 1-acil-sn-3-glicerol-3-fosfato de semillas de
cartamo muestra preferencia por linoleoil-CoA y sustratos oleil-CoA reductasa sobre otros sustratos acil-CoA,
incluyendo estearoil-CoA (Ichihara et al., European Journal of Biochemistry, Vol. 167, 1989, pp 339-347). Ademas, las
proteinas aciltransferasa pueden demostrar la especificidad preferencial para uno o mas sustratos de acil-CoA o acil-
ACP de cadena corta, de cadena media, o de cadena larga, pero la preferencia s6lo pueden ser encontrados donde,
por ejemplo, un particular grupo de acilo de cadena media, esta presente en la posicion sn-1 o sn-3 del sustrato
donante de acido lisofosfatidico. Como resultado del gen exdgeno, un aceite TAG puede ser producido por la célula
en la que un &cido graso particular, se encuentra en la posicién sn-2 en mayor que 20, 30, 40, 50, 60, 70, 90, 0 90 %
de las moléculas de TAG.

[0103] En algunas realizaciones de la invencion, la célula hace que un aceite rico en TAG saturados-insaturados-
saturaos (sat-unsat-sat). TAG Sat-Unsat-Sat incluyen 1,3-dihexadecanoil-2-(9Z-octadecenoilo)-glicerol (referido como
1-palmitoil-2-oleil-glicero-3-palmitoil), 1,3-dioctadecanoil-2-(9Z-octadecenoilo)-glicerol (referido como 1-estearoil-2-
oleil-glicero-3-estearoil), y 1-hexadecanoil-2-(9Z-octadecenoilo)-3-octadecanoil-glicerol (referido como 1-palmitoil-2-
oleil-glicero-3-estearoil). Estas moléculas se denominan mas comunmente como POP, SOS, y POS, respectivamente,
donde 'P' representa acido palmitico, 'S' representa acido esteérico, y 'O’ representa acido oleico. Otros ejemplos de
TAG saturados-no saturados-saturados incluyen MOM, LOL, MOL, COC y COL, donde 'M' representa acido miristico,
'L' representa acido laurico, y 'C' representa acido caprico (C8: 0). Trisaturados, triglicéridos con tres grupos de acilo
graso saturado, se buscan comunmente para su uso en aplicaciones de alimentos para su mayor velocidad de
cristalizacion que otros tipos de triglicéridos. Ejemplos de trisaturados incluyen PPM, PPP, LLL, SSS, CCC, PPS, PPL,
PPM, LLP, y LLS. Ademas, la distribucion regioespecifica de acidos grasos en un TAG es un determinante importante
del destino metabdlico de grasa de la dieta durante la digestién y absorcion.

[0104] De acuerdo con ciertas realizaciones de la presente invencion, las células oleaginosas segun se transforman
con acidos nucleicos recombinantes tal como se describe en las reivindicaciones a fin de producir aceites naturales
que comprenden una cantidad elevada de un triglicérido regioespecifico especificado, por ejemplo 1-acil-2-oleil glicero-
3-acilo, o 1-acil-2-laurico-glicero-3-acilo donde el &cido oleico o laurico respectivamente esta en la posicion sn-2, como
resultado de acidos nucleicos recombinantes introducidos. Alternativamente, acidos caprilico, caprico, miristico, o
palmitico pueden estar en la posicion sn-2. La cantidad del triglicérido regioespecifica especificada presente en el
aceite natural se puede incrementar en mas de un 5%, mayor que 10%, mayor que 15%, mayor que 20%, mayor que
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25%, mayor que 30%, mayor que 35%, mayor que 40%, mayor que 50%, mayor que 60%, mayor que 70%, mayor
que 80%, mayor que 90%, mayor que 100-500%, o mayor que 500% en el aceite natural producido por el
microorganismo sin los &cidos nucleicos recombinantes. Como resultado, el perfil de sn-2 del triglicérido celular puede
tener mayor que 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 0 90% del acido graso particular.

[0105] La identidad de las cadenas de acilo situadas en las posiciones estereoespecificas o regioespecificas distintas
en un glicerolipido puede ser evaluada a través de uno o0 mas métodos analiticos conocidos en la técnica (véase Luddy
et al.,, J. Am. Oil Chem. Soc., 41, 693-696 (1964), Brockerhoff, J. Lipid Res, 6, 10-15 (1965), Angers y arilo, J. Am QOil
Chem Soc, Vol. 76:4, (1999), Buchgraber et al., Eur. J. Lipid Sci. Technol., 106, 621-648 (2004)), o de acuerdo con los
Ejemplos 1, 2 y 8 indicados a continuacion.

[0106] La distribucion de la posicion de los acidos grasos en una molécula de triglicérido puede ser influenciada por
la especificidad de sustrato de aciltransferasas y por la concentracion y el tipo de restos de acilo disponibles. Los
ejemplos no limitantes de enzimas adecuadas para alterar la regioespecificidad de un triglicérido producida en un
microorganismo recombinante se enumeran en las Tablas 1-4. Un experto en la técnica puede identificar proteinas
adecuadas adicionales.

Tabla 1. Aciltransferasas de glicerol-3-fosfato y nimeros de acceso de GenBank.

glicerol-3-fosfato aciltransferasa Arabidopsis thaliana BAA00575
. . Chlamydomonas
glicerol-3-fosfato aciltransferasa reinhardtii EDP02129
. . Chlamydomonas
glicerol-3-fosfato aciltransferasa reinhardtii Q886Q7
ac!I-(acn-portador-protelna): glicero 1-3-fosfato Cucurbita moschata BAB39688
aciltransferasa
glicerol-3-fosfato aciltransferasa Elaeis guineensis AAF64066
glicerol-3-fosfato aciltransferasa Garcina mangostana ABS86942
glicerol-3-fosfato aciltransferasa Gossypium hirsutum ADK23938
glicerol-3-fosfato aciltransferasa Jatrofa curcas ADV77219
plastidial glicerol-3-fosfato aciltransferasa Jatrofa curcas ACR61638
plastidial glicerol-fosfato aciltransferasa Ricinus communis EEF43526
glicerol-3-fosfato aciltransferasa Vica faba AADO05164
glicerol-3-fosfato aciltransferasa Zea mays ACG45812

[0107] Aciltransferasas de &cido lisofosfatidico adecuadas para su uso con los microbios y métodos de la invencién
incluyen, sin limitacion, los enumerados en la Tabla 2.

Tabla 2. Aciltransferasas de acido lisofosfatidico y nUmeros de acceso GenBank

1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa Arabidopsis thaliana AEE85783
1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa Brassica juncea ABQ42862
1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa Brassica juncea ABM92334
1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa Brassica napus CAB09138
acido lisofosfatidico aciltransferasa Chlamydomonas reinhardtii | EDP02300
acido lisofosfatidico aciltransferasa Limnanthes alba AAC49185
1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (putativo) Limnanthes douglasii CAA88620
acil-CoA:sn-1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa Limnanthes douglasii ABD62751
1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa Limnanthes douglasii CAA58239
1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa Ricinus communis EEF39377

[0108] Aciltransferasas de diacilglicerol adecuadas para su uso con los microbios y los métodos de la invencion
incluyen, sin limitacion, los enumerados en la Tabla 3.

Tabla 3. Aciltransferasas de diacilglicerol y niUmeros de acceso GenBank
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diacilglicerol aciltransferasa Arabidopsis thaliana CAB45373
diacilglicerol aciltransferasa Brassica juncea AAY40784
diacilglicerol aciltransferasa putativo Elaeis guineensis AEQ94187
diacilglicerol aciltransferasa putativo Elaeis guineensis AEQ94186
acil CoA:diacilglicerol aciltransferasa Glycine max AAT73629
diacilglicerol aciltransferasa Helianthus annus ABX61081
acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa 1 Olea europaea AAS01606
diacilglicerol aciltransferasa Ricinus communis AAR11479

[0109] Aciltransferasas de diacilglicerol fosfolipido adecuadas para su uso con los microbios y métodos de la invencion
incluyen, sin limitacién, los enumerados en la Tabla 4.

Tabla 4. Aciltransferasas de diacilglicerol fosfolipido y nimeros de acceso GenBank

fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa Arabidopsis thaliana AED91921
putativofosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa Elaeis guineensis AEQ94116
fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa 1 Glycine max XP_003541296
fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa Jatrofa curcas AEZ56255
fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa Ricinus communis ADK92410
fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa Ricinus communis AEW99982

[0110] En realizaciones de la invencion segun se reivindica, genes conocidos o nuevos LPAAT se transforman en las
células oleaginosas con el fin de alterar el perfil de acidos grasos de los triglicéridos producidos por esas células, lo
mas notablemente mediante la alteracion del perfil sn-2 de los triglicéridos. Por ejemplo, en virtud de expresar una
LPAAT activa exégena en una célula oleaginosa, el porcentaje de acidos grasos insaturados en la posicion sn-2 se
incrementa en 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90% o mas. Por ejemplo, una célula puede producir triglicéridos con 30%
insaturados (que puede ser principalmente 18: 1y 18: 2 y 18: 3 4cidos grasos) en la posicién sn-2. En este ejemplo,
la introduccion de la actividad LPAAT aumenta los compuestos insaturados en la posicién sn-2 en un 20% por lo que
el 36% de los triglicéridos comprenden compuestos insaturados en la posicion sn-2. Alternativamente, un LPAAT
exogeno se puede utilizar para aumentar acidos grasos de cadena media incluyendo cadenas mediadas saturadas
tales como C8: 0, C10: 0, C12: 0, C14: 0 o C16: 0 restos en la posicion sn-2. Como resultado, los niveles de cadena
media en el perfil de acidos grasos en general se pueden aumentar. Ejemplos 43 y 44 describen la alteracion de los
perfiles de sn-2 y de &cido graso en un microbio oleaginoso. Como puede verse a partir de estos ejemplos, la eleccién
del gen LPAAT es importante en que los diferentes LPAAT pueden causar un cambio en la posicion sn-2 y perfiles de
acidos grasos hacia diferentes longitudes de cadena de grupos acilo o niveles de saturacion. Por ejemplo, el LPAAT
del Ejemplo 43 aumenta acidos grasos C10-C14 y el LPAAT del Ejemplo 44 provoca un aumento en los &cidos grasos
C16 y C18. Como en estos ejemplos, la introduccion de un LPAAT exdgeno se puede combinar con introduccion de
tioesterasa acil-ACP exdgena. La combinacién de un LPAAT que prefiere la cadena media y un FatB que prefiere la
cadena media se encontro para dar un efecto aditivo; el perfil de acidos grasos se desplazé mas hacia los acidos
grasos de cadena media mas cuando estuvo presente que cuando sélo un gen exégeno FatB estaba presente tanto
un LPAAT exdgeno como un gen FatB. En una realizacion especifica, el aceite producido por una célula que
comprende un LPAAT especifico exégeno de cadena media y (opcionalmente) un gen de tioesterasa de FatB acil-
ACP puede tener un perfil de acidos grasos exégenos con 40, 50, 60, 70, 80% o mas de C8: 0, C10: 0, C12: 0, C14:
0, 0 C16: 0 acidos grasos (por separado o en suma).

[0111] Las realizaciones especificas de la invencion son una construccién de acido nucleico, una célula que
comprende la construccion de acido nucleico, un método de cultivar la célula para producir un triglicérido, como el
expuesto en las reivindicaciones, donde la construccion de acido nucleico tiene un promotor unido operativamente a
una secuencia de codificacion novela LPAAT. La secuencia de codificacién puede tener un codén de iniciacion aguas
arriba y un codén de terminacion aguas abajo seguido por una secuencia 3 UTR. En una realizacion particular
especifica, el gen LPAAT tiene una secuencia de codificacién con al menos 80, 85, 90, 95, 0 98% de identidad de
secuencia con cualquiera de los ADNc de SEQ ID NO: 80 a 85 o un fragmento funcional de la misma que incluye
secuencias equivalentes en virtud de la degeneracién del cddigo genético. Los intrones pueden ser insertados en la
secuencia también. Alternativamente, el gen codifica LPAAT para la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 77-79
o fragmentos funcionales de los mismos. Las plantas que expresan la LPAAT novela se incluyen expresamente en las
realizaciones y se pueden producir usando técnicas de ingenieria genética conocidas.

VI. CELULAS CON ELONGASAS EXOGENAS O ENZIMAS COMPLEJAS DE ELONGASA
[0112] En diversas realizaciones de la presente invencion como se expone en las reivindicaciones, uno 0 mas genes

que codifican elongasas o componentes del complejo de elongacién de acil-CoA graso se pueden introducir en una
célula oleaginosa (por ejemplo, una célula de microalgas plastidicas) con el fin de alterar la composicion de acido
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graso de la célula o de un aceite natural producido por la célula. Los genes pueden codificar una sintasa beta-cetoacil-
CoA (también referida como 3-cetoacil sintasa, beta-cetoacil sintasa o KCS), una reductasa cetoacil-CoA, una
deshidratasa de hidroxiacil-CoA, reductasa de enoil-CoA, o elongasa. Las enzimas codificadas por estos genes son
activos en el alargamiento de moléculas de acil-CoA liberados por tioesterasas acilo-ACP. Los acidos nucleicos
recombinantes pueden estar integrados en un plasmido o cromosoma de la célula. La célula es del género Prototheca.

[0113] Enzimas de sintasa y elongasa de beta-cetoacil-CoA adecuadas para su uso con los microbios y los métodos
de la invencién incluyen, sin limitacién, los enumerados en la Tabla 5.

Tabla 5. Sintasas y elongasas de beta-cetoacil-CoA listadas con nimeros de acceso de GenBank.

Trypanosoma brucei elongasa 3 (GenBank N° de acceso AAX70673), Marchanita polimorpha (GenBank N° de acceso
AAP74370), Trypanosoma cruzi elongasa de &acido graso, putativo (N° de acceso de GenBank EFZ33366),
Nannochloropsis oculata elongasa de acido graso (GenBank N° de acceso ACV21066.1), Leishmania donovani
elongasa de &cido graso, putativo (N° de acceso de GenBank CBZ32733.1), Glicina max 3-cetoacil-CoA sintasa 11-
como (N° de acceso de GenBank XP_003524525.1), Medicago truncatula sintasa de beta-cetoacil-CoA (N° de acceso
de GenBank XP_003609222), Zea mays elongasa de &cidos grasos (N° de acceso de GenBank ACG36525),
Gossypium hirsutum sintasa de beta-cetoacil-CoA (N° de acceso de GenBank ABV60087), Helianthus annuus sintasa
de beta-cetoacil-CoA (N° de acceso de GenBank ACC60973.1), Saccharomyces cerevisiae ELO1 (N° de acceso de
GenBank P39540), Simmondsia chinensis sintasa de beta-cetoacil-CoA (N° de acceso de GenBank AAC49186),
Tropaeolum majus de elongasa de acidos grasos putativo (N° de acceso de GenBank AAL99199, Brassica napus
elongasa de acido graso (N° de acceso de GenBank AAA96054)

[0114] En una realizacion de la invencion, un gen exégeno que codifica una sintasa de beta-cetoacil-CoA o enzima de
elongasa que tiene especificidad preferencial para alargar un sustrato de acilo que comprende un nimero especifico
de atomos de carbono y/o un grado especifico de saturacion de la cadena de acilo se introduce en una célula
oleaginosa a fin de producir una célula o un aceite enriquecido en &cidos grasos de longitud de cadena especificada
ylo la saturacion. Ejemplo 40 describe la ingenieria de cepa Protothecas en las que elongasas exdgenas con
preferencias para extender acil-CoA graso de cadena media se han sobreexpresado para aumentar la concentracion
de estearato. Ejemplos 42 y 54 describen la ingenieria de Prototheca en donde elongasas exdgenas o sintasas de
beta-cetoacil-CoA reductasa con preferencias para extender sustratos C18 y C20-CoA monoinsaturados y saturados
se sobreexpresan para aumentar la concentracion de &cido erdcico.

[0115] En realizaciones especificas, la célula oleaginosa produce un aceite que comprende mas de 0,5, 1, 2, 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60 70, o0 80% de acido erucico y/o eicosenoico. Alternativamente, la célula produce un aceite que
comprende 0,5-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80- 90, 0 90-99% de &cido erucico o
eicosenoico. La célula puede comprender acidos recombinantes descritos anteriormente en relacion con los aceites
de alto oleico con una introduccion adicional de una sintasa betacetoacil-CoA exdgena que es activa en el alargamiento
de oleoil-CoA. Como resultado de la expresion de la sintasa de betacetoacil-CoA exdgena, la produccion natural de
acido erlcico o eicosenoico por la célula se puede aumentar en mas de 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 130,
170 o 200 veces. El alto aceite erlcico y/o eicosenoico también puede ser un aceite de alta estabilidad; por ejemplo,
uno que comprende menos de 5, 4, 3, 2, 0 1% de acidos grasos poliinsaturados. En una realizacion especifica, la
célula es una célula de microalgas, opcionalmente cultivada heterétrofa. Como en las otras realizaciones, la grasa
puede ser producida por ingenieria genética de una célula plastidica, incluyendo microalgas heterotrofas de phylum
Chlorophyta, la clase Trebouxiophytae, el orden Chlorellales, o la familia Chlorellacae. Preferiblemente, la célula es
oleaginosa y capaz de acumular el aceite de al menos 40% en peso de células secas. La célula puede ser un
heterotrofo obligado, tal como una especie de Prototheca, incluyendo Prototheca moriformis o Prototheca zopfii.

VIl. ACEITES/GRASAS REGIOESPECIFICAS Y ESTEREOESPECIFICAS

[0116] En una realizacion, una célula recombinante produce una grasa natural o aceite que tiene una formulacion
regioespecifica dada. Como resultado, la célula puede producir grasas de triglicéridos que tienen una tendencia a
formar cristales de una forma polimérfica dada; por ejemplo, cuando se calienta a la temperatura de fusién por encima
y luego se enfrié hasta por debajo de la temperatura de fusién de la grasa. Por ejemplo, la grasa puede tender a formar
polimorfos cristalinos de la forma 8 o B’ (por ejemplo, tal como se determina por analisis de difraccion de rayos X), ya
sea con o sin templar. Las grasas se pueden ordenar las grasas. En realizaciones especificas, la grasa puede formar
directamente ya sea cristales B o ' al enfriarse; alternativamente, la grasa puede proceder a través de una forma 8 a
una forma P’. Tales grasas pueden usarse como grasas de laminacion, estructuracion o recubrimiento para
aplicaciones alimentarias. Las grasas naturales se pueden incorporar en el caramelo, chocolate negro o blanco,
chocolate con sabor a confituras, helados, margarinas u otros productos para untar, rellenos de crema, pasteles, o de
otros productos alimenticios. Opcionalmente, las grasas pueden ser semisdlidas todavia libres de acidos grasos trans
producidos artificialmente. Tales grasas también pueden ser Utiles en el cuidado de la piel y otros productos de
consumo o industriales.

[0117] Como en los otros ejemplos de la divulgacién, la grasa puede ser producida por ingenieria genética de una
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célula plastidica, incluyendo microalgas heteré6trofas de la phylum Chlorophyta, la clase Trebouxiophytae, el orden
Chlorellales, o la familia Chlorellacae. Preferiblemente, la célula es oleaginosa y capaz de acumular el aceite de al
menos 40% en peso de células secas. La célula puede ser un heterétrofo obligado, tal como una especie de
Prototheca, incluso Prototheca moriformis o Prototheca zopfii, de acuerdo con la invencion. Las grasas también
pueden producirse en las algas o plantas autotréficas. Opcionalmente, la célula es capaz de utilizar sacarosa para
producir aceite y un gen de la invertasa recombinante puede ser introducido para permitir el metabolismo de la
sacarosa, como se describe en las publicaciones PCT W02008/151149, W02010/06032, W02011/150410,
W02011/150411, y la solicitud de patente internacional PCT/US12/23696. La invertasa puede optimizarse por codon
e integrarse en un cromosoma de la célula, al igual que todos los genes mencionados aqui.

[0118] En una realizacion, la grasa natural tiene al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80, o0 90% de grasa de la estructura
general [acido graso saturado (sn-1)-acido graso no saturado (sn-2)-acido graso saturado (sn-3)]. Esto se indica a
continuacion en forma de grasa Sat-Insat-Sat. En una realizacion especifica, el acido graso saturado en esta estructura
es preferiblemente estearato o palmitato y el acido graso insaturado es preferiblemente oleato. Como resultado, la
grasa puede formar principalmente cristales polimorficos B o ', 0 una mezcla de estos, y tienen propiedades fisicas
correspondientes, incluidos los deseables para su uso en alimentos o productos de cuidado personal. Por ejemplo, la
grasa puede fundirse a temperatura de la boca para un producto alimenticio o temperatura de la piel para una crema,
locién o de otro producto de cuidado personal (por ejemplo, una temperatura de fusion de 30 a 40, o 32 a 35°C).
Opcionalmente, las grasas pueden tener una estructura lamelar 2L o 3L (por ejemplo, tal como se determina por
andlisis de difraccion de rayos X). Opcionalmente, la grasa puede formar esta forma polimoérfica sin templar.

[0119] En una realizacion relacionada especifica, un triglicérido de la grasa natural tiene una alta concentracion de
SOS (es decir, triglicéridos con estearato en el terminal de posiciones sn-1 y sn-3, con oleato en la posicién sn-2 del
esqueleto de glicerol). Por ejemplo, la grasa puede tener triglicéridos que comprenden al menos 50, 60, 70, 80 0 90%
de SOS. En una realizacion, la grasa tiene triglicéridos de al menos 80% de SOS. Opcionalmente, al menos 50, 60,
70, 80 0 90% de los &cidos grasos con enlaces sn-2 son acidos grasos insaturados. En una realizacion especifica, al
menos el 95% de los acidos grasos con enlaces sn-2 son &cidos grasos insaturados. Ademas, el nivel de SSS (tri-
estearato) puede ser de menos de 20, 10 0 5% y/o el nivel de C20: 0 4cido graso (acido araquidico) puede ser menor
que 6%, y, opcionalmente, mayor que 1% (por ejemplo, del 1 al 5%). Por ejemplo, en una realizacion especifica, una
grasa natural producida por una célula recombinante tiene al menos 70% de triglicéridos SOS con al menos 80% de
restos de acilo graso insaturado sn-2. En otra realizacion especifica, una grasa natural producida por una célula
recombinante tiene TAG con al menos 80% SOS de triglicéridos y con al menos 95% de restos de acilo graso
insaturado de sn-2. En aun otra realizacion especifica, una grasa natural producida por una célula recombinante tiene
TAG con al menos 80% SOS, con al menos 95% de restos de acilo graso insaturado de Sn-2, y 18 entre 1 a 6% de
acidos grasos C20.

[0120] En aun otra realizacion especifica, la suma del estearato y palmitato porcentual en el perfil de acidos grasos
de la grasa natural es dos veces el porcentaje de oleato, + 10, 20, 30 0 40% [por ejemplo, (%P+%S)/%0=2,0 + 20%)].
Opcionalmente, el perfil de sn-2 de esta grasa es al menos 40%, y preferiblemente al menos 50, 60, 70, o 80% de
oleato. También opcionalmente, esta grasa puede ser al menos 40, 50, 60, 70, 80, 0 90% de SOS. Opcionalmente, la
grasa comprende entre 1 a 6% de &cidos grasos C20.

[0121] En cualquiera de estas realizaciones, el alto contenido de grasa SatlnsatSat puede tender a formar cristales 8’
polimoérficos. A diferencia de las grasas vegetales previamente disponibles como manteca de cacao, la grasa
SatUnsatSat producida por la célula puede formarcristales 3’ polimérficos sin revenido. En una realizacion, las formas
polimorfas por calentamiento a la temperatura de fusién por encima y enfriamiento a menos que la temperatura de
fusion para 3, 2, 1, 6 0,5 horas. En una realizacion relacionada, las formas polimorfas por calentamiento a por encima
de 60°C y enfriamiento a 10°C durante 3, 2, 1, 6 0,5 horas.

[0122] En diversas realizaciones la grasa forma polimorfos de la forma B, forma B’, o ambos, cuando se calienta por
encima de la temperatura de fusién y la enfria por debajo de la temperatura de fusion y, opcionalmente, de proceder
a al menos 50% de equilibrio polimérfico dentro de 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 horas 0 menos cuando se calienta hasta por encima
de temperatura de fusion y luego se enfrié a 10°C. La grasa puede formar cristales a un ritmo mas rapido que el de la
manteca de cacao.

[0123] Opcionalmente, cualquiera de estas grasas puede tener menos de 2% en moles de diacilglicerol, o menos de
2% en moles de mono y diacilgliceroles, en suma.

[0124] En una realizacion, la grasa puede tener una temperatura de fusién de entre 30-60°C, 30-40°C, 32-37°C, de
40-60°C o0 45-55°C. En otra realizacion, la grasa puede tener un contenido de grasa sélida (SFC) de 40 a 50%, 15 a
25%, 0 menos de 15% a 20°C y/o tener un SFC de menos de 15% a 35°C.

[0125] La célula utilizada para hacer la grasa puede incluir acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para
modificar la relacion saturada a insaturada de los acidos grasos en el triglicérido de células con el fin de favorecer la
formacion de grasa SatUnsatSat. Por ejemplo, un knockout o knock-down de desaturasa de gen de estearoil-ACP
(SAD) puede utilizarse para favorecer la formacién de estearato de mas de oleato o expresion de una tioesterasa de
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acil-ACP que prefiere la cadena media puede aumentar los niveles de saturados de cadena media exdgena.
Alternativamente un gen que codifica una enzima de SAD puede ser sobreexpresado para aumentar insaturados.

[0126] En una realizacion especifica, la célula tiene acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para elevar
el nivel de estearato en la célula. Como resultado, la concentracion de SOS se puede aumentar. Ejemplo 9 demuestra
que el perfil regioespecifico del microbio recombinante se enriquece para triglicéridos SatUnsatSat POP, POS y SOS
como resultado de la sobreexpresién de una tioesterasa que prefiere Brassica napus C18:0. Una forma adicional de
aumentar el estearato de una célula es para disminuir los niveles de oleato. Para las células que tienen niveles altos
de oleato (por ejemplo, en exceso de un medio de los niveles de estearato) también se puede emplear acidos nucleicos
recombinantes o mutaciones genéticas clasicas operables para disminuir los niveles de oleato. Por ejemplo, la célula
puede tener un knockout, knockdown, o mutacién en uno o mas alelos FATA, que codifican un oleato de liberar
tioesterasa de acil-ACP, y/o uno o més alelos que codifica una desaturasa ACP estearoil (SAD). Ejemplo 35 describe
la inhibicion de la expresion del producto génico SAD2 usando ARN de horquilla para producir un perfil de acidos
grasos de 37% de estearato en Prototheca moriformis (UTEX 1435), mientras que la cepa de tipo salvaje produjo
menos de 4% de estearato, una mejora de méas de 9 veces. Por otra parte, mientras que las cepas del Ejemplo 35 se
han disefiado para reducir la actividad SAD, suficiente actividad SAD permanece para producir suficiente oleato de
hacer SOS, POP, y POS. Ver las profies TAG del Ejemplo 47. En ejemplos especificos, uno de los multiples alelos
gue codifican SAD puede ser eliminado y/o uno o mas alelos se regulan a la baja utilizando técnicas de inhibicion tales
como antisentido, ARNi o ARNSsi, ARN de horquilla 0 una combinacion de los mismos. En diversas realizaciones, la
célula puede producir TAG que tienen 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 0 90 a aproximadamente 100%
de estearato. En otras realizaciones, las células pueden producir TAG que son 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-
80, 80-90, 0 90 a aproximadamente 100% de SOS. Opcionalmente, o ademas de la modificacion genética, desaturasa
estearoil ACP puede ser inhibida quimicamente; por ejemplo, por adicién de &cido esterculico al cultivo celular durante
la produccion de aceite.

[0127] Sorprendentemente, knockout de un Unico alelo FATA se ha encontrado para aumentar la presencia de acidos
grasos C18 producidos en microalgas. Por la anulacién de un alelo, o de otra manera suprimir la actividad del producto
del gen FATA (por ejemplo, el uso de horquilla) de ARN, mientras que también la supresion de la actividad de la
desaturasa de estearoil-ACP (usando técnicas descritas en este documento), los niveles de estearato en la célula se
pueden aumentar.

[0128] Otra modificacion genética para aumentar los niveles de estearato incluye aumentar una actividad de sintasa
de cetoacil ACP (KAS) en la célula a fin de aumentar la tasa de produccion de estearato. Se ha encontrado que en
microalgas, aumentar la actividad KASII es eficaz en el aumento de la sintesis de C18 y particularmente eficaz en la
elevacion de los niveles de estearato en triglicéridos de células en combinacion con el ADN recombinante eficaz en
disminuir la actividad de SAD. Los &cidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para aumentar KASII (por
ejemplo, un gen exégeno KASII) pueden también combinarse con un knockout o knockdown de un gen FatA, o con
agujeros ciegos o knockdown tanto de un gen FatA y un gen SAD).

[0129] Opcionalmente, la célula puede incluir un estearato exégeno liberando tioesterasa acil-ACP, ya sea como una
Unica modificacion o en combinacién con uno o mas de otras modificaciones genéticas que aumentan estearato. Por
ejemplo, la célula se puede disefiar para sobreexpresar una tioesterasa acil-ACP con preferencia para escindir C18:
0-ACP. Ejemplo 9 describe la expresion de tioesterasas acil-ACP que prefiere C18:0 exdgeno para aumentar estearato
en el perfil de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) de aproximadamente 3,7% a aproximadamente
30,4%. Ejemplo 41 proporciona ejemplos adicionales de tioesterasas de acil-ACP que prefiere C18:0 funcionan para
elevar niveles de C18:0 en Prototheca. Introduccion de la tioesterasa se puede combinar con un knockout o knockdown
de uno o méas tioesterasa de alelos de acil-ACP enddgenos. Introduccion de la tioesterasa también se puede combinar
con la sobreexpresion de una elongasa o sintasa de beta-cetoacil-CoA. Ademas, uno 0 mas genes exdgenos (por
ejemplo, codificacién de SAD o KASII) pueden ser regulados a través de una condicién ambiental (por ejemplo,
mediante la colocacién en unién operativa con un promotor regulable). En un ejemplo especifico, el pH y/o el nivel de
nitrégeno se utiliza para regular un promotor amt03. La condicion ambiental puede entonces ser modulada para
sintonizar la célula para producir la cantidad deseada de estearato de aparecer en los triglicéridos de células (por
ejemplo, al doble de la concentracion de oleato). Como resultado de estas manipulaciones, la célula puede exhibir un
aumento de estearato de al menos 5, 10, 15, o 20 veces.

[0130] Como una modificacion adicional solo o en combinacion con las otras modificaciones de estearato crecientes,
la célula puede comprender acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para expresar una elongasa o una
sintasa de beta-cetoacil-CoA. Por ejemplo, la sobreexpresion de una tioesterasa de acil-ACP que prefiere C18:0 se
pueden combinar con la sobreexpresion de una elongasa de extension de cadena media o KCS para aumentar la
produccion de estearato en la célula recombinante. Uno o mas de los genes exdgenos (por ejemplo, codificando una
tioesterasa, elongasa, o KCS) puede ser regulado a través de una condicion ambiental (por ejemplo, mediante la
colocacion en union operativa con un promotor regulable). En un ejemplo especifico, el pH y/o el nivel de nitrégeno se
utiliza para regular un promotor amt03. La condicion ambiental puede entonces ser modulada para sintonizar la célula
para producir la cantidad deseada de estearato de aparecer en los triglicéridos de células (por ejemplo, al doble de la
concentracion de oleato). Como resultado de estas manipulaciones, la célula puede exhibir un aumento de estearato
de al menos 5, 10, 15, o 20 veces. Ademas de estearato, también se pueden producir acidos araquidico, behénico,
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lignocérico, cerético.

[0131] En realizaciones especificas, debido a las manipulaciones genéticas de la célula para aumentar los niveles de
estearato, la proporcion de estearato de oleato en el aceite producido por la célula es de 3: 1 + 30% (es decir, en el
intervalo de 2,7: 1a3,3:1),3: 1 + 20% 0 3: 1 + 10%.

[0132] Alternativamente, la célula puede ser disefiada para favorecer la formacion de SatUnsatSat donde Sat es
palmitato o una mezcla de palmitato y estearato. En este caso la introduccién de una tioesterasa de acil-ACP liberadora
de palmitato exdégeno puede promover la formacion de palmitato. En esta realizacion, la célula puede producir
triglicéridos, que son al menos 30, 40, 50, 60, 70, 0 80% POP, o triglicéridos en la que la suma de POP, SOS, y POS
es de al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80, 0 90% de triglicéridos de células. En otras realizaciones relacionadas, el nivel
de POS es de al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80, 0 90% de los triglicéridos producidos por la célula.

[0133] En una realizacion especifica, la temperatura de fusion del aceite es similar a la de la manteca de cacao
(alrededor de 30-32°C). Los niveles de POP, POS y SOS pueden aproximar la manteca de cacao a aproximadamente
16, 38, y 23%, respectivamente. Por ejemplo, POP puede ser 16%+20%, POS puede ser 38%+20%, y SOS pueden
ser 23%+20%. O, POP puede ser 16%+15%, POS puede ser 38%+15%, un SOS puede ser 23%+15%. O, POP puede
ser 16%+10%, POS puede ser 38%+10%, un SOS puede ser 23%+10%.

[0134] Como resultado de los acidos nucleicos recombinantes que aumentan estearato, una proporcion del perfil de
acidos grasos puede ser acido araquidico. Por ejemplo, el perfil de acidos grasos puede ser de 0,01% a 5%, de 0,1 a
4%, o acido araquidico 1 a 3%. Ademas, el perfil regioespecifico puede tener 0,01% a 4%, 0,05% a 3%, o0 0,07% a
2% AOS, o puede tener 0,01% a 4%, 0,05% a 3%, 0 0,07% a 2% AOA. Se cree que el AM y AOA pueden reducir la
floracion y la migracién de grasa en confeccion que comprende las grasas de la presente invencion, entre otros
beneficios potenciales.

[0135] Ademas de las manipulaciones destinadas a aumentar estearato y/o palmitato, y para modificar los niveles
SatUnsatSat, los niveles de &cidos grasos poliinsaturados pueden ser suprimidos, incluyendo como se describe
anteriormente mediante la reduccion de actividad delta de desaturasa de acidos grasos 12 (por ejemplo, como la
codificada por un gen Fad) y, opcionalmente, la suplementacion del medio de crecimiento o regulacién de la expresion
FAD. Se ha descubierto que, en microalgas (como se evidencia por el trabajo en cepas Prototheca), acidos grasos
poliinsaturados se afiaden preferentemente a la posicion sn-2. Por lo tanto, para elevar el porcentaje de triglicéridos
con oleato en la posicion sn-2, la produccién de acido linoleico por la célula puede ser suprimida. Las técnicas descritas
en el presente documento, en relacion con aceites altamente estable a la oxidacion, para inhibir o la ablacion de genes
de desaturasa de acido graso (FAD) o productos génicos pueden ser aplicados con buen efecto hacia la produccion
de aceites SatUnsatSat mediante la reduccion de acidos grasos poliinsaturados en la posicion sn-2. Como un beneficio
adicional, estos aceites pueden mejorar la estabilidad oxidativa. Como también se describe en el presente documento,
las grasas pueden producirse en dos etapas con acidos grasos poliinsaturados suministrados o producidos por la
célula en la primera etapa con un déficit de acidos grasos poliinsaturados durante la etapa de la produccion de grasa.
La grasa producida puede tener un perfil de acidos grasos que tienen menos de o igual a 15,10,7, 5, 4, 3, 2, 1, 0 0,5%
de acidos grasos poliinsaturados. En una realizacion especifica, el aceite/grasa producida por la célula tiene mas que
50% SatUnsatSat, y, opcionalmente, mas que 50% SOS, sin embargo, tiene menos del 3% poliinsaturados.
Opcionalmente, acidos grasos poliinsaturados pueden ser aproximados por la suma de area de acido linoleico y acido
linolénico% en el perfil de &cidos grasos.

[0136] En una realizacidn, la grasa natural es un sustituto de estearina de shea que tiene 65% a 95% de SOS y
opcionalmente 0,001 a 5% SSS. En una realizacion relacionada, la grasa tiene 65% a 95% de SOS, 0,001 a 5% SSS,
y triglicéridos opcionalmente 0,1 a 8% de &cido araquidico que contiene. En otra realizacion relacionada, la grasa tiene
65% a 95% SOS y la suma de SSS y SSO es menos de 10% o menos de 5%.

[0137] La preferencia regioespecifica de la célula puede ser aprendida usando el método de analisis descrito a
continuacion (Ejemplos 1-2, 8). A pesar del equilibrio de los acidos grasos saturados e insaturados, como se describe
anteriormente, es posible que las enzimas de la célula no colocan el &cido graso insaturado en la posicion sn-2. En
este caso, las manipulaciones genéticas pueden conferir la regioespecificidad deseada por (i) la reduccion de la
actividad de transferasas sn-2 enddgenas especificas de acilo (por ejemplo, LPAAT) y/o (ii) introducir un LPAAT
exdgeno con la especificidad deseada (es decir, la introduccion de oleato en sn-2). Cuando se introduce un LPAAT
exogeno, preferiblemente el gen que codifica el LPAAT se integra en un cromosoma del huésped y esta dirigido al
reticulo endoplasmico. En algunos casos, la célula huésped puede tener ambos alelos LPAAT especificos y no
especificos y la supresion de la actividad de uno de estos alelos (por ejemplo, con un gen knockout) conferiran la
especificidad deseada. Por ejemplo, los genes que codifican los LPAAT de SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79 o un
LPAAT que comprende al menos 90, 95, 98, o identidad de aminoacidos del 99% a cualquiera de estas secuencias
se pueden utilizar para afiadir oleato a la posicién sn-2 con el fin de aumentar los niveles de TAG SatUnsatSat. Los
genes pueden tener al menos 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, o la identidad de nucledtidos del 99% con cualquiera de las
SEQ ID NO: 80 a 85 o secuencias equivalentes en virtud de la degeneracién del cédigo genético. Estos genes pueden
manifestarse como constructos de acidos nucleicos recombinantes, vectores, cromosomas o células huésped que
comprenden estas secuencias o fragmentos funcionales de los mismos, que se pueden encontrar por la eliminacion
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sistematica de acido nucleico a partir de las secuencias usando técnicas conocidas. Como resultado de la expresion
de los genes, la cantidad de TAGs sat-insat-sat tales como SOS, POS, POP, o triglicéridos con acidos grasos C8 a
C16 en la posicion sn-2 se puede aumentar en una célula huésped.

[0138] En un ejemplo, las grasas producidas por las células segun la invencion se utilizan para producir un producto
de confiteria, capa de caramelo u otro producto alimenticio. Como resultado, un producto alimenticio como una barra
de chocolate o caramelo puede tener el "chasquido” (por ejemplo, cuando se rompe) de un producto similar producido
usando manteca de cacao. La grasa utilizada puede estar en una forma polimérfica beta o tienden a una forma
polimérfica beta. En una realizacion, un método incluye la adiciéon de una grasa tal a un producto de confiteria.
Opcionalmente, la grasa puede ser una manteca de cacao equivalente por normativa CEE, teniendo SOS, acido graso
insaturado mayor que 65% menos de 45%, los acidos de menos de 5% grasos poliinsaturados, acido laurico menos
de 1%, y menos de 2% de trans acido graso. Las grasas también se pueden usar como extensores de la manteca de
cacao, mejoradores, sustitutos, o agentes anti-florecedores, o como sustitutos de manteca de karité, incluidos en los
productos alimenticios y de cuidado personal. Grasas de alta SOS producidas usando las células y métodos descritos
aqui se pueden utilizar en cualquier aplicacién o formulacion que require la manteca de karité o fraccion de karité. Sin
embargo, a diferencia de la manteca de karité, grasas producidas por las realizaciones de la invencién pueden tener
bajas cantidades de insaponificables; por ejemplo, menos de 7, 5, 3, 0 2% insaponificables. Ademas, la manteca de
karité tiende a degradar rapidamente debido a la presencia de diacilglicéridos mientras que las grasas producidas por
las realizaciones de la invencién pueden tener bajas cantidades de diacilglicéridos; por ejemplo, a menos de 5, 4, 3,
2,1, 0 0,5% diacilglicéridos.

[0139] En un ejemplo de la descripcion hay una grasa natural adecuada como un acortamiento, y, en particular, como
un acortamiento de entrada. Por lo tanto, el acortamiento puede ser utilizado para hacer pasteles u otros alimentos de
laminas multiples. El acortamiento se puede producir usando métodos descritos en este documento para la produccion
de organismos manipulados y microalgas especialmente heterdtrofas. En una realizacion, el acortamiento tiene una
temperatura de fusion de entre 40 a 60°C y preferiblemente entre 45-55°C y puede tener un perfil de triglicéridos con
15 a 20% de acidos grasos de cadena media (C8 a C14), 45-50% de acidos saturados de cadena larga (grasos C16
y superior), y acidos grasos insaturados de 30-35% (preferiblemente con mas oleico que linoleico). El acortamiento
puede formar cristales ' polimérficos, opcionalmente sin pasar a través de la forma  polimoérfica. El acortamiento
puede ser tixotropico. El acortamiento puede tener un contenido de grasa sélida de menos de 15% a 35°C. En un
ejemplo especifico, no es un aceite natural adecuado como un acortamiento de entrada producido por una microalga
recombinante, donde el aceite tiene una tension de fluencia entre 400 y 700 o 500 y 600 Pa y un mddulo de
almacenamiento de mas de 1x105 Pa o 1x10° Pa. (Véase el Ejemplo 46).

[0140] Un sistema de grasa sélido-liquido estructurado se puede producir usando los aceites de estructuracion
mediante la mezcla con un aceite que es un liquido a temperatura ambiente (por ejemplo, un aceite alto en triestearina
o trioleina). El sistema de mezclado puede ser adecuado para uso en un alimento para untar, mayonesa, aderezo,
acortamiento; es decir, por formacién de una emulsién de aceite-agua-aceite. Las grasas de estructuracion de acuerdo
con las realizaciones descritas aqui, y especialmente las de alta SOS, se pueden mezclar con otros aceites/grasas
para hacer una manteca de cacao equivalente, sustituto o extensor. Por ejemplo, una grasa natural que tiene mas del
65% de SOS se puede mezclar con fraccion media de palma para hacer una manteca de cacao equivalente.

[0141] En general, tales grasas altas Sat-Unsat-Sat o sistemas de grasa se pueden utilizar en una variedad de otros
productos, incluyendo coberturas batidas, margarinas, pastas para untar, aderezos para ensaladas, productos
horneados (por ejemplo pan, galletas, galletas saladas, magdalenas y pasteles), quesos, queso crema, mayonesa,
etc.

[0142] En una realizacion especifica, una grasa Sat-Unsat-Sat descrito anteriormente se utiliza para producir una
margarina, extension, o similares. Por ejemplo, una margarina se puede hacer de la grasa usando cualquiera de las
recetas o métodos que se encuentran en las Patentes de EE.UU. N° 7.118.773, 6.171.636, 4.447.462, 5.690.985,
5.888.575, 5.972.412, 6.171.636, 0 publicaciones de patente internacional WO9108677A1.

[0143] En un ejemplo, una grasa comprende una grasa natural (por ejemplo, a partir de células de microalgas)
opcionalmente mezclada con otra grasa y es Util para producir una propagacién o margarina u otro producto alimenticio
se produce por la célula manipulada genéticamente y tiene glicéridos derivados de acidos grasos que comprende:

(a) al menos 10% en peso de C18 a los acidos grasos saturados C24,

(b) que comprenden acido estearico y/o araquidico y/o behénico y/o lignocérico y

(c) acido oleico y/o linoleico, mientras que

(d) la relacién de acido saturado C18/acidos saturados (C20+C22+C24) 21, preferiblemente =5, mas
preferiblemente 210, cuyos glicéridos contienen:

(e) =5% en peso de acido linolénico, calculado sobre el peso total de acidos grasos

(f) 5% en peso de acidos grasos trans calculados sobre el peso total de acido graso

(9) £75% en peso, preferiblemente <60% en peso de acido oleico en la posicidon sn-2: cuyos glicéridos se
calculan sobre el peso total de glicéridos,

(h) 28% en peso de triglicéridos HOH+HHO
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(i) 5% en peso de triglicéridos trisaturados, y opcionalmente una o més de las siguientes propiedades:

() un contenido de grasa soélida de >10% a 10°C

(k) un contenido de grasa solida <15% a 35°C,

() un contenido de grasa sélida de >15% a 10°C y un contenido de grasa solida <25% a 35°C,

(m) la relacién de (HOH+HHO) y (HLH+HHL) triglicéridos es >1, y preferiblemente >2, donde H significa acido
graso C18-C24 saturado, O para el acido oleico, y L para el acido linoleico.

[0144] Opcionalmente, el contenido sélido de la grasa (% SFC) es de 11 a 30 a 10°C, 4 a 15 a 20°C, 0,5 a 8 a 30°C,
y 0 a 4 a 35°C. Alternativamente, el SFC% de la grasa es de 20 a 45 a 10°C, 14 al 25a 20°C,2a 12a30°C,y0a5
a 35°C. En el ejemplo relacionado, el SFC% de la grasa es de 30 a 60 a 10°C, 20 a 55 a 20°C, de5a35a 30°C,y 0
a 15 a 35°C. El contenido de &cido graso C12-C16 puede ser <15% en peso. La grasa puede tener <5% en peso de
diglicéridos disaturados.

[0145] En los ejemplos relacionados existe un diferencial, margarina u otro producto alimenticio elaborado con el aceite
natural o mezcla de aceites naturales. Por ejemplo, la grasa natural puede ser utilizada para hacer una emulsién W/O
comestible que comprende 70-20% en peso de una fase acuosa dispersa en 30-80 % en peso de una fase grasa que
la fase grasa es una mezcla de 50-99 % en peso de un aceite vegetal triglicérido A y 1-50 % en peso de una grasa B
de estructuracion de triglicéridos, cuya grasa se compone de 5-100 % en peso de una grasa C de partida dura y hasta
95 % en peso de una grasa D, donde al menos 45 % en peso de los triglicéridos C de grasa de partida dura consisten
en triglicéridos SatOSat y donde Sat indica un residuo de &cido graso con una cadena de carbono C18-C24 saturado
y O indica un residuo de acido oleico y con la condicidn de que cualquier material duro de grasa C que ha sido obtenido
por fraccionamiento, se excluyen de hidrogenacion, esterificacién o interesterificacion de la grasa. La grasa dura puede
ser una grasa natural producida por una célula de acuerdo con los métodos descritos en este documento. En
consecuencia, la grasa dura puede ser una grasa que tiene un perfil regioespecifico que tiene al menos 50, 60, 70,
80, 0 90% de SOS. La emulsion W/O se puede preparar con métodos conocidos en la técnica, incluyendo en la Patente
de Estados Unidos N° 7.118.773.

[0146] En una realizacion relacionada, la célula también expresa una enzima hidrolasa enddégena que produce acido
ricinoleico. Como resultado, el aceite (por ejemplo, un aceite liquido o grasa estructurada) producido se puede
emulsionar mas facilmente en una margarina, extensién, u otro producto alimenticio o producto no alimentario. Por
ejemplo, el aceite producido se puede emulsionar sin usar emulsionantes afiadidos o el uso de cantidades mas bajas
de tales emulsionantes. La solicitud de patente de EE.UU. N° 13/365.253, publicada como US 2012/0203018, describe
métodos para expresar tales hidroxilasas en microalgas y otras células. En ejemplos especificos, un aceite natural
comprende al menos 1, 2, 0 5% SRS, donde S es el estearato y R es &cido ricinoleico.

[0147] En un ejemplo alternativo, un aceite natural que es un mimético de la manteca de cacao como se describid
anteriormente se puede fraccionar para eliminar trisaturados (por ejemplo, triestearina y tripalmitina, SSP, y PPS). Por
ejemplo, se ha encontrado que las microalgas disefiadas para disminuir la actividad SAD para aumentar la
concentracién SOS crea un aceite que se puede fraccionar para eliminar trisaturado. Véase el Ejemplo 47. En ejemplos
especificos, la temperatura de fusién del aceite natural fraccionado es similar a la de la manteca de cacao (alrededor
de 30-32°C). Los niveles de POP, POS y SOS pueden aproximar la manteca de cacao a aproximadamente 16, 38, y
23%, respectivamente. Por ejemplo, POP puede ser 16%+20%, POS puede ser 38%+20%, un SOS puede ser
23%+20%. O, POP puede ser 16%+15%, POS puede ser 38%+15%, un SOS puede ser 23%+15%. O, POP puede
ser 16%+10%, POS puede ser 38%+10%, un SOS puede ser 23%+10%. Ademas, los niveles de triestearina pueden
ser menos del 5% de los triacilglicéridos.

VIIl. ACEITES DE CADENA MEDIA ALTOS

[0148] En una realizacion de la presente invencion, la célula tiene &cidos nucleicos recombinantes, como se reivindica
operable para elevar el nivel de acidos grasos de cadena media (por ejemplo, C8: 0, C10: 0, C12: 0, C14: 0, 0 C16: 0
acidos grasos) en la célula o en el aceite de la célula. Una forma de aumentar los niveles de acidos grasos de cadena
media en la célula o en el aceite de la célula es disefiar una célula para expresar una tioesterasa exégena acil-ACP
que tiene actividad hacia sustratos acil-ACP grasos de cadena media (por ejemplo, uno codificado por un gen FatB),
ya sea como una Unica modificacion o en combinacién con una o méas de otras modificaciones genéticas. De
conformidad con las reivindicaciones, una modificacién genética adicional para aumentar el nivel de acidos grasos de
cadena media en la célula o el aceite de la célula es la expresién de un gen de la aciltransferasa de acido lisofosfatidico
exogeno que codifica una aciltransferasa de acido lisofosfatidico activa (LPAAT) que cataliza la transferencia de un
grupo acilo graso de cadena media en la posicion sn-2 de un acilgliceroester sustituido. En una realizacion relacionada
especifica, tanto una tioesterasa acil-ACP exdgeno y LPAAT se expresan de forma estable en la célula. En una
realizacion, los acidos nucleicos recombinantes se introducen en una célula oleaginosa (y especialmente en una célula
microbiana plastidica) que causa la expresion de una tioesterasa exégena a mitad de cadena especifica y un LPAAT
exdgeno que cataliza la transferencia de un grupo de acilo graso de cadena media a la posicion sn-2 de un
acilgliceroester sustituido. Como resultado, la célula se puede hacer para aumentar el porcentaje de un acido graso
de cadena media en las TAG que produce por 10, 20 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 veces, 0 mas. Introduccion del LPAAT
exogeno puede aumentar acidos grasos de cadena media en la posicién sn-2 de 1,2, 1,5, 1,7, 2, 3, 4 veces 0 mas en
comparacién con la introduccién de una tioesterasa de acil-ACP que prefiere cadena media exégena. En una
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realizacién, el acido graso de cadena media es mayor que 30, 40, 50 60, 70, 80, 0 90% de los acidos grasos TAG
producidos por la célula. En diversas realizaciones, el acido graso de cadena media es laurico, miristico, palmitico o.
Ejemplos 3, 43 y 44 describen la expresion de LPAATs de plantas en células de microalgas con alteraciones
resultantes en los perfiles de acidos grasos. Como en los ejemplos, las células también pueden expresar una
tioesterasa acil-ACP exdgeno (que también puede ser de una planta) con una preferencia por una longitud de cadena
dada acil-ACP graso. Por ejemplo, una célula de microalgas puede comprender genes exdgenos que codifican un
LPAAT y una tioesterasa de acil-ACP que preferentemente escinden acidos grasos C8, C10, C12, C14, C8-C12, o
C8-C10. En una realizacion especifica, dicha célula es capaz de producir un aceite natural que comprende un perfil
de acidos grasos de 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80 -90, 0 90-99%, >20%, >30%, >40%, >50%,
>60%, >70%, >80% 0 >90% &cidos grasos C8, C10, C12, C14, C8-C12 o C8-C10. Otros LPAAT pueden escindir
preferentemente acidos grasos C16 o C18 (véase el Ejemplo 44). Ademas la manipulacion genética de la ruta de
desaturasa de acido graso (por ejemplo, como se describe infra) puede aumentar la estabilidad de los aceites.

[0149] Cualquiera de estos aceites naturales se pueden interesterificar. La interesterificacion puede, por ejemplo, ser
utilizada para bajar la temperatura de fusion o del punto de fluidez del aceite. En un ejemplo especifico, el aceite
natural comprende al menos 50% de la suma de los &cidos céprico y caprilico y puede interesterificarse para reducir
el punto de fluidez y/o la viscosidad cinematica. Un tal aceite (natural o interesterificado) puede ser, opcionalmente,
un aceite de alta estabilidad que comprende, por ejemplo, menos de 2% de acidos grasos poliinsaturados.

[0150] Ademas de la expresion de un LPAAT exdgeno, la célula puede comprender &cidos nucleicos recombinantes
gue son operables para expresar una enzima KASI o KASIV exdgena y, opcionalmente, para disminuir o eliminar la
actividad de un KASII, que es particularmente ventajoso cuando se expresa una mitad de la cadena que prefiere
tioesterasa acil-ACP. Ejemplo 37 describe la ingenieria de células Prototheca para sobreexpresar enzimas KASI o
KASIV en conjuncion con una mitad de la cadena prefiriendo tioesterasa de acil-ACP para generar cepas en las que
la produccion de &cidos grasos C10-C12 es sobre 59% de acidos grasos totales. La produccion a mitad de cadena
también se puede aumentar mediante la supresion de la actividad de KASI y/o KASII (por ejemplo, usando un knockout
0 knockdown). Ejemplo 38 detalla el knockout cromosomico de diferentes alelos de Prototheca moriformis (UTEX
1435) KASI en conjuncion con la sobreexpresién de una mitad de la cadena prefiriendo tioesterasa de acil-ACP para
lograr perfiles de &cidos grasos que son aproximadamente 76% o 84% de éacidos grasos C10-C14. Ejemplo 39
proporciona células recombinantes y aceites caracterizados por acidos grasos de cadena media elevados como
resultado de la expresién de polinucledtidos de la horquilla de ARN KASI. Ademas de cualquiera de estas
modificaciones, la produccién de &cido graso insaturado o poliinsaturado puede ser suprimida (por ejemplo, por
knockout o knockdown) de una enzima SAD o FAD.

[0151] En una realizacion particular, una célula recombinante produce TAG que tiene &cido laurico 40% o mas. En
otra realizacion relacionada, una célula recombinante produce TAG que tiene un perfil de acidos grasos de 40% o mas
de acido miristico, caprilico, caprico, o palmitico. Por ejemplo, una célula recombinante clordéfito oleaginosa puede
producir 40% de &cido laurico o miristico en un aceite que conforma 40, 50, 0 60% o mas del peso en seco de la célula.

[0152] En una realizacién especifica, una célula recombinante comprende acidos nucleicos que pueden funcionar para
expresar un producto de un gen exdgeno que codifica una aciltransferasa de &cido lisofosfatidico que cataliza la
transferencia de un grupo de acilo graso a mitad de la cadena a la posicion sn-2 de un acilgliceroester sustituido y
acidos nucleicos operables para expresar un producto de un gen exdgeno de tioesterasa de acil-ACP que codifica una
tioesterasa acil-ACP activo que cataliza la escisién de los acidos grasos de cadena media a partir de ACP. Como
resultado, en una realizacién, el aceite producido se puede caracterizar por un perfil de &cidos grasos elevado en
acidos grasos C10y C12 y la reduccion en C16, C18, y C18: acidos grasos 1 como resultado de los acidos nucleicos
recombinantes. Véase el Ejemplo 3, en donde la sobreexpresion de una tioesterasa de acil-ACP Cuphea wrightii y un
gen de LPAAT Cocos nucifera aumento el porcentaje de acidos grasos C12 de aproximadamente 0,04% en las células
no transformadas a aproximadamente 46% y aumento el porcentaje de acidos grasos C10 de aproximadamente 0,01%
en las células no transformadas a aproximadamente 11%. En realizaciones relacionadas, el aumento de la produccion
de acidos grasos de cadena media es mayor que 70%, de 75-85%, de 70-90%, de 90-200%, de 200-300%, de 300-
400%, de 400- 500%, o mayor que 500%.

[0153] Longitud de media cadena también se puede reducir por la sobreexpresién de una tioesterasa acil-ACP
especifica a C18. Los acidos nucleicos recombinantes operables para sobreexpresar un C18 u otra tioesterasa de acil-
ACP se pueden usar solo o en combinacion con las otras construcciones descritas aqui para reducir ain mas la
longitud de cadena media. Entre otros usos, los aceites producidos se pueden utilizar como sustituto de la manteca
de cacao/grasa de leche. Véase el Ejemplo 45 y de la discusion de la Fig. 17. En una realizacién, una de las células
productoras de cadena media altas descritas anteriormente se modifica posteriormente para producir un aceite
poliinsaturado bajo al noquear o derribar una o méas desaturasas de acilo graso, como se describe anteriormente en
la seccién IV. En consecuencia, el aceite producido puede tener la caracteristica de alta estabilidad mencionada en
esa seccion o en los Ejemplos correspondientes. En una realizacién especifica, la célula produce un aceite que
comprende acidos grasos de cadena media mayor que 30% y 5% 0 menos poliinsaturados. En una realizacion
relacionada, la célula produce un aceite que comprende acidos grasos de cadena media mayor que 40% y 4% o
menos poliinsaturados. En una realizacién relacionada adicional, la célula produce un aceite que comprende acidos
grasos de cadena media mayor que 50% y el 3% o menos poliinsaturados.
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[0154] Los aceites de alta cadena media o acidos grasos derivados de la hidrélisis de estos aceites pueden ser
particularmente Utiles en los alimentos, el combustible y aplicaciones oleoquimicas incluyendo la produccién de
lubricantes y agentes tensioactivos. Por ejemplo, los acidos grasos derivados de las células pueden ser esterificados,
agrietados, reducidos a un aldehido o alcohol, aminados, sulfatados, sulfonados, o sometidos a otro proceso quimico
conocido en la técnica.

[0155] En algunas realizaciones, el aceite natural se interesterifica y la viscosidad cinematica del aceite natural
interesterificado es menor que 30, 20, 15, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 0 1 centiStokes (3 x 10,2 x 105, 1,5 x 10, 1 x 10
50,9x105 0,8x 105 0,7 x 105, 0,6 x10°, 0,5 x10°, 0,4 x 10°, 0,3 x 10°, 0,2 x 10° 0 0,1 x 10> m?/s) a 40°C. En
algunas realizaciones, la viscosidad cinemética es menos de 3 centiStokes (0,3 x 10> m?/s) a 40°C. En algunas
realizaciones, el punto de vertido de un aceite natural interesterificado es inferior a, 5°C, 0°C, -10°C, -12°C, -15°C, -
20°C, -25°C, -30°C, -35°C, -40°C, -45°C, o -50°C. En algunas realizaciones, el punto de fluidez es inferior a -10°C. En
algunas realizaciones, el punto de fluidez es inferior a -20°C.

[0156] Ejemplo 53 describe el uso de un gen FatB de planta en algas para producir aceites en microalgas con mayor
gue 60% de miristato. En una realizacion, un gen que codifica una proteina que tiene al menos 90, 95, 96, 97, 98, o
99% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 87 o SEQ ID NO: 89 se utiliza, en combinacién con una mitad
de cadena preferida LPAAT como se describe anteriormente.

IX. ACEITE OLEICO/PALMITICO ALTO

[0157] En otro ejemplo, hay un alto aceite oleico con acido aproximadamente el 60% oleico, &cido palmitico 25% v,
opcionalmente, 5% poliinsaturados o menos. El alto aceite oleico puede producirse usando los métodos descritos en
la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 13/365.253. Por ejemplo, la célula puede tener acidos nucleicos que
pueden funcionar para suprimir una tioesterasa acil-ACP (por ejemplo, knockout o knockdown de un gen que codifica
FATA), mientras que también expresa un gen que aumenta la actividad KASII. La célula puede tener modificaciones
adicionales para inhibir la expresion de desaturasa de &cido graso delta 12, incluyendo la regulacién de la expresion
génica como descrived anteriormente. Como resultado, los acidos grasos poliinsaturados pueden ser menos o igual
que 5, 4, 3, 2,0 1% de area.

X. ACEITE DE BAJOS SATURADOS

[0158] En una realizacion, un aceite natural se produce a partir de una célula recombinante. El aceite producido tiene
un perfil de acidos grasos que tiene menos que 4%, 3%, 2%, 1% (% de area), &cidos grasos saturados. En una
realizacién especifica, el aceite tiene 0,1 a 3,5% de acidos grasos saturados. Algunos de estos aceites se pueden
utilizar para producir un alimento con cantidades insignificantes de acidos grasos saturados. Opcionalmente, estos
aceites pueden tener perfiles de acidos grasos que comprenden acido oleico de al menos 90% o acido oleico de al
menos 90% con &cidos grasos poliinsaturados de al menos 3%. En una realizacion, un aceite natural producida por
una célula recombinante comprende &cido oleico de al menos 90%, al menos 3% de la suma de acido linoleico y acido
linolénico y tiene acidos grasos saturados a menos de 3,5%. En una realizacién relacionada, un aceite natural
producida por una célula recombinante comprende acido oleico de al menos 90%, al menos 3% de la suma de acido
linoleico y acido linolénico y tiene acidos grasos saturados a menos de 3,5%, la mayoria de los acidos grasos saturados
siendo compuesta de longitud de la cadena 10 a 16. Estos aceites pueden ser producidos por las células
recombinantes oleaginosos que incluyen pero no se limitan a los descritos aqui y en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos N° 13/365.253. Por ejemplo, la sobreexpresién de una enzima KASII en una célula con un SAD altamente
activo puede producir un alto aceite oleico con menos de o igual a 3,5% de saturados. Opcionalmente, una tioesterasa
acil-ACP-oleato especifico también se sobreexpresa y/o una tioesterasa endégena que tiene una propension para
hidrolizar cadenas de acilo de menos de C18 nogqueado o suprimido. La tioesterasa acil-ACP-oleato especifico puede
ser un transgén con baja actividad hacia ACP-palmitato y ACP-estearato de manera que la relacién de acido oleico
con respecto a la suma de acido palmitico y acido esteérico en el perfil de acidos grasos del aceite producido es mayor
de 3, 5, 7 6 10. Alternativamente, o ademas, un gen FATA puede ser eliminado o derribado, como en el Ejemplo 36 a
continuacién. Un gen FATA puede ser eliminado o derribado y un KASII exdgeno sobreexpresa. Otra modificacion
opcional es aumentar KASI y/o actividad KASIII, que puede suprimir adicionalmente la formacién de acidos grasos
saturados de cadena mas corta. Opcionalmente, uno o mas aciltransferasas (por ejemplo, un LPAAT) que tienen
especificidad para la transferencia de restos de acilo graso insaturado a un glicerol sustituido también se sobreexpresa
y/o una aciltransferasa endogeno es eliminado o atenuado. Una modificacion opcional adicional es para aumentar la
actividad de las enzimas de KCS que tienen especificidad para alargar acidos grasos insaturados y/o una KCS
enddgeno que tiene especificidad para alargar acidos grasos saturados es eliminado o atenuado. Opcionalmente,
oleato se aumenta a expensas de la produccion de linoleato por knockout o knockdown de una desaturasa de acido
graso delta 12; por ejemplo, utilizando las técnicas de la seccién IV de esta solicitud de patente.

[0159] Como se ha descrito en el Ejemplo 51, los niveles de grasas saturadas pueden reducirse también mediante la
introduccion de un gen exdgeno que desatura el acido palmitico a acido palmitoleico. Ejemplos de genes adecuados
para uso en las células oleaginosas se encuentran en las plantas, incluyendo Macfadyena unguis (ufia de gato),
Macadamia integrifolia (hnuez de macadamia) y Hippophae rhamnoides (espino amarillo). SAD exdgenos o enddgenos
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variantes que desaturan palmitoil-ACP también se pueden utilizar y se describen adicionalmente en el Ejemplo 51.
Opcionalmente, el gen PAD o SAD tiene al menos 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con el producto del
gen descrito en el Ejemplo 51. Esta modificacion puede usarse solo, o0 en combinacién con modificaciones de oleato
crecientes tales como los descritos inmediatamente antes, en la seccién IX y en los ejemplos, incluyendo knockout o
knockdown de uno o més alelos FATA enddgenos y/o sobreexpresion de KASII. En una realizacion, una célula
oleaginosa tal como microalgas oleaginosas tiene una combinacion de (i) un knockout o knockdown FATA con (ii) la
expresion de un gen de PAD exdgeno (esto también podria ser una variante SAD con la actividad de PAD, véase el
Ejemplo 55) y/o una mutacion en un gen endégeno SAD para dar actividad de PAD. Tal como una célula puede
comprender ademas un enddgeno sobreexpresado o gen KASII exdgeno. De conformidad con cualquiera de estas
realizaciones de la invencion, la célula oleaginosa produce un aceite que tiene un perfil de acidos grasos con 1-2, 2-
3, 3-4, 5-6, 7-8, 9-10, 10-15, 15-20, 20-30, 30-40, 40-60, acido palmitoleico 60-70, 70-80, 80-90, o 90-100 por ciento
de area. En una realizacion especifica, la célula produce acido oleico mayor que 50%, acido palmitoleico superior al
1%, y 3,5% de area o menos de acidos grasos saturados.

[0160] Ademés de las modificaciones genéticas anteriores, el aceite saturado bajo puede ser un aceite de alta
estabilidad en virtud de cantidades bajas de &cidos grasos poliinsaturados. Métodos y caracterizaciones de alta
estabilidad, los aceites bajos poliinsaturados son descritos en la seccién anterior bajo el titulo aceites poliinsaturados
bajos, incluyendo el método para reducir la actividad de desaturasa A12 de &cido graso enddgeno. En una realizacion
especifica, un aceite es producido por una célula microbiana oleaginosa que tiene una via de sintesis de &cidos grasos
de tipo Il y no tiene acidos grasos saturados de mas de 3,5% y tampoco tiene acidos grasos poliinsaturados de mas
de 3%. En otra realizacion especifica, el aceite no tiene &cidos grasos saturados de mas de 3% y tampoco tiene acidos
grasos poliinsaturados de mas de 2%. En otra realizacion especifica, el aceite no tiene acidos grasos saturados de
mas de 3% y tampoco tiene acidos grasos poliinsaturados de mas de 1%.

[0161] El aceite bajo saturado y aceite bajo saturado/de alta estabilidad se pueden mezclar con aceites menos
costosos para llegar a un nivel de &cido graso saturado dirigido a menos gasto. Por ejemplo, un aceite con grasas
saturadas 1% puede mezclarse con un aceite que tiene 7% de grasa saturada (por ejemplo, aceite alto en oleico de
girasol) para dar un aceite que tiene 3% de grasa saturada.

[0162] Aceites producidos de acuerdo con realizaciones de la presente invencion se pueden utilizar en las industrias
de combustibles de transporte, oleoquimicas, y/o de alimentos y cosméticos, entre otras aplicaciones. Por ejemplo, la
transesterificacion de los lipidos puede producir ésteres de acidos grasos de cadena larga Utiles como biodiesel. Otros
procesos enzimaticos y quimicos pueden ser adaptados para producir acidos grasos, aldehidos, alcoholes, alcanos y
alguenos. En algunas aplicaciones, diesel renovable, combustible de aviacion, u otros compuestos de hidrocarburos
se producen. La presente descripcion también proporciona métodos para el cultivo de microalgas para una mayor
productividad y una mayor produccion de lipidos, y/o para méas produccion rentable de las composiciones descritas en
este documento. Los métodos descritos aqui permiten la produccion de aceites a partir de cultivos de células
plastidicas en gran escala; por ejemplo, 1.000, 10.000, 100.000 litros o mé&s. En una realizacién, un aceite extraido de
la célula tiene 3,5%, 3%, 2,5%, 0 2% de grasa saturada o menos y se incorpora en un producto alimenticio. El producto
alimenticio acabado tiene grasas saturadas 3,5, 3, 2,5, 0 2% 0 menos.

XI. MIMETICOS DE MEZCLA DE MANTECA DE CACAO/GRASA DE LECHE

[0163] En ciertas realizaciones, la célula produce un aceite natural que tiene un contenido dependiente de la
temperatura de grasa soélida ("Curva SFC") que se aproxima a una mezcla de manteca de cacao y grasa de leche.
Tales aceites se pueden usar cuando se podria utilizar la mezcla de manteca de cacao/grasa de leche; por ejemplo,
en chocolates otros dulces, helados u otros postres helados, pasteles, o de masa, incluyendo para panes rapidos, u
otros productos horneados. Los aceites pueden inhibir la floracion, mejorar el sabor, mejorar la textura, o reducir los
costos. En un ejemplo especifico, el aceite natural se aproxima. Por consiguiente, un ejemplo de la divulgacion esta
utilizando un aceite natural de una célula de microalgas recombinante para sustituir una mezcla de manteca de
cacao/grasa de leche en una receta.

[0164] La Figura 17 muestra un grafico de contenido de % de grasa sélida para varios aceites como sigue (a) aceite
RBD P. moriformis sin ingenieria via de lipidos, (b) manteca de cacao brasilefia + 25% de grasa, (c) tres réplicas de
aceite RBD P. moriformis a partir de una cepa que expresa los acidos nucleicos de horquilla que reducen los niveles
de un alelo SAD reduciendo asi el &cido oleico y el aumento de &cido estearico en el perfil de TAG, (d) aceite RBD P.
moriformis a partir de una cepa que sobreexpresa una OTE (oleoil tioesterasa acil-ACP enddgeno, ver Ejemplo 45),
(e) de cacao de Malasia mantequilla + 25% de grasa, y (f) manteca de cacao de Malasia. Los valores de grasa de
leche de manteca de cacao y manteca de cacao son valores de la literatura (Ac Bailey’s Industrial Oils and Fat
Products, 6° ed.)

[0165] En una realizacién de la presente invencion, un aceite natural que es similar en propiedades térmicas a una
mezcla de 75% de manteca de cacao/25% de grasa de leche producida por una de microalgas u otra célula se describe
en las reivindicaciones. La célula comprende acidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para alterar el
perfil de acidos grasos de los triglicéridos producidos por la célula con el fin de que el aceite tiene un contenido de
grasa soélida (por ejemplo, tal como se determina por RMN) de 38%>+30% a 20°C, 32%0+30% a 25°C, 17%+30% a
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30°C, y menos del 5%+30% a 35°C. Por el bien de la claridad, +10% se refiere a por ciento de la SFC (por ejemplo,
30% de 5% SFC es 1,5% SFC por lo que el rango es de 3,5 a 6,5% SFC a 35°C). En realizaciones relacionadas, el
aceite tiene un contenido de grasa sélida (por ejemplo, tal como se determina por RMN) del 38%+20% a 20°C,
32%+20% a 25°C, 17%+20% a 30°C, y menos del 5%+20% a 35°C o el aceite tiene un contenido de grasa sélida (por
ejemplo, tal como se determina por RMN) del 38%+10% a 20°C, 32%+10% a 25°C, 17%+10% a 30°C, y menos del
5%+10% a 35°C.

Xll. COMPONENTES DE ACEITE MENORES

[0166] Los aceites producidos de acuerdo con los métodos anteriores en algunos casos se realizan utilizando una
célula huésped de microalgas. Como se describié anteriormente, la microalga puede, sin limitacion, clasificarse en
Chlorophyta, Trebouxiophyceae, Chlorellales, Chlorellaceae, o Chlorophyceae. Se ha encontrado que las microalgas
de Trebouxiophyceae pueden distinguirse de los aceites vegetales en funcién de sus perfiles de esteroles. Aceite
producido por Chlorella protothecoides fue encontrado para producir esteroles que parecian ser brasicasterol,
ergosterol, campesterol, estigmasterol, y B-sitosterol, cuando se detecta mediante GC-MS. Sin embargo, se cree que
todos los esteroles producidos por Chlorella tienen C24p estereoquimica. Por lo tanto, se cree que las moléculas
detectadas como campesterol, estigmasterol, y B-sitosterol, son en realidad 22,23-dihidrobrasicasterol, proferasterol y
clionasterol, respectivamente. Por lo tanto, los aceites producidos por las microalgas se ha descrito anteriormente se
pueden distinguir de los aceites vegetales por la presencia de esteroles con C24 estereoquimica y la ausencia de
C24a estereoquimica en los esteroles presentes. Por ejemplo, los aceites producidos pueden contener 22,23-
dihidrobrasicasterol mientras que carecen de campesterol; contienen clionasterol, mientras que carecen de B-
sitosterol, y/o contienen poriferasterol mientras que carecen de estigmasterol. Alternativamente, o ademas, los aceites
pueden contener cantidades significativas de A’-poriferasterol.

[0167] En una realizacion, los aceites proporcionados en este documento no son los aceites vegetales. Los aceites
vegetales son aceites extraidos de plantas y semillas de plantas. Los aceites vegetales se pueden distinguir de los
aceites no vegetales proporcionados en este documento sobre la base de su contenido de aceite. Una variedad de
métodos para analizar el contenido de aceite se puede emplear para determinar la fuente del aceite o si se ha
producido la adulteraciéon de un aceite proporcionado en este documento con un aceite de un origen diferente (por
ejemplo, plantas). La determinacién se puede hacer sobre la base de uno o una combinacion de los métodos analiticos.
Estas pruebas incluyen, pero no se limitan a andlisis de uno o mas de los acidos grasos libres, perfil de acidos grasos,
contenido total de triacilglicerol, contenido de diacilglicerol, los valores de peréxido, propiedades espectroscopicas (por
ejemplo, absorcion UV), perfil de esterol, productos de degradacion de esteroles, antioxidantes (por ejemplo,
tocoferoles), pigmentos (por ejemplo, clorofila), los valores d13C y analisis sensorial (por ejemplo, sabor, olor y
sensacion en la boca). Muchas de tales pruebas se han estandarizado para los aceites comerciales, tales como las
normas del Codex Alimentarius para las grasas y aceites comestibles.

[0168] El andlisis de perfil de esterol es un método particularmente bien conocido para determinar la fuente biolégica
de la materia organica. Campesterol, b-sitosterol, y stigamsterol son esteroles vegetales comunes, siendo b-sitosterol
un principio esterol vegetal. Por ejemplo, se encontré que b-sitosterol estaba en mayor abundancia en un analisis de
ciertos aceites de semillas, aproximadamente el 64% en el maiz, el 29% en semilla de colza, 64% en girasol, 74% en
semilla de algodon, 26% en la soja, y 79% en aceite de oliva (Gul et al J. Cell and Molecular Biology. 5: 71-79, 2006).

[0169] Aceite aislado de cepa UTEX1435 Prototheca moriformis se aclararon por separado (CL), se refinaron y se
blanquearon (RB), o se refinaron, blanquearon y desodorizaron (RBD) y se ensayaron para contenido de esterol de
acuerdo con el procedimiento descrito en JAOCS vol. 60, N° 8, agosto de 1983. Los resultados del andlisis se muestran
a continuacion (unidades en mg/100 g):

Esterol Crudo Aclarado Refinado y

blanqueado

Refinado,
blanqueado y
desodorizado

1 | Ergosterol

384 (56%)

398 (55%)

293 (50%)

302 (50%)

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

14,6 (2,1%)

18,8 (2,6%)

14 (2,4%)

15,2 (2,5%)

24-metilcolest-5-en-3-ol
(Campersterol o]
dihidrobrasicasterol)

22,23-

10,7 (1,6%)

11,9 (1,6%)

10,9 (1,8%)

10,8 (1,8%)

5,22-cholestadien-24-etil-3-ol
(Stigmaserol o poriferasterol)

57,7 (8,4%)

59,2 (8,2%)

46,8 (7,9%)

49,9 (8,3%)

24-etilcolest-5-en-3-0l (B-sitosterol o
clionasterol)

9,64 (1,4%)

9,92 (1,4%)

9,26 (1,6%)

10,2 (1,7%)

Otros esteroles

209

221

216

213

Esteroles totales

685,64

718,82

589,96

601,1
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[0170] Estos resultados muestran tres caracteristicas llamativas. En primer lugar, se encontré que ergosterol era el
mas abundante de todos los esteroles, que representa aproximadamente el 50% o mas del total de esteroles. La
cantidad de ergosterol es mayor que la de campesterol, B-sitosterol, y stigamsterol combinado. El ergosterol es
esteroide comunmente encontrado en hongos y no se encuentran cominmente en las plantas, y su presencia en
particular en cantidades significativas sirve como un marcador Util para aceites no vegetales. En segundo lugar, se
encontré que el aceite contenia brasicasterol. Con la excepcion del aceite de colza, brasicasterol no se encuentra
cominmente en los aceites a base de plantas. En tercer lugar, a menos de 2% [3-sitosterol se encontré que estaba
presente. B-sitosterol es un destacado esterol de planta que no se encuentra comunmente en microalgas, y su
presencia en particular en cantidades significativas sirve como un marcador (til para los aceites de origen vegetal. En
resumen, cepa UTEX1435 Prototheca moriformis se ha encontrado que contiene tanto cantidades significativas de
ergosterol como sélo cantidades pequefias de [-sitosterol como un porcentaje del contenido total de esteroles. En
consecuencia, la relacion de ergosterol:-sitosterol o en combinacion con la presencia de brasicasterol se pueden
utilizar para distinguir este aceite a partir de aceites vegetales.

[0171] En algunas realizaciones, el contenido de aceite de un aceite proporcionado en este documento contiene, como
un porcentaje del total de esteroles, menos del 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 0 1% B-sitosterol. En otras formas
de realizacion el aceite esta libre de B-sitosterol.

[0172] En algunas realizaciones, el aceite es libre de uno o mas de B-sitosterol, campesterol, estigmasterol. En algunas
realizaciones, el aceite estd libre de B-sitosterol, campesterol, estigmasterol y. En algunas realizaciones, el aceite esta
libre de campesterol. En algunas realizaciones, el aceite esta libre de estigmasterol.

[0173] En algunas realizaciones, el contenido de aceite de un aceite proporcionado en este documento comprende,
como porcentaje del total de esteroles, menos del 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, o0 1% de 24 etilcolest-5-en-3-ol.
En algunas realizaciones, el 24-etilcolest-5-en-3-ol es clionasterol. En algunas realizaciones, el contenido de aceite de
un aceite proporcionado en este documento comprende, como porcentaje del total de esteroles, por [o menos 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, o 10% clionasterol.

[0174] En algunas realizaciones, el contenido de aceite de un aceite proporcionado en este documento contiene, como
un porcentaje del total de esteroles, menos de 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 0 1% 24-metilcolest-5-en-3-ol. En
algunas realizaciones, el 24-metilcolest-5-en-3-ol es 22,23-dihidrobrasicasterol. En algunas realizaciones, el contenido
de aceite de un aceite proporcionado en este documento comprende, como porcentaje del total de esteroles, por lo
menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, o 10% 22,23-dihidrobrasicasterol.

[0175] En algunas realizaciones, el contenido de aceite de un aceite proporcionado en este documento contiene, como
un porcentaje del total de esteroles, menos del 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 0 1% 5,22-colestadien-24-etil-3-ol.
En algunas realizaciones, la 5,22-colestadien- 24-etil-3-ol es poriferasterol. En algunas realizaciones, el contenido de
aceite de un aceite proporcionado en este documento comprende, como porcentaje del total de esteroles, por lo menos
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 0 10% poriferasterol.

[0176] En algunas realizaciones, el contenido de aceite de un aceite proporcionado en el presente documento contiene
ergosterol o brasicasterol o una combinacién de los dos. En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene,
como un porcentaje del total de esteroles, por lo menos 5%, 10%, 20%, 25%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, o0 65
% ergosterol. En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje del total de esteroles, por
lo menos 25% ergosterol. En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje del total de
esteroles, por lo menos 40% ergosterol. En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje
del total de esteroles, por lo menos 5%, 10%, 20%, 25%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 0 65 % de una combinacion
de ergosterol y brasicasterol.

[0177] En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje del total de esteroles, por lo
menos 1%, 2%, 3%, 4% o 5% de brasicasterol. En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene, como un
porcentaje del total de esteroles de menos de 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 0 5% de brasicasterol.

[0178] En algunas realizaciones la relacion de ergosterol a brasicasterol es al menos 5: 1, 10: 1, 15: 1, 0 20: 1.

[0179] En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje del total de esteroles, por lo
menos 5%, 10%, 20%, 25%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, o 65 % ergosterol y menos de 20%, 15%, 10%, 5%,
4%, 3%, 2%, 0 1% [3-sitosterol. En algunas realizaciones, el contenido de aceite contiene, como un porcentaje del total
de esteroles, por lo menos 25% ergosterol y menos de 5% [B-sitosterol. En algunas realizaciones, el contenido de
aceite comprende ademas brasicasterol.

Xlll. COMBUSTIBLES Y PRODUCTOS QUIMICOS
[0180] Los aceites mencionados anteriormente solos 0 en combinacién son utiles en la produccion de alimentos,

combustibles y productos quimicos (incluyendo plasticos, espumas, peliculas, etc.). Los aceites, triglicéridos, acidos
grasos de los aceites pueden ser sometidos a la activacion CH, metilacion hidroamino, metoxi-carbonatacién,
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ozondlisis, las transformaciones enzimaticas, epoxidacion, la metilacion, la dimerizacion, tiolacién, metatesis, hidro-
alquilacion, lactonizacién, u otros procesos quimicos.

[0181] Los aceites pueden ser convertidos a los alcanos (por ejemplo, diesel renovable) o ésteres (por ejemplo, ésteres
de metilo o etilo para biodisesel producidos por transesterificacion). Los alcanos o ésteres pueden usarse como
combustible, como disolventes o lubricantes, o0 como materia prima quimica. Los métodos para la produccién de diesel
renovable y biodiesel estan bien establecidos en la técnica. Véase, por ejemplo, W02011/150411.

[0182] En un ejemplo especifico de la presente descripcion, un aceite de alto oleico o alto contenido de acido oleico
de alta estabilidad descrito anteriormente se esterifica. Por ejemplo, los aceites pueden ser transesterificados con
metanol para dar un aceite que es rico en oleato de metilo. Como se ha descrito en el Ejemplo 49, se han encontrado
tales formulaciones para comparar favorablemente con oleato de metilo de aceite de soja.

[0183] En otro ejemplo especifico, el aceite se convierte a diacidos C36 o productos de diacidos C36. Los &cidos
grasos producidos a partir del petréleo se pueden polimerizar para dar una composicion rica en acidos dimeros C36.
En un ejemplo especifico, el aceite de alto oleico se divide para dar un material de &cido graso de alto oleico que se
polimeriza para dar una composicion rica en acidos C36-dimero. Opcionalmente, el aceite es alto aceite oleico de alta
estabilidad (por ejemplo, mayor que 60% de acido oleico con menos de 3% &cidos grasos poliinsaturados, &cido oleico
mayor que 70% con menos de 2% &cidos grasos poliinsaturados, o &cido oleico mayor que 80% con menos de 1%
poliinsaturados). Se cree que el uso de un alto oleico, alta estabilidad, material de partida dara menores cantidades
de productos ciclicos, que pueden ser deseables en algunos casos. Después de hidrolizar el aceite, se obtiene una
alta concentracion de acido oleico. En el proceso de hacer los acidos dimeros, una corriente de alto acido oleico se
convertird en un &cido dimero "mas limpio" C36 y no produce trimeros acidos (C54) y otros subproductos ciclicos mas
complejos que se obtienen debido a la presencia de acidos C18: 2 'y C18: 3. Por ejemplo, el aceite se puede hidrolizar
a los &cidos grasos y los acidos grasos purificados y dimerizarse a 250°C en presencia de arcilla montmorillonita. Ver
SRI Natural Fatty Acid, de marzo de 2009. Un producto rico en dimeros C36 de acido oleico se recupera.

NWGH Acido linoleico

]

W\‘J,ﬂ_ﬂa\dﬂ.ﬂw\!ﬂ\_}“ Acido oleico
OH

l 250 C, Arcilla de montmaorillonita

Acido dimérico
(estructura idealizada)

b
Alcohol dimérico
m (estructura idealizada)

[0184] Ademas, los acidos dimeros C36 pueden ser esterificados y hidrogenados para dar dioles. Los dioles pueden
ser polimerizados por deshidratacion catalitica. Los polimeros también pueden producirse por transesterificacion de
dimerdioles con carbonato de dimetilo.

[0185] Para la produccién de combustible de acuerdo con los métodos de la invencidn, lipidos producidos por las
células de la invencion son cosechados, o recogidos de otra manera, por cualquier medio conveniente. Los lipidos se
pueden aislar por extraccion de células enteras. Las células se rompen primero, y luego los lipidos asociados con
intracelular y membrana de la célula/pared de la célula, asi como hidrocarburos extracelulares pueden ser separados
de la masa de células, tales como mediante el uso de centrifugacion. Lipidos intracelulares producidos en células
oleaginosas, en algunas realizaciones, se extrajeron después de lisar las células. Una vez extraidos, los lipidos se
refinan adicionalmente para producir aceites, combustibles, o productos oleoquimicos.

[0186] Varios métodos estan disponibles para la separacion de lipidos a partir de lisados celulares. Por ejemplo, lipidos
y derivados de lipidos tales como aldehidos grasos, alcoholes grasos, e hidrocarburos tales como alcanos se pueden
extraer con un disolvente hidréfobo, tal como hexano (ver Frenz et al 1989, Enzyme Microb Technol., 11: 717). Los
lipidos y derivados de lipidos también se pueden extraer utilizando licuefaccion (ver por ejemplo Sawayama et al 1999,
Biomass and Bioenergy 17: 33-39 y Inoue et al 1993, Biomass Bioenergy 6 (4): 269-274); licuacion de aceite (véase,
por ejemplo Minowa et al 1995, Fuel 74 (12):. 1735-1738); y extraccion supercritica de CO2 (véase, por ejemplo
Mendes et al 2003, Inorganica Chimica Acta 356:. 328-334). Miao y Wu describe un protocolo de la recuperacion de
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los lipidos de microalgas de un cultivo de Chlorella prototheocoides en donde las células se recogieron por
centrifugacion, se lavaron con agua destilada y se secaron por liofilizacion. El polvo de células resultante se pulverizé
en un mortero y después se extrajo con n-hexano. Miao y Wu, Biosource Technology (2006) 97: 841-846.

[0187] Los lipidos y derivados de lipidos se pueden recuperar por extraccion con un disolvente organico. En algunos
casos, el disolvente organico preferido es hexano. Tipicamente, se afiade directamente el disolvente organico al lisado
sin separacion previa de los componentes del lisado. En una realizacion, el lisado generado por uno o mas de los
métodos descritos anteriormente se pone en contacto con un disolvente organico durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir el lipido y/o componentes de hidrocarburos para formar una solucién con el disolvente organico.
En algunos casos, la solucion puede ser entonces refinada de nuevo para recuperar los componentes de lipidos o de
hidrocarburos deseados especificos. Métodos de extraccion con hexano son bien conocidos en la técnica.

[0188] Los lipidos producidos por las células en vivo, o enzimaticamente modificados in vitro, como se describe en el
presente documento pueden estar opcionalmente procesados adicionalmente por medios convencionales. El
procesamiento puede incluir "craqueo" para reducir el tamafio, y por lo tanto incrementar la proporcién hidrégeno:
carbono, de moléculas de hidrocarburos. Métodos de craqueo catalitico y térmicos se utilizan rutinariamente en
hidrocarburos y procesamiento de aceite de triglicérido. Métodos cataliticos implican el uso de un catalizador, tal como
un catalizador acido solido. El catalizador puede ser de silice-alimina o una zeolita, que dan como resultado la rotura
heterolitica o asimétrica de un enlace carbono-carbono para dar lugar a una carbocacién y un anion hidruro. Estos
intermediarios reactivos a continuacién, se someten a cualquiera de reordenamiento o transferencia de hidruro con
otro hidrocarburo. Las reacciones se pueden por lo tanto regenerar los intermedios para dar lugar a un mecanismo de
cadena de auto-propagacion. Los hidrocarburos también pueden ser procesados para reducir, opcionalmente a cero,
el nimero de enlaces dobles o triples carbono-carbono en los mismos. Los hidrocarburos también pueden ser
procesados para eliminar un anillo o estructura ciclica en él. Los hidrocarburos también pueden ser procesados para
aumentar la proporciéon hidrogeno: carbono. Esto puede incluir la adicion de hidrégeno (“hidrogenacion") y/o el
"craqueo” de hidrocarburos en hidrocarburos méas pequefios.

[0189] Los métodos térmicos implican el uso de temperatura y presioén para reducir el tamafio de hidrocarburos
elevado. Una temperatura elevada de aproximadamente 800°C y presion de aproximadamente 700kPa pueden ser
utilizadas. Estas condiciones generan "luz", un término que se utiliza a veces para referirse a moléculas de
hidrocarburos ricos en hidrogeno (a diferencia de flujo de fotones), mientras que se genera también, por condensacion,
moléculas de hidrocarburos méas pesados que son relativamente agotados de hidrégeno. La metodologia proporciona
la rotura homolitica, o simétrica, y produce alquenos, que pueden estar opcionalmente saturados enzimaticamente
como se describe anteriormente.

[0190] Métodos cataliticos y térmicos son estandar en las plantas para el procesamiento y refinacion de hidrocarburos
de petréleo. Por lo tanto hidrocarburos producidos por las células como se describe en el presente documento pueden
ser recogidos y procesados o refinados a través de medios convencionales. Ver Hillen et al. (Biotechnology and
Bioengineering, Vol XXIV. 193-205 (1982)) para un informe sobre el hidrocraqueo de hidrocarburos producidos por
microalgas. En realizaciones alternativas, la fraccién se trata con otro catalizador, tal como un compuesto orgénico, el
calor, y/o un compuesto inorganico. Para el procesamiento de los lipidos en biodiesel, un proceso de transesterificacion
se utiliza como se describe a continuacion en esta seccion.

[0191] Hidrocarburos producidos a través de métodos de la presente invencion son Utiles en una variedad de
aplicaciones industriales. Por ejemplo, la produccién de sulfonato de alquilbenceno lineal (LAS), un tensioactivo
anidnico se utiliza en casi todos los tipos de detergentes y productos de limpieza, utiliza los hidrocarburos que
comprenden generalmente una cadena de 10-14 atomos de carbono. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos N°: 6.946.430; 5.506.201; 6.692.730; 6.268.517; 6.020.509; 6.140.302; 5.080.848; y 5.567.359. Tensioactivos,
tales como LAS, se pueden utilizar en la produccién de composiciones y detergentes para el cuidado personal, tales
como los descritos en la Patente de Estados Unidos N°: 5.942.479; 6.086.903; 5.833.999; 6.468.955; y 6.407.044.

[0192] Creciente interés se dirige a la utilizacion de componentes de hidrocarburos de origen biolégico en los
combustibles, tales como el biodiesel, diesel renovable, y combustible de aviacion, puesto que los materiales
bioldgicos de partida renovables que pueden reemplazar materiales derivados de combustibles fésiles de partida estan
disponibles, y el uso del mismo es deseable. Hay una necesidad urgente de métodos para producir componentes de
hidrocarburos a partir de materiales biolégicos. La presente divulgacion satisface esta necesidad proporcionando
métodos para la produccion de biodiesel, diesel renovable, y combustible para aviones utilizando los lipidos generados
por los métodos descritos en el presente documento como un material biolégico para producir biodiesel, diesel
renovable, y combustible de aviacion.

[0193] Combustibles diesel tradicionales son destilados de petréleo ricos en hidrocarburos parafinicos. Tienen
intervalos de ebullicion tan amplios como 370° a 780° F, que son adecuados para la combustién en un motor de
encendido por compresién, tal como un vehiculo de motor diesel. La Sociedad Americana de Pruebas y Materiales
(ASTM) establece el grado de diesel de acuerdo con el intervalo de ebullicién, junto con rangos permisibles de otras
propiedades del combustible, como el nimero de cetano, punto de enturbiamiento, punto de inflamacién, viscosidad,
punto de anilina, contenido de azufre, agua contenido, contenido de cenizas, la corrosion tira de cobre, y residuo de
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carbono. Técnicamente, cualquier material destilado de hidrocarburo derivado de la biomasa o de otra forma que
cumpla con la especificacion ASTM apropiado puede definirse como combustible diesel (ASTM D975), combustible
de aviacion (ASTM D1655), o como biodiesel si es un éster metilico de &cido graso (D6751 ASTM).

[0194] Después de la extraccion, los componentes de lipidos y/o hidrocarburos recuperados de la biomasa microbiana
descritos en este documento pueden ser sometidos a tratamiento quimico para la fabricacion de un combustible para
uso en vehiculos diesel y motores a reaccion.

[0195] El biodiesel es un liquido que varia en color - entre marrén dorado y oscuro - en funcién de la materia prima de
produccién. Es practicamente inmiscible con agua, tiene un alto punto de ebullicién y baja presién de vapor. Biodiesel
se refiere a un combustible procesado diesel equivalente para su uso en vehiculos de motor diesel. El biodiesel es
biodegradable y no téxico. Un beneficio adicional de biodiesel mas de combustible diesel convencional es menor
desgaste del motor. Tipicamente, el biodiesel comprende ésteres de alquilo C14-C18. Diversos procesos convierten
biomasa o un lipido producido y aislado como se describe en este documento para los combustibles diesel. Un método
preferido para producir biodiesel es por transesterificacién de un lipido, como se describe en el presente documento.
Un éster de alquilo preferido para uso como biodiesel es un éster metilico o éster etilico.

[0196] Biodiesel producido mediante un método descrito en el presente documento puede utilizarse solo o0 mezclado
con el combustible diesel convencional a cualquier concentracion en la mayoria de los vehiculos modernos motores
diesel. Cuando se mezcla con el combustible diesel convencional (diesel de petrdleo), el biodiesel puede estar
presente desde aproximadamente 0,1% a aproximadamente 99,9%. Gran parte del mundo utiliza un sistema conocido
como el factor "B" paraindicar la cantidad de biodiesel en cualquier mezcla de combustible. Por ejemplo, el combustible
que contiene 20% de biodiesel se etiqueta B20. El biodiesel puro se conoce como B100.

[0197] EI biodiesel puede ser producido por transesterificacién de triglicéridos contenidos en la biomasa rica en
petréleo. Por lo tanto, en otro ejemplo de la presente descripcion se proporciona un método para la produccion de
biodiesel. En un ejemplo preferido, el método para la produccion de biodiesel comprende las etapas de (a) cultivo de
un microorganismo que contiene lipidos usando métodos descritos en este documento (b) lisar un microorganismo
que contiene lipidos para producir un lisado, (c) aislar lipidos a partir del microorganismo lisado y (d) la
transesterificacion de la composicién de los lipidos, lo que produce biodiesel. Los métodos para el crecimiento de un
microorganismo, lisar un microorganismo para producir un lisado, tratar el lisado en un medio que comprende un
disolvente organico para formar una mezcla heterogénea y separar el lisado tratado en una composicion lipidica que
se han descrito anteriormente y también puede ser utilizado en el método de produccion de biodiesel. El perfil de
lipidos de biodiesel es por lo general muy similar al perfil de lipidos de la materia prima de aceite.

[0198] Composiciones lipidicas pueden ser sometidas a la transesterificacién para producir ésteres de 4cidos grasos
de cadena larga utiles como biodiesel. Reacciones de transesterificacion preferidas se describen a continuaciéon e
incluyen transesterificacion y transesterificacion catalizada por base usando lipasas recombinantes. En un proceso de
transesterificacion catalizada por base, los triacilglicéridos se hacen reaccionar con un alcohol, tal como metanol o
etanol, en presencia de un catalizador alcalino, tipicamente hidréxido de potasio. Esta reaccion forma ésteres de metilo
o etilo y glicerina (glicerol) como subproducto.

[0199] La transesterificacion también se ha llevado a cabo, como se discutié anteriormente, utilizando una enzima, tal
como una lipasa en lugar de una base. La transesterificacion catalizada por lipasa puede llevarse a cabo, por ejemplo,
a una temperatura entre la temperatura ambiente y 80°C, y una relacion molar de la etiqueta para el alcohol inferior
de mas de 1: 1, preferiblemente de aproximadamente 3: 1. Las lipasas adecuadas para uso en la transesterificacion
incluyen, pero no se limitan a, los enumerados en la Tabla 9. Otros ejemplos de lipasas Utiles para la transesterificacion
se encuentran en, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°© 4.798.793.; 4.940.845 5.156.963; 5.342.768; 5776741
y W0O89/01032. Tales lipasas incluyen, pero no se limitan a, lipasas producidas por microorganismos del Rhizopus,
Aspergillus, Candida, Mucor, Pseudomonas, Rhizomucor, Candida, y Humicola y lipasa de pancreas.

[0200] Procesos posteriores también se pueden utilizar si el biodiesel se utilizard en temperaturas particularmente
frias. Tales procesos incluyen acondicionamiento para el invierno y fraccionamiento. Ambos procesos estan disefiados
para mejorar el flujo en frio y el rendimiento de invierno del combustible mediante la reduccién del punto de
enturbiamiento (la temperatura a la que el biodiesel comienza a cristalizar). Hay varios enfoques para el biodiesel de
invierno. Un método consiste en mezclar el biodiesel con diesel de petroleo. Otro enfoque es el uso de aditivos que
pueden disminuir el punto de enturbiamiento de biodiesel. Otro enfoque es eliminar ésteres metilicos saturados
indiscriminadamente mezclando los aditivos y permitiendo la cristalizacion de acidos grasos saturados y luego filtrando
los cristales. El fraccionamiento separa selectivamente ésteres metilicos en componentes o fracciones individuales, lo
gue permite la eliminacién o inclusion de ésteres metilicos especificos. métodos de fraccionamiento incluyen
fraccionamiento de urea, fraccionamiento de disolvente y la destilacién térmica.

[0201] Otro valioso combustible proporcionado por los métodos de la presente descripcién es diesel renovable, que
comprende alcanos, tales como C10: 0, C12: 0, C14: 0, C16: 0 y C18: 0y, por tanto, son distinguibles de biodiesel.
Diesel renovable de alta calidad se adecua a la norma ASTM D975. Los lipidos producidos por los métodos de la
presente invencion pueden servir como materia prima para producir diesel renovable. Por lo tanto, en otro ejemplo de
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la presente descripcién, se proporciona un método para la produccién de diesel renovable. Diesel renovable puede
ser producido por al menos tres procesos: procesamiento hidrotérmico (hidrotratamiento); hidrotratamiento; y
licuefaccion indirecta. Estos procesos producen destilados no éster. Durante estos procesos, triacilglicéridos producido
y aislado como se describe en el presente documento, se convierten en alcanos.

[0202] En un ejemplo, el método para producir diesel renovable comprende (a) el cultivo de un microorganismo que
contiene lipidos usando métodos dados a conocer en el presente documento (b) lisar el microorganismo para producir
un lisado, (c) aislar lipidos a partir del microorganismo lisado, y (d) desoxigenacién y hidrotratamiento de los lipidos
para producir un alcano, con lo que se produce diesel renovable. Los lipidos adecuados para la fabricacion de diesel
renovable se pueden obtener mediante extraccion a partir de biomasa microbiana usando un disolvente organico tal
como hexano, o mediante otros métodos, tales como los descritos en la patente US 5.928.696. Algunos métodos
adecuados pueden incluir prensado mecanico y centrifugacion.

[0203] En algunos métodos, el lipido microbiano esta agrietado primero en conjuncion con hidrotratamiento para
reducir la longitud de cadena de carbono y saturar los enlaces dobles, respectivamente. El material luego se isomeriza,
también en combinacion con hidrotratamiento. La fraccion de nafta puede retirarse entonces a través de destilacion,
seguido de destilacion adicional para vaporizar y separar por destilacion los componentes deseados en el combustible
diesel para satisfacer una norma ASTM D975, dejando los componentes que son mas pesados que lo deseado para
cumplir con el estandar D975. El hidrotratamiento, hidrocraqueo, desoxigenacion y métodos de isomerizacion de los
aceites de la modificacion quimica, incluidos los aceites de triglicéridos, son bien conocidos en la técnica. Véase por
ejemplo solicitudes de patente europea EP1741768 (Al); EP1741767 (Al); EP1682466 (Al); EP1640437 (Al);
EP1681337 (Al); EP1795576 (Al); y Patentes de Estados Unidos 7.238.277; 6.630.066; 6.596.155; 6.977.322;
7.041.866; 6.217.746; 5.885.440; 6.881.873.

[0204] En un ejemplo del método para la produccion de diesel renovable, el tratamiento de los lipidos para producir
un alcano se lleva a cabo por el hidrotratamiento de la composicion lipidica. En el procesamiento hidrotérmico,
tipicamente, la biomasa se hace reaccionar en agua a una temperatura y presion elevadas para formar aceites y
sdlidos residuales. Las temperaturas de conversién son normalmente de 300° a 660° F, con presion suficiente para
mantener el agua principalmente como un liquido, de 100 a 170 atmédsfera estandar (atm). Los tiempos de reaccion
son del orden de 15 a 30 minutos. Después de que se completo la reaccién, los organicos se separan del agua. De
este modo se produce un destilado adecuado para diesel.

[0205] En algunos métodos de fabricacion de diesel renovable, la primera etapa de tratar un triglicérido es de
hidroprocesamiento para saturar los enlaces dobles, seguido de desoxigenacion a temperatura elevada en presencia
de hidrégeno y un catalizador. En algunos métodos, la hidrogenacion y la desoxigenacion se producen en la misma
reaccion. En otros métodos de desoxigenacion se produce antes de la hidrogenacién. A continuacién, se realiza
opcionalmente la isomerizacién, también en presencia de hidrogeno y un catalizador. Componentes de la nafta se
eliminan preferiblemente a través de destilacion. Para ejemplos, véanse las patentes 5475160 (de hidrogenacion de
triglicéridos) de Estados Unidos; 5.091.116 (desoxigenacion, de hidrogenacion y de eliminacién de gas); 6.391.815
(de hidrogenacién); y 5.888.947 (isomerizacion).

[0206] Un método adecuado para la hidrogenacién de triglicéridos incluye la preparacion de una solucion acuosa de
sales de cobre, zinc, magnesio y lantano y otra solucion de metal alcalino o, preferiblemente, carbonato de amonio.
Las dos soluciones se pueden calentar a una temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 85°C y
dosifican juntos en un recipiente de precipitacion a tasas tales que el pH en el recipiente de precipitacién se mantiene
entre 5,5y 7,5 con el fin de formar un catalizador. El agua adicional se puede utilizar ya sea inicialmente en el recipiente
de precipitacion o se afiade simultdneamente con la solucién de sal y la solucion de precipitacion. El precipitado
resultante se puede lavar a fondo, se seca, se calcina a aproximadamente 300°C y se activa en hidrégeno a
temperaturas que varian de aproximadamente 100°C a aproximadamente 400°C. Uno o mas triglicéridos pueden estar
entonces en contacto y se hacen reaccionar con hidrégeno en presencia del catalizador descrito anteriormente en un
reactor. El reactor puede ser un reactor de lecho de goteo, reactor de gas-solido de lecho fijo, reactor de columna de
burbujas empaquetada, tanque continuamente agitado, un reactor de fase en suspension, o cualquier otro tipo de
reactor adecuado conocido en la técnica. El proceso puede llevarse a cabo tanto de manera discontinua como de
manera continua. Las temperaturas de reaccion estan tipicamente en el intervalo de aproximadamente 170°C a
aproximadamente 250°C mientras que las presiones de reaccién estan tipicamente en el intervalo de
aproximadamente 300 psig a aproximadamente 2000 psig. Ademas, la relacion molar de hidrégeno a triglicéridos en
el proceso de la presente invencion esta tipicamente en el intervalo de aproximadamente 20: 1 a aproximadamente
700: 1. El proceso se lleva a cabo tipicamente a una velocidad espacial horaria en peso (WHSV) en el intervalo de
aproximadamente 0,1 h** a aproximadamente 5 ht. Un experto en la técnica reconocera que el periodo de tiempo
requerido para la reaccion variara en funcion de la temperatura utilizada, la relacion molar de hidrégeno a triglicéridos,
y la presioén parcial de hidrogeno. Los productos producidos por tales procesos de hidrogenacién incluyen alcoholes
grasos, glicerol, trazas de parafinas y triglicéridos sin reaccionar. Estos productos son tipicamente separados por
medios convencionales tales como, por ejemplo, destilacidn, extraccion, filtracién, cristalizacion, y similares.

[0207] Refinerias de petréleo utilizan hidroprocesamiento para eliminar las impurezas mediante el tratamiento de
alimentaciones con hidrégeno. temperaturas de conversién de hidroprocesamiento son tipicamente de 300° a 700° F.
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Las presiones son tipicamente de 40 a 100 atm. Los tiempos de reaccion son tipicamente del orden de 10 a 60 minutos.
Los catalizadores sélidos se emplean para aumentar ciertas velocidades de reaccién, mejorar la selectividad para
ciertos productos, y optimizar el consumo de hidrégeno.

[0208] Los métodos adecuados para la desoxigenacion de un aceite incluye calentar un aceite a una temperatura en
el intervalo de aproximadamente 350° F a aproximadamente 550° F y poner en contacto continuamente el aceite
calentado con nitrégeno bajo que varia de aproximadamente atmospeheric anteriormente durante al menos presion al
menos aproximadamente 5 minutos.

[0209] Los métodos adecuados para la isomerizacion incluyen el uso de isomerizacion alcalina y otra isomerizacion
de aceite conocida en la técnica.

[0210] ElI hidrotratamiento y hidroprocesamiento en ultima instancia, conducen a una reduccion en el peso molecular
de la alimentacién de triglicéridos. La molécula de triglicérido se reduce a cuatro moléculas de hidrocarburos en
condiciones de hidroprocesamiento: una molécula de propano y tres moléculas de hidrocarburos mas pesados,
tipicamente en el intervalo de C8 a C18.

[0211] Por lo tanto, en un ejemplo, el producto de una o mas reaccion(es) quimica(s) realizado en composiciones de
lipidos de la invencion es una mezcla de alcano que comprende ASTM D975 diesel renovable. La produccion de
hidrocarburos por microorganismos es revisado por Metzger et al. Appl Microbiol Biotechnol (2005) 66: 486-496 y una
mirada retrospectiva en el U.S.Department of Energy’s Aquatic Species Program: Biodiesel from Algae, NREL/TP-
580-24190, John Sheehan, Terri Dunahay, John Benemann and Paul Roessler (1998.

[0212] Las propiedades de destilacion de un combustible diesel se describen en términos de T10-T90 (temperatura a
10% y 90%, respectivamente, el volumen de destilado). El T10-T90 del material producido en el Ejemplo 13 era 57,9°C.
Métodos de hidrotratamiento, isomerizacion, y otra modificacion covalente de los aceites descritos en este documento,
asi como los métodos de destilacién y fraccionamiento (tales como filtracion en frio) descritos aqui, se pueden emplear
para generar composiciones de diesel renovable con otros intervalos de T10-T90, tales como 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 60 y 65 °C utilizando aceites de triglicéridos producidos segun los métodos descritos en este documento.

[0213] Métodos de hidrotratamiento, isomerizacion, y otra modificacion covalente de los aceites descritos en este
documento, asi como los métodos de destilacion y fraccionamiento (tales como filtracion en frio) descritos aqui, se
pueden emplear para generar composiciones de diesel renovable con otros valores T10, tales como T10 entre 180 y
295, entre 190 y 270, entre 210 y 250, entre 225 y 245, y al menos 290.

[0214] Métodos de hidrotratamiento, isomerizacion, y otra modificacion covalente de los aceites descritos en este
documento, asi como los métodos de destilacién y fraccionamiento (tales como filtracién en frio) descrita en este
documento se pueden emplear para generar composiciones de diesel renovable con ciertos valores T90, tales como
T90 entre 280 y 380, entre 290 y 360, entre 300 y 350, entre 310 y 340, y al menos 290.

[0215] La FBP del material producido en el Ejemplo 13 era 300°C. Métodos de hidrotratamiento, isomerizacion, y otra
modificacién covalente de los aceites descritos en este documento, asi como los métodos de destilacion y
fraccionamiento (tales como filtracién en frio) que se describen aqui, se pueden emplear para generar composiciones
de diesel renovable con otros valores FBP, tales como FBP entre 290 y 400, entre 300 y 385, entre 310 y 370, entre
315y 360, y al menos 300.

[0216] Otros aceites proporcionados por los métodos de la invencién y composiciones de la divulgacién pueden ser
sometidos a combinaciones de hidrotratamiento, isomerizacion, y otra modificacion covalente incluyendo aceites con
perfiles de lipidos, incluyendo (a) al menos 1% -5%, preferiblemente al menos 4%, C8-C14; (b) al menos 0,25% -1%,
preferiblemente al menos 0,3%, C8; (c) al menos 1% - 5%, preferiblemente al menos 2%, C10; (d) al menos 1% -5%,
preferiblemente al menos 2%, C12; y (3) al menos 20% -40%, preferiblemente al menos 30% C8-C14.

[0217] Un diesel tradicional de contenido de azufre ultra-bajo puede ser producido de cualquier forma de biomasa por
un proceso de dos pasos. En primer lugar, la biomasa se convierte en un gas de sintesis, una mezcla gaseosa rica en
hidrégeno y mondxido de carbono. A continuacion, el gas de sintesis se convierte cataliticamente a los liquidos.
Tipicamente, la produccion de liquidos se logra utilizando Fischer-Tropsch de sintesis (FT). Esta tecnologia se aplica
a carbén, gas natural y aceites pesados. Por lo tanto, en todavia otro ejemplo preferido del método para la produccion
de diesel renovable, el tratamiento de la composicién de lipidos para producir un alcano se lleva a cabo por licuefaccion
indirecta de la composicion lipidica.

[0218] La presente descripcidon también proporciona métodos para producir combustible para aviones. EI combustible
de avidn es claro y de color pajizo. EI combustible mas comin es un combustible a base de aceite sin plomo/parafina
clasificado como Avion A-1, que se produce a un conjunto internacionalmente estandarizado de especificaciones. El
combustible de avion es una mezcla de un gran niumero de diferentes hidrocarburos, posiblemente tantos como mil o
mas. La gama de sus tamafios (pesos moleculares o nimeros de carbono) esta restringido por los requisitos para el
producto, por ejemplo, punto de congelacion o punto de humo. Combustible de avién de tipo Kerosone (incluyendo
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Jet Ay Jet A-1) tiene una distribucion de nimero de carbono entre aproximadamente 8 y 16. Combustible de avién de
tipo corte ancho o nafta (incluyendo Jet B) tipicamente tiene una distribucion de numero de carbonos entre
aproximadamente 5y 15 carbonos.

[0219] En un ejemplo de la divulgacion, un combustible de avion se produce mediante la mezcla de combustibles de
algas con combustible de avidn existente. Los lipidos producidos por los métodos de la presente invencion pueden
servir como materia prima para producir el combustible para aviones. Por lo tanto, en otro ejemplo de la presente
descripcion, se proporciona un método para la produccion de combustible para aviones. Por la presente se
proporcionan dos métodos para producir el combustible para aviones a partir de los lipidos producidos por los métodos
de la presente invencion: craqueo catalitico fluido (FCC); y hidrodesoxigenacion (HDO).

[0220] Craqueo catalitico fluido (FCC) es un método que se utiliza para producir olefinas, especialmente propileno a
partir de fracciones de crudo pesado. Los lipidos producidos por el método de la presente invencién se pueden
convertir en olefinas. El proceso implica hacer fluir los lipidos producidos a través de una zona de FCC y recoger una
corriente de producto que comprende olefinas, que es Util como un combustible para aviones. Los lipidos producidos
se ponen en contacto con un catalizador de craqueo en condiciones de craqueo para proporcionar una corriente de
producto que comprende olefinas e hidrocarburos Utiles como combustible de avion.

[0221] En un ejemplo, el método para producir combustible para aviones comprende (a) cultivar un microorganismo
que contiene lipidos usando métodos descritos en este documento, (b) lisar el microorganismo que contiene lipidos
para producir un lisado, (c) aislar lipidos a partir del lisado, y (d) tratar la composicion de lipidos, lo que produce el
combustible para aviones. En un ejemplo del método para la produccién de un combustible de aviacién, la composicion
lipidica puede hacerse fluir a través de una zona de craqueo catalitico fluido, que, en una realizacion, puede
comprender poner en contacto la composicion de lipidos con un catalizador de craqueo en condiciones de craqueo
para proporcionar una corriente de producto que comprende olefinas C2-Cs.

[0222] En ciertos ejemplos de este método, puede ser deseable eliminar cualquier contaminante que pueda estar
presente en la composicion de lipidos. Por lo tanto, antes de hacer fluir la composicion de lipidos a través de una zona
de craqueo catalitico fluido, la composicion lipidica se trata previamente. El pretratamiento puede implicar poner en
contacto la composicion de lipidos con una resina de intercambio idnico. La resina de intercambio i6nico es una resina
de intercambio i6nico acida, tal como Amberlyst™-15 y se puede usar como un lecho en un reactor a través del cual
se hace fluir la composicion de lipidos, ya sea de flujo ascendente o flujo descendente. Otros pretratamientos pueden
incluir lavados &cidos suaves al contactar la composicién de lipidos con un acido, tales como acido sulfdrico, acético,
nitrico o clorhidrico. El contacto se realiza con una solucion &cida diluida normalmente a temperatura ambiente y
presion atmosférica.

[0223] La composicion de los lipidos, opcionalmente pretratada, se hace fluir a una zona de FCC donde los
componentes hidrocarbonados estan agrietadas a olefinas. El craqueo catalitico se lleva a cabo poniendo en contacto
la composicion de lipidos en una zona de reaccion con un catalizador compuesto de material en particulas finamente
dividido. La reaccioén es craqueo catalitico, a diferencia de hidrocraqueo, y se lleva a cabo en ausencia de hidrogeno
afadido o el consumo de hidrogeno. Como el craqueo avanza la reaccion, cantidades sustanciales de coque son
depositadas sobre el catalizador. El catalizador se regenera a altas temperaturas quemando coque del catalizador en
una zona de regeneracion. Coke catalizador que contiene, referido en este documento como "catalizador coquizado”,
es transportado continuamente desde la zona de reaccién a la zona de regeneracidon para ser regenerado y
reemplazado por catalizador regenerado esencialmente libre de coque de la zona de regeneracion. La fluidizacion de
las particulas del catalizador por varias corrientes gaseosas permite el transporte de catalizador entre la zona de
reaccion y zona de regeneracion. Los métodos para craqueo de hidrocarburos, tales como las de la composicion de
lipidos descrita en el presente documento, en una corriente fluidizada de catalizador, el transporte de catalizador entre
las zonas de reaccion y regeneracion, y la combustion de coque en el regenerador son bien conocidos por los expertos
en la técnica de los procesos FCC. Aplicaciones y catalizadores de FCC ejemplares Utiles para el craqueo de la
composicion de lipidos para producir olefinas C2-Cs se describen en la patente de los Estados Unidos. N° 6.538.169,
7.288.685.

[0224] Catalizadores de FCC adecuados generalmente comprenden al menos dos componentes que pueden o no
pueden estar en la misma matriz. En algunas realizaciones, ambos componentes pueden distribuirse a través de todo
el recipiente de reaccion. El primer componente en general incluye cualquiera de los catalizadores bien conocidos que
se utilizan en la técnica de craqueo catalitico fluidizado, tal como un catalizador activo amorfo de tipo arcilla y/o un
tamiz molecular cristalino de alta actividad. Catalizadores de tamiz molecular pueden ser preferidos sobre
catalizadores amorfos debido a su muy mejorada selectividad a productos deseados. En algunos ejemplos preferidos,
las zeolitas se pueden usar como el tamiz molecular en los procesos de FCC. Preferiblemente, el primer componente
de catalizador comprende una zeolita de poro grande, tal como una zeolita de tipo Y, un material de alimina activa,
un material aglutinante, que comprende silice o alimina y un relleno inerte tal como caolin.

[0225] En un ejemplo, el agrietamiento de la composicién de lipidos de la presente descripcion, tiene lugar en la

seccion de tuberia vertical o, alternativamente, la seccién de elevacion, de la zona de FCC. La composicion de lipidos
se introduce en el tubo de subida por una boquilla que resulta en la rapida vaporizacion de la composicion lipidica.
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Antes de contactar con el catalizador, la composicion lipidica ordinariamente tiene una temperatura de
aproximadamente 149°C a aproximadamente 316°C (300° F a 600° F). El catalizador se hace fluir desde un recipiente
de fusién a la columna ascendente donde hace contacto con la composicion lipidica durante un tiempo de suspension
de 2 segundos o0 menos.

[0226] EI catalizador mezclado y composicion de lipidos reaccionada de los vapores se descargan desde la parte
superior de la columna ascendente a través de una salida y se separan en una corriente de vapor de producto
craqueado que incluye las olefinas y una coleccion de particulas del catalizador cubiertas con cantidades sustanciales
de coque y generalmente se denomina "catalizador coquizado”. En un esfuerzo por minimizar el tiempo de contacto
de la composicion lipidica y el catalizador que puede promover la conversién adicional de productos deseados a otros
productos indeseables, cualquier disposicion de separadores tales como una disposicion de brazo de remolino se
puede utilizar para eliminar el catalizador coquizado de la corriente de producto de forma rapida. El separador, por
ejemplo, brazo separador de remolino, se encuentra en una porcién superior de una camara con una zona de
extraccion situada en la parte inferior de la caAmara. El catalizador separado por la disposicién de brazo de remolino
cae hacia abajo en la zona de extraccion. La corriente de vapor de producto cragueado que comprende hidrocarburos
craqueados que incluyen olefinas ligeras y un poco de salida de catalizador de la cAmara a través de un conducto que
esta en comunicacion con ciclones. los ciclones retiran los restos de particulas de catalizador de la corriente de vapor
producto para reducir las concentraciones de particulas a niveles muy bajos. La corriente de vapor producto a
continuacion, sale de la parte superior del recipiente de separacion. El catalizador separado por los ciclones se
devuelve al recipiente de separacion y luego a la zona de extraccion. La zona de extraccion elimina los hidrocarburos
adsorbidos de la superficie del catalizador mediante contacto a contracorriente con vapor de agua.

[0227] Baja presion parcial de hidrocarburo opera para favorecer la produccion de olefinas ligeras. De acuerdo con
ello, la presion de tubo ascendente se fija en unos 172 a 241 kPa (25 a 35 psia) con una presién parcial de hidrocarburo
de aproximadamente 35 a 172 kPa (5 a 25 psia), con una presion preferida de hidrocarburo parcial de
aproximadamente 69 a 138 kPa (10 a 20 psia). Esta presion parcial relativamente baja para hidrocarburo se logra
mediante el uso de vapor de agua como un diluyente en la medida en que el diluyente es de 10 a 55% en peso de la
composicion de lipidos y preferiblemente de aproximadamente 15% en peso de la composicion de lipidos. Otros
diluyentes como el gas seco pueden ser usados para alcanzar presiones parciales de hidrocarburos equivalentes.

[0228] La temperatura de la corriente craqueada en la salida del tubo ascendente serd de aproximadamente 510°C a
621°C (950° F a 1150° F). Sin embargo, las temperaturas de salida del tubo ascendente por encima de 566°C (1050°
F) hacen mas gas seco y mas olefinas. Mientras que las temperaturas de salida del tubo ascendente por debajo de
566°C (1050° F) hacen menos etileno y propileno. Por consiguiente, se prefiere llevar a cabo el proceso de FCC a una
temperatura preferida de aproximadamente 566°C a aproximadamente 630°C, la presion preferida de
aproximadamente 138 kPa a aproximadamente 240 kPa (20 a 35 psia). Otra condicién para el proceso es el catalizador
a la proporcion de composicion de lipidos que puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 y
preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 15.

[0229] En un ejemplo del método para la produccion de un combustible de aviacién, la composicién lipidica se
introduce en la seccidn de ascensor de un reactor FCC. La temperatura en la seccion de elevacion sera muy caliente
y el intervalo de aproximadamente 700°C (1292° F) a aproximadamente 760°C (1400° F) con un catalizador a la
proporcion de composicion de lipidos de aproximadamente 100 a aproximadamente 150. Se prevé que introducir la
composicion de lipidos en la seccion de elevacion producira cantidades considerables de propileno y etileno.

[0230] En otra realizacion del método para la produccién de un combustible de avion que utiliza la composicién de los
lipidos o los lipidos producidos como se describe en el presente documento, la estructura de la composicion de los
lipidos o los lipidos es rota por un proceso denominado hidrodesoxigenacion (HDO). HDO significa la eliminacion de
oxigeno por medio de hidrégeno, es decir, el oxigeno se retira mientras que romper la estructura del material. dobles
enlaces olefinicos son hidrogenados y cualquiera de los compuestos de azufre y nitrégeno se eliminan. La eliminacién
de azufre se denomina hidrodesulfuracién (HDS). El pretratamiento y la pureza de las materias primas (composicion
de lipidos o los lipidos) contribuyen a la vida util del catalizador.

[0231] En general, en la etapa de HDO/HDS, el hidrégeno se mezcla con el material de alimentacion (composicion de
los lipidos o los lipidos) y después la mezcla se pasa a través de un lecho de catalizador como un flujo en co-corriente,
ya sea como una Unica fase o un material de alimentacion de dos fases. Después de la etapa de HDO/MDS, la fraccion
de producto se separa y se pasa a un reactor de isomerizacion separada. Un reactor de isomerizacion para el material
de partida biolégico se describe en la literatura (FI 100 248) como un reactor co-corriente.

[0232] El procedimiento para producir un combustible mediante la hidrogenacion de una alimentacion de
hidrocarburos, por ejemplo, la composicién de los lipidos o los lipidos en el presente documento, también puede
realizarse haciendo pasar la composicion de los lipidos o los lipidos como un flujo en co-corriente con gas hidrégeno
a través de una primera zona de hidrogenacion, y a partir de entonces el efluente hidrocarbonado se hidrogena
adicionalmente en una segunda zona de hidrogenacién pasando gas de hidrégeno a la segunda zona de
hidrogenacion como un flujo en contracorriente con respecto al efluente de hidrocarburos. aplicaciones y catalizadores
HDO ejemplares Utiles para el craqueo de la composicion de lipidos para producir olefinas C2-Cs se describen en la

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 744 868 T3

patente de los Estados Unidos. N° 7.232.935.

[0233] Tipicamente, en la etapa de hidrodesoxigenacion, la estructura del componente bioldgico, tales como la
composicion de los lipidos o los lipidos en el presente documento, consiste en compuestos de oxigeno, nitrégeno,
fésforo y azufre descompuestos, y se eliminan hidrocarburos ligeros como gas, y los enlaces olefinicos estan
hidrogenados. En el segundo paso del proceso, es decir, en el denominado paso de isomerizacion, la isomerizacion
se lleva a cabo para la ramificacién de la cadena de hidrocarburos y para mejorar el rendimiento de la parafina a bajas
temperaturas.

[0234] En el primer paso, es decir, la etapa de HDO del proceso de craqueo, el gas de hidrégeno y la composicién de
los lipidos o los lipidos de la presente invencion que van a ser hidrogenados se pasan a un sistema de lecho de
catalizador HDO ya sea como flujos de co-corriente o contracorriente, comprendiendo dicho sistema de lecho de
catalizador uno o mas catalizador(es) de lecho, preferiblemente 1-3 lechos de catalizador. La etapa de HDO se hace
funcionar normalmente de una manera co-corriente. En el caso de un sistema de lecho de catalizador de HDO que
comprende dos o mas lechos de catalizador, uno o mas de los lechos pueden ser operados usando el principio de
flujo a contracorriente. En la etapa de HDO, la presion varia entre 20 y 150 bar, preferiblemente entre 50 y 100 bar, y
la temperatura varia entre 200 y 500°C, preferiblemente en el intervalo de 300-400°C. En la etapa de HDO, se pueden
usar catalizadores de hidrogenacion conocidos que contienen metales del Grupo VIl y/o VIB del sistema periodico.
Preferiblemente, los catalizadores de hidrogenacion son compatibles Pd, Pt, Ni, NiMo o un catalizador de CoMo,
siendo el soporte alimina y/o silice. Tipicamente, se utilizan catalizadores NiMo/Al203 y CoMo/Al20s.

[0235] Antes de la etapa de HDO, la composicién de lipidos o los lipidos en este documento pueden opcionalmente
ser tratados por hidrogenacioén previa en condiciones méas suaves, evitando asi reacciones secundarias de los dobles
enlaces. Tal hidrogenacion previa se lleva a cabo en presencia de un catalizador de hidrogenacion previa a
temperaturas de 50-400°C y a presiones de hidrogeno de 1-200 bar (100 a 20000 kPa), preferiblemente a una
temperatura entre 150 y 250°C y a una presion de hidrégeno entre 10 y 100 bar (1000-10000 kPa). El catalizador
puede contener metales del grupo VIl y/o VIB del sistema periddico. Preferiblemente, el catalizador de hidrogenacion
previa es un catalizador de Pd, Pt, Ni, NiMo o un catalizador de CoMo, siendo el soporte alimina y/o soportado sobre
silice.

[0236] Una corriente gaseosa de la etapa de HDO que contiene hidrégeno se enfria y luego compuestos de mondxido
de carbono, diéxido de carbono, nitrégeno, fésforo y azufre, hidrocarburos ligeros gaseosos y otras impurezas se
eliminan de la misma. Después de la compresion, el hidrégeno purificado o hidrégeno reciclado se devuelve de nuevo
al primer lecho de catalizador y/o entre los lechos de catalizador para compensar la corriente de gas retirado. El agua
se elimina del liquido condensado. El liquido se hace pasar al primer lecho de catalizador o entre los lechos de
catalizador.

[0237] Después de la etapa de HDO, el producto se somete a una etapa de isomerizacion. Es sustancial para el
proceso que las impurezas se eliminen lo mas completamente posible antes de que los hidrocarburos se ponen en
contacto con el catalizador de isomerizacion. La etapa de isomerizacion comprende una etapa de separacion opcional,
en la que el producto de reaccion de la etapa de HDO puede purificarse mediante arrastre con vapor de agua o un
gas adecuado tal como un hidrocarburo ligero, nitrégeno o hidrégeno. La etapa de separacion opcional se lleva a cabo
de una manera a contracorriente en una unidad de aguas arriba del catalizador de isomerizacion, en donde el gas y
el liquido se ponen en contacto unos con otros, o antes de que el reactor de isomerizacion real en una unidad de
separacion separado utilizando el principio de contracorriente.

[0238] Después de la etapa de separacion del gas de hidrogeno y la composicion lipidica hidrogenado o lipidos en el
presente documento, y opcionalmente una mezcla de n-parafina, se pasan a una unidad de isomerizacion reactiva
gue comprende uno o varios lecho(s) de catalizador. Los lechos de catalizador de la etapa de isomerizacion pueden
funcionar ya sea en co-corriente o a contracorriente.

[0239] Es importante para el proceso que se aplique el principio de flujo a contracorriente en la etapa de isomerizacion.
En la etapa de isomerizacion se hace esto mediante la realizacién de cualquiera de la etapa de separacion opcional o
la etapa de reaccion de isomerizacion o ambos en forma de contracorriente. En la etapa de isomerzation, la presion
varia en el intervalo de 20-150 bar (2000-15.000 kPa), preferiblemente en el intervalo de 20-100 bar (2000-10000 kPa),
la temperatura estd comprendida entre 200 y 500°C, preferiblemente entre 300 y 400°C. En la etapa de isomerizacion,
catalizadores de isomerizacion conocidos en la técnica pueden ser utilizados. Catalizadores de isomerizacion
adecuados contienen un tamiz molecular y/o un metal del Grupo VII y/o un portador. Preferiblemente, el catalizador
de isomerizacion contiene SAPO-11 o SAPO41 o ZSM-22 o ZSM-23 o ferrierita y Pt, Pd o Ni y Al203 o SiOz.
catalizadores de isomerizacion tipicos son, por ejemplo, Pt/SAPO-11/Al203, Pt/ZSM-22/Al203, Pt/ZSM-23/Al203 y
Pt/SAPO-11/SiOz2. La etapa de isomerizacién y la etapa de HDO se pueden llevar a cabo en el mismo recipiente a
presion o en recipientes a presion separados. Hidrogenacion previa opcional se puede llevar a cabo en un recipiente
de presién separado o en el mismo recipiente a presion como el HDO y pasos de isomerizacion.

[0240] Por lo tanto, en un ejemplo, el producto de una 0 mas reacciones quimicas es una mezcla de alcano que
comprende HRJ- 5. En otra realizacion, el producto de las una o mas reacciones quimicas es una mezcla de alcano
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que comprende combustible de avion ASTM D1655. En algunos ejemplos, la composicion que se adecua al
combustible de avion de la especificacion de la norma ASTM 1655 tiene un contenido de azufre que es menor que 10
ppm. En otros ejemplos, la composicion conforme al combustible de avion de la especificacion de la norma ASTM
1655 tiene un valor de T10 de la curva de destilacién de menos de 205°C. En otro ejemplo, la composicién conforme
al combustible de avién de la especificacion de la norma ASTM 1655 tiene un punto de ebullicién final (FBP) de menos
de 300°C. en otro ejemplo, la composicion conforme al combustible de avion de la especificacion de la norma ASTM
1655 tiene un punto de inflamacién de al menos 38°C. en otro ejemplo, la composicion conforme al combustible de
avion de la especificacion de la norma ASTM 1655 tiene una densidad de entre 775K/M3 y 840K/M3. En otro ejemplo,
la composicion conforme al combustible de avién de la especificacion de la norma ASTM 1655 tiene un punto de
congelaciéon que esta por debajo de -47°C. En otro ejemplo, la composicién conforme al combustible de avion de la
especificacion de la norma ASTM 1655 tiene un calor neto de combustion que es de al menos 42,8 MJ/K. En otro
ejemplo, la composicion conforme al combustible de aviéon de la especificacion de la norma ASTM 1655 tiene un
contenido de hidrégeno que es al menos 13,4% en masa. En otro ejemplo, la composicién conforme al combustible
de avion de la especificacion de la norma ASTM 1655 tiene una estabilidad térmica, como se ha probado por JFTOT
gravimétrica cuantitativa a 260°C, que esté por debajo de 3 mm de Hg. En otro ejemplo, la composiciéon conforme al
combustible de avién de la especificacion de la norma ASTM 1655 tiene una goma existente que esta por debajo de
7 mg/dl.

[0241] Por lo tanto, la presente descripcion proporciona una variedad de métodos en las que se realiza la modificacién
quimica de los lipidos de microalgas para producir productos Utiles en una variedad de aplicaciones industriales y
otros. Ejemplos de procedimientos de modificacion de aceite producido por los métodos descritos en el presente
documento incluyen, pero no se limitan a, la hidrélisis del aceite, hidroprocesamiento del aceite, y la esterificacion del
aceite. Otros modificacion quimica de los lipidos de microalgas incluyen, sin limitacion, epoxidacion, oxidacion,
hidrdlisis, sulfataciones, sulfonacion, etoxilacién, propoxilacion, amidacion, y saponificacion. La modificacion del aceite
de microalgas produce productos oleoquimicos basicos que se pueden modificar ain més en productos oleoquimicos
derivados seleccionados para una funcién deseada. De una manera similar a la descrita anteriormente con referencia
a alimentar los procesos de produccion, estas modificaciones quimicas también se pueden realizar en aceites
generados a partir de los cultivos microbianos descritos en este documento. Ejemplos de productos oleoquimicos
béasicos incluyen, pero no se limitan a, los jabones, acidos grasos, ésteres grasos, alcoholes grasos, compuestos de
nitrégeno grasos incluyendo amidas grasas, ésteres metilicos de acidos grasos y glicerol. Ejemplos de productos
oleoquimicos derivados incluyen, pero no se limitan a, nitrilos grasos, ésteres, 4cidos dimeros, quats, tensioactivos,
alcanolamidas de acidos grasos, sulfatos de alcoholes grasos, resinas, emulsionantes, alcoholes grasos, olefinas,
lodos de perforacion, polioles, poliuretanos, poliacrilatos, goma, velas, cosméticos, jabones metdlicos, jabones,
ésteres de metilo alfa-sulfonados, sulfatos de alcoholes grasos, etoxilatos de alcoholes grasos, sulfatos de éter de
alcohol graso, imidazolinas, agentes tensioactivos, detergentes, ésteres, quats, productos de ozonolisis, aminas
grasas, alcanolamidas de &cidos grasos, etoxisulfatos, monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos (incluyendo
triglicéridos de cadena media), lubricantes, fluidos hidraulicos, grasas, fluidos dieléctricos, agentes de desmoldeo,
fluidos para el trabajo de metales, fluidos de transferencia de calor, otros fluidos funcionales, productos quimicos
industriales (por ejemplo, limpiadores, adyuvantes de procesamiento textil, plastificantes, estabilizadores, aditivos),
recubrimientos de superficies, pinturas y lacas, aislamiento cableado eléctrico, y alcanos superiores.

[0242] La hidrdlisis de los constituyentes de acidos grasos de los glicerolipidos producidas por los métodos de la
invencion produce &cidos grasos libres que pueden derivatizarse para producir otros productos quimicos Utiles. La
hidrélisis se produce en presencia de agua y un catalizador que puede ser o bien un &cido o una base. Los acidos
grasos libres liberados pueden ser derivatizados para producir una variedad de productos, como se informa en la
siguiente: Patente de Estados Unidos N° 5,304,664 (acidos grasos altamente sulfatados); 7,262,158 (composiciones
de limpieza); 7,115,173 (composiciones de suavizante de telas); 6,342,208 (emulsiones para tratamiento de la piel);
7,264,886 (composiciones repelentes de agua); 6,924,333 (aditivos de pintura); 6.596.768 (piensos rumiantes
enriquecidos en lipidos); y 6,380,410 (tensioactivos para detergentes y productos de limpieza).

[0243] En algunos procedimientos, el primer paso de modificacién quimica puede ser de hidroprocesamiento para
saturar los enlaces dobles, seguido de desoxigenacion a temperatura elevada en presencia de hidrégeno y un
catalizador. En otros métodos, la hidrogenacion y la desoxigenacién pueden ocurrir en la misma reaccion. En todavia
otros métodos, la desoxigenacion se produce antes de la hidrogenacién. La isomerizacién se puede realizar entonces
opcionalmente, también en presencia de hidrégeno y un catalizador. Finalmente, los gases y los componentes de nafta
se pueden eliminar si se desea. Por ejemplo, véanse las patentes 5475160 (de hidrogenacion de triglicéridos) de
Estados Unidos; 5.091.116 (desoxigenacion, hidrogenacion y eliminacion de gas); 6.391.815 (de hidrogenacion); y
5.888.947 (isomerizacion).

[0244] En algunos ejemplos de la divulgacion, los aceites de triglicéridos son parcial o completamente desoxigenados.
Las reacciones de desoxigenacion forman productos deseados, incluyendo, sin limitacién, acidos grasos, alcoholes
grasos, polioles, cetonas y aldehidos. En general, sin estar limitado por ninguna teoria en particular, las reacciones de
desoxigenacién implican una combinacion de varias diferentes rutas de reaccién, incluyendo sin limitacion:
hidrogenadlisis, hidrogenacidn, hidrogenacién-hidrogendlisis consecutivo, hidrogendlisis-hidrogenaciéon consecutivo, y
las reacciones de hidrogenacion-hidrogenolisis combinadas, resultando en al menos la eliminacién parcial de oxigeno
del éster de acido graso o acido graso para producir productos de reaccion, tales como alcoholes grasos, que pueden
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ser convertidos facilmente a los productos quimicos deseados por el procesamiento posterior. Por ejemplo, un alcohol
graso se puede convertir en olefinas través de la reaccién FCC o a alcanos superiores a través de una reaccion de
condensacion.

[0245] Una tal modificacion quimica es la hidrogenacion, que es la adicion de hidrogeno a dobles enlaces en los
componentes de acido graso de glicerolipidos o de acidos grasos libres. El proceso de hidrogenacion permite la
transformacion de aceites liquidos en grasas semisdélidas o sélidas, que pueden ser mas adecuadas para aplicaciones
especificas.

[0246] La hidrogenacion del aceite producido por los métodos descritos en el presente documento puede realizarse
en conjuncion con uno o mas de los métodos y/o materiales proporcionados en este documento, como se informa en
las siguientes: Patentes de Estados Unidos N° 7,288,278 (aditivos o medicamentos de comida); 5,346,724 (productos
de lubricacién); 5,475,160 (alcoholes grasos); 5,091,116 (aceites comestibles); 6,808,737 (grasas estructurales para
margarina y diferenciales); 5,298,637 (sustitutos de grasa reducidos en calorias); 6,391,815 (catalizador de
hidrogenacion y adsorbente de azufre); 5,233,099 y 5,233,100 (alcoholes grasos); 4,584,139 (catalizadores de
hidrogenacion); 6,057,375 (espuma de agentes supresores); y 7,118,773 (emulsiones comestibles).

[0247] Un experto en la técnica reconocera que varios procesos se pueden usar para hidrogenar los hidratos de
carbono. Un método adecuado incluye poner en contacto el hidrato de carbono con hidrégeno o hidrégeno mezclado
con un gas adecuado y un catalizador bajo condiciones suficientes en un reactor de hidrogenacion para formar un
producto hidrogenado. El catalizador de hidrogenacién generalmente puede incluir Cu, Re, Ni, Fe, Co, Ru, Pd, Rh, Pt,
Os, Ir, y aleaciones o cualquier combinacién de los mismos, ya sea solo o con promotores tales como W, Mo, Au, Ag,
Cr, Zn, Mn, Sn, B, P, Bi, y aleaciones o cualquier combinacion de los mismos. Otros materiales catalizadores de
hidrogenacion eficaces incluyen ya sea de niquel soportado o rutenio modificado con renio. En una realizacion, el
catalizador de hidrogenaciéon también incluye uno cualquiera de los soportes, dependiendo de la funcionalidad
deseada del catalizador. Los catalizadores de hidrogenacion se pueden preparar por métodos conocidos por los
expertos normales en la técnica.

[0248] En algunos ejemplos el catalizador de hidrogenacion incluye un catalizador de metal del Grupo VIII soportado
y un material de esponja de metal (por ejemplo, un catalizador de niquel esponja). Niquel Raney proporciona un
ejemplo de un catalizador de esponja de niquel activado adecuado para uso en esta invencion. En otros ejemplos, la
reaccion de hidrogenacion en la invencion se realiza usando un catalizador que comprende un catalizador de niquel-
renio o un catalizador de niquel tungsteno-modificado. Un ejemplo de un catalizador adecuado para la reaccion de
hidrogenacion de la invencion es un catalizador de niquel-renio soportado sobre carbono.

[0249] En un ejemplo, un catalizador de niquel Raney adecuado puede prepararse mediante el tratamiento de una
aleacion de cantidades aproximadamente iguales en peso de niquel y aluminio con una solucién alcalina acuosa, por
ejemplo, que contiene aproximadamente 25% en peso de hidroxido de sodio. El aluminio se disuelve selectivamente
por la solucidn alcalina acuosa resultante en un material en forma de esponja que comprende principalmente niquel
con cantidades menores de aluminio. La aleacion inicial incluye metales promotores (es decir, de molibdeno o cromo)
en la cantidad tal que aproximadamente 1 a 2% en peso permanece en el catalizador de esponja de niquel formado.
En otro ejemplo, el catalizador de hidrogenacién se prepara usando una solucidn de rutenio (iii) nitrosilnitrato, cloruro
de rutenio (iii) en agua para impregnar un material de soporte adecuado. La solucidn se seca a continuacion para
formar un sélido que tiene un contenido de agua de menos de aproximadamente 1% en peso. El sélido se puede
reducir a presion atmosférica en una corriente de hidrogeno a 300°C (sin calcinar) o 400°C (calcinado) en un horno de
bola rotativo durante 4 horas. Después de enfriar y hacer inerte el catalizador con nitrégeno, 5% en volumen de oxigeno
en nitrégeno se hace pasar sobre el catalizador durante 2 horas.

[0250] En determinados ejemplos, el catalizador descrito incluye un soporte de catalizador. El soporte del catalizador
se estabiliza y es compatible con el catalizador. El tipo de soporte de catalizador utilizado depende del catalizador
elegido y las condiciones de reaccion. Los soportes adecuados para la invencién incluyen, pero no se limitan a,
carbono, silice, silice-alimina, zirconia, titania, ceria, 6xido de vanadio, nitruro, nitruro de boro, heteropoliacidos,
hidroxiapatita, 6xido de zinc, éxido de cromo, las zeolitas, los nanotubos de carbono, fullereno de carbono y cualquier
combinacion de los mismos.

[0251] Los catalizadores usados en esta invencion se pueden preparar usando métodos convencionales conocidos
por los expertos en la técnica. Los métodos adecuados pueden incluir, pero no se limitan a, humectacion incipiente,
impregnacion por evaporacion, deposicién de vapor quimico, recubrimiento por lavado, las técnicas de pulverizacion
de magnetron, y similares.

[0252] Las condiciones para llevar a cabo la reaccién de hidrogenacidn pueden variar en funcion del tipo de material
de partida y los productos deseados. Un experto ordinario en la técnica, con el beneficio de esta descripcion,
reconocera las condiciones de reaccion apropiadas. En general, la reaccion de hidrogenacién se lleva a cabo a
temperaturas de 80°C a 250°C, y preferiblemente a 90°C a 200°C, y lo mas preferiblemente de 100°C a 150°C. En
algunas realizaciones, la reaccion de hidrogenacién se lleva a cabo a presiones de 500 KPa a 14.000 KPa.
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[0253] El hidrégeno utilizado en la reaccién de hidrogendlisis de la divulgacion actual puede incluir hidrogeno externo,
hidrégeno reciclado, generado in situ de hidrégeno, y cualquier combinacion de los mismos. Tal como se utiliza aqui,
el término "hidrégeno externo” se refiere a hidrégeno que no se origina de la reaccién de la biomasa misma, sino que
se afiade mas bien al sistema de otra fuente.

[0254] En algunos ejemplos de la divulgacion, es deseable convertir los hidratos de carbono a partir de una molécula
mas pequefia que se convertira mas facilmente en hidrocarburos superiores deseados. Un método adecuado para
esta conversion es a través de una reaccién de hidrogendlisis. Se conocen diversos procedimientos para llevar a cabo
la hidrogenolisis de hidratos de carbono. Un método adecuado incluye poner en contacto un hidrato de carbono con
hidrégeno o hidrégeno mezclado con un gas adecuado y un catalizador de hidrogenolisis en un reactor de
hidrogenolisis en condiciones suficientes para formar un producto de reaccién que comprende moléculas o polioles
mas pequefios. Tal como se utiliza aqui, el término "moléculas mas pequefias o polioles" incluye cualquier molécula
gue tiene un peso molecular mas pequefio, que puede incluir un nimero menor de atomos de carbono o atomos de
oxigeno que el hidrato de carbono de partida. En un ejemplo, los productos de reaccién incluyen moléculas pequefias
que incluyen polioles y alcoholes. Alguien de habilidad ordinaria en la técnica seria capaz de seleccionar el método
apropiado mediante el cual llevar a cabo la reaccion de hidrogendlisis.

[0255] En algunos ejemplos, un azucar o alcohol de azucar 5 y/o 6 de carbono se puede convertir en propilenglicol,
etilenglicol y glicerol usando un catalizador de hidrogendlisis. El catalizador de hidrogenolisis puede incluir Cr, Mo, W,
Re, Mn, Cu, Cd, Fe, Co, Ni, Pt, Pd, Rh, Ru, Ir, Os, y aleaciones o cualquier combinacion de los mismos, ya sea solo o
con promotores tales como Au, Ag, Cr, Zn, Mn, Sn, Bi, B, 0, y aleaciones o cualquier combinacion de los mismos. El
catalizador de hidrogenolisis puede incluir también un catalizador piropolimero carbonoso que contiene metales de
transicion (por ejemplo, cromo, molibdemo, tungsteno, renio, manganeso, cobre, cadmio) o metales del Grupo VIl
(por ejemplo, hierro, cobalto, niquel, platino, paladio, rodio, rutenio, iridio y osmio). En determinados ejemplos, el
catalizador de hidrogenolisis puede incluir cualquiera de los metales anteriores combinados con un 6xido de metal
alcalinotérreo o adheridos a un soporte cataliticamente activo. En determinados ejemplos, el catalizador descrito en la
reaccion de hidrogendlisis puede incluir un soporte de catalizador tal como se describe anteriormente para la reaccion
de hidrogenacion.

[0256] Las condiciones para llevar a cabo la reaccion de hidrogendlisis varian en funcion del tipo de material de partida
y los productos deseados. Un experto ordinario en la técnica, con el beneficio de esta descripcion, reconocera las
condiciones apropiadas para usar para llevar a cabo la reaccién. En general, la reaccion de hidrogenolisis se realiza
a temperaturas de 110°C a 300°C, y preferiblemente de 170°C a 220°C, y lo més preferiblemente de 200°C a 225°C.
En algunos ejemplos, la reaccion de hidrogendlisis se lleva a cabo en condiciones bésicas, preferiblemente a un pH
de 8 a 13, e incluso mas preferiblemente a un pH de 10 a 12. En algunos ejemplos, la reaccion de hidrogendlisis se
lleva a cabo a presiones en un intervalo entre 60 KPa y 16.500 KPa, y preferiblemente en un intervalo de entre 1.700
KPay 14.000 KPa, y ain mas preferiblemente entre 4.800 KPa y 11.000 KPa.

[0257] El hidrogeno utilizado en la reaccion de hidrogendlisis de la presente invencion puede incluir hidrégeno externo,
hidrégeno reciclado, hidrogeno generado in situ de, y cualquier combinacion de los mismos.

[0258] En algunos ejemplos, los productos de reaccion descritos anteriormente se pueden convertir en hidrocarburos
superiores a través de una reaccion de condensacion en un reactor de condensacion. En tales ejemplos, la
condensacion de los productos de reaccion se produce en presencia de un catalizador capaz de formar hidrocarburos
superiores. Si bien no se pretende estar limitado por la teoria, se cree que la produccién de hidrocarburos superiores
procede a través de una reaccion de adicién por etapas incluyendo la formacion de carbono-carbono, o enlace
carbono-oxigeno. Los productos de reaccion resultantes incluyen cualquier nimero de compuestos que contienen
estos restos, como se describe en més detalle a continuacion.

[0259] En ciertos ejemplos, los catalizadores de condensacion adecuados incluyen un catalizador acido, un catalizador
base, o un catalizador acido/base. Tal como se utiliza aqui, el término "catalizador acido/base" se refiere a un
catalizador que tiene tanto un acido como una funcionalidad de base. En algunos ejemplos el catalizador de
condensacion puede incluir, sin limitacién, zeolitas, carburos, nitruros, 6éxido de circonio, alumina, silice,
aluminosilicatos, fosfatos, dxidos de titanio, 6xidos de zinc, 6xidos de vanadio, 6xidos de lantano, éxidos de itrio, 6xidos
de escandio, 6xidos de magnesio, 6xidos de cerio, 6xidos de bario, éxidos de calcio, hidréxidos, heteropoliacidos,
acidos inorganicos, resinas modificadas de acido, resinas de base modificada, y cualquier combinacién de los mismos.
En algunos ejemplos, el catalizador de condensacién puede incluir también un modificador. Modificadores adecuados
incluyen La, Y, Sc, P, B, Bi, Li, Na, K, Rb, Cs, Mg, Ca, Sr, Ba, y cualquier combinacién de los mismos. En algunos
ejemplos, el catalizador de condensacion puede incluir también un metal. Los metales adecuados incluyen Cu, Ag,
Au, Pt, Ni, Fe, Co, Ru, Zn, Cd, Ga, In, Rh, Pd, Ir, Re, Mn, Cr, Mo, W, Sn, Os, aleaciones, y cualquier combinacion de
los mismos.

[0260] En determinados ejemplos, el catalizador descrito en la reaccion de condensacion puede incluir un soporte de
catalizador como se ha descrito anteriormente para la reaccién de hidrogenaciéon. En determinados ejemplos, el
catalizador de condensacion es autoportante. Tal como se utiliza aqui, el término "autoportante" significa que el
catalizador no necesita otro material que sirva de apoyo. En otros ejemplos, el catalizador de condensacion se utiliza
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conjuntamente con un soporte separado adecuado para la suspension del catalizador. En un ejemplo, el soporte de
catalizador de condensacion es silice.

[0261] Las condiciones bajo las que se produce la reaccion de condensacion variaran en funcion del tipo de material
de partida y los productos deseados. Un experto ordinario en la técnica, con el beneficio de esta descripcion,
reconocera las condiciones apropiadas para usar para llevar a cabo la reaccion. En algunos ejemplos, la reaccion de
condensacion se lleva a cabo a una temperatura a la que la termodinamica de la reaccién propuesta son favorables.
La temperatura para la reaccion de condensacién variara en funcién del poliol de partida especifico o alcohol. En
algunos ejemplos, la temperatura para la reacciéon de condensacién se encuentra en un intervalo de 80°C a 500°C, y
preferiblemente de 125°C a 450°C, y mas preferiblemente de 125°C a 250°C. En algunos ejemplos, la reaccion de
condensacion se lleva a cabo a presiones en un intervalo entre 0 kPa a 9000 kPa, y preferiblemente en un intervalo
entre 0 kPa y 7000 kPa, y aun mas preferiblemente entre 0 kPa y 5000 kPa.

[0262] Los alcanos superiores formados por la invencién incluyen, pero no se limitan a, alcanos de cadena lineal o
ramificada que tienen de 4 a 30 &tomos de carbono, alquenos de cadena lineal o ramificada que tienen de 4 a 30
atomos de carbono, cicloalcanos que tienen de 5 a 30 &tomos de carbono, cicloalquenos que tienen de 5 a 30 &tomos
de carbono, arilos, arilos fusionados, alcoholes y cetonas. alcanos adecuados incluyen, pero no se limitan a, butano,
pentano, penteno, 2-metilbutano, hexano, hexeno, 2-metilpentano, 3-metilpentano, 2,2,-dimetilbutano, 2,3-
dimetilbutano, heptano, hepteno, octano, octeno, 2,2,4-trimetilpentano, hexano 2,3-dimetilo, 2,3,4-trimetilpentano, 2,3-
dimetilpentano, nonano, noneno, decano, deceno, undecano, undeceno, dodecano, dodeceno, tridecano, trideceno,
tetradecano, tetradeceno, pentadecano, pentadeceno, nonildecano, nonildeceno, eicosano, eicoseno, uneicosano,
uneicoseno, doeicosano, doeicoseno, trieicosano, trieicoseno, tetraeicosano, tetraeicoseno, e isdmeros de los
mismos. Algunos de estos productos pueden ser adecuados para su uso como combustibles.

[0263] En algunas realizaciones, los cicloalcanos y los cicloalquenos son no sustituidos. En otras realizaciones, los
cicloalcanos y cicloalquenos son mono-sustituidos. En todavia otras realizaciones, los cicloalcanos y cicloalquenos
son multi-sustituidos. En las realizaciones que comprenden los cicloalcanos y cicloalquenos sustituidos, el grupo
sustituido incluye, sin limitacion, un alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 12 &tomos de carbono, un
alquileno de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 12 atomos de carbono, un fenilo, y cualquier combinacion de
los mismos. Cicloalcanos y cicloalquenos adecuados incluyen, pero no se limitan a, ciclopentano, ciclopenteno,
ciclohexano, ciclohexeno, metil-ciclopentano, metil-ciclopenteno, etil-ciclopentano, etil-ciclopenteno, etil-ciclohexano,
etil-ciclohexeno, isomeros y cualquier combinacion de los mismos.

[0264] En algunas realizaciones, los arilos formados son no sustituidos. En otra realizacion, los arilos formados son
monosustituidos. En las realizaciones que comprenden los arilos sustituidos, el grupo sustituido incluye, sin limitacion,
un alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 12 atomos de carbono, un alquileno ramificado o de cadena
lineal que tiene 1 a 12 atomos de carbono, un fenilo, y cualquier combinacion de los mismos. Arilos adecuados para
la invencién incluyen, pero no se limitan a, benceno, tolueno, xileno, etilbenceno, péarrafo xileno, xileno meta, y
cualquier combinacion de los mismos.

[0265] Los alcoholes producidos en la invencion tienen de 4 a 30 &tomos de carbono. En algunas realizaciones, los
alcoholes son ciclicos. En otras formas de realizacion, los alcoholes son ramificados. En otra realizacién, los alcoholes
son de cadena lineal. Los alcoholes adecuados para la invencion incluyen, pero no se limitan a, butanol, pentanol,
hexanol, heptanol, octanol, nonanol, decanol, undecanol, dodecanol, tridecanol, tetradecanol, pentadecanol,
hexadecanol, heptildecanol, octildecanol, nonildecanol, eicosanol, uneicosanol, doeicosanol, trieicosanol,
tetraeicosanol, y sus isémeros.

[0266] Las cetonas producidas en la invencién tienen de 4 a 30 atomos de carbono. En una realizacion, las cetonas
son ciclicas. En otra realizacion, las cetonas son ramificadas. En otra realizacion, las cetonas son de cadena lineal.
Cetonas adecuadas para la invencién incluyen, pero no se limitan a, butanona, pentanona, hexanona, heptanona,
octanona, nonanona, decanona, undecanona, dodecanona, tridecanona, tetradecanona, pentadecanona,
hexadecanona, heptildecanona, octildecanona, nonildecanona, eicosanona, uneicosanona, doeicosanona,
trieicosanona, tetraeicosanona, y sus isomeros.

[0267] Otra tal modificacién quimica es la interesterificacion. glicerolipidos producidos naturalmente no tienen una
distribucién uniforme de los constituyentes de acidos grasos. En el contexto de los aceites, interesterificacion se refiere
al intercambio de radicales acilo entre dos ésteres de diferentes glicerolipidos. El proceso de interesterificacion
proporciona un mecanismo por el cual los constituyentes de acidos grasos de una mezcla de glicerolipidos se pueden
reorganizar para modificar el patron de distribucion. La interesterificacién es un proceso quimico conocido, y en general
comprende el calentamiento (a aproximadamente 200°C) una mezcla de aceites durante un periodo (por ejemplo, 30
minutos) en presencia de un catalizador, tal como un metal alcalino o alquilato de metal alcalino (por ejemplo, metoxido
de sodio). Este proceso se puede utilizar para aleatorizar el patrén de distribucion de los constituyentes de acidos
grasos de una mezcla de aceite, o puede ser dirigido para producir un patrén de distribucién deseado. Este método
de modificacion quimica de los lipidos se puede realizar en materiales proporcionados en este documento, como la
biomasa microbiana con un porcentaje de peso de células secas como lipido de al menos 20%.
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[0268] Interesterificacion dirigida, en la que se busca un patrén de distribucion especifica de acidos grasos, se puede
realizar mediante el mantenimiento de la mezcla de aceite a una temperatura por debajo del punto de algunas TAG
gue puedan producir la fusion. Esto resulta en la cristalizacion selectiva de estas TAG, que los elimina eficazmente de
la mezcla de reaccion cuando se cristalizan. El proceso puede continuar hasta que la mayoria de los acidos grasos en
el aceite han precipitado, por ejemplo. Un proceso de interesterificacion dirigido se puede utilizar, por ejemplo, para
producir un producto con un contenido caldrico inferior a través de la sustitucion de los acidos grasos de cadena mas
larga con sus homoélogos de cadena mas corta. La interesterificacion dirigida también se puede utilizar para producir
un producto con una mezcla de grasas que pueden proporcionar caracteristicas de fusion deseadas y las
caracteristicas estructurales que se buscan en aditivos alimentarios o productos (por ejemplo, margarina) sin recurrir
a la hidrogenacion, que puede producir isémeros trans no deseados.

[0269] La interesterificacion de aceites producidos por los métodos descritos en el presente documento puede
realizarse en conjuncién con uno o mas de los métodos y/o materiales, o para producir productos, como se informa
en las siguientes: Patente de Estados Unidos N° 6,080,853 (sustitutos de grasas no digeribles); 4,288,378
(estabilizador de mantequilla de cacahuete); 5,391,383 (aceite en aerosol comestible); 6,022,577 (grasas comestibles
para productos alimenticios); 5,434,278 (grasas comestibles para productos alimenticios); 5,268,192 (productos de
nueces bajos en calorias); 5.258.197 (composiciones comestibles calorias reducidas); 4,335,156 (producto de grasa
comestible); 7,288,278 (aditivos alimentarios o medicamentos); 7,115,760 (procedimiento de fraccionamiento);
6,808,737 (grasas estructurales); 5,888,947 (lubricantes de motor); 5,686,131 (mezclas de aceite comestible); y
4,603,188 (composiciones de uretano curable).

[0270] En un ejemplo de acuerdo con la divulgacion, la transesterificacion del aceite, como se describe anteriormente,
es seguida por la reaccion del producto transesterificado con poliol, como se informa en la Patente de Estados Unidos
N° 6.465.642, para producir poliésteres de &cido graso de poliol. Tal proceso de esterificacion y la separacién pueden
comprender las etapas de la siguiente manera: hacer reaccionar un éster de alquilo inferior con poliol en presencia de
jabén; la eliminacién de jabon residual de la mezcla del producto; lavado con agua y secado de la mezcla del producto
para eliminar las impurezas; blanqueo de la mezcla del producto para el refinamiento; separar al menos una porcion
del éster de alquilo inferior sin reaccionar a partir del poliéster de acido graso de poliol en la mezcla de productos; y
reciclar el éster de alquilo inferior sin reaccionar separado.

[0271] La transesterificacion también se puede realizar sobre la biomasa microbiana con ésteres de 4cidos grasos de
cadena corta, como se informa en la Patente de EE.UU. 6.278.006. En general, la transesterificacion puede llevarse
a cabo mediante la adicion de un éster de acido graso de cadena corta a un aceite en presencia de un catalizador
adecuado y calentando la mezcla. En algunos ejemplos, el aceite comprende de aproximadamente 5% a
aproximadamente 90% de la mezcla de reaccidn en peso. En algunos ejemplos, los ésteres de acidos grasos de
cadena corta pueden ser de aproximadamente 10% a aproximadamente 50% de la mezcla de reaccién en peso. Los
ejemplos no limitantes de catalizadores incluyen catalizadores béasicos, metdxido sddico, catalizadores &cidos incluyen
acidos inorganicos tales como &cido sulfirico y arcillas acidificadas, acidos organicos tales como acido
metanosulfénico, acido bencenosulfonico y acido toluenosulfénico, y resinas acidas tales como Amberlyst 15. Metales
tales como el sodio y el magnesio, y el metal hidruros también son catalizadores Uutiles.

[0272] Otra tal modificacion quimica es la hidroxilacion, que implica la adicion de agua a un doble enlace resultante
de la saturacién y la incorporacion de un resto hidroxilo. El proceso de hidroxilacién proporciona un mecanismo para
la conversién de uno o mas constituyentes de acidos grasos de un glicerolipido a un acido graso hidroxi. La
hidroxilacién puede realizarse, por ejemplo, a través del método descrito en la Patente de Estados Unidos N°
5.576.027. Acidos grasos hidroxilados, incluyendo aceite de ricino y sus derivados, son Gtiles como componentes en
varias aplicaciones industriales, incluyendo los aditivos, agentes tensioactivos, agentes humectantes de pigmentos,
agentes antiespumantes, aditivos impermeabilizantes, agentes plastificantes, agentes emulsionantes cosméticos y/o
agentes desodorantes, asi como en electronica, productos farmacéuticos, pinturas, tintas, adhesivos, y lubricantes.
Un ejemplo de como la hidroxilacion de un glicérido puede ser realizada es la siguiente: grasa se puede calentar,
preferiblemente a aproximadamente 30-50°C combinada con heptano y se mantiene a temperatura durante treinta
minutos o mas; acido acético puede entonces ser afiadido a la mezcla seguido de una soluciéon acuosa de acido
sulfdrico seguido de una solucién de peroxido de hidrogeno acuoso al que se afiade en pequefios incrementos a la
mezcla durante una hora; después del peréxido de hidrogeno acuoso, la temperatura se puede aumentar hasta al
menos aproximadamente 60°C y se agita durante al menos seis horas; después de la agitacion, la mezcla se deja
sedimentar y una capa acuosa inferior formada por la reaccion puede eliminarse mientras que la capa de heptano
superior formada por la reaccion se puede lavar con agua caliente que tiene una temperatura de aproximadamente
60°C; la capa de heptano lavada puede ser neutralizada con una solucion acuosa de hidréxido potasico a un pH de
aproximadamente 5 a 7 y luego se retira por destilacion al vacio; el producto de reaccién se puede secar a vacio a
100°C y el producto secado se desodoriza con vapor en condiciones de vacio y se filtra a aproximadamente 50° a
60°C utilizando tierra de diatomeas.

[0273] La hidroxilacion de aceites microbianos producidos por los métodos descritos en el presente documento puede
realizarse en conjuncién con uno o mas de los métodos y/o materiales, o para producir productos, como se informa
en las siguientes: N° 6,590,113 (revestimientos y tinta a base de aceite de patente de EE.UU.); 4,049,724 (proceso
de hidroxilacién); 6,113,971 (mantequilla de aceite de oliva); 4,992,189 (aditivos lubricantes y lubricantes); 5,576,027
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(leche hidroxilada); y 6,869,597 (cosméticos).

[0274] Glicerolipidos hidroxilados se pueden convertir a estolidos. Estélidos consisten en un glicerolipido en el que un
constituyente de acido graso hidroxilado se ha esterificado con otra molécula de acido graso. La conversién de
glicerolipidos hidroxilados a estélidos puede llevarse a cabo calentando una mezcla de glicerolipidos y acidos grasos
y en contacto la mezcla con un acido mineral, como se describe por Isbell et al, JAOCS 71 (2): 169-174 (1994).
Estolidos son (tiles en una variedad de aplicaciones, incluyendo sin limitacion los descritos en lo siguiente: Patente
de Estados Unidos N° 7.196.124 (materiales elastoméricos y revestimientos para el suelo); 5,458,795 (aceites
espesados para aplicaciones de alta temperatura); 5,451,332 (fluidos para aplicaciones industriales); 5,427,704
(aditivos de combustible); y 5,380,894 (lubricantes, grasas, plastificantes, y tintas de impresion).

[0275] Otra tal modificacién quimica es la metatesis de olefinas. En metatesis de olefinas, un catalizador separa los
carbonos alquilideno en un alqueno (olefina) y forma nuevos alquenos por el emparejamiento de cada uno de ellos
con diferentes carbonos alquilidino. La reaccion de metatesis de olefinas proporciona un mecanismo para procesos
tales como el truncamiento de cadenas de alquilo de acidos grasos insaturados en alquenos por etendlisis, reticulacion
de &cidos grasos a través de los vinculos de alqueno por la auto-metétesis, y la incorporacién de nuevos grupos
funcionales en acidos grasos por metatesis cruzada con alquenos derivatizados.

[0276] En conjunto con otras reacciones, tales como transesterificacion y hidrogenacion, metatesis de olefinas puede
transformar glicerolipidos insaturados en diversos productos finales. Estos productos incluyen oligdmeros glicerolipido
para ceras; glicerolipidos de cadena corta para lubricantes; cadenas de alquilo homo- y hetero-bifuncionales para los
productos quimicos y polimeros; ésteres para biocombustible de cadena corta; e hidrocarburos de cadena corta para
combustible de avion. La metatesis de olefinas se puede realizar en los triacilgliceroles y derivados de acidos grasos,
por ejemplo, usando los catalizadores y métodos descritos en la Patente de Estados Unidos N° 7,119,216, Pub. De
Patente de EE.UU. N° 2010/0160506, y la Pub. de patente de EE.UU. N° 2010/0145086.

[0277] La metatesis de olefinas de bio-aceites generalmente comprende la adicion de una solucion de catalizador de
Ru a una carga de aproximadamente 10 a 250 ppm en condiciones inertes a ésteres de 4cidos grasos insaturados en
presencia (metatesis cruzada) o ausencia (auto-metéatesis) de otros alquenos. Las reacciones se dejaron proceder
tipicamente de horas a dias y, finalmente, se produce una distribucién de productos de alqueno. Un ejemplo de como
la metatesis de olefinas se puede realizar en un derivado de acido graso es como sigue: Una solucion de la primera
generacion de catalizador de Grubbs (dicloro[2(1-metiletoxi-a-O)feniljmetilen-a-C] (triciclohexilfosfina) en tolueno a
una carga de catalizador de 222 ppm puede ser afiadido a un recipiente que contiene oleato de metilo desgasificado
y secado. A continuacion, el recipiente puede ser presurizado con aproximadamente 60 psig de gas etileno y se
mantiene a o por debajo de aproximadamente 30°C durante 3 horas, con lo que aproximadamente puede producirse
un rendimiento del 50% de metil 9-decenoato.

[0278] La metatesis de olefinas de aceites producidos por los métodos descritos en el presente documento puede
realizarse en conjuncién con uno o mas de los métodos y/o materiales, o para producir productos, como se informa
en la siguiente: Sol. de Patente PCT/US07/081427 (acidos grasos a-olefina) y Sol. de Patente de EE.UU. N°s
12/281,938 (cremas petrdleo), 12/281.931 (capsulas de pistola de paintball), 12/653.742 (plastificantes y lubricantes),
12/422,096 (compuestos organicos bifuncionales), y 11/795.052 (cera para velas).

[0279] Otras reacciones quimicas que se pueden realizar en aceites microbianos incluyen hacer reaccionar
triglicéridos con un agente de ciclopropanacion para mejorar la fluidez y/o estabilidad a la oxidacion, como se informa
en la patente de EE.UU. 6.051.539; fabricacién de ceras de triglicéridos, como se informa en la patente de EE.UU.
6.770.104; y epoxidacion de triacilgliceroles, como se informa en "The effect of fatty acid composition on the acrylation
kinetics of epoxidized triacylglycerols", Journal of the American Oil Chemists’ Society, 79:1, 59-63, (2001) y Free
Radical Biology and Medicine, 37:1, 104-114 (2004).

[0280] La generacién de biomasa microbiana de aceite de cojinete para el combustible y productos quimicos como se
describe anteriormente da como resultado la produccién de harina de biomasa sin lipidos. Comida sin lipidos es un
subproducto de la preparacion de aceite de algas y es Gtil como alimento para animales para animales de granja, por
ejemplo, rumiantes, aves de corral, cerdos y la acuicultura. La harina resultante, aunque de reducido contenido de
aceite, todavia contiene proteinas de alta calidad, hidratos de carbono, fibra, ceniza, aceite residual y otros nutrientes
apropiados para un alimento para animales. Debido a que las células se lisaron predominantemente por el proceso de
separacion de aceite, la comida sin lipidos es facilimente digerible por dichos animales. Comida sin lipidos
opcionalmente se puede combinar con otros ingredientes, tales como grano, en un alimento para animales. Debido a
gue la comida sin lipidos tiene una consistencia de polvo, puede ser presionada en granulos utilizando una extrusora
0 expansor u otro tipo de maquina, que estan disponibles comercialmente.

[0281] La invencidn, habiendo sido descrita en detalle anteriormente, se ejemplifica en los siguientes ejemplos, que
se ofrecen para ilustrar, pero no limitar, la invencion reivindicada.

XIV. EJEMPLOS
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EJEMPLO 1: ANALISIS DE ACIDOS GRASOS POR DETECCION DE ESTER METILICO DE ACIDOS GRASOS

[0282] Muestras de lipidos se preparan a partir de biomasa seca. 20-40 mg de biomasa seca se resuspendi6 en 2 ml
de 5% H2SO4 en MeOH, y 200 ul de tolueno que contiene una cantidad apropiada de un patrén interno adecuado
(C19: 0) se afiadi6. La mezcla se sonicé brevemente para dispersar la biomasa, después se calenté a 70 -75°C durante
3,5 horas. se afiadieron 2 ml de heptano para extraer los ésteres metilicos de acidos grasos, seguido de la adicién de
2 ml de 6% K2COs (Ac) para neutralizar el &cido. La mezcla se agita vigorosamente, y una porcion de la capa superior
se transfirié a un vial que contenia Na2SO4 (Anhidro) para el andlisis de cromatografia de gases usando métodos
estandar de FAME GC/FID (deteccion de ionizacién de llama de cromatografia de gas de éster metilico del acido
graso).

EJEMPLO 2: PURIFICACION DE TRIACILGLICERIDO A PARTIR DE ACEITE Y METODOS PARA DIGESTION DE
LIPASA DE TRIACILGLICERIDO

[0283] La fraccién de triacilglicéridos (TAG) de cada muestra de aceite se aislé disolviendo ~10 mg de aceite en
diclorometano y cargarlo en un cartucho de extraccion de Bond-Elut aminopropil en fase sélida (500 mg) acondicionado
previamente con heptano. TAG se eluyeron con dicolorometano-MeOH (1: 1) en un tubo de recogida, mientras que
los lipidos polares fueron retenidos en la columna. El disolvente se eliminé con una corriente de gas nitrdgeno. Tampén
Tris y 2 mg de lipasa pancreatica porcina (tipo I, Sigma, 100-400 unidades/mg) se afiadieron a la fraccion TAG,
seguido de la adicién de soluciones de sal y cloruro de calcio biliares. La lipasa pancreética porcina escinde acidos
grasos sn-1y sn-3, generando de esta manera 2-monoacilglicéridos y acidos grasos libres. Esta mezcla se calent6
con agitacion a 40°C durante tres minutos, se enfrié brevemente, después se inactivé con 6 N de HCI. Después, la
mezcla se extrajo con éter dietilico y la capa de éter se lavé con agua y después se secO sobre sulfato de sodio. El
disolvente se elimind con una corriente de nitrégeno. Para aislar la fraccion de monoacilglicérido (MAG), el residuo se
disolvié en heptano y se carg6 en un segundo cartucho de extraccion en fase soélida de aminopropil pretratado con
heptano. TAG residuales se eluyeron con éter dietilico-diclorometano-heptano (1: 9: 40), diacilglicéridos (DAG) se
eluyeron con acetato de etilo-heptano (1: 4), y MAG se eluyeron desde el cartucho con diclorometano-metanol (2: 1).
El MAG resultante, DAG, y fracciones de TAG se concentraron a sequedad con una corriente de nitrdgeno y se
sometieron al método de transesterificiation directa de andlisis GC/FID como se ha descrito en el Ejemplo 1.

EJEMPLO 3: INGENIERIA DE MICROORGANISMOS PARA LOS ACIDOS GRASOS Y PERFILES DE SN-2
AUMENTADOS EN ACIDO LAURICO A TRAVES DE EXPRESION LPAAT EXOGENA

[0284] Este ejemplo describe el uso de polinucledtidos recombinantes que codifican una enzima de aciltransferasa C.
nucifera 1-acil-sn-glicerol 3-fosfato (cn LPAAT) para disefiar un microorganismo en el que el perfil de acidos grasos y
el perfil sn-2 del microorganismo transformado se ha enriquecido en &cido laurico.

[0285] Una cepa mutagenizada clasicamente de Prototheca moriformis (UTEX 1435), Cepa A, se transformo
inicialmente con el constructo plasmidico pSZ1283 de acuerdo con métodos de transformacién biolistica, como se
describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464,
y PCT/US2012/023696. pSZ1283, que se describe en el documento PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y
PCT/US2012/023696, contenia la secuencia de codificacion de la tioesterasa Cuphea wrightii FATB2 (cwTE2) (SEQ
ID NO: 10),5' (SEQ ID NO: 1) y 3' (SEQ ID NO: 2) secuencias de orientacion recombinantes homadlogas (que flanquean
el constructo) a la regién gendmica 6S para la integracion en el genoma nuclear y una region codificante de la invertasa
de sacarosa S. cerevisiae SUC2 (SEQ ID NO: 4), para expresar la secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO: 3,
bajo el control de promotor B-tubulina/5'UTR C. reinhardtii (SEQ ID NO: 5) y nitrato reductasa 3' UTR Chlorella vulgaris
(SEQ ID NO: 6). Este casete de expresion S. cerevisiae SUC2 se muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvi6 como un
marcador seleccionable. La secuencia de codificacion de proteina CWTE2 para expresar la secuencia de la proteina
dada en SEQ ID NO: 11, estaba bajo el control del promotor P. moriformis Amt03/5'UTR (SEQ ID NO: 8) y nitrato
reductasa 3'UTR C. vulgaris. La proteina de regiones de codificacion CwTE2 y suc2 fueron optimizados por codones
para reflejar el sesgo de coddn inherente en genes nucleares UTEX 1435 P. moriformis como se describe en el
documento  PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, 'y
PCT/US2012/023696.

[0286] Tras la transformacion de pSZ1283 en la cepa A, se seleccionaron los clones positivos en placas de agar con
sacarosa como Unica fuente de carbono. Los transformantes primarios fueron entonces purificados clonalmente y un
Unico transformante, cepa B, se seleccion6 para su posterior modificacion genética. Esta cepa de ingenieria genética
se transformé con construccion de plasmido pSZ2046 para interrumpir el locus gendmico pLoop de la cepa B. El
constructo pSZ2046 comprendia la secuencia codificante de la enzima de aciltransferasa de 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato
C. nucifera (cn LPAAT) (SEQ ID NO: 12), 5' (SEQ ID NO: 13) y 3' (SEQ ID NO: 14) secuencias homélogas de
recombinacion de orientacion (que flanquean el constructo) a la regién gendmica pLoop para la integraciéon en el
genoma nuclear y una secuencia de resistencia a la neomicina que codifica la proteina bajo el control de promotor (-
tubulina/5'UTR C. reinhardtii (SEQ ID NO: 5), y nitrato reductasa 3' UTR Chlorella vulgaris (SEQ ID NO: 6). Este casete
de expresion NeoR se muestra como SEQ ID NO: 15 y sirvi6 como un marcador seleccionable. La secuencia de
codificacién de la proteina Cn LPAAT estaba bajo el control del promotor Amt03/5'UTR P. moriformis (SEQ ID NO: 8)
y nitrato reductasa 3'UTR C. vulgaris. Las regiones de codificacion de proteina de Cn LPAAT y NeoR eran codones
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optimizados para reflejar el sesgo de coddn inherente en genes nucleares UTEX 1435 P. moriformis como se describe
en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y
PCT/US2012/023696. La secuencia de aminoacidos de Cn LPAAT se proporciona como SEQ ID NO: 16.

[0287] Tras la transformacion de pSZ2046 en la cepa B, generando de este modo la cepa C, se seleccionaron los
clones positivos en placas de agar que contienen G418 (Geneticina). Los transformantes individuales fueron
clonalmente purificados y se cultivaron a pH 7,0 en condiciones adecuadas para la produccién de lipidos tal como se
detalla en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y
PCT/US2012/023696. muestras de lipidos se prepararon a partir de biomasa seca de cada transformante y de perfiles
de acidos grasos de estas muestras se analizaron usando métodos de deteccion de ionizacion de llama de
cromatografia de gases de éster metilico de &cido graso estandar (FAME GC/FID) como se describe en el Ejemplo 1.
Los perfiles de acido graso (expresados como Area% de acidos grasos totales) de UTEX 1435 P. moriformis (U1)
cultivado en glucosa como uUnica fuente de carbono, sin transformar la cepa B y cinco pSZ2046 transformantes
positivos (cepa C, 1-5) se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Efecto de la expresion LPAAT en los perfiles de acidos grasos de Prototheca moriformis transformado
(UTEX 1435) que comprende una tioesterasa que prefiere la cadena media.

%Area ul CepaB CepaC-1 | CepaC-2 | CepaC-3 | CepaC-4 | CepaC-5
Acido

graso

C10:0 0,01 5,53 11,37 11,47 10,84 11,13 11,12
C12:0 0,04 31,04 46,63 46,47 45.84 45,80 45,67
C14:0 1,27 15,99 15,14 15,12 15,20 15,19 15,07
C16:0 27,20 12,49 7,05 7,03 7,30 7,20 7,19
C18:0 3,85 1,30 0,71 0,72 0,74 0,74 0,74
Cis:1 58,70 24,39 10,26 10,41 10,95 11,31 11,45
C18:2 7,18 7,79 7,05 6,93 7,30 6,88 7,01
C1l0-C12 | 0,50 36,57 58,00 57,94 56.68 56.93 56,79

[0288] Como se muestra en la Tabla 6, el perfil de acidos grasos de la cepa B que expresan cwTE2 mostré aumento
de la composicion de C10: 0, C12: 0y C14: 0 4cidos grasos y una disminucién en C16: 0, C18: 0 y C18: acidos grasos
1 en relacion con el perfil de acidos grasos de la cepa UTEX 1435 no transformada. El impacto de la modificacion
genética adicional en el perfil de acidos grasos de las cepas transformadas, es decir, la expresion de CnLPAAT en la
cepa B, es un aumento aln mas en la composicién de C10: 0 y C12: 0 &cidos grasos, una disminucidon aiin mas en
C16: 0, C18: 0y C18: 1 acidos grasos, pero ningun efecto significativo sobre la composicion de acidos grasos C14:
0. Estos datos indican que la CnLPAAT muestra preferencia de sustrato en el contexto de un organismo huésped
microbiano.

[0289] La Cepa Ais transformada P. moriformis caracterizada por un perfil de acidos grasos comprende &cidos grasos
C12 de menos de 0,5% y &cidos grasos C10-C12 de menos de 1%. En contraste, el perfil de acidos grasos de la cepa
B que expresa una tioesterasa C. wrightii comprende 31% C12: 0 acidos grasos, con &cidos grasos C10-C12 que
comprende mas del 36% de los acidos grasos totales. Ademas, los perfiles de acidos grasos de la cepa C, que
expresan una mayor tioesterasa de plantas y una enzima Cn LPAAT, comprendida entre 45,67% y 46,63% C12: 0
acidos grasos, con acidos grasos C10-C12% que comprenden entre 71y 73% de acidos grasos totales. El resultado
de expresar una tioesterasa exdgena era un aumento de 62 veces en el porcentaje de acido graso C12 presente en
el microbio de ingenieria. El resultado de expresar una tioesterasa exdgena y LPAAT exdgeno era un aumento de 92
veces en el porcentaje de acidos grasos C12 presentes en el microbio modificado.

[0290] La fraccion TAG de muestras de aceite extraido de las cepas A, B, y C se analizaron para el perfil sn-2 de sus
triacilglicéridos. se extrajeron y se procesaron las etiquetas como se describe en el Ejemplo 2 y se analizaron como
en los Ejemplos 1y 2. La composicion de acidos grasos y los perfiles sn-2 de la fraccion TAG del aceite extraido de
las cepas A, B, y C (expresados como % de area de acidos grasos totales) se presentan en la Tabla 7. Los valores no
reportados se indican como "n.r."
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Tabla 7. Efecto de expresion LPAAT en la composicién de acido graso y el perfil sn-2 de TAG producidas de
Prototheca moriformis transformado (UTEX 1435) que comprende una tioesterasa que prefiere la cadena media.

Cepa Cepa A (no transformada) Cepa B (pSzZ1500) Cepap(;égiiel)SOO "
Area % acido ] ] )
graso FA Perfil sn-2 FA Perfil sn-2 FA Perfil sn-2
C10:0 n.r. n.r. 11,9 14,2 12,4 7,1
C12:0 n.r. n.r. 42,4 25 47,9 52,8
C14:0 1,0 0,6 12 10,4 13,9 9,1
C16:0 23,9 1,6 7.2 1,3 6,1 0,9
C18:0 3,7 0,3 n.r n.r. 0,8 0,3
ci18:1 64,3 90,5 18,3 36,6 9,9 17,5
Cc18:2 4,5 5,8 5,8 10,8 6.5 10
C18:3 n.r. n.r. n.r. n.r. 1,1 1,6

[0291] Como se muestra en la Tabla 7, la composicion de acidos grasos de los triglicéridos (TAG) aislados de la cepa
B que expresan cwTE2 se aumentd para C10: 0, C12: 0 y C14: 0 acidos grasos y disminucion de C16: 0 y C18: 1
acidos grasos con relacion al perfil de &cidos grasos de TAG aislados de Cepa A no transformada. El impacto de la
modificacién genética adicional en el perfil de acidos grasos de las cepas transformadas, es decir, la expresiéon de
CnLPAAT, era un aumento aun mas en la composicién de C10: 0 y C12: 0 acidos grasos, una disminucion ain mas
en C16: 0, C18: 0y C18: 1 Acidos grasos, pero ningun efecto significativo sobre la composicion de acidos grasos C14:
0. Estos datos indican que la expresion de la CnLPAAT exdgena mejora el perfil de &cidos grasos de cadena media
de microbios transformados.

[0292] La cepa A P. moriformis transformada se caracteriza por un perfil de sn-2 de aproximadamente 0,6% C14,
aproximadamente 1,6% C16: aproximadamente 0,3% C18: 0, aproximadamente 90% C18: 1, y aproximadamente
5,8% de C18: 2. En contraste con la cepa A, cepa B, que expresa una tioesterasa C. wrightii se caracteriza por un
perfil de sn-2 que es mas alto en acidos grasos de cadena media y mas bajo en &cidos grasos de cadena larga. Acidos
grasos C12 comprendian 25% del perfil de sn-2 de la cepa B. El impacto de la modificacion genética adicional sobre
el perfil sn-2 de las cepas transformadas, es decir, la expresion de CnLPAAT, era todavia un aumento adicional de
acidos grasos C12 (de 25% a 52,8%), una disminucion en C18: 1 acidos grasos (36,6% a 17,5%), y una disminucion
de C10: 0 acidos grasos. (La composicion de perfil sn-2 de C14: 0 y C16: 0 &cidos grasos fue relativamente similar
para las cepas By C.)

[0293] Estos datos demuestran la utilidad y eficacia de polinucleétidos que permiten la expresion de LPAAT exdégeno
para alterar el perfil de acidos grasos de los microorganismos de ingenieria y, en particular en el aumento de la
concentracion de C10: 0 y C12: 0 acidos grasos en células microbianas. Estos datos demuestran adicionalmente la
utilidad y la eficacia de polinucledtidos que permiten tioesterasa exdgena y la expresion de LPAAT exdgeno para
alterar el perfil sn-2 de TAG producidas por las células microbianas, en particular, en el aumento de la composicion
C12 de perfiles sn-2 y disminuyendo la composicion C18: 1 de perfiles sn-2.

EJEMPLO 4. COMPORTAMIENTO TERMICO DE ACEITES PRODUCIDOS A PARTIR DE CELULAS
MICROALGAS.

[0294] Las Figuras 1-14 incluyen perfiles de &cidos grasos y las curvas de fusion de aceites refinados, blanqueados y
desodorizados de ingenieria genética Prototheca moriformis. En algunos casos, las modificaciones de las curvas de
fusién se obtienen a través de la ingenieria genética. Por ejemplo, algunos de los aceites producidos tienen
transiciones de fusion poco profundas y méas agudas en relacion con los aceites de microalgas de control (es decir,
aquellos producidos a partir de cepas que carecen de una modificacion genética dada) o con relacion a aceites de
plantas ampliamente disponibles. Ademas, la figura 12 muestra la calorimetria de exploracion para un alto contenido
de aceite palmitico cuando templado manteniéndose a temperatura ambiente durante varios dias (trazo inferior) y para
el mismo aceite después de realizar la primera exploracion (trazo superior). Las exploraciones oscilaron entre -60°C
a +50°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/minuto. Las diferencias entre las dos huellas sugiere que el
templado del aceite caus6 un cambio en la estructura cristalina dentro del aceite.

[0295] También se ha de notar que las Figuras 10 y 11 muestran las pruebas de estabilidad de RBD-5 y RBD 6.
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Sorprendentemente, RBD-6, un aceite con menos de 0,1% 18: 2 y 18: 3 4cidos grasos era sustancialmente estable
segun lo medido por el indice de estabilidad oxidativa (Método AOCS Cd 12b-92), incluso después de 36 horas de
calentamiento a 110°C.

[0296] Tabla 8, a continuacion, da detalles de la ingenieria genética de las cepas identificadas en las Figuras 1-13.

Tabla 8. Cepas genéticamente modificadas.

RB Z Tioesterasa Ulmus Americana
RBD-1 Tioesterasa FATB2 Cuphea wrightii impulsada por amt03
RBD-2 Tioesterasa Ulmus americana
RBD-3 Tioesterasa nativa especifica a C. hookeriana C16: 0 con promotor amt03
RBD Y Tioesterasa Ulmus Americana con promotor Btub
RBD X Eliminacion de SAD2B con tioesterasa C wrightii FAT2B nativa, promotor amt03
RBD W SAD2B KO con C. wrightii FATB2 nativo impulsado por amt03 en el sitio de
insercion
RBD-4 cepa de control
RBD-5 FATA-1 knockout con Carthamus oleato sp. TE impulsado por el promotor amt03
en el sitio de insercion
RBD-6 FADC knockout con tioesterasa de oleoil Carthamus tinctorius

EJEMPLO 5: CARACTERISTICAS DE ACEITE PROCESADO FABRICADO DE MICROORGANISMOS
MODIFICADOS

[0297] Métodos y efectos de la transformacion Prototheca moriformis (UTEX 1435) con vector de transformacion
pSZ1500 (SEQ ID NO: 17) se han descrito previamente en la Solicitud PCT N° PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

[0298] Un derivado clasicamente mutagenizado (para una mayor produccién de aceite) de Protheca moriformis (UTEX
1435), Cepa A, se transformd con pSZ1500 de acuerdo con métodos de transformacion biolistica, como se describe
en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y
PCT/US2012/023696. Secuencia de nucleotidos comprendida por pSZ1500 de genes de tioesterasa de oleil
Carthamus tinctorius (CtOTE), codones optimizados para la expresion en P. moriformis UTEX 1435. La construccion
de expresion pSZ1500 incluia secuencias de recombinacion homologas 5' (SEQ ID NO: 18) y 3' (SEQ ID NO: 19) (de
orientacion que flanquean el constructo) a la regién gendémica FADC para la integracion en el genoma nuclear y una
region codificante de sacarosa de invertasa suc2 S. cerevisiae bajo el control de promotor B-tubulina/5'UTR C.
reinhardtii (SEQ ID NO: 5) y nitrato reductasa 3' UTR Chlorella vulgaris (SEQ ID NO: 6). Este casete de expresion de
SUC?2 S. cerevisiae se muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvio como un marcador de seleccion. La region de codificacion
CtOTE estaba bajo el control del promotor Amt03/5'UTR P. moriformis (SEQ ID NO: 8) y nitrato reductasa 3'UTR C.
vulgaris, y el péptido de transito nativo fue sustituido por el péptido de transito de desaturasa de estearoil-ACP C.
protothecoides (SEQ ID NO: 9). Las regiones de codificacién de proteina CtOTE y suc?2 fueron de codones optimizados
para reflejar el sesgo de coddn inherente a genes nucleares UTEX 1435 P. moriformis como se describe en el
documento  PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, vy
PCT/US2012/023696.

[0299] Se seleccionaron transformantes pSZ1500 primarios de la cepa A en placas de agar que contienen sacarosa
como Unica fuente de carbono, clonalmente purificada, y una sola linea de ingenieria, la cepa D se selecciond para el
andlisis. La Cepa D se cultivd como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. La extraccion con hexano del aceite de la
biomasa generada entonces se llevo a cabo utilizando métodos estandar, y el aceite de triglicérido resultante se
determiné para ser libre de hexano residual. Otros métodos de extraccion de aceite a partir de microalgas utilizando
una prensa de torta de presion se describen en la Solicitud PCT N° PCT/US2010/031108.

[0300] Diferentes lotes de aceite extraidos de la biomasa de la cepa D fueron refinados, blanqueados y desodorizados
utilizando métodos estandar de procesamiento de aceite vegetal. Estos procedimientos generan muestras de aceite
RBD437, RBD469, RBD501, RBD502, RBD503, y RBD529, que se sometieron a protocolos de ensayo analitico de
acuerdo con métodos definidos a través de la American Oil Chemists’ Society, la American Society for Testing and
Materials, y la International Organization for Standardization. Los resultados de estos analisis se resumen a
continuacion en las Tablas 9-14.
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Tabla 9. Los resultados analiticos para muestra de aceite RBD469.

NuUmero de método Descripcion de la prueba Resultados Unidades
AOCS Ca 3a-46 Impurezas insolubles <0,01 %
AOCS Ca 5a-40 Acidos Grasos Libres (Oleicos) 0,02 %
AOCS Ca 5a-40 indice de acidez 0,04 mg de KOH/g
AOCS CA 9f-57 Aceite neutro 98,9 %

D97 Punto de turbidez -15 grado C
D97 Punto de vertido -18 grado C
Humedad de Karl Fischer 0,01 %
AOCS Cc 13d-55 Clorofila <0,01 ppm
(modificado)
Indice de yodo 78,3 g 1./100g
AOCS Cd 8b-90 Valor de peréxido 0,31 meq / kg
ISO 6885 Valor de p-anisidina 0,65

AOCS Cc 18-80 Punto de fusion descendente (Mettler) 6,2 grado C

AOCS Cd 11d-96 Tricilglicéridos 98,6 %

AOCS Cd 11d-96 Monoglicéridos <0,01 %

AOCS Cd 11d-96 Diglicéridos 0,68 %
AOCS Cd 20-91 Compuestos polares totales 2,62 %

IUPAC, 2.507 y 2.508 Tricilglicéridos oxidados y polimerizados 17,62 %
AOCS Cc 9b-55 Punto de inflamabilidad 244 grado C
AOCS Cc 9a-48 Punto de humo 232 grado C
AOCS Cd 12b-92 indice de estabilidad oxidativa Rancimat 31,6 horas

(110°C)
AOCS Ca 6a-40 Materia no saponificada 2,28 %

[0301] El aceite RBD469 se analiz6 para contenido de oligoelementos, contenido de grasa sélida, y el color Lovibond

40 de acuerdo con métodos AOCS. Los resultados de estos andlisis se presentan a continuacion en la Tabla 10, Tabla

10y la Tabla 11.
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Tabla 10. Andlisis elemental ICP de aceite RBD469.

Numero de método Descripcion de Resultados
la prueba en ppm
Fosforo 1,09
Calcio 0,1
Magnesio 0,04
Planchar <0,02
Azufre 28,8
Cobre <0,05
Potasio <0,50
Sodio <0,50
Silicio 0,51
Boro 0,06
Aluminio <0,20
AOCS Ca 20-99 y AOCS Ca 17-01 Plomo <0,20
(modificado) Litio <0,02
Niquel <0,20
Vanadio <0,05
zZinc <0,02
Arsénico <0,20
Mercurio <0,20
Cadmio <0,03
Cromo <0,02
Manganeso <0,05
Plata <0,05
Titanio <0,05
Selenio <0,50
UOP779 Cloruro <1
orgéanico
UOP779 Cloruro 7,24
inorganico
AOCS Ba 4e-93 Nitrogeno 6,7

Tabla 11. Contenido de grasa sélida de aceite RBD469

NUmero de método Contenido de grasa sélida Resultado
AOCS Cd 12b-93 Contenido de grasa sélida 10°C 0,13%
AOCS Cd 12b-93 Contenido de grasa sélida 15°C 0,13%
AOCS Cd 12b-93 Contenido de grasa sélida 20°C 0,28%
AOCS Cd 12b-93 Contenido de grasa sélida 25°C 0,14%
AOCS Cd 12b-93 Contenido de grasa sélida 30°C 0,08%
AOCS Cd 12b-93 Contenido de grasa sélida 35°C 0,25%
Tabla 12. Color Lovibond de aceite RBD469

NUmero de método Color Resultado Unidad

AOCS Cc 13j-97 rojo 2 Unidad

AOCS Cc 13j-97 amarillo 27 Unidad
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[0302] Aceite RBD469 se sometid a transesterificacion para producir ésteres metilicos de acidos grasos (FAME). El
perfil de FAME resultante de RBD469 se muestra en la Tabla 12.

Tabla 13. Perfil FAME del aceite RBD469

Acido graso Area %
C10 0,01
C12:0 0,04
C14: 0 0,64
C15:0 0,08
C16:0 8,17
C16: 1iso 0,39
Ci16:1 0,77
C17: 0 0,08
C18:0 1,93
Ci18:1 35,88
C18: 1iso 0,05
C18: 2 0,05
C20:0 0,3
C20:1 0,06
C20:1 0,44
C22: 0 0,11
C23:0 0,03
C24:0 0,1
Total de FAME identificadas 99,13

[0303] Los indices de estabilidad del aceite (OSI) de 6 muestras de aceite RBD sin antioxidantes suplementados y 3
muestras de aceite RBD suplementados con antioxidantes se analizaron de acuerdo con el Método AOCS de indice
de Estabilidad de Aceite de Cd 12b-92. Se muestran en la Tabla 14 los resultados de pruebas OSI AOCS Cd 12b-92,
realizadas a 110°C, obtenidos usando un Metrohm 873 Biodiesel Rancimat. Resultados, excepto donde se indica con
un asterisco (*), son el promedio de mdltiples OSI. Esas muestras no analizadas se indican (NA).

Tabla 14. indice de Estabilidad de Aceite a 110°C de muestras de aceite RBD con y sin antioxidantes.

OSI (horas) para cada muestra RBD
RBD437 | RBD469 | RBD502 | RBD501 | RBD503 | RBD529

Antioxidante Concentracion

agregado Antioxidante

Ninguna 00 65,41 38,33 72,10 50,32 63,04 26,68
Tocoferol y 35 ppm /16,7 77,72 48,60 82,67 N/A N/A N/A
palmitato de ppm

ascorbilo
Tocoferol y 140 ppm / 130,27 81,54 * 211,49 N/A N/A N/A
palmitato de 66,7 ppm *

ascorbilo
Tocoferol y 1050 ppm / > 157 * > 144 2425 * N/A N/A N/A
palmitato de 500 ppm

ascorbilo

Tocoferol 50 ppm N/A 46,97 N/A N/A N/A N/A

TBHQ 20 ppm 63,37 37,4 N/A N/A N/A N/A
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[0304] El perfil de acidos no transformados P. moriformis (UTEX 1435) comprende menos de 60% de C18: 1 acidos
grasos y mas que 7% C18: 2 acidos grasos. En contraste, la cepa D (que comprende pSZ1500) exhibié perfiles de
acidos grasos con un aumento de la composiciéon de C18: 1 acidos grasos (a por encima del 85%) y una disminucion
en C18: 2 acidos grasos (a menos de 0,06%). Tras la refinacién, blanqueo, y desgomado, muestras de aceites RBD
preparadas a partir del aceite hecho de la cepa E mostraron valores de OSI >26 h. Con la adicién de antioxidantes,
los OSI de aceites RBD preparados a partir de aceites de la cepa D aumentaron de 48,60 horas hasta mas de 242
horas. En otros experimentos, se alcanzaron valores de OSI de mas de 400 horas. Las propiedades adicionales de un
aceite poliinsaturado bajo se dan en la Fig. 16.

EJEMPLO 6: MEJORAR LOS NIVELES DE LOS ACIDOS OLEICOS DE ACIDO DE MICROBIOS MODIFICADOS
A TRAVES DE LA INTERRUPCION ALELICA DE UNA DESATURASA DE ACIDOS GRASOS Y UNA
TIOESTERASA DE ACIL-ACP

[0305] Este ejemplo describe el uso de un vector de transformacion para interrumpir un locus FATA de una cepa
Prototheca moriformis disefiada previamente para alto &cido oleico y baja produccién de acido linoleico. El casete de
transformacion utilizada en este ejemplo comprendia secuencias marcadoras seleccionables y nucleétidos que
codifican una enzima KASII P. moriformis para modificar microorganismos en los que el perfil de &cidos grasos del
microorganismo transformado se ha alterado para aumentar ain mas el acido oleico y los niveles de acido palmitico
bajados.

[0306] La Cepa D, descrita en el Ejemplo 5 y en el documento PCT/US2012/023696, es un derivado clasicamente
mutagenizado (para una mayor produccion de aceite) de P. moriformis (UTEX 1435) posteriormente transformada con
el constructo de transformacion pSzZ1500 (SEQ ID NO: 17) de acuerdo con métodos de transformacién biolistica, como
se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Esta cepa se utilizd como huésped para la transformacion con
constructo pSZ2276 para aumentar la expresion de una enzima KASII mientras que concomitantemente la ablacion
de una tioesterasa de acil-ACP enddgeno locus genético para generar la Cepa E. El constructo de transformacion
pSZ2276 incluia secuencias homélogas de recombinacion de orientacion 5' (SEQ ID NO: 20) y 3' (SEQ ID NO: 21)
(que flanquean el constructo) a la region gendmica FATAL para la integracion en el genoma nuclear P. moriformis,
una region codificante de proteina THIC A. thaliana bajo el control del promotor de la actina/5'UTR C. protothecoides
(SEQ ID NO: 22) y nitrato reductasa 3' UTR C. vulgaris (SEQ ID NO: 6). Este casete de expresion AtTHIC se muestra
como SEQ ID NO: 23 y sirvi6 como un marcador de seleccién. La region de codificacion de proteina de KASII P.
moriformis estaba bajo el control del promotor Amt03/5'UTR P. moriformis (SEQ ID NO: 8) y nitrato reductasa 3'UTR
C. vulgaris, y el péptido de transito nativo de la enzima KASII fue sustituido por el péptido de transito de desaturasa
de estearoil-ACP C. protothecoides (SEQ ID NO: 9). La secuencia optimizada por codon de PmKASII que comprende
un péptido de transito de desaturasa de estearoil-ACP S106 C. protothecoides se proporciona la lista de secuencias
como SEQ ID NO: 24. SEQ ID NO: 25 proporciona la traduccion de la proteina de SEQ ID NO: 24. La proteina de
regiones de PmKASII y codificacion suc2 fueron codones optimizados para reflejar el sesgo de codon inherente a
genes nucleares UTEX 1435 P. moriformis como se describe en el documento PCT/US2009/066141,
PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

[0307] Transformantes pSZ2276 primarios de la cepa D se seleccionaron en placas de agar que carecen de tiamina,
clonalmente purificada, y una sola linea de ingenieria, la cepa E fue seleccionada para el analisis. Cepa E fue cultivada
en condiciones de produccion de lipidos heterotréficos en pH 5,0 y pH 7,0 como se describe en el documento
PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.
Muestras de lipidos se prepararon a partir de biomasa seca de cada transformante y perfiles de acidos grasos de estas
muestras se analizaron mediante métodos de deteccion de ionizacién de llama de cromatografia de gas de éster
metilico de acido graso estandar (FAME GC/FID) como se describe en el Ejemplo 1. Los perfiles de acidos grasos
(expresados como % de area de los acidos grasos totales) de la linea transgénica derivada de la transformacion con
pSZ2276 en la Cepa D se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Perfiles de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) Las cepas A, D y E disefiadas para
aumentar el acido oleico y disminuir los niveles de acido linoleico.

Area% Acido graso
Tension | Constuctols)de |1 o160 | c1s:0 | cis1 | cis2 | co:1
transformacion
Cepa A Ninguna pH5 26,6 3,3 60,5 6,7 0,07
Cepa A Ninguna pH 7 28,3 4,1 58 6,5 0,06
Cepa D pSZ1500 pH5 17 3,6 77,1 0,01 0,14
Cepa D pSZ1500 pH 7 19,5 53 72,6 0,01 0,09
CepaE | pSZz1500 + pH5 4,1 2,36 88,5 0,04 3,1
pSZ2276
CepaE pSZ1500 + pH 7 2,1 7,8 87,9 0,01 0,5
pSZ2276

[0308] Como se muestra en la Tabla 15, la interrupcion selectiva de alelos FADC con un casete de expresion CtOTE
impacto los perfiles de acidos grasos de microorganismos transformados. Perfiles de &cidos grasos de la cepa D (que
comprende el vector de transformacién pSZ1500) mostraron una mayor composicion de C18: 1 4cidos grasos con una
disminucion concomitante en C16: 0 y C18: 2 4cidos grasos con respecto a la cepa A. La posterior transformacion de
la cepa D con pSZ2276 para sobreexpresar una proteina KASII P. moriformis (UTEX 1435) mientras que tiene lugar
la ablacion de forma concomitante de un locus genético FATA (generando de ese modo la cepa E) resulté en ain mas
impacto en los perfiles de acidos grasos de los microorganismos transformados. Perfiles de acidos grasos de la cepa
E mostraron un aumento de composicién de C18: 1 acidos grasos, con una disminucién adicional en C16: 0 acidos
grasos con respecto a las cepas Ay D. La propagacioén de la cepa E en condiciones de cultivo a pH 7, para inducir la
expresion del promotor Amt03, dio lugar a un perfil de acidos grasos que fue mayor en C18: 0 y C18: 1 4cidos grasos
y menor en C16: 0 4cidos grasos, en relaciéon con la misma cepa cultivada a pH 5.

[0309] Estos datos demuestran la utilidad de mdltiples modificaciones genéticas para impactar el perfil de acidos
grasos de un organismo huésped por aumento de los niveles de acido oleico con concomitante disminucién de los
niveles de acido linoleico y acido palmitico. Ademas, este ejemplo ilustra el uso de polinucleétidos recombinantes para
apuntar interrupcién génica de un alelo FATA enddgeno con un casete que comprende un promotor pH regulable para
controlar la expresiéon de una regién codificante de la proteina exégena KASII con el fin de alterar el perfil de acidos
grasos de un microbio huesped.

EJEMPLO 7: EXPRESION CONDICIONAL DE UNA DESATURASA DE ACIDOS GRASOS

[0310] Este ejemplo describe el uso de un vector de transformacion para expresar condicionalmente una desaturasa
de &cidos grasos 12 delta (DCP) en una cepa Prototheca moriformis disefiada previamente para alto acido oleico y la
produccion de &cido linoleico muy bajo en etapas de propagacion de sembrado y de la productividad de lipidos. Los
niveles de acido linoleico muy bajos en aceites naturales son buscados para su uso en ciertas aplicaciones. Sin
embargo, la ausencia de acido linoleico durante la fase de division celular ("etapa de sembrado") de un microbio
huésped es desventajosa. El acido linoleico puede ser suplementado al medio de siembra para acelerar la division
celular y no se afiade durante la produccion de lipidos, pero esta adicion impone costes no deseados. Para superar
este reto, un casete de transformacion fue construido para la expresion regulada de una enzima FAD2 tal que los
niveles de &cidos linoleicos suficientes para la division celular se podrian lograr y aceite con niveles muy bajos de
acidos linoleicos podrian ser producidos durante la fase de produccién de aceite del cultivo de un microorganismo. El
casete de transformacion utilizado en este ejemplo comprendia un marcador seleccionable, un promotor de pH
regulable, y secuencias de nucleétidos que codifica una enzima FAD2 P. moriformis para disefiar microorganismos en
donde el perfil de acidos grasos del microorganismo transformado se ha alterado para aumentar la produccién de
acido oleico y la produccion de acido linoleico regulable.

[0311] Cepa D, descrita en los Ejemplos 5, 6, y en el documento PCT/US2012/023696, es un derivado clasicamente
mutagenizado (para una mayor produccién de aceite) de P. moriformis (UTEX 1435) posteriormente transformada con
el constructo de transformacion pSZ1500 (SEQ ID NO: 17) de acuerdo con métodos de transformacion biolistica, como
se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Esta cepa se utiliz6 como huésped para la transformacion con
constructo pSZ2413 para introducir un promotor pH impulsado para la regulacién de una enzima FAD2 P. moriformis.
El constructo de transformacién pSZ2413 incluia secuencias de recombinacién homdlogas de orientacion 5' (SEQ ID
NO: 1) y 3' (SEQ ID NO: 2) (que flanquean el constructo) a la regiéon genémica 6S para la integracion en el genoma
nuclear P. moriformis, una region codificante de proteina THIC A. thaliana bajo el control del promotor de la
actina/5'UTR (SEQ ID NO: 22) y nitrato reductasa 3' UTR C. vulgaris (SEQ ID NO: 6). Este casete de expresion AtTHIC
se muestra como SEQ ID NO: 23 y sirvi6 como un marcador de seleccion. La region de codificacion de la proteina
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FAD2 P. moriformis estaba bajo el control del promotor Amt03/5'UTR P. moriformis (SEQ ID NO: 8) y nitrato reductasa
3'UTR C. vulgaris. La secuencia optimizada por codones de PmFAD?2 se proporciona en la lista de secuencias como
SEQ ID NO: 26. SEQ ID NO: 27 proporciona la traduccion de la proteina de SEQ ID NO: 26. La proteina de regiones
de PmFAD?2 y codificacion suc2 fueron de codones optimizados para reflejar el sesgo de codén inherente a genes
nucleares UTEX 1435 P. moriformis como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

[0312] Se seleccionaron transformantes pSZ2413 primarias de la cepa D en placas de agar que carecen de tiamina,
clonalmente purificada, y los aislados de la linea de ingenieria, se selecciond la cepa F para el analisis. Estos aislados
se cultivaron en condiciones de produccion de lipidos heterotréficos a pH 7,0 (para activar la expresion de FAD2 del
promotor PmAmt03) y a pH 5,0, como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Las muestras de lipidos se prepararon a partir
de biomasa seca de cada transformante y de perfiles de acidos grasos de estas muestras se analizaron usando
métodos de deteccién de ionizacién de llama de cromatografia de gases de éster metilico de acido graso estandar
(FAME GC/FID) como se describe en el Ejemplo 1. El perfil resultante de C18: 2 4cidos grasos (expresadas en % de
area) de nueve aislados representativos de cepa transgénica F (F-1 hasta F-9) derivada de la transformacion con
pSZ2413 en la cepa D se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. C18: 2 perfiles de 4cidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepas A, Dy F.

Tension | Constructo(s) de transformacion | Area % C18: 2

5,0 7,0
A Ninguna 07 26
D pSZ1500 01 01
F-1 pSZ1500 + pSZ2413 37 29
F-2 pSZ1500 + pSZ2413 45 87
F-3 pSZ1500 + pSZ2413 50 79
F-4 pSZ1500 + pSZ2413 57 06
F-5 pSZ1500 + pSZ2413 57 58
F-6 pSZ1500 + pSZ2413 60 88
F-7 pSZ1500 + pSZ2413 62 52
F-8 pSZ1500 + pSZ2413 63 79
F-9 pSZ1500 + pSZ2413 77 53

[0313] Como se muestra en la Tabla 16 el impacto de la expresion regulada de la enzima PmFAD?2, efectdado a través
del cultivo de la cepa en diferentes niveles de pH, es un claro aumento en la composiciéon de C18: 2 acidos grasos en
el microorganismo transformado. El acido linoleico comprende de aproximadamente 6% a aproximadamente 7,3% de
acidos grasos de la cepa A. En contraste, la cepa D (que comprende el vector de transformacién pSZ1500 para la
ablacion de ambos alelos FAD2) se caracteriza por un perfil de acidos grasos de acido linoleico 0,01%. Transformacion
de la cepa D con pSZ2413 para generar la cepa F resulta en un microbio recombinante en el que la produccion de
acido linoleico esta regulada por el promotor Amt03. La propagacion de aislados de cepa F en condiciones de cultivo
a pH 7, para inducir la expresion FAD2 a partir del promotor Amt03, resulté en un perfil de acidos grasos caracterizado
por aproximadamente un 4,5% a acido linoleico aproximadamente 7,5%. En contraste, la propagacion de aislados de
cepa F en condiciones de cultivo a pH 5 resulté en un perfil de acidos grasos caracterizado por aproximadamente 0,33
a acido linoleico sobre 0,77%.

[0314] Estos datos demuestran la utilidad y la eficacia de polinucle6tidos recombinantes que permiten la expresion
condicional de una enzima FAD2 para alterar el perfil de acidos grasos de los microorganismos modificados y, en
particular, en la regulacion de la produccion de C 18: 2 acidos grasos en las células microbianas.

EJEMPLO 8: ANALISIS DE PERFIL REGIOESPECIFICO

[0315] Analisis de distribucion de TAG LC/MS se llevaron a cabo usando un sistema de cromatografia de liquidos de
rendimiento ultra alto Shimadzu Nexera que incluia un muestreador automatico SIL-30AC, dos bombas LC-30AD, un
DGU-20A5 desgasificador en linea, y un horno de columna CTO-20A, acoplado a un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo Shimadzu LCMS 8030 equipado con una fuente APCI. Los datos fueron adquiridos utilizando un analisis
Q3 de m/z 350-1050 a una velocidad de barrido de 1428 u/seg en el modo de ion positivo con la presion del gas CID
(argén) ajustado a 230 kPa. Los APCI, linea de desolvatacion, y temperaturas de bloque de calor eran ajustados a
300, 250, y 200°C, respectivamente, las velocidades de flujo de los gases de nebulizacion y de secado eran 3,0 L/min
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y 5,0 L/min, respectivamente, y la tension de interfaz era de 4500 V. Las muestras de aceite se disolvieron en
diclorometano-metanol (1: 1) a una concentracion de 5 mg/ml, y 0,8 uL de la muestra se inyecté en Shimadzu Shim-
pack XR-ODS Il (2,2 um, 2,0 x 200 mm) mantenido a 30°C. Un gradiente lineal de 30% de diclorometano-2-propanol
(1: 1)/acetonitrilo al 51% diclorometano-2-propanol (1: 1)/acetonitrilo durante 27 minutos a 0,48 ml/min se utiliz6 para
las separaciones cromatograficas.

EJEMPLO 9: INGENIERIA DE MICROBIOS PARA AUMENTAR LA PRODUCCION DE TRIACILGLICERIDOS SOS,
POP, Y POS

[0316] Este ejemplo describe el uso de polinucleétidos recombinantes que codifican una enzima de tioesterasa que
prefiere C18: 0 Brassica napus (bnOTE) para disefiar un microorganismo en el que la distribucién de triacilglicérido
del microorganismo transformado se ha enriquecido en triacilglicéridos SOS, POS, y POP.

[0317] Una cepa clasicamente mutagenizada de Prototheca moriformis (UTEX 1435), Cepa A, se transformo
inicialmente con el constructo plasmidico pSZ1358 de acuerdo con métodos de transformacién biolistica, como se
describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464,
y PCT/US2012/023696. pSZ1358, que se describe en el documento PCT/US2012/023696, contenia la secuencia de
codificacién de la tioesterasa Brassica napus (bnOTE) tioesterasa (SEQ ID NO: 28), secuencias de recombinacion de
orientacion 5' (SEQ ID NO: 1) y 3' (SEQ ID NO: 2) homoélogas (que flanquean el constructo) a la region gendmica 6S
para la integracion en el genoma nuclear y una region codificante de la invertasa de sacarosa suc2 S. cerevisiae (SEQ
ID NO: 4), para expresar la secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO: 3, bajo el control de promotor -
tubulina/5'UTR C. reinhardtii (SEQ ID NO: 5) y nitrato reductasa 3' UTR Chlorella vulgaris (SEQ ID NO: 6). Este casete
de expresion suc2 S. cerevisiae se muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvi6 como un marcador seleccionable. La
secuencia de codificacion de proteina BnOTE para expresar la secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO: 29,
estaba bajo el control del promotor Amt03/5'UTR P. moriformis (SEQ ID NO: 8) y nitrato reductasa 3’'UTR C. vulgaris.
Las regiones de codificacion de proteina de BnOTE y suc2 fueron de codones optimizados para reflejar el sesgo de
codon inherente a genes nucleares UTEX 1435 P. moriformis como se describe en el documento
PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

[0318] Se seleccionaron transformantes pSZ1358 primarios de la cepa A en placas de agar que contienen sacarosa
como Unica fuente de carbono, clonalmente purificada, y la linea de ingenieria Unica, Cepa G fue seleccionada para
el analisis. Cepa G se cultivd en condiciones de produccion de lipidos heterotroficas a pH 7,0 (para activar la expresion
de BnOTE a partir del promotor PmAmt03) como se describe en el documento PCT/US2009/066141,
PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Las muestras de aceite
obtenidas de la cepa Ay cepa G se analizaron para la composicion de acidos grasos utilizando los métodos descritos
en los Ejemplos 1y 2, y, usando los métodos descritos en el Ejemplo 8, para la regioespecificidad de triacilglicéridos
en el aceite. Perfiles de acidos grasos de TAG aislados de la cepa Ay G se muestran en la Tabla 17. Tabla 18 presenta
el perfil de regioespecificidad de TAG de POP, POS y SOS presentes en muestras de aceite de la Cepa Ay G.

Tabla 17. Efecto de expresion BnOTE en la composicion de acidos grasos y el perfil sn-2 de TAG producida a partir
de Prototheca moriformis transformada.

Cepa A Cepa G (pSZ1358)
Area% acido graso Perfil FA Perfil FA
C10: 0 n.r. 0,5
C12: 0 n.r. 0,5
C14: 0 1,0 1,3
C16: 0 23,9 25,8
C18: 0 3,7 30,4
C18:1 64,3 30,2
C18: 2 4,5 8,8
Cl18: 3« n.r. 0,4
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Tabla 18. Efecto de la expresion de BnOTE sobre el perfil regioespecifico de las TAG de POP, POS y SOS

ES 2 744 868 T3

producidos a partir de Prototheca moriformis transformada

Cepa A (sin transformar) Cepa G (pSZ1358) Mantequilla de cocoa
Area Area Area

TAG Area % normalizada | Area % normalizada | Area % normalizada

% % %

POP 13,09 76,8 10,6 23,5 17,9 22,1
POS 3,51 20,5 21,0 46,6 39,2 48,4
SOS 0,45 2,6 13,5 29,9 23,9 29,5
total 17,05 100 45,0 100 81,1 100

[0319] Como se muestra en la Tabla 17, la composicion de &cidos grasos de TAG aislada de la cepa G que expresa
bnOTE se aumenté marcadamente para C18: 0 4cidos grasos (de 3,7% a 30,4%) y disminuy6 en C18: 1 4cidos grasos
(de 64,3% a 30,2%) con respecto al perfil de acidos grasos de TAG aislada de cepa A no transformada. La composicion
de 4cidos grasos de TAG aislada de la cepa A se caracterizé por acido palmitico al 23,9%, &cido esteérico al 3,7%, y
acido oleico al 64,3%, una proporcién de P: S: O de aproximadamente 6,5: 1: 17,4. En contraste, la composicién de
acidos grasos de TAG aislada de la cepa G se caracteriz6 por acido palmitico al 25,8%, acido esteérico del 30,4%, y
acido oleico al 30,2%, una proporciéon de P: O: Sde 1: 1,18: 1,17.

[0320] El impacto de la expresion de una tioestereasa que prefiere C18: 0 en el perfil regioespecifico de TAG de POP,
POS y SOS de los aceites producidos a partir del microorganismo transformado fue un aumento en todos los tres CTC
como una proporcion de los CTC totales presentes en el aceite. Como se muestra en la Tabla 18, la suma de TAG de
POP + POS + SOS represent6 el 45% de las etiquetas producidas por la cepa G, mientras que TAG de POP, POS 'y
SOS sumaron sélo alrededor del 17% de TAG producidas en la cepa A. Los porcentajes de POP, POS y SOS de cepa
G se comparan con manteca de cacao en la Tabla 18. Como se puede ver, las proporciones de POP, POS y SOS de
la cepa G son muy similares a las proporciones observadas en la manteca de cacao.

[0321] Estos datos demuestran la utilidad y eficacia de polinucleétidos que permiten la expresion de tioesterasa
exogena para alterar el acido graso y perfiles regioespecificos de TAG de microorganismos de ingenieria, en particular
para aumentar la distribucién de TAG de POP, POS y SOS.

EJEMPLOS 10-33: Ingenieria de microorganismos

[0322] Ejemplos 10-33 a continuacion describen la ingenieria de diversos microorganismos. Para alterar el perfil de
acidos grasos de un microorganismo, los microorganismos pueden ser modificados genéticamente en donde las
enzimas de la ruta de biosintesis de lipidos enddgenos o exdgenos se expresan, sobreexpresan o atentian. Pasos
para genéticamente modificar un microbio para alterar su perfil de acidos grasos en cuanto al grado de insaturacion
de acidos grasos y para disminuir o aumentar longitud de cadena de acido graso comprenden el disefio y construccion
de un vector de transformacion (p.ej, un plasmido), la transformacion del microbio con uno o mas vectores, seleccion
de microbios transformados (transformantes), el crecimiento del microbio transformado, y el analisis del perfil de acidos
grasos de los lipidos producidos por el microbio modificado.

[0323] Los transgenes que alteran los perfiles de acidos grasos de organismos huésped pueden ser expresados en
numerosos microbios eucariotas. Los ejemplos de la expresion de transgenes en los microbios eucariotas, incluyendo
Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella ellipsoidea, Chlorella saccarophila, Chlorella vulgaris, Chlorella kessleri,
Chlorella sorokiniana, Haematococcus pluvialis, Gonium pectorale, Volvox carteri, Dunaliella tertiolecta, Dunaliella
viridis, Dunaliella salina, Closterium peracerosumstrigosum- littorale compleja, Nannochloropsis sp., Thalassiosira
Pseudonana, Phaeodactylum tricornutum, Navivcula saprophila, Cylindrotheca fusiformis, Ciclotella cryptica,
Symbiodinium microadriacticum, Amphidinium sp., Chaetoceros sp., Mortierella alpina, y Yarrowia lipolitica se pueden
encontrar en la literatura cientifica. Estas técnicas de expresién se pueden combinar con las ensefianzas de la presente
invencion para producir microorganismos de ingenieria con perfiles de acidos grasos alteradas.

[0324] Los transgenes que alteran los perfiles de acidos grasos de organismos huésped o alterar la distribucion
regioespecifica de glicerolipds producidos por organismos huésped también pueden expresarse en numerosos
microbios procariotas. Los ejemplos de la expresion de transgenes en los microbios oleaginosas incluyendo
Rhodococcus opacus se pueden encontrar en la literatura. Estas técnicas de expresion se pueden combinar con las
ensefianzas de la presente invencién para producir microorganismos de ingenieria con perfiles de &cidos grasos
alterados.
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Tablas 19A-D. Listado de preferencia de codén.

Dunaliell
Chlorella Chlorella a Haemato
Amino sarokinia | Chlorella | ellipsoid | Chlorelfa | tertiolect Volvox coccus
acido Codon na | vulgaris ea | kessleri a carteri | pluvialis
Ala GCG 0.20 0.25 0.15 0.14 0.09 0.25 0.21
Ala GCA 0.05 0.24 0.32 0.10 0.17 0.13 0.27
Ala GCT 0.12 0.16 0.26 0.18 0.31 0.26 0.17
Ala GCC 0.63 0.35 0.27 0.58 0.43 0.36 0.35
Arg AGG 0.03 0.09 0.10 0.09 0.26 0.08 0.14
Arg AGA 0.04 0.05 0.14 0.01 0.09 0.03 0.05
Arg CGG 0.06 0.19 0.09 0.06 0.06 0.17 0.15
Arg CGA 0.00 0.10 0.08 0.00 0.08 0.08 0.10
Arg CGT 0.06 0.09 0.37 0.14 0.12 0.22 0.13
Arg CGC 0.81 0.48 0.22 0.71 0.40 0.43 0.42
Asn AAT 0.04 0.16 0.43 0.06 0.27 0.23 0.21
Asn AAC 0.96 0.84 0.57 0.94 0.73 0.77 0.79
Asp GAT 0.13 0.25 0.47 0.12 0.40 0.35 0.27
Asp GAC 0.87 0.75 0.53 0.88 0.60 0.65 0.73
Cys TGT 0.06 0.13 0.43 0.09 0.20 0.17 0.27
Cys TGC 0.94 0.87 0.57 0.91 0.80 0.83 0.64
End TGA 0.00 0.72 0.14 0.14 0.36 0.24 0.70
End TAG 0.33 0.11 0.29 0.00 0.00 0.18 0.22
End TAA 0.67 0.17 4.00 0.86 0.64 0.59 0.09
Gin CAG 0.42 0.40 0.15 0.40 0.27 0.29 0.33
Gin CAA 0.04 0.04 0.21 0.40 0.27 0.07 0.10
Glu GAG 0.53 0.50 0.33 0.40 0.27 0.53 0.49
Glu GAA 0.02 0.06 0.31 0.40 0.27 0.11 0.07
Gly GGG 0.04 0.16 0.19 0.08 0.10 0.12 0.22
Gly GGA 0.02 0.11 0.13 0.07 0.13 0.12 0.11
Gly GGT 0.03 0.12 0.39 0.24 0.25 0.23 0.15
Gly GGC 0.91 0.61 0.29 0.96 0.51 0.53 0.52
His CAT 0.14 0.16 0.30 0.08 0.25 0.35 0.27
His CAC 0.86 0.54 0.70 0.93 0.75 0.65 0.73
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lle ATA 0.00 0.04 0.07 0.01 0.04 0.08 0.09
lle ATT 0.15 0.30 0.63 0.29 0.31 0.35 0.29
lle ATC 0.85 0.66 0.65 0.69 0.65 0.57 0.62
Leu TTG 0.03 0.07 0.03 0.05 0.14 0.14 0.16
Leu TTA 0.00 0.01 0.32 0.00 0.02 0.03 0.02
Leu CTG 0.72 0.61 0.34 0.61 0.60 0.45 0.53
Leu CTA 0.01 0.03 0.03 0.04 0.04 0.07 0.07
Leu CTT 0.04 0.08 0.16 0.06 0.06 0.14 0.09
Leu CTC 0.20 0.20 0.12 0.24 0.14 0.17 0.13
Lys AAG 0.98 0.94 0.54 0.98 0.90 0.90 0.84
Lys AAA 0.02 0.06 0.46 0,02 0.10 0.10 0.16
Met ATG 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Phe L 0.28 0.32 0.42 031 0.24 0.27 0.35
Phe TTC 0.72 0.68 0.58 0.69 0.76 0.73 0.65
Pro CCG 0.18 0.31 0.09 0.07 0.04 0.34 0.15
Pro CCA 0.06 0.17 0.36 0.07 0.04 0.20 0.24
Pro cCcT 0.10 0.14 0.25 0.17 0.04 0.19 0.29
Pro CCC 0.66 0.38 0.29 0.69 0.04 0.27 0.32
Ser AGT 0.03 0.04 0.14 0.02 0.08 0.08 0.07
Ser AGC 0.27 0.38 0.18 0.18 0.31 0.27 0.31
Ser TCG 0.12 0.14 0.08 0.10 0.02 0.19 0.10
Ser TCA 0.03 0.08 0.14 0.08 0.09 0.09 0.14
Ser TCT 0.09 0.11 0.26 0.18 0.19 0.14 0.13
Ser TCC 0.47 0.24 0.20 0.44 0.30 0.24 0.24
Thr ACG 0.11 0.20 0.13 0.05 0.12 0.27 0.19
Thr ACA 0.01 0.20 0.32 0.07 0.20 0.12 0.23
Thr ACT 0.12 0.13 0.29 0.12 0.24 0.20 0.18
Thr ACC 0.76 0.47 0.26 0.76 0.44 0.41 0.40
Trp TGG 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Tyr TAT 0.07 0.15 0.43 0.27 0.28 0.24 0.19
Tyr TAC 0.93 0.85 0.57 0.73 0.72 0.76 0.81
Val GTG 0.71 0.54 0.37 0.60 0.54 0.46 0.62
Val GTA 0.00 0.05 0.25 0.03 0.09 0.07 0.09
Val GTT 0.11 0.14 0.24 0.09 0.14 0.17 0.09
Val GTC 0.18 0.27 0.14 0.28 0.23 0.30 0.21
Closterium
peracerosum
-strigosum- Chaetoceros
Amino littorale Dunaliell | Dundaliell | Gonium Phaeodactylu compressu
acido Codon | complex a viridis a salina pectorale | m tricornutum | m
Ala GCG 0.48 0.13 0.15 0.43 0.15 0.08
Ala GCA 0.10 0.27 0.20 0.09 0.10 0.37
Ala GCT 0.15 0.25 0.27 0.08 0.23 0.36
Ala GCC 0.26 0.35 0.39 0.41 0.52 0.18
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Arg AGG 0.04 0.25 0.22 0.13 0.02 0.14
Arg AGA 0.00 0.06 0,05 0.00 0.04 0.29
Arg GG 0.18 0.08 01z 0.40 0.10 0.00
Arg CGA 0.00 0.06 0.0& 0.05 0.12 0.19
Arg CaT 0.13 0.15 0.13 0.08 0.41 0.38
Arg CGC 0.64 0.39 0.43 0.35 0.31 0.00
Asn AAT 0.04 0.17 0.23 0.07 0.30 0.58
Asn AAC 0.96 0.83 037 0.93 0.65 0.42
Asp GAT 0.30 0.38 0.40 0.11 0.41 0.53
Asp GAC 0.70 0.62 0.60 0.89 0.59 0.47
Cys TGT 0.06 0.24 0.17 0.20 0.39 0.44
Cys TGC 0.94 0.76 0.83 0,90 0.61 0.56
End TGA 0.75 0.31 0.37 0.50 0.06 0.50
End TAG 0.00 0.15 0.14 0.00 0.13 0.00
End TAM 0.25 0.54 0.49 0.50 0.81 0.50
Gln CAG 0.53 0.36 0.32 0.321 0.23 0.16
Gln CAA 0.09 0.12 0,08 0.07 0.14 0.19
Glu GAG 031 0.44 0.51 0.56 0.21 0.28
Glu GAA 0.06 0.09 0.09 0.07 0.42 0.37
Gly GGG 0.31 0.14 0.10 0.18 0.08 0.12
Gly GGEA 0.06 0.11 0.12 0.09 0.34 0.33
Gly GGET 0.09 0.22 0.22 0.07 0.30 0.39
Gly GGEC 0.53 0.54 0.58 0.65 0.28 0.16
His CAT 0.33 0.25 0.25 0.43 0.28 0.84
His CAC 0.67 0.75 0.75 0.57 0.72 0.16
lle ATA 0.03 0.03 0.03 0.07 0.03 012
lle ATT 0.23 0.25 031 0.33 0.51 0.65
lle ATC 0.74 0.72 0.66 0.59 0.46 0.23
Leu LLLE] 0.04 0.11 0.12 0.04 0.26 0.11
Leu TTA 0.00 0.01 0.01 0.00 0.02 0.14
Leu CTG 0.31 0.60 .61 0.64 0.15 0.05
Leu CTA 0.01 0.05 0,04 001 0.05 0.08
Leu T 0.04 0.07 0,08 0.05 0.18 0.51
Leu CTC 0.60 0.16 0.14 0.26 0.34 0.11
Lys AAG 0.86 0.87 0.89 0.923 0.75 0.52
Lys AR 0.14 0.13 011 0.07 0.25 0.48
het ATG 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Phe T 0.09 0.25 0.29 0.10 0.44 0.65
Phe LLLS 0.91 0.75 0.71 0.20 0.56 0.35
Pro CCG 0.28 0.10 0.08 0.53 0.29 0.05
Pro CCA 0.15 0.10 0.17 0.08 0.12 0.45
Pro CCT 0.12 0.10 0.30 0.04 0.20 0.33
Pro CCC 0.44 0.10 0.45 0.34 0.40 0.17
Ser AGT 0.04 0.09 0.06 0.02 0.12 0.14
Ser AGC 0.05 0.31 0.32 0.20 0.12 0.07
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Ser TCG 0.22 0.04 0.06 0.42 0.19 0.08
Ser TCA 0.16 0.08 0.10 0.09 0.06 0.31
Ser TCT 0.05 0.17 0.15 0.07 0.15 0.23
Ser TCC 0.47 0.31 0.30 0.20 0.35 0.18
Thr ACG 0.30 0.16 0.13 0.42 0.23 0.10
Thr ACA 0.06 0.21 0.18 0.03 0.13 0.38
Thr ACT 0.22 0.18 0.23 0.08 0.19 0.27
Thr ACC 0.42 0.46 0.46 0.47 0.45 0.25
Trp TGG 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Tyr TAT 0.07 0.16 0.21 0.12 0.18 0.67
Tyr TAC 0.93 0.84 0.79 0.88 0.82 0.33
Val GTG 0.50 0.64 0.62 0.57 0.22 0.30
Val GTA 0.02 0.03 0.05 0.04 0.09 0.27
Val GTT 0.06 0.11 0.11 0.04 0.22 0.10
Val GTC 0.42 0.22 0.23 0.35 0.47 0.33
Cylindro Symbiodini Navicul | Thalassios
Ami- -theca Amphi- um micro- | Nanno- | Cyclotell | @ irg C
no Codo | fusiform | dinium adriacticu | chlorop | a pelliculo | pseudona | reinhar
acido | n is carterae | m sis 5p cryptica | sa na dtii
Ala GCG 0.07 0.17 0.22 0.24 0.11 0.00 0.11 0.35
Ala GCA 0.14 0.33 0.26 0.10 0.16 0.13 0.25 0.08
Ala GCT 0.35 0.29 0.20 0.17 0.45 0.44 0.33 0.13
Ala GCC 0.43 0.20 0.32 0.48 0.27 0.44 0.30 0.43
Arg | AGG 0.09 0.15 0.27 0.00 0.09 0.05 0.18 0.05
Arg AGA 0.14 0.03 0.27 0.00 0.05 0.10 0.17 0.01
Arg | CGG 0.06 0.08 0.09 0.00 0.04 0.05 0.06 0.20
Arg | CGA 0.16 0.18 0.09 0.29 0.08 0.35 0.11 0.04
Arg | CGT 0.34 0.18 0.09 0.14 0.47 0.20 0.34 0.09
Arg CGC 0.22 0.40 0.18 0.57 0.28 0.25 0.15 0.62
Asn | AAT 0.42 0.37 0.21 0.00 0.25 0.47 0.43 0.09
Asn AAC 0.58 0.63 0.79 1.00 0.75 0.53 0.57 0.91
Asp GAT 0.54 0.54 0.50 0.20 0.52 0.20 0.56 0.14
Asp GAC 0.46 0.46 0.50 0.80 0.48 0.80 0.44 0.86
Cys TGT 0.44 0.75 0.50 0.00 0.29 0.10 0.54 0.10
Cys TGC 0.56 0.25 0.50 1.00 0.71 0.90 0.46 0.90
End TGA 0.13 0.50 1.00 0.00 0.10 0.00 0.31 0.27
End TAG 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.38 0.22
End | TAA 0.77 0.50 0.00 1.00 0.90 1.00 0.31 0.52
Gln | CAG 0.12 0.33 0.28 0.41 0.19 0.21 0.16 0.38
Gln CAA 0.25 0.15 0.17 0.00 0.17 0.28 0.19 0.04
Glu | GAG 0.23 0.41 0.50 0.59 0.38 0.17 0.40 0.55
Glu | GAA 0.39 0.10 0.06 0.00 0.26 0.34 0.26 0.03
Gly GGG 0.06 0.19 0.32 0.10 0.10 0.03 0.12 0.11
Gly GGA 0.47 0.10 0.12 0.05 0.45 0.28 0.51 0.06
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Gly GGT 0.35 0.34 0.16 0.25 0.22 0.13 0.23 0.11
Gly GGC 0.12 0.37 0.40 0.60 0.24 0.56 0.14 0.72
His CAT 0.39 0.12 0.40 0.00 0.42 1.00 0.50 0.11
His CAC 0.61 0.88 0.60 1.00 0.58 0.00 0.50 0.89
lle ATA 0.06 0.05 0.00 0.00 0.04 0.00 0.08 0.03
lle ATT 0.42 0.53 0.38 0.14 0.53 0.73 0.38 0.22
lle ATC 0.52 0.42 0.63 0.86 0.42 0.27 0.54 0.75
Leu TTG 0.26 0.35 0.39 0.22 0.20 0.16 0.29 0.04
Leu TTA 0.09 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00 0.05 0.01
Leu CTG 0.09 0.22 0.39 0.09 0.06 0.12 0.08 0.73
Leu CTA 0.05 0.00 0.04 0.00 0.03 0.04 0.06 0.03
Leu cTT 0.37 0.31 0.13 0.04 0.39 0.36 0.20 0.05
Leu CTC 0.13 0.12 0.04 0.65 0.29 0.32 0.32 0.15
Lys AAG 0.60 0.93 0.85 1.00 0.70 0.83 0.76 0.95
Lys AAA 0.40 0.07 0.15 0.00 0.30 0.17 0.24 0.05
Met | ATG 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Phe TIT 0.37 0.21 0.25 0.20 0.31 0.78 0.38 0.16
Phe T1C 0.63 0.79 0.75 0.80 0.69 0.22 0.62 0.84
Pro CCG 0.11 0.14 0.18 0.08 0.10 0.21 0.16 0.33
Pro CCA 0.33 0.42 0.09 0.08 0.16 0.29 0.31 0.08
Pro CCT 0.32 0.22 0.41 0.25 0.35 0.21 0.31 0.13
Pro CCcC 0.24 0.22 0.32 0.58 0.39 0.29 0.23 0.47
Ser AGT 0.12 0.13 0.09 0.00 0.09 0.13 0.18 0.04
Ser AGC 0.09 0.24 0.14 0.13 0.08 0.28 0.11 0.35
Ser TCG 0.13 0.03 0.05 0.00 0.15 0.25 0.17 0.25
Ser TCA 0.12 0.25 0.05 0.00 0.12 0.08 0.12 0.05
Ser TCT 0.30 0.16 0.23 0.13 0.39 0.25 0.23 0.07
Ser TCC 0.24 0.19 0.45 0.75 0.18 0.03 0.19 0.25
Thr ACG 0.09 0.14 0.10 0.28 0.10 0.18 0.21 0.30
Thr ACA 0.15 0.28 0.10 0.00 0.15 0.09 0.19 0.08
Thr ACT 0.39 0.12 0.10 0.17 0.33 0.41 0.28 0.10
Thr ACC 0.37 0.47 0.70 0.56 0.43 0.32 0.32 0.52
Trp TGG 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Tyr TAT 0.38 0.32 0.20 0.00 0.38 0.20 0.39 0.10
Tyr TAC 0.62 0.68 0.80 1.00 0.62 0.80 0.61 0.90
Val GTG 0.11 0.65 0.67 0.31 0.16 0.18 0.29 0.67
Val GTA 0.06 0.05 0.00 0.00 0.09 0.09 0.16 0.03
Val GTT 0.38 0.08 0.11 0.15 0.42 0.09 0.28 0.07
Val GTC 0.46 0.21 0.22 0.54 0.33 0.64 0.27 0.22

Amino Yarrowia | Mortierella | Rhodococcus

acido Codon | lipolytica | alpina opacus

Ala GCG 0.08 0.14 0.35
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Ala GCA 0.11 0.12 0.14
Ala GCT 0.35 0.29 0.09
Ala GCC 0.46 0.45 0.43
Arg AGG 0.05 0.05 0.05
Arg AGA 0.13 0.06 0.02
Arg CGG 0.12 0.06 0.26
Arg CGA 0.52 0.09 0.12
Arg CGT 0.11 0.32 0.11
Arg CGC 0.07 0.42 0.44
Asn AAT 0.17 0.15 0.21
Asn AAC 0.83 0.85 0.79
Asp GAT 0.35 0.42 0.24
Asp GAC 0.65 0.58 0.76
Cys TGT 0.46 0.13 0.26
Cys TGC 0.54 0.87 0.74
End TGA 0.16 0.05 0.72
End TAG 0.38 0.25 0.17
End TAA 0.46 0.70 0.11
Gin CAG 0.33 0.36 0.28
Gln CAA 0.08 0.06 0.06
Glu GAG 0.44 0.49 0.45
Glu GAA 0.14 0.09 0.22
Gly GGG 0.05 0.03 0.18
Gly GGA 0.28 0.29 0.15
Gly GGT 0.32 0.32 0.20
Gly GGC 0.34 0.36 0.48
His CAT 0.34 0.27 0.20
His CAC 0.66 0.73 0.80
lle ATA 0.03 0.01 0.05
lle ATT 0.44 0.33 0.14
lle ATC 0.53 0.66 0.81
Leu TG 0.09 0.27 0.09
Leu TTA 0.02 0.00 0.01
Leu CTG 0.37 0.26 0.41
Leu CTA 0.05 0.02 0.03
Leu c1r 0.18 0.12 0.06
Leu CTC 0.29 0.32 0.40
Lys AAG 0.84 0.91 0.80
Lys AAA 0.16 0.00 0.20
Met ATG 1.00 1.00 1.00
Phe TIT 0.38 0.39 0.09
Phe TT1C 0.62 0.61 0.91
Pro CcCG 0.10 0.07 0.52
Pro CCA 0.10 0.08 0.09
Pro CcCcT 0.32 0.36 0.07
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Pro Cccc 0.47 0.49 0.32
Ser AGT 0.07 0.05 0.08
Ser AGC 0.11 0.14 0.23
Ser TCG 0.16 0.32 0.33
Ser TCA 0.08 0.08 0.07
Ser TCT 0.28 0.12 0.05
Ser TCC 0.30 0.29 0.24
Thr ACG 0.11 0.17 0.28
Thr ACA 0.14 0.10 0.11
Thr ACT 0.26 0.23 0.07
Thr ACC 0.49 0.49 0.53
Trp TGG 1.00 1.00 1.00
Tyr TAT 0.18 0.20 0.18
Tyr TAC 0.82 0.80 0.82
Val GTG 0.33 0.22 0.37
Val GTA 0.05 0.02 0.05
Val GTT 0.26 0.27 0.10
Val GTC 0.36 0.49 0.49

Tabla 20. Proteinas de la via de biosintesis de lipidos.

3-cetoacil ACP sintasa

Cuphea hookeriana sintasa-ACP 3-cetoacil (N° de acceso GenBank AAC68861.1), Cuphea wrightii
beta-ketoacil-ACP sintasa Il (N° de acceso GenBank AAB37271.1), Cuphea lanceolata betacetoacil-
ACP sintasa IV (N° de acceso GenBank CAC59946.1), Cuphea wrightii beta-cetoacil-ACP sintasa Il (N°
de acceso GenBank AAB37270.1), Ricinus communis cetoacil-ACP sintasa (N° de acceso GenBank
XP_002516228), Gossypium hirsutum cetoacil-ACP sintasa (N° de acceso GenBank ADK23940.1),
Glicina maxplastid 3-ceto-acil-ACP sintasa II-A (N° de acceso GenBank AAWS88763.1), Elaeis
guineensis beta-cetoacil-ACP sintasa Il (N° de acceso GenBank AAF26738.2), Helianthus annuus
plastidos 3-ceto-acil-ACP sintasa | (N° de acceso GenBank ABM53471.1), Glicina MAX3-ceto-acil-ACP
sintasa | (N° de acceso GenBank NP_001238610.1), Helianthus annuus plastidos 3-ceto-acil-ACP
sintasa Il (N° de acceso GenBank ABI18155.1), sintasa de Brassica napus beta-cetoacil ACP-2 (N° de
acceso GenBank AAF61739.1), Perilla frutescens beta-cetoacil-ACP sintasa Il (N° de acceso GenBank
AACO04692.1), Helianthus annus beta-cetoacil-ACP sintasa Il (N° de acceso de GenBank ABI18155),
Ricinus communis beta-cetoacil-ACP sintasa 1l (N° de acceso de GenBank AAA33872),
Haematococcus pluvialis beta-cetoacil proteina portadora de acilo sintasa (N° de acceso de GenBank
HM560033.1), Jatropha curcasbeta cetoacil-ACP sintasa | (N° de acceso de GenBank ABJ90468.1),
Populus trichocarpa beta-cetoacil-ACP sintasa | (N° de acceso de GenBank XP_002303661.1),
Coriandrum sativum beta-cetoacil-ACP sintasa | (N° de acceso de GenBank AAK58535.1), Arabidopsis
thaliana 3-oxoacil-[acil-portador-proteina] sintasa | (N° de acceso de GenBank NP_001190479.1), Vitis
vinifera 3-oxoacil-[acil-portador-proteina] sintasa | (N° de acceso de GenBank XP_002272874.2)

Tioesterasas acil-ACP graso
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(continuado)

tioesterasa de acil-ACP graso Umbellularia californica (N° de acceso GenBank AAC49001), tioesterasa
de acil-ACP Cinnamomum camphora (N° de acceso GenBank Q39473), tioesterasa de acil-ACP graso
Umbellularia californica (N° de acceso GenBank Q41635), tioesterasa de acil-ACP graso Myristica
fragrans (N° de acceso GenBank AAB71729), tioesterasa de acil-ACP graso Myristica fragrans (N° de
acceso GenBank AAB71730), tioesterasa de acil-ACP graso Elaeis guineensis (N° de acceso GenBank
ABD83939), tioesterasa de acil-ACP graso Elaeis guineensis (N° de acceso GenBank AAD42220),
tioesterasa de acil-ACP graso Populus tomentosa (N° de acceso GenBank ABC47311), tioesterasa de
acil-ACP graso Arabidopsis thaliana (N° de acceso GenBank NP_172327), tioesterasa de acil-ACP
graso Arabidopsis thaliana (N° de acceso GenBank CAA85387), tioesterasa de acil-ACP graso
Arabidopsis thaliana (N° de acceso GenBank CAA85388), tioesterasa de acil-ACP graso Gossypium
hirsutum (N° de acceso GenBank Q9SQI3), tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea lanceolata (N° de
acceso GenBank CAA54060), tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea hookeriana (N° de acceso
GenBank AAC72882), tioesterasa de acil-ACP Cuphea calophylla subsp. mesostemon (N° de acceso
GenBank ABB71581), tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea lanceolata (N° de acceso GenBank
CAC19933), tioesterasa de acil-ACP graso Elaeis guineensis (N° de acceso GenBank AAL15645),
tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea hookeriana (N° de acceso GenBank Q39513), tioesterasa de
acil-ACP graso Gossypium hirsutum (N° de acceso GenBank AAD01982), tioesterasa de acil-ACP
graso Vitis vinifera (N° de acceso GenBank CAN81819), tioesterasa de acil-ACP graso Garcinia
mangostana (N° de acceso GenBank AAB51525), tioesterasa de acil-ACP graso Brassica juncea (N°
de acceso GenBank ABI18986), tioesterasa de acil-ACP graso Madhuca longifolia (N° de acceso
GenBank AAX51637), tioesterasa de acil-ACP graso Brassica napus (N° de acceso GenBank
ABH11710), tioesterasa de acil-ACP graso Brassica napus (N° de acceso GenBank CAA52070.1),
Oryza sativa (grupo indica cultivar) tioesterasa de acil-ACP graso (N° de acceso GenBank EAY86877),
Oryza sativa (grupo Japonica cultivar) tioesterasa de acil-ACP graso (N° de acceso GenBank
NP_001068400), Oryza sativa (grupo indica cultivar) tioesterasa de acil-ACP graso (N° de acceso
GenBank EAY99617), tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea hookeriana (N° de acceso GenBank
AAC49269), tioesterasa de acil-ACP graso Ulmus americana (N° de acceso GenBank AAB71731),
tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea lanceolata (N° de acceso GenBank CAB60830), tioesterasa de
acil-ACP graso Cuphea palustris (N° de acceso GenBank AAC49180), Iris germanica tioesterasa de
acil-ACP graso (N° de acceso GenBank AAG43858, tioesterasa de acil-ACP graso Iris germanica (N°
de acceso GenBank AAG43858.1), tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea palustris (N° de acceso
GenBank AAC49179), tioesterasa de acil-ACP graso Mpyristica fragrans (N° de acceso GenBank
AAB71729), tioesterasa de acil-ACP graso Myristica fragrans (N° de acceso GenBank AAB717291.1),
tioesterasa de acil-ACP graso Cuphea hookeriana (N° de acceso GenBank U39834), tioesterasa de
acil-ACP graso Umbelluaria californica (N° de acceso GenBank M94159), tioesterasa de acil-ACP graso
Cinnamomum camphora (N° de acceso GenBank U31813), tioesterasa de acil-ACP graso Ricinus
communis (N° de acceso GenBank ABS30422.1), tioesterasa de acil-ACP graso Helianthus annuus (N°
de acceso de GenBank AAL79361.1), tioesterasa de acil-ACP graso Jatropha curcas (N° de acceso de
GenBank ABX82799.3), tioesterasa de proteina portadora de oleoil-acil Zea mays, (N° de acceso de
GenBank ACG40089.1), tioesterasa de acil-ACP graso Haematococcus pluvialis (N° de acceso de
GenBank HM560034.1)

Enzimas de desaturasa
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desaturasa de éacido graso 3C Linum usitatissimum, (N° de acceso GenBank ADV92272.1),
desaturasa de acido graso omega-3 Ricinus communis, el reticulo endoplasmico, putativo, (N° de
acceso GenBank EEF36775.1), desaturasa de acido graso omega-3 Vernicia fordii, (N° de acceso
GenBank AAF12821), desaturasa de acido graso cloroplasto omega 3 isoforma 2 Glicina max, (N° de
acceso GenBank ACF19424.1), Prototheca moriformis FAD-D omega 3 desaturasa (SEQ ID NO: 35),
Prototheca moriformis desaturasa linoleato (SEQ ID NO: 36), Carthamus tinctorius delta 12
desaturasa, (N° de acceso de GenBank ADM48790.1), Gossypium hirsutum omega-6 desaturasa, (N°
de acceso de GenBank CAA71199.1), Glicina max desaturasa microsomal (N° de acceso de GenBank
BAD89862.1), Zea mays desaturasa de acido graso (N° de acceso de GenBank ABF50053.1),
Brassica napa desaturasa de acido linoleico (N° de acceso de GenBank AAA32994.1), camelina sativa
omega-3 desaturasa (SEQ ID NO: 37), Prototheca moriformis delta 12 desaturasa alelo 2 (SEQ ID
NO: 38, camelina sativa omega-3 FAD7-1 (SEQ ID NO: 39), Helianthus annuus desaturasa de
estearoil-ACP, (N° de acceso de GenBank AAB65145.1), Ricinus communis desaturasa de estearoil-
ACP, (N° de acceso de GenBank AACG59946.1), Brassica juncea delta-9-desaturasa plastidica de
estearoil-ACP (N° de acceso de GenBank AAD40245.1), Glicina max desaturasa de estearoil-ACP
(N° de acceso de GenBank ACJ39209.1), Olea europaea desaturasa de estearoil-ACP (N° de acceso
de GenBank AAB67840.1), Vernicia fordii estearoil-acil-portadora desaturasa de proteina, (N° de
acceso de GenBank ADC32803.1), Descurainia sophia delta-12 desaturasa de &cido graso (N° de
acceso de GenBank ABS86964.2), Euphorbia lagascae desaturasa de &cidos oleicos delta 12 (N° de
acceso GenBank AAS57577.1), Chlorella vulgaris desaturasa acido graso delta 12 (N° de acceso de
GenBank ACF98528), Chlorella vulgaris desaturasa acido graso omega-3 (N° de acceso GenBank
BAB78717), Haematococcus pluvialis omega-3 desaturasa de acido graso (N° de acceso de GenBank
HM560035.1), Haematococcus pluvialis desaturasa estearoil-ACP (N° de acceso de GenBank
EF586860.1), Haematococcus pluvialis estearoil-ACP-desaturasa N° de Acceso a Genbank
EF523479.1

Enzimas de oleato de 12-hidroxilasa

Ricinus communis oleato de 12-hidroxilasa (N° de acceso GenBank AAC49010.1), Physaria
lindheimeri oleato de 12- hidroxilasa (N° de acceso GenBank ABQO01458.1), Physaria lindheimeri
mutante bifuncional oleato de 12-hidroxilasa: desaturasa (N° de acceso GenBank ACF17571.1)),
Physaria lindheimeri oleato bifuncional de 12-hidroxilasa: desaturasa (N° de acceso de GenBank
ACQ42234.1), Physaria lindheimeri oleato bifuncional de 12-hidroxilasa: desaturasa (N° de acceso
GenBank AAC32755.1.), Arabidopsis lyrata subsp. lyrata (N° de acceso GenBank XP_002884883.1)

Enzimas glicero 1-3-fosfato

Arabidopsis thaliana aciltransferasa de glicerol-3-fosfato BAA00575, Chlamydomonas reinhardtii
aciltransferasa fosfato-3-glicerol (N° de acceso GenBank EDP02129), Chlamydomonas reinhardtii
aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso GenBank Q886Q7), Cucurbita moschata acil-(acil-
portador-proteina): aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso GenBank BAB39688.), Elaeis
guineensis aciltransferasa de glicerol-3-fosfato, ((N° de acceso GenBank AAF64066), Garcina
mangostana aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso GenBank ABS86942), Gossypium
hirsutum aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso GenBank ADK23938), Jatropha curcas
aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso GenBank ADV77219), Jatropha curcas
aciltransferasa plastidial de glicerol-3-fosfato (N° de acceso GenBank ACR61638), Ricinus communis
aciltransferasa plastidial glicerol-fosfato (N° de acceso GenBank EEF43526), Vica faba aciltransferasa
de glicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank AAD05164), Zea mays aciltransferasa de glicerol-3-
fosfato (N° de acceso GenBank ACG45812)

Enzimas de aciltransferasa de acido lisofosfatidico
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(continuado)

Arabidopsis thaliana 1-acil-sn-aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank AEE85783),
Brassica juncea l-acil-sn-aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank ABQ42862),
Brassica juncea l-acil-sn-aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank ABM92334),
Brassica napus 1-acil-sn-aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank de CAB09138),
Chlamydomonas reinhardtii aciltransferasa de acido lisofosfatidico (N° de acceso de GenBank EDP02300),
Cocos nucifera aciltransferasa de acido lisofosfatidico (N° de acceso GenBank AAC49119), Limnanthes
alba aciltransferasa de acido lisofosfatidico (N° de acceso de GenBank EDP02300), Limnanthes douglasii
1-acil-sn-aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (putativo) (N° de acceso de GenBank CAA88620),
Limnanthes douglasii acil-CoA: aciltransferasa sn-1-acilglicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank
ABD62751), Limnanthes douglasii O-aciltransferasa de 1-acilglicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank
CAA58239), Ricinus communis aciltransferasa de 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato (N° de acceso de GenBank
EEF39377)

Enzimas de aciltransferasa de diacilglicerol

Arabidopsis thaliana aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank CAB45373), Brassica juncea
aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank AAY40784), Elaeis guineensis aciltransferasa de
diacilglicerol putativo (N° de acceso GenBank AEQ94187), Elaeis guineensis aciltransferasa de
diacilglicerol putativo (N° de acceso GenBank AEQ94186), Glicina max acil CoA: aciltransferasa de
diacilglicerol (N° de acceso GenBank AAT73629.), Helianthus annus aciltransferasa de diacilglicerol (N°
de acceso GenBank ABX61081), Olea europaea acil-CoA: aciltransferasa de diacilglicerol 1 (N° de acceso
GenBank AAS01606.), Ricinus communis aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank
AAR11479)

Enzimas de aciltransferasa de diacilglicerol de fosfolipidos

Fosfolipido Arabidopsis thaliana: aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank AED91921.),
Elaeis guineensis fosfolipido putativo: aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank
AEQ94116.), Glicina max fosfolipidos: aciltransferasa de diacilglicerol 1 (N° de acceso GenBank N°
XP_003541296), Jatropha curcas fosfolipido: aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank
AEZ56255.), Ricinus communis fosfolipido: aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank
ADK92410.), Ricinus communis fosfolipido: aciltransferasa de diacilglicerol (N° de acceso GenBank
AEW99982)

EJEMPLO 34: INGENIERIA DE MICROALGAS PARA AUXOTROFIA DE ACIDOS GRASOS

[0325] Cepa B del Ejemplo 3, Prototheca moriformis (UTEX 1435) modificado para expresar una Cuphea wrightii
tioesterasa (cwTE2), fue utilizada como el organismo huésped para su posterior modificacion genética para noquear
ambos alelos tioesterasa endoégenos, FATA1-1 y FATA1-2. Aqui, una primera construccién de transformacion fue
generada para integrar un casete de expresion de neomicina en la cepa B en el locus FATA1-1. Este constructo,
pSZ2226, incluidas secuencias de recombinacion homologas 5' (SEQ ID NO: 30) y 3' (SEQ ID NO: 31) (de orientacion
que flanquean el constructo) para el locus FATA1-1 del genoma nuclear y una secuencia de codificacion de proteinas
de resistencia de neomicina bajo el control del promotor B-tubulina/5'UTR C. reinhardtii (SEQ ID NO: 5) y Chlorella
vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). Este casete de expresion NeoR se muestra como SEQ ID NO: 15y
sirvié como un marcador seleccionable.

[0326] Tras la transformacion de pSZ2226 en la cepa B, se seleccionaron los transformantes individuales en placas
de agar que contienen sacarosa y G418. Un Unico aislado, la cepa H, se seleccioné para su posterior modificacion
genética. Una segunda construccion de transformacion, pSZ2236, se generé para integrar los polinucleétidos que
permiten la expresion de un marcador seleccionable de tiamina en la cepa H en el locus FATA1-2. pSZ2236 incluidas
secuencias de recombinacion 5' (SEQ ID NO: 32) y 3' (SEQ ID NO: 33) homdlogas (de orientacion que flanquean el
constructo) a la regidon genémica FATA1-2 para la integracion en P. moriformis (UTEX 1435) del genoma nuclear y
una region codificante de proteina THIC A. thaliana bajo el control de C. protothecoides promotor de la actina/5'UTR
(SEQ ID NO: 22) y C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). Este casete de expresion AtTHIC se muestra
como SEQ ID NO: 23 y sirvi6 como un marcador seleccionable. Tras la transformacion de la cepa H con pSZ2236
para generar la cepa |, los transformantes individuales fueron seleccionados en placas de agar que comprenden acidos
grasos libres. Cepa | era capaz de propagar sobre placas de agar y en medio carente de tiamina y suplementado con
acidos grasos libres.

EJEMPLO 35: MICROORGANISMOS DE INGENIERIA PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE ACIDO
ESTEARICO

[0327] Una cepa clasicamente mutagenizada de Prototheca moriformis (UTEX 1435), Cepa J, se transformé con el
constructo plasmido pSZ2281 de acuerdo con métodos de transformacion biolistica, como se describe en el
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documento  PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, vy
PCT/US2012/023696. pSZ2281 incluia horquillas de ARN que codifican polinucleétidos (SAD2hpC, SEQ ID NO: 34)
para regular a la baja la expresion de desaturasa de estearoil-ACP, secuencias de recombinacién homdloga de
orientacion 5' (SEQ ID NO: 1) y 3' (SEQ ID NO: 2) (que flanquea el constructo) a la region genémica 6S para la
integracion en el genoma nuclear, y S. suc2 cerevisiae regién codificante de la invertasa de sacarosa (SEQ ID NO: 4),
para expresar la secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO: 3, bajo el control de C. reinhardtii promotor -
tubulina/5'UTR (SEQ ID NO: 5) y Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). S. cerevisiae suc2 casete
de expresion se muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvi6 como un marcador seleccionable. La secuencia de polinucleétido
que codifica la horquilla de ARN SAD2hpC estaba bajo el control de C. protothecoides promotor de la actina/5'UTR
(SEQ ID NO: 22) y C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6).

[0328] Tras la transformacion de la cepa J con constructo pSZ2281, generando de este modo la cepa K, se
seleccionaron los clones positivos en placas de agar que contienen sacarosa como Unica fuente de carbono. Los
transformantes individuales fueron clonalmente purificados y propagados en condiciones heterotréficas adecuadas
para la produccién de lipidos como los que se detallan en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Muestras de lipidos se preparan a partir de
biomasa seca y se analizaron usando los métodos de deteccion de ionizacion de cromatografia de gases de éster
metilico de &cidos grasos de llama convencionales como se describe en el Ejemplo 1 (ver también
PCT/US2012/023696). Los perfiles de &cidos grasos (expresados como % de area de los acidos grasos totales) de P.
moriformis UTEX cepa J propagado en glucosa como Unica fuente de carbono y tres aislados representativos de la
cepa K, propagada en sacarosa como Unica fuente de carbono, se presenta en la Tabla 21.

Tabla 21. Perfiles de acidos grasos de células Prototheca moriformis (UTEX 1435) disefiadas para expresar una
construccion de ARN de horquilla orientado a gen de desaturasa de ACP estearoil/products génicos.

Area % &cido CepaJ Cepa K-1 Cepa K-2 Cepa K-3 Cepa K-4

graso
Cs8:0 0,02
C10: 0 0,01 0,00 0,02 0,02 0,04
C12: 0 0,03 0,05 0,05 0,05 0,08
C14: 0 1,22 0,89 0,87 0,77 1,2
C16: 0 26,75 29,23 28,96 27,55 28,06
C18: 0 3,06 37,39 36,76 36,41 40,82
C18:1 59,62 23,90 24,76 26,92 22,02
C18: 2 7,33 5,44 5,54 5,54 4,53
C18: 3 0,14
C20: 0 1,43

[0329] Los datos presentados en la Tabla 21 muestran un claro impacto de la expresion de constructo de ARN de
horquilla SAD2 en los perfiles de &cidos grasos C18: 0 y C18: 1 del organismo transformado. Los perfiles de &cidos
grasos de los transformantes de cepa K que comprenden un constructo de ARN de horquilla SAD2 demostraron un
aumento en el porcentaje de acidos grasos saturados C18: 0 con una disminucion concomitante de acidos grasos
insaturados C18: 1. Perfiles de acidos grasos de la cepa no transformada comprenden de aproximadamente 3% C18:
0. Perfiles de acidos grasos de las cepas transformadas comprenden aproximadamente 37% de C18: 0. Estos datos
ilustran la expresion exitosa y el uso de polinucledtidos que permiten la expresién de un constructo de horquilla de
ARN SAD en Prototheca moriformis para alterar el porcentaje de acidos grasos saturados en los microbios huésped
manipulados, y en particular en el aumento de la concentracion de &cidos grasos C18: 0 y la disminucién de acidos
grasos C18: 1 en las células microbianas.

[0330] También mostrada en la Tabla 21, la cepa K-4 tenia un nivel ain elevado adicional de estearato. La cepa K4
fue creada mediante la insercion de la construccion de cepas K1-K3 en el locus de la SAD2B. Por lo tanto, por la
anulacion de una copia del gen SAD y la inhibicion de las copias restantes a nivel del ARN, una reduccion adicional
en el acido oleico y el aumento de estearato correspondiente se obtuvo. Analisis de los triglicéridos de aceite RBD
obtenidos de cepa K4 mostré aproximadamente 12% de POP, 27% de POS y 18% de SOS.

EJEMPLO 36: ING[ENIERiA DE MICROORGANISMOS PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE LOS ACIDOS
OLEICOS A TRAVES KNOCKDOWN DE UNA TIOESTERASA DE ACIL-ACP ENDOGENA
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[0331] Una cepa mutagenizada clasicamente de Prototheca moriformis (UTEX 1435), Cepa J, se transformé de forma
independiente con cada uno de los constructos pSZ2402-pSZ2407 de acuerdo con métodos de transformacion
biolistica, como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464 y PCT/US2012/023696. Cada uno de los constructos pSZ2402-pSZ2407 incluyé diferentes
polinucleétidos que codifican un ARN de horquilla dirigida contra transcripciones de ARNm FATA1 Prototheca
moriformis para regular a la baja la expresion de tioesterasa de acil-ACP graso, secuencias de recombinaciéon 5' (SEQ
ID NO: 1) y 3' (SEQ ID NO: 2) homélogas de orientacion (que flanquean el constructo) a la region genémica 6S para
la integracion en el genoma nuclear, y S. cerevisiae suc?2 region de codificacion de sacarosa invertasa (SEQ ID NO:
4) para expresar la secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO: 3 bajo el control de C. reinhardtii promotor {3-
tubulina/5'UTR (SEQ ID NO: 5) y Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). S. cerevisiae suc2 casete
de expresion se muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvi6 como un marcador seleccionable. Lista de secuencias
identidades para los polinucleétidos correspondientes a cada horquilla se enumeran en la Tabla 22. La secuencia de
polinucleétido que codifica cada horquilla de ARN estaba bajo el control de C. reinhardtii promotor B-tubulina/5'UTR
(SEQ ID NO: 5) y C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6).

Tabla 22. Construcciones de plasmidos utilizados para transformar Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa J.

Construccion Designacion de horquilla SEQ ID NO:
de plasmido

PMFATA-hpB SEQ ID NO: 40
gggjgg PMFATA-hpC SEQ ID NO: 41
pSZ2404 PmFATA-hpD SEQ ID NO: 42
pSZ2405 PMFATA-hpE SEQ ID NO: 43
pSZ2406 PMFATA-hpF SEQ ID NO: 44
pSZ2407 PMFATA-hpG SEQ ID NO: 45

[0332] Tras la transformacién independiente de la cepa J con cada una de las construcciones enumeradas en la Tabla
22, se seleccionaron los clones positivos en placas de agar que contienen sacarosa como Unica fuente de carbono.
Los transformantes individuales fueron purificados clonalmente y propagados en condiciones heterotroficas
adecuadas para la produccién de lipidos como los que se detallan en el documento PCT/US2009/066141,
PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Muestras de lipidos se
preparan a partir de biomasa seca y se analizan usando los métodos de deteccién de ionizacion de cromatografia de
gases de éster metilico de acidos grasos de llama convencionales como se describe en el Ejemplo 1 (ver también
PCT/US2012/023696). Los perfiles de acidos grasos (expresados como % de area de los acidos grasos totales) de P.
moriformis (UTEX 1435) Cepa J propaga en glucosa como Unica fuente de carbono y aislados representativos de cada
transformacion de la cepa J, propagada en sacarosa como Unica fuente de carbono, se presentan en la Tabla 23.

Tabla 23. Perfiles de acidos grasos de células Prototheca moriformis (UTEX 1435) disefiadas para expresar
construcciones de ARN en horquilla orientadas a gen de tioesterasa de acil-ACP graso/productos génicos.

Area% Acido Graso
Constructo C10: 0 Ci12:0 Cl14:0 C16: 0 C18:0 Ci18: 1 C18: 2
Cepa J sin 0 0,05 1,32 26,66 3,1 59,07 7,39
transformar
0,04 0,07 1,36 24,88 2,24 61,92 6,84
0 0,08 1,33 25,34 2,39 61,72 6,5
PMFATA-hpB
0 0,07 1,29 25,44 2,26 61,7 6,69
0 0,06 1,33 25,1 2,37 61,56 6,87
0 0,08 1,18 22,03 1,71 63,8 8,63
0 0,07 1,21 24,5 2,23 62,32 7,19
PmMFATA-hpC
0 0,08 1,29 24,93 2,24 62,02 7,01
0,05 0,06 1,29 25,45 2,26 61,81 6,76
0 0,02 0,68 15,8 1,88 72,64 6,96
0 0,03 0,78 17,56 1,7 71,8 6,03
PMFATA-hpD
0 0,03 0,92 19,04 2,03 68,82 7,05
0 0,04 1,27 23,14 2,25 65,27 6,07

66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 744 868 T3

(continua)
Area% Acido Graso
Constructo C10: 0 Ci12:0 C14:0 Ci16: 0 C18:0 Ci18:1 C18: 2

0 0,03 0,79 18,55 2,13 69,66 6,77
0 0,04 1,11 21,01 1,74 65,18 8,55

PmMFATA-hpE
0 0,03 1,08 21,11 1,54 64,76 8,87
0 0,03 1,17 21,93 1,71 63,89 8,77
0,03 0,04 0,34 8,6 1,69 78,08 8,87
0 0,03 0,49 10,2 1,52 76,97 8,78

PmMFATA-hpF
0 0,03 1 20,47 2,22 66,34 7,45
0 0,03 1,03 21,61 1,88 65,39 7,76
0 0,03 1,03 20,57 2,36 64,73 8,75
PmFATA-hpG 0 0,03 1,2 24,39 2,47 61,9 7,49
0 0,04 1,29 24,14 2,29 61,41 8,22

[0333] Los datos presentados en la Tabla 23 muestran un claro impacto de la expresion de construcciones de ARN
de horquilla FATA en perfiles de &acidos grasos C18: 0 y C18: 1 del organismo transformado. Los perfiles de acidos
grasos de los transformantes de cepa J comprenden un constructo de ARN de horquilla FATA demostraron un aumento
en el porcentaje de C18: 1 de acidos grasos con una disminucién concomitante de C16: 0 y C18: 0 acidos grasos.
Perfiles de &cidos grasos de la cepa J no transformada son aproximadamente 26,66% C16: 0, 3% C18: 0, y alrededor
de 59% de C18: 1 acidos grasos. Por el contrario, los perfiles de acidos grasos de las cepas transformadas
comprenden tan bajo como 8,6% C16: 0y 1,54% C18: 0 y mas que 78% de C18: 1 acidos grasos.

[0334] Estos datos ilustran la utilidad y uso exitoso de polinucleétido de construcciones de horquilla ARN FATA en
Prototheca moriformis para alterar el perfil de acidos grasos de microbios modificados, y en particular en el aumento
de la concentracion de C18: 1 acidos grasos y la disminucion de C18: 0 y C16: 0 acidos grasos en las células
microbianas.

EJEMPLO 37: MICROORGANISMOS DE INGENIERIA PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE ACIDOS
GRASOS DE CADENA MEDIA A TRAVES DE SOBREEXPRESION KASI O KASIV

[0335] Este ejemplo describe el uso de polinucledtidos recombinantes que codifican enzimas KASI o KASIV para
disefiar microorganismos en los cuales los perfiles de acidos grasos de los microorganismos transformados han sido
enriquecidos en acido laurico, C10: 0 y acidos grasos saturados totales.

[0336] Cada uno de los constructos pSzZD1132, pSZD1133, pSZD1134, 0 pSZD1201 se us6 independientemente para
transformar la cepa B del Ejemplo 3, Prototheca moriformis (UTEX 1435) modificado para expresar Cuphea wrightii
tioesterasa (cwTE2), de acuerdo con los métodos de transformacion biolistica, como se describe en el documento
PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.
Cada uno de los constructos anteriores incluyeron diferentes polinucleétidos que codifican una enzima KASI o KASIV,
secuencias de recombinacion de orientacion 5' (SEQ ID NO: 13) y 3' (SEQ ID NO: 14) homélogas (que flanquean el
constructo) a la region gendmica pLoop para la integraciéon en el genoma nuclear, y una secuencia de resistencia a la
neomicina que codifica la proteina bajo el control de C. reinhardtii promotor B-tubulina/5’UTR (SEQ ID NO: 5) y
Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). Este casete de expresion NeoR se muestra como SEQ ID
NO: 15 y sirvi6 como un marcador seleccionable. Lista de secuencias identidades para los polinucledtidos
correspondientes a cada constructo se enumeran en la Tabla 20. La secuencia de polinucle6tido que codifica cada
enzima KAS estaba bajo el control de P. moriformis UTEX 1435 promotor Amt03/5'UTR (SEQ ID NO: 8) y C. vulgaris
nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). La regiones codificadoras de proteina de las enzimas KAS y el gen de
resistencia de neomicina fueron optimizados por codon para reflejar el sesgo de codon inherente a genes nucleares
P. moriformis UTEX 1435 como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

[0337] Tras la transformacidn de los plasmidos individuales en la cepa B, se seleccionaron los clones positivos en
placas de agar que contienen G418. Los transformantes individuales fueron clonalmente purificados y se hicieron
crecer en sacarosa como Unica fuente de carbono a pH 7,0 en condiciones adecuadas para la produccion de lipidos
tal como se detalla en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Muestras de lipidos se prepararon a partir de biomasa seca de cada
transformante y de perfiles de acidos grasos de estas muestras se analizaron usando métodos de deteccion de
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ionizacion éster metilico de cromatografia de gases de la llama de &cido graso estandar (FAME GC/FID) como se
describe en el Ejemplo 1. Los perfiles de acidos grasos (expresados como % de area de los acidos grasos totales) de
la cepa B y cuatro transformantes positivos de cada uno de pSZ2046 (cepas MP, 1-4) se presentan en la Tabla 24.

Tabla 24. Constructos plasmidos utilizados para transformar Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa B.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Construccion | Fuente KASI / KASIV Péptido de transito SEQ ID NO:

de plasmido

pSzD1134 Cuphea wrightii Nimero de acceso Nativo SEQ ID NO: 46
GenBank U67317

pSzZD1201 Cuphea wrightii PmSAD SEQ ID NO: 47

pSzZD1132 Cuphea pulcherrima Numero de Nativo SEQ ID NO: 48
acceso GenBank AAC68860

pSzZD1133 Cuphea hookeriana Nativo SEQ ID NO: 49
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Tabla 25. Perfiles de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa disefiada para un aumento de C10,
acido laurico, y acidos grasos saturados totales

Acido Graso (Area%)
Construcci %satur
ones de C1i8: C18: C18: ados/t
plasmidos C10 C12 Cl14 Cl6 0 1 2 C10C12 | otal
pSZ1283 7.89 35,49 | 16,58 11,5 1.09 | 19,64 6.49 43,38 | 72,55
pSZ1283,
pSzZD1134 14,94 43,97 12,19 7.56 0,72 14.11 5.31 58,91 79,38
pSZ1283,
pSzD1134 10,27 39,61 15,35 9.61 0,94 17,1 5.88 49,88 75,78
pSZ1283,
pSzD1134 11,69 41,83 15,21 8.77 0,83 15.04 5.40 53,52 78,33
D1134-20 10,76 40,77 | 15,32 9.19 0,88 | 16,06 5,76 51,53 | 76,92
pSZ1283,
pSzZD1132 10,77 40,31 15,21 9.43 0,88 16,18 5.97 51,08 76,6
pSZ1283,
pSZD1132 9.19 37,03 | 15,02 | 10,52 1.00 | 19,63 6.29 46,22 | 72,76
pSZ1283,
pSzD1132 8,97 36,09 15.01 10,77 1.05 20,38 6.39 45,06 71,89
pSZ1283,
pSzD1132 9.51 38,12 14,96 9,96 0,94 18,93 6.32 47,63 73,49
pSZ1283,
pSzD1201 13.06 46,21 9,84 7.12 0,75 16,7 5.22 59,27 76,98
pSZ1283,
pSZD1201 11.02 4391 | 13.01 7.78 0,86 | 16,53 5,77 54,93 | 76,58
pSZ1283,
pSzD1201 11,59 45,14 12,41 7.61 0,82 15,72 5,65 56,73 77,57
pSZ1283,
pSzZD1201 10,66 41,32 13,74 8.75 0,68 18,64 5.21 51,98 75,15
pSZ1283,
pSZD1133 6,90 36,08 15,15 11.02 1.00 21,74 6.77 42,98 70,15
pSZ1283,
pSZD1133 7.01 35,88 15.01 10,75 1.07 22,02 6,93 42,89 69,72
pSZ1283,
pSZD1133 10,65 41,94 12,38 8.48 0,85 18,28 6.15 52,59 74,3
pSZ1283,
pSZD1133 10,23 41,88 12,58 8.52 0,82 18,48 6.22 52,11 74,03

[0338] Los datos presentados en la Tabla 25 muestran un claro impacto de la expresién exdgena de enzimas de KASI
y KASIV sobre perfiles de acidos grasos C10: 0 y C12 del organismo transformado. Los perfiles de acidos grasos de
la cepa B, que expresan Cuphea wrightii tioesterasa solo, comprendida aproximadamente 8% C10: 0 y
aproximadamente 35,5% C12: 0, con acidos grasos saturados representan el 72,55% de acidos grasos totales. En
constraste, los transformantes de la cepa B modificados para expresar adicionalmente Cuphea wrightii KASI con P.
moriformis péptido de transito de desaturasa estearoil ACP se caracteriza por un perfil de &cidos grasos de
aproximadamente 13% C10: 0 y aproximadamente 46% C12: 0. Los acidos grasos saturados representaron tan alto
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como 77% en los transformantes de la cepa B co-expresién de C.wrightii proteina de fusion KASI. Del mismo modo,
los transformantes de la cepa B modificados para expresar C.wrightii KASI con péptido de transito nativo de la enzima
se caracteriza por un perfil de acidos grasos de aproximadamente 15% C10, 44% C12, y aproximadamente 79% de
acidos grasos saturados. Los perfiles de acidos grasos o muchos transformantes de la cepa B que expresan Cuphea
pulcherrima KASIV o Cuphea hookeriana KASIV también mostraron niveles C10% y C12% elevados, en comparacién
con el perfil de acidos grasos de la cepa B en si.

[0339] Estos datos demuestran la utilidad y eficacia de polinucleétidos que permiten la expresion de constructos de
KASI y KASIV en Prototheca moriformis (UTEX 1435) para alterar el porcentaje de acidos grasos saturados en los
microbios huésped manipulados, y en particular en el aumento de la concentracion de C10: 0 y C12: 0 acidos grasos
en células microbianas.

EJEMPLO 38: INGENIERIA MICROORGANISMOS PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE ACIDOS GRASOS
DE CADENA MEDIA A TRAVES DE KNOCKOUT KASI

[0340] Este ejemplo describe el uso de polinucledtidos recombinantes que interrumpen diferentes alelos KASI para
disefiar microorganismos en los cuales los perfiles de acidos grasos de los microorganismos transformados han sido
enriquecidos en C10: 0 y acidos grasos de cadena media.

[0341] Constructos pSZ2302 y pSZ2304 se utilizaron para transformar de forma independiente Cepa B del Ejemplo 3,
Prototheca moriformis (UTEX 1435) modificado para expresar Cuphea wrightii tioesterasa (cwTE2), de acuerdo con
los métodos de transformacion biolistica, como se describe en el documento PCT/US2009/066141,
PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. pSZ2302 incluidas
secuencias de recombinacion 5' (SEQ ID NO: 50) y 3' (SEQ ID NO: 51) homologas (de orientacion que flanquean el
constructo) a la region gendémica KASI alelo 1 para la integracion en P. moriformis genoma nuclear, A. thaliana region
codificante de proteina THIC bajo el control de C. protothecoides promotor de la actina/5'UTR (SEQ ID NO: 22) y C.
vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). pSZ2304 incluidas secuencias de recombinacién 5' (SEQ ID NO:
52) y 3' (SEQ ID NO: 53) homologas (de orientacion que flanquean el constructo) a la region gendémica KAS1 alelo 2
para su integracion en P. moriformis genoma nuclear, A. thaliana region codificante de proteina THIC bajo el control
de C. protothecoides promotor de la actina/5'UTR (SEQ ID NO: 22) y C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID
NO: 6). Este casete de expresion AtTHIC se muestra como SEQ ID NO: 23 y sirvié como un marcador de seleccion.
La proteina de la regién de codificacién de AtTHIC se optimiza por codones para reflejar el sesgo de codén inherente
P. moriformis genes nucleares UTEX 1435 como se describe en el documento PCT/US2009/066141,
PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

[0342] Tras transformacion independiente de pSZ2302 y pSZ2304 en la cepa B, generando de este modo Cepa Q y
R, se seleccionaron los clones positivos en placas de agar que comprenden tiamina. Los transformantes individuales
fueron clonalmente purificados y cultivados en sacarosa como Unica fuente de carbono a pH 5,0 o pH 7,0 bajo
condiciones heterotréficas adecuadas para la produccion de lipidos tal como se detalla en el documento
PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.
Muestras de lipidos se prepararon a partir de biomasa seca de cada transformante y de perfiles de acidos grasos de
estas muestras se analizaron usando métodos de detecciéon de ionizacion de &cido graso de éster metilico de
cromatografia de gas de la llama (FAME GC/FID) como se describe en el Ejemplo 1. Los perfiles de acidos grasos
(expresados como Area % de acidos grasos totales) de la cepa B y pSZ2302 positivo (Cepa Q, 1-5) y pSZ2304 (cepa
R, 1-5) transformantes se presentan en las Tablas 26 y 27.
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Tabla 26. Perfiles de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepas B, Q y R disefiadas para

ES 2 744 868 T3

aumentar los acidos grasos de la cadena media, cultivados a pH 5.0.

Acido Graso (Area%)
Plasmido(s) C10-
de Cl4
transformaci
Tension | 6n C10:0 Ci12:0 C14:0 | C16:0 C18:0 | C18:1 C18: 2
UTEX
1435 Ninguna 0,00 0,04 1,28 | 2667 | 3,05| 5996 7,19 1,32
CepaB | pSz1283 0,01 0,09 1,09 21,60 2,21 65,15 7,94 1,19
Tensioén pSleSS
Q-1 pSZ2302 0,08 1,21 752 | 3871 1,38 | 38,32 8,75 8,81
Tensioén pSleSS
Q-2 pSZ2302 0,15 1,36 751 | 38,23 1,33 | 3827 8,94 9,02
Tension pSleSS,
Q-3 pSZ2302 0,16 1,43 749 | 38,88 1,30 | 37,58 8,73 9,08
Tension pSleSS,
Q-4 pSz2302 0,00 1,71 7,42 37,67 1,43 37,26 10,38 9,13
Tensién pSZ1283,
Q-5 pSZ2302 0,13 1,21 7,36 38,81 1,31 38,07 8,71 8,7
Tensién pSZ1283,
R-1 pSZ2304 0,19 1,78 8,47 40,11 1,34 33,46 9,98 10,44
Tensién p821283,
R-2 pSZ2304 0,90 8,00 7,78 28,96 1,15 30,26 17,14 16,68
Tensién p821283,
R-3 pSZ2304 0,26 3,58 7,77 34,98 1,56 32,86 14,60 11,61
Tension p821283,
R-4 pSZ2304 1,64 13,50 7,61 21,38 0,90 36,13 14,73 22,75
Tension pSZ].283,
R-5 pSZ2304 1,03 9,63 7,56 25,61 1,00 31,70 18,23 18,22
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Tabla 27. Perfiles de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435), cepas B, Q y R disefiadas para
aumentar los acidos grasos de la cadena media, cultivados a pH 7,0

Acido Graso (Area%)

Plasmido (s) C10-
de Cl14
Tension | transformacion | C10: 0 Cl2:0 | C14:0 Cl16:0 Cl18:0 | C18:1 | C18:2

UTEX Ninguna

1435 0,01 0,04 1,34 27,94 3,24 57,46 7,88 1,39
Tension
segundo | pSZ1283 4,72 29,57 15,56 12,63 1,20 27,65 7,39 49,85

Tension | pSz1283,
Q-1 pSZ2302 16,00 50,61 9,52 5,33 0,54 11,79 5,28 76,13

Tension | pSz1283,
Q-2 pSZ2302 16,32 49,79 9,82 5,52 0,54 12,28 4,87 75,93

Tension | pSz1283,
Q-3 pSZ2302 15,08 47,58 10,23 5,93 0,56 15,12 4,50 72,89

Tension | pSz1283,
Q-4 pSZz2302 14,27 47,30 10,44 6,17 0,56 15,50 4,59 72,01

Tensién pSZz1283,
Q-5 pSZ2302 14,75 47,28 10,32 6,04 0,59 15,50 4,65 72,35

Tension | pSz1283,
R-1 pSZ2304 21,25 55,42 7,97 3,65 0,00 5,46 5,66 84,64

Tension pSZ1283,
R-2 pSZ2304 13,00 55,05 10,88 5,78 0,28 7,90 6,29 78,93

Tensién pSZ1283,
R-3 pSZ2304 12,89 53,15 11,11 6,13 0,00 9,87 6,13 77,15

Tensién pSZ1283,
R-4 pSZ2304 12,80 51,64 13,86 6,69 0,00 7,51 6,70 78,3

Tension | psSz1283,
R-5 pSZ2304 16,61 51,42 9,84 5,27 0,33 11,15 4,79 77,87

[0343] Los datos presentados en las Tablas 26 y 27 muestran un claro impacto de la interrupcion de diferentes alelos
KASI en los perfiles de &cidos grasos de los organismos transformados. Cuando se cultivan a un pH de 5,0, los perfiles
de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) y Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa B, que expresa
Cuphea wrightii tioesterasa FATB2 bajo el control de un promotor regulable pH fueron muy similares. Estos perfiles se
caracterizaron por aproximadamente 1% C14: 0, aproximadamente 21-26% C16: O, alrededor del 2-3% C18: O,
aproximadamente 60-65% C18: 1, aproximadamente 7% de C18: 2, con C10-C14 &cidos grasos que comprenden de
aproximadamente 1,19 a 1,3% de acidos grasos totales. En constraste, cuando se cultiva a un pH de 5,0, Cepa B mas
modificada para interrumpir KASI alelo 1 (cepa Q) o KASI alelo 2 (cepa R) demostraron perfiles de acidos grasos
alterados que se caracterizan por aumento de los niveles de C12, los niveles de aumento de C14, disminucién de
niveles de C18, y la disminucién de los niveles de C18: 1 acidos grasos en comparacion con la cepa B o UTEX 1435.
Los perfiles de acidos grasos de los aislados de cepas Q y R diferian en que aislados de cepa R (alelo 2 knockout)
tenian generalmente mayores C12s y menores C16s y C18: 1s que la cepa Q (alelo 1 knockout).

[0344] Cuando se cultivaron a pH 7,0, el perfil de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) es distinto de
Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa B que expresa Cuphea wrightii tioesterasa FATB2 bajo el control de un
promotor de pH regulable. Cuando se cultivaron a pH 7,0, Cepa B se caracteriza por un perfil de acidos grasos elevado
en acidos grasos C10, C12, y C14 (estos compuestos sobre 50% de los acidos grasos totales). Cuando se cultivaron
a pH 7,0, cepa Q y cepa R demostraron perfiles de acidos grasos con todavia aumenta en C10, C12, y C14 &cidos
grasos y aun disminuye ain mas en C18: 0 y C18: 1 4cidos grasos con respecto a la cepa B. De nuevo, se observaron
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diferencias en los perfiles de acidos grasos entre la cepa Q y R con el perfil de la cepa R comprende mayores niveles
porcentuales de C12 y menores niveles de C18: 1 que la cepa P.

[0345] Estos datos ilustran la expresion y el uso de polinucleétidos que permiten la expresion de KASI y KASIV
construcciones en éxito Prototheca moriformis para alterar el porcentaje de acidos grasos saturados en los microbios
huésped manipuladas, y en particular en el aumento de la concentracion de C10: 0 y C12: 0 &cidos grasos y la
disminucion de la concentracion de C18: 0y C18: 1 4cidos grasos en las células microbianas. Ademas, los datos aqui
indican los diferentes alelos KASI pueden romperse para dar como resultado perfiles de acidos grasos alteradas de
los organismos transformados.

EJEMPLO 39: INGENIERIA DE MICROORGANISMOS PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE ACIDOS
GRASOS DE CADENA MEDIA A TRAVES DE KNOCKDOWN KASI

[0346] Este ejemplo describe el uso de polinucleétidos recombinantes que codifican horquillas de ARN para atenuar
una enzima KASI para disefiar un microorganismo en el que el perfil de acidos grasos del microorganismo
transformado se ha enriquecido en acidos grasos de cadena media.

[0347] Una cepa mutagenizada clasicamente de Prototheca moriformis (UTEX 1435), cepa S, se transformé de forma
independiente con cada uno de los constructos pSZ2482-pSZ2485 de acuerdo con métodos de transformacion
biolistica, como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464 y PCT/US2012/023696. Cada uno de los constructos pSZ2482-pSz2485 incluyé diferentes
polinucledtidos que codifican ARN de horquilla dirigidos contra transcritos KASI de ARNm (UTEX 1435) para regular
a la baja la expresion de acil-ACP graso tioesterasa, secuencias de recombinacién 5' (SEQ ID NO: 1) y 3' (SEQ ID
NO: 2) homologas de orientacion (que flanquean el constructo) a la region gendmica 6S para la integracion en el
genoma nuclear, y S. cerevisiae region de codificacion suc2 invertasa sacarosa (SEQ ID NO: 4) para expresar la
secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO: 3 bajo el control de C. reinhardtii promotor de B-tubulina/5'UTR (SEQ
ID NO: 5) y Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). S. cerevisiae suc2 casete de expresion se
muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvié como un marcador seleccionable. Identidades de lista de secuencias para los
polinucledtidos correspondientes a cada horquilla KASI se enumeran en la Tabla 28. La secuencia de polinucle6tido
gue codifica cada horquilla de ARN estaba bajo el control de P. moriformis promotor Amt03/5'UTR (SEQ ID NO: 8) y
C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). La regién de codificacion de proteina del casete de expresion
suc2 se se optimizd por codones para reflejar el sesgo de codén inherente a genes nucleares P. moriformis UTEX
1435 como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

Tabla 28. Construcciones de plasmidos utilizados para transformar Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa S.

Construccion de Horquilla SEQ ID NO:
transformacion

pSZ2482 KASI horquilla B | SEQ ID NO: 54
pSZ2483 KASI horquilla C | SEQ ID NO: 55
pSZ2484 KASI horquillaD | SEQ ID NO: 56
pSZ2485 KASI horquilla E | SEQ ID NO: 57

[0348] Tras la transformacion independiente de la cepa S con cada una de las construcciones enumeradas en la Tabla
28, se seleccionaron los clones positivos en placas de agar que contienen sacarosa como Unica fuente de carbono.
Los transformantes individuales fueron purificados clonalmente y propagados en condiciones heterotréficas
adecuadas para la produccién de lipidos como los que se detallan en el documento PCT/US2009/066141,
PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Muestras de lipidos se
preparan a partir de biomasa seca y se analizaron usando los métodos de deteccién de ionizacién de llama de
cromatografia de gases de ésteres metilicos de acidos grasos como se describe en el Ejemplo 1 (ver también
PCT/US2012/023696). Los perfiles de acidos grasos (expresados como % de area de los acidos grasos totales) de P.
moriformis UTEX 1435 propagado en glucosa como Unica fuente de carbono y cuatro aislados representativos de cada
transformacion de la cepa S, propagadado en sacarosa como Unica fuente de carbono, se presentan en la Tabla 29.
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Tabla 29. Perfiles de acidos grasos de células Prototheca moriformis (UTEX 1435) disefiadas para expresar
construcciones de ARN en horquilla orientadas a gen KASI/productos génicos

Acido Graso (Area%)
C10: | C12z: C1is: C1is:
Tension | Plasmido N° 0 0 C14:0 | C16:0 | O C18:1 | C18:2 | 3
;JI;X ninguna 1 0,00 | 0,04 1,45 27,97 | 3,18 58,35 6,78 | 0,60
1 0,19 0,74 8,47 38,30 2,15 36,24 9,45 1,42
2 0,07 | 0,25 4,16 32,46 | 2,62 49,57 7,73 | 0,82
pSZ2482
3 0,03 | 0,10 2,68 27,48 | 2,65 56,40 8,14 | 0,55
4 0,03 | 0,10 2,60 27,44 | 2,01 55,54 9,15 | 0,78
1 0,00 | 0,06 1,94 30,58 | 1,55 53,26 9,31 | 0,76
2 0,20 | 0,05 1,76 28,01 | 2,31 56,61 8,70 | 0,60
pSZ2483
3 0,00 | 0,06 1,60 2438 | 2,65 58,25 9,93 | 1,15
Tension 4 0,00 | 0,04 1,56 26,65 | 2,96 60,06 6,92 | 0,52
S pSZz2484 1 0,72 3,71 19,15 38,03 1,68 14,22 15,00 | 4,21
2 0,66 | 2,76 16,34 38,19 | 1,78 18,52 1491 | 3.38
3 0,69 2.96 16,20 37,28 1,77 19.05 15,26 3,48
4 0,18 0,70 8.61 36,80 2,35 36,22 10,89 1.10
pSz2485 | 1 0.00 | 0,04 1,41 2534 | 3.16 60,12 7.78 | 0,48
2 0,03 0,04 1,41 23,85 2,19 61,23 8.75 0,67
3 0.00 0,04 1,41 24,41 2,23 60,64 8.69 0,67
4 0.00 | 0,04 1,41 2451 | 2,16 60,85 891 | 0,66

[0349] Los datos presentados en la Tabla 29 muestran un claro impacto de la expresion de construcciones de ARN
de horquilla KAS en los perfiles de acidos grasos de los organismos transformados. Los perfiles de &cidos grasos de
los transformantes de cepa S que comprenden ya sea constructo de ARN de horquilla KASI pSZ2482 o pSZ2484
demostraron un aumento en el porcentaje de acidos grasos C10, C12, C14, y C16 con una disminucién concomitante
de C18: 0y C18: 1 &cidos grasos con respecto al perfil de acidos grasos de UTEX 1435.

[0350] Estos datos ilustran la utilidad y uso exitoso de polinucle6tido de construcciones de horquilla de ARN KASI en
Prototheca moriformis (UTEX 1435) para alterar el perfil de acidos grasos de microbios modificados, y en particular en
el aumento de la concentracion de acidos grasos de cadena media y la disminucion de C18: 0 y C18: 1 &cidos grasos
en las células microbianas.

EJEMPLO 40: INGENIERIA DE MICROORGANISMOS PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE ACIDO
ESTEARICO A TRAVES DE SOBREEXPRESION DE ELONGASA

[0351] Este ejemplo describe el uso de polinucleétidos recombinantes que codifican elongasas para disefiar un
microorganismo en el que el perfil de acidos grasos del microorganismo transformado se ha enriquecido en acido
estedrico, acido araquidico y acido docosadienoico.

[0352] Una cepa mutagenizada clasicamente de Prototheca moriformis (UTEX 1435), Cepa J, se transformé de forma
independiente con cada uno de los constructos pSzZ2323, pSZ2324, o pSZ2328 de acuerdo con métodos de
transformacion biolistica, como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Cada uno de los constructos incluyen una
proteina de region de codificacién para sobreexpresar una elongasa, secuencias de recombinacion de orientacion 5'
(SEQ ID NO: 1) y 3' (SEQ ID NO: 2) homélogas (que flanquean el constructo) a la region genoémica 6S para la
integracién en el genoma nuclear, y S. cerevisiae region de codificacion suc2 invertasa sacarosa (SEQ ID NO: 4) para
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expresar la secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO: 3 bajo el control de C. reinhardtii promotor -tubulina/5'UTR
(SEQ ID NO: 5) y Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). S. cerevisiae suc2 casete de expresion
se muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvié como un marcador seleccionable. Identidades de lista de secuencias para los
polinucledtidos correspondientes a cada elongasa se enumeran en la Tabla 30. La secuencia de polinucleétido que
codifica cada elongasa estaba bajo el control de P. moriformis promotor Amt03/5'UTR (SEQ ID NO: 8) y C. vulgaris
nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO: 6). Las regiones de codificacion de proteina de las elongasas exégenas y el
casete de expresion suc2 se optimiz6 por codones para reflejar el sesgo de codén inherente a P. moriformis genes
nucleares UTEX 1435 como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

Tabla 30. Construcciones de plasmidos utilizados para transformar Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa J.

Construccion de | Fuente de Elongasa N° de acceso de SEQ ID NO:

plasmido GenBank

pSZ2328 Marchantia polymorpha | AAP74370 58, 59

pSZ2324 Trypanosoma brucei AAX70673 60, 61

pSZ2323 Saccharomyces P39540 62, 63
cerevisiae

[0353] Tras la transformacién independiente de la cepa J con las construcciones enumeradas en la Tabla 30, se
seleccionaron los clones positivos en placas de agar que contienen sacarosa como Unica fuente de carbono. Los
transformantes individuales fueron purificados clonalmente y propagados en condiciones heterotréficas adecuadas
para la produccion de lipidos como los que se detallan en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Muestras de lipidos se prepararon a partir de
biomasa seca y se analizaron usando los métodos de deteccion de ionizacion de llama de cromatografia de gases de
ésteres metilicos de &cidos grasos como se describe en el Ejemplo 1 (ver también PCT/US2012/023696). Los perfiles
de acidos grasos (expresados como % de area de los acidos grasos totales) de P. moriformis UTEX 1435 Cepa J
propagado en glucosa como Unica fuente de carbono y tres aislados representativos de cada transformacion de la
cepa J, propagado en sacarosa como Unica fuente de carbono se presentan en la Tabla 31.

Tabla 31. Perfiles de acidos grasos de células de la cepa J de Prototheca moriformis (UTEX 1435) disefiadas para
sobreexpresar elongasas

Construccion Area % de &cidos grasos
deplasmido | Ne |c14: |[c16:0 [C16: |cC18: |C18:1 |C18:2 |C18:3 |C20: |C22:
0 1 0 a 0 2n6

Ninguna 1 | 1,39 | 2742 | 077 | 333 | 5746 | 805 | 061 | 030 | 003
pSZ2328 1 | 1,25 | 1923| 0,85 | 826 | 57,54 | 934 | 079 | 0,73 | 0,94
pSZ2328 2 | 122 | 17,76 | 069 | 7,86 | 60,56 | 9,38 | 059 | 06 | 047
pSZ2328 3 | 126 | 1837 | 092 | 7,83 | 58,77 | 1001 | 072 | 064 | 052
pSZ72324 1 | 1,51 | 22,97 | 1,09 | 871 | 53,01 | 963 | 065 | 068 | 055
pSZ72324 2 | 129|206 | 092 | 753 | 5697 | 992 | 073 | 064 | 043
pSZ72324 3 | 1,28 | 2059 | 093 | 7,33 | 57,52 | 9,68 | 065 | 058 | 042
pSZ72323 1 | 165 | 27,27 | 067 | 356 | 5668 | 872 | 033 | 036 | 0,00
pSZ2323 2 | 1,56 | 2844 | 0,74 | 336 | 5522 | 9,07 | 046 | 0,39 | 0,03
pSZ2323 3 | 164|287 | 075|334 | 5529 | 859 | 049 | 036 | 0,02

[0354] Los datos presentados en la Tabla 31 muestran un claro impacto de la expresiéon de enzimas de Marchantia
polimorpha y Trypanosoma brucei sobre perfiles de &cidos grasos C14, C16, C18: 0, C20: 0 y C22: 2n6 de los
organismos transformados. El perfil de acidos grasos de la cepa J no transformada fue de aproximadamente 27,42%
C16: 0, aproximadamente 3% C18: 0, aproximadamente 57,5% de C18: 1, aproximadamente 0,3% C20: 0 y
aproximadamente 0,03% C22: 2n6 acidos grasos. En contraste con la cepa J, los perfiles de acidos grasos de la cepa
J transformadas con diferentes constructos de plasmido para expresar elongasas comprendidas mas bajos niveles de
porcentaje de C16 y mas altos niveles de porcentaje de C18: 0, C20: 0 y C22: 2n6 acidos grasos. El resultado de la
sobreexpresion de elongasa de Marchantia polimorpha fue de aproximadamente un aumento de 2,5 veces en los
niveles porcentuales de C18: 0 acidos grasos, un incremento de 2 veces en los niveles porcentuales de C20: 0 acidos
grasos, y alrededor de un aumento en veces de 15 a 30 en los niveles porcentuales de C22: 2N6 acidos grasos
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relativos al perfil de acidos grasos de la cepa J.

[0355] Estos datos ilustran el uso exitoso de polinucleétidos que codifican para la expresion en elongasas Prototheca
moriformis (UTEX 1435) para alterar el perfil de acidos grasos de microbios modificados, y en particular en el aumento
de la concentracién de C18: 0, C20: 0 y C22: 2n6 acidos grasos y la disminucién de C16: 0 acidos grasos en las
células microbianas recombinantes.

EJEMPLO 41: INGENIERIA DE MICROORGANISMOS PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE ACIDO
ESTEARICO A TRAVES DE SOBREEXPRESION DE TIOESTERASA DE ACIL-ACP

[0356] Este ejemplo describe el uso de polinucleétidos recombinantes que codifican diferente tioesterasa de acil-ACP
que prefiere C18: 0 para disefiar microorganismos en los cuales los perfiles de acidos grasos de los microorganismos
transformados han sido enriquecidos en acido estearico.

[0357] Cepas clasicamente mutagenizadas de Prototheca moriformis (UTEX 1435), cepa J o cepa A, se transformaron
de manera independiente con los constructos enumerados en la Tabla 32 de acuerdo con los métodos de
transformacién biolistica, como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038.464, y PCT/US2012/023696. Cada uno de los constructos incluyen una
proteina de regién de codificacion para sobreexpresar una tioesterasa de acil-ACP graso con una etiqueta de epitopo
FLAG® 3X C-terminal, secuencias recombinantes 5' (SEQ ID NO: 1) y 3' (SEQ ID NO: 2) homélogas (que flanquean
el constructo) a la regién gendmica 6S para la integracion en el genoma nuclear, y una S. cerevisiae region de
codificacion suc? invertasa sacarosa (SEQ ID NO: 4) para expresar la secuencia de la proteina dada en SEQ ID NO:
3 bajo el control de C. reinhardtii promotor B-tubulina/5'UTR (SEQ ID NO: 5) y Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3'
UTR (SEQ ID NO: 6). S. cerevisiae suc2 casete de expresién se muestra como SEQ ID NO: 7 y sirvi6 como un
marcador seleccionable. Identidades de lista de secuencias para los polinucleétidos correspondientes a cada
tioesterasa se enumeran en la Tabla 32. La secuencia de polinucledtidos que codifican cada tioesterasa estaba bajo
el control de P. moriformis promotor Amt03/5'UTR (SEQ ID NO: 8) y C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR (SEQ ID NO:
6). Las regiones de codificacion de proteina de las tioesterasas exdgenas y casete de expresion de suc2 se optimizaron
por codones para reflejar el sesgo de codén inherente a P. moariformis genes nucleares UTEX 1435 como se describe
en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y
PCT/US2012/023696.

Tabla 32. Construcciones de plasmidos utilizados para transformar Prototheca moriformis (UTEX 1435) Cepa A o

Cepa J.
Construccion | Tioesterasa de Acil-ACP, N° de Fuente de Fuente de SEQ

de plasmido acceso GenBank tioesterasa de péptido de ID

Acil-ACP trnsito NO:

pSzZD581 FATA, CAA52070 Brassica napus nativo 64,
65

pSZD643 FATA, CAA52070 Brassica napus UTEX 250 66,
SAD 67

pSZD645 FATA, AAA33019 C. tinctorius UTEX 250 68,
SAD 69

pSZD644 FATA, ABS30422 Ricinis nativo 70,
communis 71

pSzD1323 FATA, AAB51523 G. mangostana nativo 72,
73

pSzZD1320 FATA Theobroma nativo 74,
cacao 75

[0358] Tras la transformacién independiente de la cepa A o J con las construcciones enumeradas en la Tabla 32, se
seleccionaron los clones positivos en placas de agar que contienen sacarosa como Unica fuente de carbono. Los
transformantes individuales fueron purificados clonalmente y propagados en condiciones heterotroficas adecuadas
para la produccién de lipidos como los que se detallan en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Muestras de lipidos se preparan a partir de
biomasa seca y se analizaron usando los métodos de deteccion de ionizacion de llama de cromatografia de gases de
ésteres metilicos de acidos grasos como se describe en el Ejemplo 1 (ver también PCT/US2012/023696). Los perfiles
de &cidos grasos (expresados como % de area de los acidos grasos totales) de P. moriformis UTEX 1435 Cepa J
propaga en glucosa como Unica fuente de carbono y cepas representativas de cada transformacion de la cepa J,
propagada en sacarosa como Unica fuente de carbono se presentan en la Tabla 33.
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Tabla 33. Perfiles de acidos grasos de Prototheca moriformis (UTEX 1435) células de cepa J disefiadas para
sobreexpresar enzimas de tioesterasa de acil-ACP exdgeno

Area % de acidos grasos

Cepa ig”;g:;cl'gg No C14:0 | C16:0 C18:0 c18: 1 c18: 2 012: 3
A Ninguna 1| 108 25,48 3,23 59,70 825 | 070
J Ninguna 1| 141 27,33 3,38 57,07 815 | 064
1| 102 26,60 14,47 44,80 10,05 | 0,65

A —— > | 108 28,24 13,57 43,89 10,07 | 0,68
3| o097 24,70 9,13 50,85 11,27 | 082

1| 1,39 26,97 16,21 44,10 843 | 083

A pSzD643 > | 137 27,01 11,15 48,31 840 | 078
A pPSZD645 1| 090 23,39 8,35 50,69 1334 | 0,96
A pSZD644 1| 167 19,70 4,40 59,15 1232 | 101
1| 133 23,26 9,28 53,42 10,35 | 0,69

3 hS7D1323 > | 147 26,84 7,36 52,78 9,20 | 064
3| 143 26,31 6,05 54,45 937 | 066

1] 1,30 24,76 3,84 60,90 696 | 055

,  pszp13z0 > | 136 26,30 3,27 58,19 8,66 | 048
3| 1,39 25,51 3,18 58,78 885 | 045

[0359] Los datos presentados en la Tabla 33 muestran un claro impacto de la expresion de enzimas acil-ACP exdgenos
en los perfiles de acidos grasos de los microorganismos transformados. Los perfiles de acidos grasos de la cepa no
transformada A y J fueron aproximadamente 25% de C16: 0, aproximadamente 3,3% de C18: 0, aproximadamente 57
a 60% de C18: 1. Por el contrario, los perfiles de acidos grasos de la cepa A transformados con diferentes constructos
plasmidos para expresar las enzimas acil-ACP comprendian mayores niveles porcentuales de C18: 0 y menores
niveles porcentuales de C18: 1 acidos grasos que la de la cepa A. Expresién de enzimas FATA de B. napus, C.
tinctorius, R. communis y G. mangostana en la cepa A o J permitieron la acumulacion de los niveles de estearato en
los organismos transformados. El resultado de la sobreexpresion de Brassica napus tioestearasa acil-ACP era un
aumento de aproximadamente 2 a 5 veces en los niveles porcentuales de C18: 0 acidos grasos del perfil de acidos
grasos de los organismos transformados en relacion con el perfil de acidos grasos de los perfiles de &cidos grasos de
cepa A. de células manipuladas para sobreexpresar G. mangostana tioesterasa de acil-ACP FATA con C.
protothecoides péptido de transito SAD1 se caracteriza por un aumento de aproximadamente 2 a 3 veces en los
niveles porcentuales de C18: 0 4cidos grasos del perfil de acidos grasos del organismo transformado en relacién con
el perfil de acidos grasos de la cepa J.

[0360] Estos datos ilustran la utilidad y uso efectivo de polinucleétidos que codifican tioesterasas de acil-ACP graso
para la expresion en Prototheca moriformis (UTEX 1435) para alterar el perfil de acidos grasos de microbios
modificados, y en particular en el aumento de la concentracion de C18: 0 y la disminucién de C18: 1 4cidos grasos en
células microbianas recombinantes.

EJEMPLO 42: INGENIERIA DE MICROORGANISMOS PARA LA PRODUCCION AUMENTADA DE ACIDO
ERUCICO A TRAVES DE ELONGASA O SOBREEXPRESION DE SINTASA DE BETA-CETOACIL-COA

[0361] En un ejemplo de la presente descripcién, un vector de transformacién de polinucleétido recombinante operable
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para expresar una elongasa exdgena o sintasa de beta-cetoacil-CoA en un microbio oleaginoso opcionalmente
plastidico esta construido y utilizado para transformar Prototheca moriformis (UTEX 1435) de acuerdo con los métodos
de transformacion biolistica, como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696 para obtener una célula aumentada para la
produccién de &acido erucico. El vector de transformacién incluye una regién de codificacion de proteina para
sobreexpresar una elongasa o sintasa de beta-cetoacil-CoA tales como los enumerados en la Tabla 5, el promotor y
secuencias de control 3'UTR para regular la expresion del gen exdégeno, secuencias de orientacion recombinantes 5'
y 3" homélogas orientadas a los polinucleétidos recombinantes para la integracién en P. moriformis (UTEX 1435) del
genoma nuclear, y los nucleétidos operables para expresar un marcador seleccionable. Las secuencias codificantes
de proteinas del vector de transformacion se optimizan por codones para la expresién P. moriformis (UTEX 1435)
como se describe en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Polinuclettidos recombinantes que codifican promotores, 3' UTRs, y
marcadores seleccionables operables para la expresion en P. moriformis (UTEX 1435) se dan a conocer en el presente
documento y en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142, PCT/US2011/038463,
PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696.

[0362] Tras la transformacion del vector de transformacion en P. moriformis (UTEX 1435) o una cepa clasica
mutagenizada de P. moriformis (UTEX 1435), los clones positivos se seleccionan sobre placas de agar. Los
transformantes individuales son clonalmente purificados y cultivados bajo condiciones heterotréficas adecuadas para
la produccion de lipidos tal como se detalla en el documento PCT/US2009/066141, PCT/US2009/066142,
PCT/US2011/038463, PCT/US2011/038464, y PCT/US2012/023696. Muestras de lipidos se preparan a partir de
biomasa seca de cada transformante y de perfiles de acidos grasos de estas muestras se analizan usando métodos
de deteccidn de ionizacion de acido graso de éster metilico de cromatografia de gas de la llama (FAME GC/FID) como
se describe en el Ejemplo 1. Como resultado de estas manipulaciones, la célula puede exhibir un aumento en &cido
erlcico de al menos 5, 10, 15, o 20 veces.

EJEMPLO 43: GENERACION DE ACEITES RICOS EN ACIDO CAPRICO, LAURICO Y MIRISTICO EN CEPA
UTEX1435 POR LA EXPRESION DE CUPHEA PSR23 LPAATS

[0363] Hemos ensayado el efecto de la expresion de dos aciltransferasas 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato (LPAATS) en una
cepa transgénica descrita previamente P. moriformis (UTEX 1435), expresando la tioesterasa acil ACP (FATB2) a
partir de Cuphea wrightii. Los genes LPAAT2 y LPAAT3 de Cuphea PSR23 (CuPSR23) se identificaron por andlisis
de una combinacidn de secuencias gendmicas CuPSR23 y secuencias transcriptomicas derivadas de ARN de
semillas. Los dos LPAATSs no se han descrito previamente. Los genes se optimizaron por codones para reflejar uso
de codones UTEX 1435. Transformaciones, cultivo celular, produccion de lipidos y andlisis de acidos grasos fueron
llevados a cabo como se describié previamente.

[0364] Laacumulacion de &cido caprico, laurico y miristico en la cepa B por la expresion de las aciltransferasas
Cuphea PSR23 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato (LPAAT2y LPAAT3) [PSZ2299 y pSZ2300, respectivamente]: En este
ejemplo, las cepas transgénicas se generan a través de transformacion de la cepa B con las construcciones pSZ2299
0 pSZ2300, la codificacion CuPSR23 LPAAT2 y LPAAT3, respectivamente. Se seleccionaron las cepas transgénicas
para la resistencia al antibidtico G418. El constructo pSZ2299 se puede escribir como pLOOPS5"
:CrTUB2:NeoR:CVNR::PmAMT3:CuPSR23LPAAT2-1: CvNR: :pLOOP3'. El constructo pSZ2300 se puede escribir
como pLOOPS5"::CrTUB2:NeoR:CVNR::PmAMT3:CuPSR23LPAAT3-1:CvNR::pLOOP3'. La secuencia del ADN
transformante (pSZ2299 y pSZ2300) se proporciona a continuacién. Los sitios de restriccion relevantes en el
constructo de 5'-3', BspQlI, Kpnl, Xbal, Mfel |, BamHI, EcoRlI, Spel, Xhol, Sacl, BspQI, respectivamente, se indican en
minudsculas, negrita y subrayado. Los sitios BspQI delimitan los extremos 5'y 3' del ADN transformante, secuencias
mindsculas en negrita en los extremos 5'y 3' de la construccion representan ADN gendmico de UTEX 1435 que se
dirigen a la integracion al locus pLoop mediante recombinacion homologa. Procediendo en la direccion 5'a 3', el casete
de seleccion tiene C. reinhardtii promotor de B-tubulina conduciendo a la expresion gen NeoR (confiriendo resistencia
a G418) y Chlorella vulgaris nitrato reductasa (NR) de genes 3' UTR. El promotor se indica mediante texto en
minusculas, en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para NeoR se indican mediante cursiva y en mayusculas,
mientras que la region de codificacién esta indicada con minusculas en letra cursiva. 3' UTR se indica mediante texto
en minusculas subrayadas. La region espaciadora entre los dos casetes se indica mediante texto en mayusculas. El
segundo casete que contiene el gen LPAAT2 optimizado por codén (pSZ2299) o gen LPAAT3 (pSZ2300) a partir de
Cuphea PSR23 es impulsado por Prototheca moriformis promotor AMT3 enddgeno, y tiene Chlorella vulgaris nitrato
reductasa (NR) de genes 3' UTR. En este casete, el promotor AMT3 se indica por letras minasculas, texto en caja. El
iniciador ATG y el terminador TGA para genes CuPSR23 LPAAT2 y LPAAT3 se indican en cursiva y en mayusculas,
mientras que las regiones de codificacion se indican mediante minUsculas en cursiva. 3' UTR se indica mediante texto
en minUsculas subrayadas. Las construcciones finales se secuenciaron para asegurar marcos de lectura correctos y
secuencias de direccionamiento.

Constructo transformante pSZ2299
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getetteegetaacggaggtetgteaccaaatggaceeegtetattgegggaaaccacggegatggeacgtttcaaaacttgat
gaaatacaatattcagtatgtegegggeggegacggeggggagetgatgtegegetgggtattgettaategecagettegee
cecgtettggegegaggegtgaacaageegaccegatgigeacgageaaatectgacactagaagggetgactegeeeggea
cggetgaattacacaggettgcaaaaataccagaatttgeacgeaccegtaticgeggtatittgttggacagtgaatagegatg
cggcaatggcttgtggegttagaaggtgcgacgaaggiggigecaccactgigecagecagtectggeggeteecagggece
cgatcaagagccaggacatccaaactacccacageatcaacgeeccggectatactegaaccccacttgeactetgeaatggt
atgggaaccacggggcagtcttgtgtgggtcgcgcctatcgcggtcggcgaagaccgggaagg@ctttctt gcgctatgad
|acttccagcaaaa getagggegggcetgegagacggcettcceggegetgeatge aacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctcc|

ttcgggectgcatgggcgetecgatgecgetccagggegagegetgtitaaatagecaggeccccgattgcaaagacattatagega

getaccaaagccatattcaaacacctagatcactaccacttctacacaggecactcgagettgtgategeacteegetaagggggege

|ctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaac]!ctagaatatcaA TGatcgagcaggacggcctccacgecggceitcccccgecg

cetgggtggagegeetgticggetacgactgggeccageagaceateggetgeteegacgeegeegtgticegeetgtecgeecd

gggecgeccegtgetgticgtgaagaccgacctgteeggegecctgaacgagetgeaggacgaggecgeccgectgtectgget
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geccdccaccggegigccalgcgecgecgigotggdegtagtoaccgaggecggecgegactggatgcteclggocgagaige
ceggecaggacctgeigiccteccdcciggecceecgecgagaagglgiccalcalggecgacgecalgcgeegockgcacacce
tggacccegecacclgecccticgaccaccaggocaagedccgealcgagegegcccgeaccegoatggagpecggectggly
gaccageacgacctgeacgaggagciccaggycctggececcgecgagetgiicgeecgectgaagyccegeatgeccgacy
gegaggacctggtygigaceedcggogdegectgoectgeceadeateatggtgeaguacggeegcttctecggetteate gacty
CELCCLCCIZEECLTLCCTACCECIaecaggaratcgeectgeecaecegCgacatcgeegag gagelggecyecgagtey
geegaecgcticetggtgctgtacgecategecgceccegacteecageseate gecttctacegectgetegaceagticticTG

Acaatteocagcagcapctcgpatagtatcgacacactctypacecteetceteteatepactetteccgccacacttgcteccttea

cctetpaatatcecteccectittatcaaacagectcagtetettizatetigtetetacececttttecpagttioctagctecttetectattt

gopaataccacceccagcateeccticoctcgtitcatatcgctipcatcccaaccgcaacttatctacectetccigetatccctcagey

ctectoctecicctpctcactgccectcocacagocttpptiteouctcopcctetaticicoteetactocaacctgtanaccagcaciyg

caatgctgatgcacgggaagtagtpgpatgggaacacaaatggaggatecCGCOTCTCGAACAGAGCGCGCA
GAGGAACGCTGAAGGTCTCGCCTCTGTCGCACCTCAGCGCGGCATACACCACAA
TAACCACCTGACGAATGCGCTTGGTTCTTCGTCCATTAGCGAAGCGTCCGGTTCA
CACACGTGCCACGTTGGCGAGGTGGCAGGTGACAATGATCGGTGGAGCTGATGG
TCGAAACGTTCACAGCCTAGGGATATCgaattegoccgacaggacgegegicaaagglgciggicaigl

atgcectggecggeaggicgtigetgeigelggttagtgattecgeaaceetgattitggegictiatitiggegtageaaacgetggd

Lgcccgcgagc:c:gggccggcggcgaIgc:ggtgc:c:cc:acggcIgccggaarccaag rggIeangagcgece gggtcagrrga|

‘ag rgc:macgc:gcaaggmc:agc:c:gc:tc:c:tgcaaggcrgc:grggrggaarrggac:gtgc:aggtccfgc:tgaagm:c:rc:c:accg

cctcaccageggacaaageaccggtglateagglecgtgicatecactetaaagagetegactacgacclactgatageectaged

\ttcttcatca dadqcgcctgagacactigeccaggatigaaactcecigaggggaccaccdgggaccctgd gffgrtccttccccd

‘c:grggcgagc:tgccagc:c:aggctgmccrgrgarc:ga gucrggeggeadaaiagecticgtgtgcteagateaty rgaggtgc:a|

Juacagceteargaaacgecaaeaalcgeacaaicatgicaagetaateagetaniceiciicae gagc:Tgraaﬁgrcccaaaad

\tctggtcmccgggggtgafccttcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatgcggtcgccgcgcaactc gcgd

@agggccgagggtttgggacgggcc grcccgaaatgcagttgcacccggatgcgtggcacctttrttgcgataatttatgcaafgg

‘ac tecicigeagaatictggotcigicgecaaccctaggalcageggegtageattegtaateaticgtectgaty gega gcrac(.i

Lgacmcccmatatc:agc:ccgacrgc:c:tgac:gc:c:agc:grccac:rm‘grgcacac:atrcc:a,rrc:gtgcccaagacamc:aﬂgt rgt(

Lgcgaagcgtcccca oitqcgcicaccigiiicecgaccteciactgiictgicgacagagegegcecacageecggic, gcagcc{g

ctagtd TGgegategeggeegeggeggtgalcticetgticggectgatcticticgectceggecigatcateaacctgticeagg
cgclglgcticglecigalecgoecccciglccaagadcgectdccgecgealcadccgegltglicgeggagctocigetgicegage
LECIIIECCIgCgact gETge g eeCgCgaagcigaagetgeacegaccecgagaegicegectgatyescadggaycd
cgeectggtcatcaicadccacalZacegagCigEacte gt ety egivatgegocagedcticggetgectggycicc

dafcatcicegtegeeaagaagtccacgaagicctgecegtgclggectegtecatgtggtictcegagtaectgtaccrggage gt
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cetgggccaaggacaagiccaccctgaagicccacatcgagegectgatcgactacceectgecctictggetggleatcticgicg
agggcacccgcticacgegeacgaagetgctggcggeccageagtacgeggicicctecggectgeecgicececgeaacgtce
tgatcccecgeacgaagggcticgicteergegtgtccecacatgegetecticgiceccgeggtgtacgacgicacggrggegricce
caagacgtcceceeeccceeacgctgetgaaccigitcgagggcecagtcecatcatgetgeacgigeacatcaagegecacgecatg
aaggacctgcccgagtcecgacgacgecgicgeggagiggigecgegacaagiicgtcgagaaggacgceccigetggacaage

acaacgeggaggacacgtictccggecaggaggratgccactceggetcecgecagetgaagitcectgerggiegigatcicctg

ggtcgtggtgacgacgticggegecctgaagticctgeagiggiccicctggaagggeaaggcgtictccgecatcggectgggca
fcgtcacccrgetgatgeacgigetgatectgiccticeccaggecgagegctccaacceegecgaggtggccecaggecaagetgaa

gaccggectgtccatctccaagaaggtgacggacaaggagaacTGAttaattaactegaggcagcageagetcggatagtate

gacacactctggacoctegtegtotoategactettoccgccacacttgctgccttgacctgtgaatatccetgccgcettttatcaaacag

cctcagtgtotttgatcttptototacgcgcttttocgagtigctagctecttotgctatttgcgaataccacceccageateecctteecteg

tttcatatcgcttgcatcccaaccgcaacttatctacgctgtcctectatccctcagegetgctectgctectgctecactgcccctcgeaca

gccttoptttogoctccgectatattctectgetactegcaacctgtaaaccageactgcaatgcteatgcacggpaagtagtoggatoe

gaacacaaatggaaagcttgagetcageggegacggtectgetaccgtacgacgtigggeacgeccatgaaagtttgtataceg
agcettgttgagegaactgecaagegeggctcaaggatacttgaactcctggattgatateggtecaataatggatggaaaatee

gaacctcgtgcaagaactgagceaaacctegttacatggatgecacagtegecagtecaatgaacattgaagtgagegaactgtt
cgetteggtggcagtactactcaaagaatgagetgetgttaaaaatgeactcetegtictctcaagtgagtggcagatgagtgete
acgcecttgeacttegetgeecgtgteatgecetgegecccaaaatttgaaaaaagggatgagattattgggcaatggacgacgt
cgtegeteegggagteaggaceggeggaaaataagaggeaacacactecgettettagetetteg (SEQ ID NO:90)

Constructo transformante pSzZ2300
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getettecgetaacggaggtetgteaccaaatggaccecgtetattgegggaaaccacggegatggeacgtitcaaaacttgat
gaaatacaatattcagtatgtcgegggeggegacggeggggagetgatgtegegetgggtattgettaategecagettegee
ccegtettggegegaggegtgaacaagecgaccgatgtgcacgageaaatectgacactagaagggetgactcgeceggea
cggctgaattacacaggettgeaaaaataccagaatttgcacgeaccgtattegeggtattttgttggacagtgaatagegatg
cggcaatggcttgtggegttagaaggtgcgacgaaggtggtgccaccactgtgecagecagtectggeggeteecagggeee

cgatcaagagccaggacatccaaactacccacageatcaacgecceggectatactcgaaccccacttgeactctgeaatggt

atgggaaccacggggcagtcttgtgtgggtcgcgcctatcgcggtcggcgaagaccgggaaggtacc|ctttcttgcgctatgad

\acttccagcaaaaggtagggcgggctgcgagacggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctcc\

}ttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgal

‘gctaccaaagccatattcaaacacctagatcactaccacttctacacaggccactcgagcttgtgatc geactcc gctaagggggcgc‘

‘ctcttcctcttcgtttcagtcacaaoccgcaaac|tctagaatatcaA TGatcgagcaggacggcectccacgecggceteececgeeg

ccrgggtggagegcctgticggcetacgactgggeccageagaccatcggergetccgacgecgecgtgticegectgtecgecca
gggccgeeccgtgeigticgigaagaccgaccigtccggegecctgaacgagetgeaggacgaggccgeccgecigiccetggct
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goccaccdceggegtoccctgegecgecglgcligacglggliodcCgageceagrcecgactggctgclociggocgaggisc
CCEECCAgEACCIGCIGICCICCCACCIZECCCCCECCEULAagglglcCalcalggeegacgccalgcgecgecigcacdcee

[ @aCcCe gCcdoTtgeceCCgaecdecdggecadgodccgealcgagcgegecegedrcegediggaggceggcclggly
gaecaggacracctEgaegageagcacedgeeeclgeecceegecgdgetaticgecegeclgaageccegeatgecegacy
gegageaectggrggtgaccedacggegdacgecigectacccaacalc giggrggagadcggecgeiciecggaticate gacty
CULCCHCCIGESCITgLECCTACCICecageaediCgerCIguCeareCgCEararcgee s aggagotygucgacgagiig
geegaccgettectygtdctgtacggeategccgoecceegacteecagegcategectictacegectgetegacgagitette TG

Aecaattoscagcagcascicepatastatceacacacicteeacecteotepteteateoactettpcceccacactigcteccttea

ccteteaatatcocteccecttttatcaaacapcctcagtototitoatcttetotetacececttitipceaptipctagctpcttetpctattt

gopaataccacccecageatceccticectegtttcatatcpctigcatccocaaccecaacttatctacectgtccigctatcecicagey

ctecticctecticctpctcactgcccctcpcacagcetigptitpppctececctetatictcctgetactecanccigtanaccagcactg

caatgctgatgcacgggaagtagtggpatggoaacacaaatggaggatccCGCOTCTCGAACAGAGCGCGCA
GAGGAACGCTGAAGGTCTCGCCTCTGTCGCACCTCAGCGCGGCATACACCACAA
TAACCACCTGACGAATGCGCTTGGTTCTTCGTCCATTAGCGAAGCGTCCGGTTCA
CACACGTGCCACGTTGGCGAGGTGOCAGGTGACAATGATCGGTGGAGCTGATGG
TCGAAACGTTCACAGCCTAGGGATATC Cgaattoeoccgacagaacecgegteadaggtoctogteotot

|argcccfggcc gocageglcgligelgetgetggttagtpaticcgeaaccetgattfiggegicliqiittggegiogcaadcge tggc{

Lgccc gegageegagecggoeggegatgoegdigecceaeggelgecggaatcedagggaggedagagoegeccgyyicd g?!ga‘

|ag rCHtacgegeaaggtacagecgelectgeaaggotgegtegtggaatiggacgtgeayggtectgoigaagitccteaedec g1

|cc£caccagcggacaaa gcaccggigtalcaggicegigicatceacicidaagagetcgactacgacclacigalggoccia ga|

|ftcffcatcaaaaacgcctgagacacrtgcccaggattgaaactccctgaa gggaccaccaggggccctgagttgrtccttccccd

|c:g?ggcgagc:tgccagc:c:aggcrgraccrgtgarc:ga CECIEECEIIadaataggciicgtgigotcaggicary fgaggrgc:a|

ngacagcrcatgaaacgcc:aac:aaIc:gcacaam:argrcaa gotaatcagetattfcctetteacga gcrgmaﬁgrcc:caaaad

|tctggtctaccgggggtgatccftcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatgcggtcgccgcgcaactcgcgc|

Lgagggccgagggttfggga cgggeeglicecgaaaigeagiigeacceggaigegipocacclitiigegataatiiaigeaa tgg|

|acrgc:tctgcaaaaﬁcrggctctgrc:gccaac:c:c:ra gugtcageggegtaggatitcgltagicattcglectgalygeda gcrac:c.{

Lgac:racc:cIaatarc:agc:c:cgacrgc:c:rgac:gcc:agc:grccac:rrrrgrgc:acac:arrccarrc:grgc:ccaagacam‘c:arrgr fgt|

locgaagegtecccagtiacgetcacceigtitccegacctecttactgticlglegacagagegggeceacaggecggicgeageda

cetagt4 TGgecategeggeggeegeggtgalegigeecctgteectgelgticticgtgtceggectgategicaacclggigedg
geegictgelicgicetgalecgeececiglccaagadcacglacegecgeaicadecgegiggicgeggagolgctglgoclggd
LUlggtatgeClgaic At el gL eCggeegigud gaicadgeiciieaeggaccac gagaegiiceae ctgatggacaagyd
geacgeectggicalcigeadecacdagicCgacdicgdctguelgaicgyaClgeelicClggaCca gy ciCcgecigcctggac

lccaceciggeggicatyaagadgicclecadgticctgccegiccrgeectggiceatglyeticlecegagidecigiicclggayc
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gctectgggecaaggacgagatcacgctgaagiccggecigaaccgecigaaggactaccecctgeccrictggctggcgctgtt
cgtggagggcacgegcticacccgegegaagergerggeggegeageagtacgecgegiecteecggectgeecgtgececgea
acgtgctgatccecccgeacgaagggcticgtgtcctccgtgiccecacatgegetccticgtgeccgegatctacgacgtcaccgigg
ccatceccaagacgtcceceecceccacgetgatccgeatgticaagggccagiccteecgrgctgeacgigeacctgaagegeca
cclgatgaaggacctgeccgagtccgacgacgcecgicgegeagiggtgccgegacaitcticgiggagaaggacgcgctgctgg
acaagcacaacgeegaggacacctictccggecaggagetgcaggagaccggecgecceatcaagiccctgetggicgteatct
ccrgggecegtectggaggtgitcggegecgtcaagitccigeagtggicctcectgetgicctectggaagggcctggcglictccgyg
catcggecrgggegtgatcaccctgetgatgcacatcctgatcctgtictcccagtcegagegctccacceecgecaaggiggcce

ccgegaageccaagaacgagggegagtectccaagaccgagatggagaaggagaag T GAttaattaactegaggcageag
cagctcggatagtatcgacacactctggacgctggtcotgtoatggactgttgccgccacactigctgccttgacctgtoaatatccctg

ccgcttttatcaaacagcectcagtgtotttgatctigtgtetacgcectittgcgagttectagetgcttgtectatttgcgaataccaccece

agcatccccttecctegtttcatatcgcttgcatcccaaccgcaacttatctacgctgtectectatcectcagegctgctectectectgct

cactgceccctegeacagecttggtitpgocteccgcctetatictectegtactegcaacctgtaaaccagcactgcaatgctgatgcacee

gaagtagtoggoatggoaacacaaatggaaagettgageteageggegacggtectgetaccgtacgacgttgggeacgeceeatg

aaagtttgtataccgagcettgtigagegaactgcaagegeggcetcaaggatacttgaactectggattgatatcggtecaataa
tggatggaaaatccgaacctegtgeaagaactgageaaacctegttacatggatgeacagtegecagtecaatgaacattga
agtgagcgaactgttcgetteggtggcagtactactcaaagaatgagetgetgttaaaaatgcactetegtictctcaagtgagt
ggcagatgagtgetcacgecttgeacttegetgeccgtgteatgecctgegecccaaaatttgaaaaaagggatgagattattg
ggcaatggacgacgtegtegetecgggagteaggaccggeggaaaataagaggeaacacactecgettettagetetteg

(SEQ ID NO:91)

[0365] Para determinar el impacto de genes CuPSR23 LPAAT2 y LPAAT3 sobre la acumulacion de acido graso de
cadena media, los constructos anteriores que contienen genes optimizados por codon CuPSR23 LPAAT2 o LPAAT3
conducidos por promotor UTEX 1453 AMT3 se transformaron en la cepa B.

[0366] Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente y cultivados bajo condiciones de produccion de
lipidos estandar a pH 7,0 (todas las cepas requieren crecimiento a un pH de 7,0 para permitir la expresion maxima de
gen CuPSR23 LPAAT2 o LPAAT3 impulsado por el promotor AMT3 regulado por pH). Los perfiles resultantes de un
conjunto de clones representativos que surgen de estas transformaciones se muestran en la Tabla 34, a continuacion.
D1520 representa clones de la cepa B con CuPSR23 LPAAT2 y D1521 representa clones de la cepa B con CuPSR23
LPAAT3.

84



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 744 868 T3

Tabla 34. Perfiles de acidos grasos de la cepa B y lineas transgénicas representativas transformadas con ADN

pSZ2299 y pSZ2300.
Muestra C10:0 C12:.0 C14:0 C16:0 C18:0 Ci18:1 C18:2
ID
CepaB 4,83 28,54 15,64 12,64 1,3 27,99 7,75
Muestra C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 Cil8:1 C18:2
ID
D1520-A 8,59 35,09 16,55 11,96 1,69 19,49 5,59
D1520-B 8,13 33,93 16,46 12,44 1,57 20,66 5,96
D1520-C 7,6 33,1 16,21 12,65 1,5 21,41 6,48
D1520-D 7,35 32,54 16,03 12,79 1,67 22,16 6,41
D1520-E 7,28 32,21 16,2 12,99 1,73 22,39 6,28
Muestra C10:0 C12:.0 C14:.0 C16:0 C18:0 Ci8:1 C18:2
ID
D1521-A 6,14 315 15,98 12,96 1,96 22,52 8
D1521-B 6,17 31,38 15,98 12,87 2,08 22,54 7,92
D1521-C 5,99 31,31 15,75 12,79 2,23 22,45 8,36
D1521-D 5,95 31,05 15,71 12,84 2,48 22,69 8,32
D1521-E 5,91 30,58 15,85 13,22 1,97 23,55 7,84

[0367] Las cepas transgénicas CuPSR23 LPAAT?2 (D1520A-E) muestran un incremento significativo en la acumulacion
de C10: 0, C12: 0 y C14: 0 acidos grasos con una disminucion concomitante en C18: 1 y C18: 2. Las cepas
transgénicas CuPSR23 LPAAT3 (D1521A-E) muestran un incremento significativo en la acumulacién de C10: 0, C12:
0 y C14: 0 &cidos grasos con una disminucién concomitante en C18: 1. La expresion de CuPSR23 LPAAT en estas
lineas transgénicas que parece ser directamente responsable de la mayor acumulacién de acidos grasos de cadena
media en general, y especialmente lauratos. Mientras que las lineas transgénicas muestran un cambio a partir de
acidos grasos de cadena mas larga (C16: 0 y superiores) a los acidos grasos de cadena media, el cambio esté dirigido
predominantemente a C10: 0 y C12: 0 acidos grasos con un ligero efecto sobre C14: 0 &cidos grasos. Los datos
presentados muestran también que la co-expresion de genes LPAAT2 y LPAAT3 de Cuphea PSR23 y FATB2 desde
C. wrightii (Expresado en la cepa Cepa B) tienen un efecto aditivo sobre la acumulacion de C12: 0 acidos grasos.

[0368] Nuestros resultados sugieren que las enzimas LPAAT de Cuphea PSR23 estan activas en las cepas de algas
derivadas de UTEX 1435. Estos resultados también demuestran que la enzima funciona en conjuncién con la enzima
de tioesterasa de acil-ACP FatB2 heterdloga expresada en la cepa B, que se deriva de Cuphea wrightii.

EJEMPLO 44: ALTERACION DE LOS NIVELES DE ACIDOS GRASOS EN CEPA UTEX1435 POR LA EXPRESION
DE CUPHEA PSR23 LPAATX EN COMBINACION CON CUPHEA WRIGHTII FATB2

[0369] Aqui se demuestra el efecto de la expresion de una aciltransferasa 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato (LPAAT) en una
cepa transgénica descrita previamente P. moriformis (UTEX 1435), Cepa B. Como se describe anteriormente, la cepa
B es una cepa transgénica que expresa la tioesterasa acil ACP (FATB2) desde Cuphea wrightii, que se acumula C12:
0 &cidos grasos entre el 40 al 49%. Ademas del Ejemplo 43, un tercer CUPSR23 LPAAT, LPAATX, fue identificado por
andlisis de una combinacion de secuencias genémicas CuPSR23 y secuencias transcriptdmicas derivadass de ARN
de semillas. La expresién de un LPAAT especifico de cadena media debe por lo tanto aumentar el porcentaje de las
TAG que tienen un acido caprico (C10: 0 acido graso), acido laurico (C12: 0 de &cidos grasos), o acido mirisitico (C14:
0 de acidos grasos) en la posicion sn-2, y por consiguiente deben elevar los niveles globales de estos acidos grasos.
En el Ejemplo 43, se demostré que LPAAT2 y LPAAT3 aumentaban caprato, laurato, miristato y la acumulacion en la
cepa B. LPAATX se introdujo en la cepa B para determinar su efecto sobre los niveles de acidos grasos en esta cepa.
El gen LPAATX se optimizé por codones para reflejar uso de codones UTEX 1435. Transformaciones, cultivo celular,
produccion de lipidos y andlisis de acidos grasos fueron llevados a cabo como se describio previamente.

[0370] La acumulacion disminuida de caprato, laurato y miristato y aumento de la acumulacion de palmitato y
estearato en la cepa Cepa B por la expresion de Cuphea PSR23 1-acil-sn-aciltransferasa de glicerol-3-fosfato
(LPAATX) [PSZ2575]: En este ejemplo, las cepas transgénicas se generan a través de transformacion de la cepa B
con el constructo que codifica pSZ2575 CuPSR23 LPAATx. Se seleccionaron las cepas transgénicas para la
resistencia al antibiético G418. Constructo pSZ2575 se puede escribir como
pLOOPS5":CrTUB2:NeoR:CvNR::PmAMT3:CuPSR23LPAATx:CvNR::pLOOP3'. La secuencia del ADN transformante
se proporciona a continuacion (pSZ2575). Los sitios de restriccion relevantes en el constructo de 5'-3', BspQ1, Kpnl,
Xbal, Mfel, BamHI, EcoRlI, Spel, Xhol, Sacl, BspQ1, respectivamente, se indican en mindsculas, negrita y subrayados.
sitios BspQ1 delimitan el 5' y 3' del ADN transformante, secuencias de minUsculas en negrita en los extremos 5'y 3'
de la construccion representan ADN gendmico de UTEX 1435 que se dirigen a la integracién al locus pLoop mediante
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recombinacion homologa. Procediendo en la direccion 5' a 3', el casete de seleccion tiene C. reinhardltii f-tubulina
promotor de la expresion del gen de conduccion NeoR (que confiere resistencia a G418) y Chlorella vulgaris nitrato
reductasa (NR) de genes 3' UTR. El promotor se indica mediante texto en mindsculas, en caja. El iniciador ATG y el
terminador TGA paraNeoR se indican mediante cursiva y en mayudsculas, mientras que la regién de codificaciéon esta
indicada con minasculas en letra cursivaLa 3' UTR se indica mediante texto en mindsculas subrayadas. La regién
espaciadora entre las dos casetes se indica mediante texto en mayusculas. El segundo casete que contiene el gen
LPAATX optimizado por codon (pSZ2575) a partir de Cuphea PSR23 es impulsado por Prototheca moriformis promotor
enddgeno AMTS3, y tiene Chlorella vulgaris nitrato reductasa (NR) de genes 3' UTR. En este casete, el promotor AMT3
se indica mediante texto en minUsculas, en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para genes CuPSR23 LPAATX
se indican en cursiva y en mayusculas, mientras que la region de codificacion esta indicada en mindsculas en cursiva.
3' UTR se indica mediante texto en minlUsculas subrayadas. La construccion final se secuencié para asegurar marco
de lectura correcto y secuencias de direccionamiento.

[0371] Constructo transformante pSz2575
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getettecgetaacggaggtetgteaccaaatggaccecgtetattgegggaaaccacggegatggeacgtttcaaaacttgat
gaaatacaatattcagtatgtcgegggeggegacggeggggagetgatgtegegetgggtattgettaategecagettegee
ccegtettggegegaggegtgaacaagecgaccgatgtgeacgageaaatectgacactagaagggctgactegeeeggea
cggctgaattacacaggettgecaaaaataccagaatttgeacgeaccgtattegeggtattttgttggacagtgaatagegatg
cggeaatggettgtgocgttagaaggtgegacgaaggtggteccaccactgtgecagecagtectggeggceteccagggece

cgatcaagagccaggacatccaaactacccacageatcaacgecccggectatactcgaaccccacttgeactetgeaatggt

atgggaaccacggggcagtcttgtgtgggtcgcgcctatcgcggtcggcgaagaccgggaaggtacc|ctttcttgcgctatgad

\acttccagcaaaaggtagggcgggctgcgagacggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctcc\

}ttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgal

‘gctaocaaagccatattcaaacacctagatcactaccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggcgc‘

‘ctcttcctcttcgtttcagtcacaaccc gcaaac|tctagaatatcaA TGatcgagcaggacggcctecacgecggctecccegecg

cclgggtggagegcecigticggcetacgactgggeccageagaccatcggetgctecgacgecgecgtgticegecigtccgecea
gggccgecccegtgctigticgtgaagaccgaccigtcecggcgecctgaacgagetgecaggacgaggccgeccgecigicctggct
ggccaccaccggegtgecctgegeegeegtgerggacgtggtgaccgaggccggecgegactggcigetgctgggcgagglgc
ccggecaggaccigetgiccteccecacciggeccecgecgagaaggtgiceatcatggccgacgecatgegeegectgeacaccee
tggacccegecacctgecccticgaccaccaggecaageaccgeatcgagegegecegeaccegeatggaggccggcctgglg
gaccaggacgacctggacgaggageaccagggectggecceccgeegagelgttcgeecgectgaaggeecgeatgeecgacg
gegaggacctggrggigacccacggegacgcectgectgeccaacateatggtggagaacggecgctictccggeticatcgactg
cggecgectgggegtgaccgaccgctaccaggacatcgecctggecaccegegacatcgecgaggagetgggcggcgagigg
geegaccgctteetggtgetgtacggeatcgeegecceegacteecagegeatcgectictaccgectgetggacgagtrcttc TG

Acaattggcagcagcagctcggatagtatcgacacactctggacpctepteototoatggactgttocceccacacttgctgccttoa

cctgtpaatatcectgecgcttttatcaaacagectcagtgtotttgatctiotototacocgcttttecgagtigctagctoctiotoctattt

gcgaataccacccccageatecccticectegtttcatatcgctigcatcccaaccgcaacttatctacgctgtectgctatcectcageg

ctoctectgetectgctecactgcccectegcacagectigptttggoctccgcectetattctectgetactgcaacctgtaaaccageactg

caatgctgatgcacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaggatccCGCGTCTCGAACAGAGCGCGCA
GAGGAACGCTGAAGGTCTCGCCTCTGTCGCACCTCAGCGCGGCATACACCACAA
TAACCACCTGACGAATGCGCTTGGTTCTTCGTCCATTAGCGAAGCGTCCGGTTCA
CACACGTGCCACGTTGGCGAGGTGGCAGGTGACAATGATCGGTGGAGCTGATGG
TCGAAACGTTCACAGCCTAGGGATATCgaattclggccgacaggacgc gegteaaa ggtgctggtcgtgﬂ

‘atgccctggccggcaggtcgttgctgctgctggttagtgattccgcaaccctgattttggcgtcttattttggcgtggcaaacgctggc‘
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leccegegageegagcegecogegatgeggtoccecacggelgecggaatecaagggagecaagagegeecgagteagtiad
lggocntacgegeaagetacagecgeicetgeaaggctocgiogtogaattggacgtocagetectacigaagticciceaccg

}cc feaccageggacaaageaccggigiatcaggicegigicatecactctaaagagetegactacgacctactgatggeocta, ga‘

‘rrcfrcarcaaaaacgccrgagacacrrgccca SUOEaAaeic CCIgaaggEaecaccagegEeeclga gﬁgrrccmrcccc‘

lesacagctcatgaaacgecaacaategeacaaticatgicaagetaatcagetatticeicticacgagetgiaatigtececaaaa

‘rcrggrcmcc:gg rggfgarcctrcgtgrac:gggcc:cn‘ccc:tc:aac:ccmggmIgcgcgc:argc:gg),‘cgccgcgc:aac:rc:gcgc‘

Lgag rICCgageatityegacy rgc:c:grc:c:c:gaaargcagﬂgc:accc:ggargcgrggcac:c:m‘tttgcgaraarrrargcaargg{

Iactgctctgcaaaafrctggctctgtc gecaaccclaggaicageggegia ggatttcgfaatcarrcgtcctgafggggagctacc\

Lgactaccctaatarca occegactgecigacgecageglecactitigtocacacaticcaltic grgcccaagacartrcaffgtggﬁ

Lgc:gaagcgrccc:c:agrmcgcrcaccrgrrrc:ccgaccrccrrac:rgrfcrgrc:gac:agagc %4 rccc:acaggc:c:ggn:gcagcc.{g

ctagtd TGragatcecceccedctgectgigotecccclecccegeccecteccageigtactacaagangaagangcac gee
atcctgeagacccagaceeeclacegclacegegigicCCecacctgelicgeeecccCeCgecigegcadgeageaceelace
ceclgeceglgctgltgclaccecadgelgelgeacticicecageccegClacececigalgracicCedccIggecgaggecggc
glggeclacegeeceggelacgageigeigggcaagatecgeggegigigetictacgeogtgacegecgeegiggecctgeiget
gliccagtgcaltgelgelgeigeaccecttcgigeigetgticgaceccticeccegeaaggeccaccacaccalegeeaagetgty
Btecatctgcteegigtecctgtictacaagatecacateaagggectggagadcctgecececccccacteccecgecgtgtacgt
glecadccaccagiccticctggacatctacacectgeigaccetgggecgeacctcaagiicatcteeaagacegagatcticcty
taccecatcateggolggaecatygtaeatgetgggcaceatccecctgaagegoectggacticcegefeccagotggacaceotyd
agegctgeatgeacctgateaagaagegegecteegtgitcticticece gaggecac cegeiccdag e geaagclgeyscyg
ccilcaagaagggegecticiceatcgecgecaagiceaagglocccgtggtocccalcacectgalcggedecggcaagalcat
geececeggetecgagergacegigadececggedecgtgcaggtgalcaiccacdageccalegagggeiccgacgccgags

cecatgigecaacgaggeccgegecaccatcteccaciteectggacgacTGAttaattaactegagecagcagcagetcggatagt

atcgacacactctegacectegicgtetegatogactettocceccacacttoctpecttgacctgteaatatecectgccecttttatcaaa

cagectcagtgtattteatettatptatacgegettttgcgagttactagetgcttotactatttgegaataccacecccageateccettee

cteatticatatcgettecatcccaacegcaacttatctacgctetectoctatecctcagegctoctectactectoctcactoceecteae

acagccttgptttggectecgectgtatictectggtactgcaacctgtaaaccageactgcaatgetgatgcacgggaagtagtoogat

ggoaacacaaatggaaagcttgagetcageggegacggtecigetacegtacgacgtigggeacgeccatgaaagtttgtatac
cgagettgttgagegaactgeaagegeggeteaaggatactigaactectggattgatateggteccaataatgeatggaaaat
ccgaaccicgtgeaagaactgageaaacctegttacatggatgeacagtegecagtecaatgaacattgaagtgagegaact
gttegetteggtgoeagtactactecaaagaatgagetgetgttaaaaatgeactetegtictetcaagtgagtggeagatgagtg
cteacgectigeacttegetgeecgtgteatgeectgegecccaaaatitgaaaaaagggatgagattattggocaatggacga
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cgtegtegetecgggagteaggaceggeggaaaataagaggeaacacactecgettettagetetteg (SEQ ID
NO:92)

[0372] Para determinar el impacto del gen CuPSR23 LPAATX sobre la acumulacién de acido graso, el constructo
anteriormente que contiene el gen optimizado por codéon CuPSR23 LPAATx impulsado por el promotor UTEX 1453
AMT3 se transformd en la cepa B.

[0373] Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente y cultivados bajo condiciones bajas de nitrégeno
a pH 7,0; las cepas requieren crecimiento a un pH de 7,0 para permitir la expresion maxima de genes CuPSR23
LPAATx y CwFATB2 impulsados por el promotor AMT3 regulado por pH. Los perfiles resultantes de un conjunto de
clones representativos que surgen de estas transformaciones se muestran en la Tabla 35, a continuaciéon. D1542
representa clones de la cepa B conCuPSR23 LPAATX.

Tabla 35. Perfiles de acidos grasos de Cepa By lineas transgénicas representativas transformadas con pSzZ2575.

Muestra

D C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 (C18:2
Cepa

B 477 28.63 1548 12.65 1.28 28.20 7.57
Muestra

D C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C(18:2
D1542-

A 1.19 13.25 1048 21.34 449 32.07 14.78
D1542-

B 1.15 14.01 10.62 2061 3.99 32.12 15.24
D1542-

C 1.21 13.69 10.83 2040 3.59 33.54 15.05
D1542-

D 1.56 16.83 11.51 18.44 294 3397 12.74
D1542-

E 2.15 1858 1194 18.22 3.17 3263 11.62

[0374] Las cepas transgénicas CuPSR23 LPAATx (D1542A-E) muestran una disminucion significativa en la
acumulacién de C10: 0, C12: 0y C14: 0 &cidos grasos con respecto a la matriz, Cepa B, con un aumento concomitante
en C16: 0, C18: 0, C18: 1y C18: 2. La expresion de gen CuPSR23 LPAATX en estas lineas transgénicas parece ser
directamente responsable de la acumulacion reducida de acidos grasos de cadena media (C10-C14) y el aumento de
la acumulacion de C16: 0 y C18 é&cidos grasos, con el aumento mas pronunciado observado en palmitatos (C16: 0).
Los datos presentados muestran también que a pesar de la expresion especifica de FATB2 de cadena media desde
C. wrightii (presente en la cepa B), la expresién de CuPSR23 LPAATX parece favorecer la incorporacion de acidos
grasos de cadena mas larga en las TAG.

[0375] Nuestros resultados sugieren que la enzima LPAATx a partir de Cuphea PSR23 esta activa en las cepas de
algas derivadas de UTEX 1435. Contrariamente a Cuphea PSR23 LPAAT2 y LPAATS3, que aumentan los niveles de
acidos grasos de cadena media, CuPSR23 LPAATx conduce a un aumento de niveles C16: 0 y C18: 0. Estos
resultados demuestran que los diferentes LPAATSs se derivan de CuPSR23(LPAAT2, LPAAT3, y LPAATX) Presentan
diferentes especificidades de acidos grasos en la cepa B como se juzga por sus efectos sobre los niveles de acidos
grasos en general.

EJEMPLO 45: REDU(;CION DE LONGITUD DE CADENA DE PERFIL DE ACIDOS GRASOS COMO RESULTADO
DE SOBREEXPRESION DE TIOESTERASA DE ACIL-ACP FATA DE MICROALGAS ENDOGENA

[0376] Aqui, se demuestra que la sobreexpresion de las tioesterasas enddgenas FATAL Prototheca moriformis en
UTEX1435 resulta en una clara disminucioén de triglicéridos celulares C18: 0 y C18: 1 cadenas de acilo con un aumento
en C16: 0, C14: 0.

[0377] Construcciones utilizadas para la sobre expresion del gen FATAL P. moriformis (pSZ2422, pSZ2421):
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Para sobreexpresar la PmFATAL en P. moriformis CEPA J, un gen PmFATAL de codones optimizados se ha
transformado en cepa J con el gen de la invertasa. El gen de invertasa Saccharomyces cerevisiae fue utilizado como
el marcador seleccionable para conferir la capacidad de crecer en medios de sacarosa. El constructo pSZ2422 que se
ha expresado en la cepa J puede escribirse como: 6SA::CrTUB2-ScSUC2-CvNR3:PmMAMT3-Pm FATAL (opt) -
CVNR3'::6SB, y constructo pSZ2421 se puede escribir como 6SA::CrTUB2-ScSUC2-CvNR3:PmAMT3-S106SAD TP-
Pm FATAL (opt)-CvNR3":6SB.

[0378] La secuencia del ADN transformante se proporciona a continuacion. Sitios de restriccion relevantes en el
constructo pSZ2422 se indican en mindsculas, en negrita y subrayado y son 5'-3' BspQ 1, Kpn [, Xba I, Mfel |, BamH
I, EcoR I, Spe I, Asc |, Cla |, Sac |, BspQ I, respectivamente. sitios BspQI delimitan el 5'y 3' del ADN transformante,
secuencias minusculas en negrita representan ADN genémico de CEPA J que permiten integracion dirigida en el locus
6s a través de recombinacién homdloga. Procediendo en la direccién 5' a 3, la C. reinhardtii promotor 3-tubulina de
conducir la expresiéon del gen de levadura de sacarosa invertasa (que confiere la capacidad de la cepa J para
metabolizar la sacarosa) se indica mediante texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para la invertasa se
indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras que la region de codificacion esta indicada en mindsculas en
cursiva. El nitrato reductasa Chlorella vulgaris 3' UTR se indica mediante texto subrayado de letras minisculas seguido
por un promotor amt03 enddgeno de P. moriformis, indicado por texto cursiva en caja. Los codones de ATG iniciador
y terminador TGA de la PmFATAL se indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras que el resto del gen se
indica mediante negrita y cursiva. El C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica de nuevo por texto subrayado en
minusculas seguido por la regién gendmica de cepa J 6S indicada mediante texto en negrita en mindsculas.

[0379] Sitios de restriccion relevantes en el constructo pSZ2421 son los mismos que pSZ2422. En pSz2421, la
PmMFATAL se fusiona al péptido de transito de desaturasa S106 estearoil-ACP Chlorella protothecoides y el péptido
de transito esté situado entre el iniciador ATG de PmFATAL y el sitio Asc .

[0380] Secuencia de nucledtidos del ADN transformante contenida en pSZ2422
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getettegeegecgecactectgetegagegegeceegegegtgegeegeecagegecttggecettttegeegegetegtgegegte
gctgatgtecatcaccaggtecatgaggtcetgecttgegecggetgagecactgettegtecgggeggecaagaggageatga
gggaggactectggtecagggtectgacgtggtegeggctetgggagegggecageateatetggetetgecgeacegagge
cgectecaactggtectecageagecgeagtegecgecgaccctggecagaggaagacaggtgagggogogtatgaattgtaca
gaacaaccacgagccttgtctaggcagaatecctaccagteatggetttacctggatgacggectgegaacagetgtecageg
accctegetgecgecgettetecegeacgettetttccageacegtgatggegegagecagegeegeacgetggegetgegett
cgccgatetgaggacagteggggaactetgatcagtctaaacceccttgegegttagtgttgecatectttgecagaceggtgag

agecgacttgttgtgegecaccccccacaccacctecteccagaccaattetgteacctttttggcgaaggeateggecteggee

tgcagagaggacagcagtgcccagccgctgggggttggcggatgcacgctcaggtacc|ctttcttgcgctatgacacttccagcal

\aaaggtagggcgggctgcgagacggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctg

\catgggcgctccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaag

\ccatattcaaacacctagatcactaccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggcgcctcttcctctto‘

\gtttc agtcacaacccgcaaachctagaatatcaA TGcergetgeaggecttcctgttcetgetggecggettcgecgecaagatcag

cgcctecatgacgaacgagacgtccgaccgecceciggtgeacticaccececcaacaagggcelggatgaacgaccecaacggcc
tgtggtacgacgagaaggacgccaagiggeaccigtacticcagtacaacccgaacgacaccgictgggggacgccciigictg
gggccacgecacgtccgacgacctgaccaactgggaggaccageccatcgecatcgecccgaagegeaacgactccggege
ctictccggctccatggrggtggactacaacaacacctccggcticticaacgacaccatcgacccgegecagegcrgegtggcca
fctggacctacaacaccccggagicegaggageagtacalctcctacagectggacggceggctacaccticaccgagtraccaga
agaaccccgtgctggccgecaacicecacceagticcgegaccegaaggicetictggtacgageccteccagaagtggalcatgac
cgeggcecaagicccaggactacaagatcgagatctactectccgacgaccigaagicciggaagcetggagicegegticgecaa
cgagggcticctcggctaccagtacgagtgcceeggectgatcgaggiccccaccgageaggacccecageaagtectactgggt
gatgttcalctccatcaaccceggegecceggecggeggctecticaaccagtacticgicggeageticaacggeacecacticg
aggccticgacaaccagicecgegiggtogacticggcaaggactactacgecctgecagaccticticaacaccgacccgaccta
cgggagegecclgggeatcgegtgggceciccaactgggagtactecgecticgrgeccaccaaccectggegctectecatgtccec

tegrgegeaagtictccctcaacaccgagtaccaggecaacccggagacggagceigatcaacctgaaggecgagecgatcctg
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dacatcageadegecggeccctggagecggticgecaccadcacedegtigacgaaggecdacagctacaacgtegaccigte
cageagedecggedceciggagiicgagetggtalacgecglcdacacedeccagacgaictceadglecgigticgeggaccie
fecetetggitcaagggeciggagadccecgaggagiaccicegealggaeticgaggigicecgegtecltecticticetggacege
guoancageadngatgaagttegtgaaggagaccecctacttcaceadccgedtgage SISaueadccageccticaagagey
agaacgacctgicctactacanggttaeggetfgciggaccagaccatcetggagetgtactteaaegac g ge gac Siegtatec

geeadedectacticatgaccaccggauacgecctggacteegtgancatgacgacgegygtagdacaacctgtictacategac

aagttccagetgegcgagetcaag TGAcaattggcagcageageteggatagtategacacactctggacgetgptestatat

geactetteccgccacacttgctecctigaccteteaatatcectgc cgctittatcaaacagectcagtetetttgatcitegtetetacecy

ctttigceagitpctagetgctigigctatttgcgaataccacceccageateeceitcecicgtttcatatcgctigcatcccaacegcaac

ttatctacgctetectectatccctcageectectectgcicctectcactegceocicgcacage ctigetitegpctecgcctgtatictee

teptactgcaacctgtaaaccageactgcaatgctgatecacggeaagtagtopoatporaacacaaatgpageateccecgteteg

aacagagegcegeagaggaacgetgaagotetegectetgtegeaccteagegeggeatacaccacaataaccacctgacgaatgeg

cttggttettegtecattagegaagegteeggttcacacacgtgecacgttggegagetagcagetoacaatgateggtggagctgate

gtCgaaacgttc-ac-agcctagggatatcaaattdqgc:c:gac:aggac:gc gc:grcaaaggrgcrggrcgrgmtgcccIggccggca|

[ggfcgttgctgcrgctggffagfgartcc gcaaccctgannggcgfcttarmggcgtggcaaacgcfggcgcccgcgagccggg{
|ccggcggcgatgcggtgccccacggctgccggaatccaa googoocqagagegeecgagicagtisaa gggctttacgcgca|

|aggmc:agc:c:gcrcc:rgcaaggctgc:gfggrggaaﬁ rga(;gtgcuggrc:(;rgcrgaagrtcc:rc:c:accgc:cIcac:c:agc:ggaca|

‘aagcac:cggtgraIcaggrccgrgrcarccac:rcraaagaacrrcgacmcgaccracrgar rgcectagattetfcaticaaaadc Q

|cctgaga cactigeccaggaiigaaaciteccigaagggaccaccagggacccigagiigliceticceccegiggcgd gcfgcca|

[gccaggcrgracctgtgatc gaggciggcgegaaaataggciicgiglacica ggtcargggaggrgcaggacagctcatgaaa|

‘c: gecadcaategedcaaticatgicaagotaateagotattiicclcticac gagetgtaattgicccaaaaticiggictace, ggggg{

|tgarc:c:m:grgmcg rrcectfeccteagecctagaialecge gealgeaglicgecge geaacte gegeg s, rgc:c:gagggrrrﬁ

[ggacgggccgfcccga aalgeagtigcaccegguigegiggcaccititiigegataatitalgcaalggactgeicigeaaana ttcti

legctctgiegecaacectaggatcageggegtaggatticglaarcattcgiecigaiggggagetaccgactacectaatarcage)

|c:c:gac:fgcc:tgacgcca gcgrc:cac:m‘tgrgcacac:arrccattcgfgc:c:c:aagacam‘catfgrggfgc:gaagcgfccccagﬂa|

|c: gotcdcctgittcccgacctecttactgitctgfc gacagaygegggeecdcagaocggicgoedygc dacta}ztA TGgcececcac

cicecigoiggoeciceaccggegigicctecgoclcccigiggicclecgeccgclecicegoctgoegociicecegigaaccacgee
SEECTCEICCCCCCCAPePeceecligercalgeagegrrgcigcticegeccgiggcegligegcggacgegccgrcgcece
COCCHITICCEIgegCCCCEAgCCCgCCongSagHcigaaaengciggngceciFeaagaiggcceaggucangegcalc
HCCIZEREEaFCACCICaICCoegEonacgagaigeaceoiCocagegcoifaceaicqecgecglegecancarectgcn
SRABLCCLCCLLLAACCACTCCHTELTCAILIEERRCCECICCICCRAGLRCHCLTCACCLACTLCLAZCIGLALLALLCC
SUCCIGatCiegIeargaceegeatgeagaiccagargtauegctaececcglIgeeeceactyatycageiegagacciggnt

CCARACCYCCgeCanagelgygeyCecageycgagiegelecigceceacaagetgaccggegaggrectgggegeegerac
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ctcetectgggtgatgatcaacatecgeaceegecgeccctgecgeatgeecgagetggtgegegtgaagtecgecticttcgecc

2Cgagreeececgectggecctgreceecgeegtgacccgegecaagetgcccaqcatcgecacceeegeceeectycgeggc
caccgeeaggtggeecgecgeaccgacaiggacatgaacggecacgigaacaacgtggectaccrggectggrgcctggaggc
cgtgeccgageacgtgtictecgactaccaccigtaccagatggagatcgacticaaggecgagigecacgecggegacgtgaic
fcctcecaggecgageagatececceecaggaggecctgacccacaacggegeeggecgeaaccectectgettegtgeactce
atcctgegegeegagaccgagetggrgegegeccgeaccacciggtccgeecceatcgacgeececgeegecaageeeceecaa
ggcctcecacatggactacaaggaccacgacggegactacaaggaccacgacatcgactacaaggacgacgacgacaagT

GAatcgatagatctcttaaggcageagcagetcggatagtatcgacacactctggacgetggtegtateatggactgtteccgecac

acttgctgccttgacctgtgaatatccctgccgcttttatcaaacagectcagtotetttoatctigtgtotacgcecttttgcgagttgctag

ctocttgtectatttgcgaataccacccccagceatceccticectegtttcatatcgcttgcatcccaaccgcaacttatctacgctatectg

ctatccctcagegctectectgetectgctcactgcccctecgeacagecttggtttogacteccgcctetatictcctggtactgcaacctat

aaaccagceactgcaatgctgatgcacgggaagtagtgooatgooaacacaaatggaaagettaattaagagetettgttttccagaa

ggagttgctecttgagecttteattctcagectegataacctecaaagecgetetaattgtggaggggottcgaatttaaaagett
ggaatgttggttcgtgegtectggaacaageccagacttgtigetcactgggaaaaggaccatcagetecaaaaaacttgecge
tcaaaccgegtacctetgetttcgegeaatctgecctgttgaaategecaccacattcatattgtgacgettgageagtetgtaat
tgectcagaatgtggaateatetgeccectgtgegageccatgecaggeatgtegegggegaggacaceegecactegtacag
cagaccattatgctacctcacaatagttcataacagtgaccatatttctcgaagctecccaacgageacctecatgetetgagtg
gecacceecccggeectggtecttgeggagggcaggteaaccggeatggggetaccgaaatecccgaceggateccaccacee
ccgegatgggaagaateteteceegggatgtgggeccaccaccageacaacctgetggeceaggegagegteaaaccatace
acacaaatatccttggcatcggecctgaattecttetgecgetetgetaceeggtgcttetgtecgaageaggggttgetaggga
tegetecgagteegeaaacecttgtegegtggeggggcttgttegagettgaagage (SEQ ID NO:93)

[0381] Para determinar el impacto sobre los perfiles de acidos grasos cuando el gen enddégeno FATAL ha sido
sobreexpresado en la cepa J, tanto el P. moriformis FATAL con péptido de transito nativo y PmFATAL fusionado a un
péptido de transito SAD Chlorella protothecoides fueron dirigidos por el promotor amt03 y los resultantes plasmidos
se transformaron independientemente en la cepa J.

[0382] Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente y cultivados bajo condiciones de produccion de
lipidos de baja atmdsfera de nitrégeno a pH 7,0 (todos los plasmidos requieren crecimiento a un pH de 7,0 para permitir
la expresion de genes de PmFATAL maxima dirigida por el promotor amt03 pH regulado). Los perfiles resultantes de
clones representativos derivados de transformaciones con pSzZ2422 y pSZ2421 en la cepa J se muestran en las tablas
siguientes.

[0383] En la Tabla 36, a continuacion, el impacto de sobreexpresar PmFATAL nativa es una clara disminucién de C18:
1 longitudes de cadena con un aumento en C16: 0, C14: 0, y posiblemente en C18: 0. Teniendo en cuenta la
localizacién de la proteina de procesamiento, también ensayamos la PmFATAL fusionada a un péptido de transito de
desaturasa de estearoil-ACP Chlorella protothecoides. Similarmente a los resultados que observamos en el constructo
PmFATA1 amt03-natal, los niveles C16: 0 y C14: 0 son significativamente mas altos que la cepa parental CEPA J.
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Tabla 36. perfiles de acidos grasos en la Cepa J y lineas transgénicas derivadas transformadas con ADN pSZ2422.

Muestra ID C14:0 Ci16:0 C18:.0 C18:1 C(Ci18:2
pH 7; Cepa J; T374; D1377-7 96pocillo 7,69 55,0 4,92 2494 5,19
pH 7; Cepa J; T374; D1377-13 96pocillo 6,39 54,11 5,85 2591 5,76
pH 7; Cepa J; T374; D1377-14 96pocillo 6,57 53,55 4,68 27,18 5,74
pH 7; Cepa J; T374; D1377-16 96pocillo 5,29 49,93 4,24 30,76 7,27
pH 7; Cepa J; T374; D1377-9 96pocillo 4,76 49,10 4,75 32,36 6,77
pH 7; Cepa J; T374; D1377-19 96pocillo 4,28 46,06 5,14 35,87 6,69
Ctrl-pH7; CepaJ 1,42 27,63 3,31 57,20 8,00

Tabla 37. perfiles de acidos grasos en la CEPA Jy lineas transgénicas derivadas transformadas con ADN pSz2421.

Muestra ID Cl14:.0 Ci16:0 (C18.0 cCi18:1 cC18:2
pH 7; CEPA J; T374; D1376-21 96pocillo 6,76 57,06 4,12 23,66 6,07
pH 7; CEPA J; T374; D1376-22 96pocillo 6,56 54,62 5,44 25,69 5,64
pH 7; CEPA J; T374; D1376-23 96pocillo 4,54 48,38 4,27 33,23 7,24
pH 7; CEPA J; T374; D1376-19 96pocillo 4,48 47,66 4,60 34,28 6,91
pH 7; CEPA J; T374; D1376-20 96pocillo 4,53 47,30 4,67 34,51 6,80
pH 7; CEPA J; T374; D1376-17 96pocillo 3,56 42,70 4,03 39,85 7,52
Ctrl-pH7; CEPA J 1,42 27,63 3,31 57,20 8,00

[0384] Por lo tanto, concluimos que niveles de &cido miristico y laurico en el perfil de acidos grasos de una célula de
microalgas se pueden incrementar por la sobreexpresion de una tioesterasa acil-ACP que prefiere C18.

EJEMPLO 46: ACEITES NATURALES ADECUADOS PARA USO COMO ACORTAMIENTOS DE ENTRADA

[0385] Las propiedades nutricionales y funcionales de grasas comestibles han sido tradicionalmente asociadas con
las composiciones quimicas especificas y las condiciones de cristalizacion. Cambiar de una fuente de aceite a otra
suele ser una tarea dificil, ya que tanto el comportamiento de fusién y la estructura de los cambios en la grasa de
forma espectacular, dando lugar a cambios adversos en la funcionalidad. En la historia reciente, podemos recordar el
periodo de dolor cuando las grasas parcialmente hidrogenadas fueron sustituidas por fracciones de aceite de palmay
aceite de palma. Examinamos como la tension de fluencia, médulo de elasticidad, el polimorfismo, microestructura y
perfil de fusiéon de dos grasas con muy diferentes composiciones quimicas pueden ser emparejadas. Aceite A fue
producido a partir de células que expresan Prototheca moriformis de invertasa exdgena y Ulmus americana de
tioesterasa de acil-ACP con una secuencia Chlorella protothecoides plastido. Aceite B se produce a partir de células
que expresan Prototheca moriformis de invertasa exégena y Cuphea hookeriana de tioesterasa de acil-ACP. Aceite A
contenia mayor que 62% (p/p) acidos grasos de cadena media, 0 MCT (C8: 0-C14: 0), 23% (C16: 0 + C18: 0) y 9% de
C18: 1, mientras que el aceite B contenia menos de 2% C8: 0-C14: 0, 54% (C16: 0 + C18: 0) y 29% de C18: 1. Aceite
A era una grasa rica en triglicéridos de cadena media, mientras que el aceite B parecia aceite de palma. Ambos aceites
tenian un contenido de grasa sélida de ~45% a 20°C, y SFC muy similar frente a los perfiles de temperatura. Perfiles
de fusién DSC (calorimetria de barrido dinamico) mostraron dos picos principales centrados alrededo r~12-13°C y
~28-35°C. Tanto las grasas estaban en la forma polimérfica forma beta-prima (como se determina por difraccion de
rayos X) y se muestra la morfologia de los cristalitos asimétricos, alargados con rasgos caracteristicos. Las tensiones
y médulos de almacenamiento de rendimiento (G ') de aceite A y B de aceite eran 520-550 Pa, y 7x106Pa-1,8x107Pa,
respectivamente. Una tension de fluencia en esta regién sugiere una plasticidad satisfactoria, combinandose con un
alto médulo de almacenamiento para un acortamiento ideal de entrada. Asi, es posible alterar la composicion quimica
de un aceite de alimentos mientras que conserva su funcionalidad de laminacion.

[0386] Otras enzimas adecuadas para su uso con las células y los métodos de cualquiera de las realizaciones
anteriores de la invencion incluyen las que tienen una identidad de aminoacidos de al menos 70% con una de las
proteinas enumeradas en la descripcion anterior y que presentan la correspondiente actividad enzimatica deseada.
En realizaciones adicionales, la actividad enzimatica esta presente en una secuencia que tiene al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, o identidad de al menos aproximadamente 99% con una de
las secuencias de acido nucleico descritas anteriormente.

EJEMPLO 47: FRACCIONAMIENTO PARA ELIMINAR TRISATURADOS A PARTIR DE UN ACEITE MICROBIANO
QUE ES UNA MANTECA DE CACAO MIMETICA
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[0387] Un aceite blanqueado y desodorizado refinado se obtuvo de Cepa K4 (véase el Ejemplo 35). El aceite se
calenté a 70°C y se enfri6 a 0,5°C por minuto a 36°C y se mantuvo a 36°C durante 1 hora. a continuacion, una muestra
de aproximadamente 2,5 ml se centrifugé a 36°C durante 1 hora a 4300. Un sobrenadante liquido se recuperé y se
analiz6 utilizando lipasa y espectrometria de masas. Se encontr6 que la muestra fue empobrecida en triestearina
(SSS), SSP, y PPS. Se encontr6 que los triacilgliceroles de la muestra eran muy similares a los de la manteca de
cacao y el sobrenadante liquido fue incluso mas cercano al de la manteca de cacao en términos de bajas cantidades
de trisaturados.

Tabla 38. Perfil TAG de aceite de la cepa K4 antes y después de la fraccionacion en comparacién con manteca
de cacao.

Fraccionacion
de capa superior

TAG Aceite K4  (liquido) Manteca de cacao
OOL (+?) 0.12 0.12 0.00
POL 0.23 0.31 0.33
PLP 2.4] 3.38 1.58
MOP 0.93 1.25 0.00
PPM (+

MMS) 0.42 0.29 0.00
000 0.23 0.34 0.00
SOL 0.36 0.47 0.32
oor 0.95 1.42 2.44
PLS 5.66 7.90 2.90
POP (+

MSO) 11.80 15.20 17.93
PPP + MPS 222 1.07 0.36
00S 1.19 1.68 3.02
SLS (+ PLA) 3.96 5.11 1.77
POS 27.22 3280 40.25
PPS (+ SSM) 6.47 1.52 049
MaOO 0.00 0.00 0.36
SLA 0.31 0.34 0.00
SOS (+ POA) 17.84 22.50 2493
SSP (+ PPA) 9.24 0.96 0.63
SOA (+ POB) 1.39 1.68 1.51
SSS (+ PSA) 5.25 0.23 0.33
SOB + LgOP 0.38 0.44 0.27
SSA 0.41 0.00 0.00
SOLg 0.41 0.00 0.00
PSLg + ASB 0.26 0.00 0.00
SOHXx 0.12 0.51 0.00
SSLg 0.21 0.14 0.15

Area SUM % 100.00 99.67 99.57
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EJEMPLO 48: PRODUCCION DE ACEITE DE TRIGLICERIDO DE ALTO ESTEARATO EN UNA CELULA
OLEAGINOSA POR LA SOBREEXPRESION DE KASII, KNOCKOUT DE UN ALELO SAD Y LA REPRESION DE
UN SEGUNDO ALELO SAD

[0388] La alga oleaginosa, no fotosintétic, Protetheca moriformis, almacena grandes cantidades de aceite de
triacilglicérido bajo condiciones donde el suministro de carbono nutricional esta en exceso, pero la division celular se
inhibe debido a la limitacion de otros nutrientes esenciales. Biosintesis a granel de acidos grasos con longitudes de
cadena de carbono de hasta C18 se produce en los plastidos; acidos grasos se exportan al reticulo endoplasmico
donde se cree que la elongacion pasado C18 y la incorporacion en triacilglicéridos (etiquetas) que se produzca. Los
lipidos se almacenan en grandes organulos citoplasmaticos llamados cuerpos de lipidos hasta que las condiciones
ambientales cambian para favorecer el crecimiento, después de lo cual se movilizan rapidamente para proporcionar
moléculas de energia y carbono para el metabolismo anabdlico. Lipidos P. moriformis de tipo salvaje de
almacenamiento se compone principalmente de acidos ~60% oleico (C18: 1), -25-30% palmitico (C16: 0), y ~5-8%
linoleico (C18: 2), con cantidades menores de &acidos esteérico (C18: 0), miristico (C14: 0), a-linolénico (C18: 3 a), y
palmitoleico (C16: 1). Este perfil de acidos grasos resulta de las actividades relativas y afinidades de sustrato de las
enzimas de la ruta biosintética del &cido graso endégeno. P. moriformis es susceptible de manipulacién de acidos
grasos y biosintesis de lipidos utilizando herramientas de genética molecular, permitiendo la produccion de aceites
con perfiles de acidos grasos que son muy diferentes a la composicion de tipo salvaje. Aqui se describe cepas donde
hemos modificado la expresion de ACP desaturasa estearoil (SAD) y genes de B-cetoacil-ACP sintasa Il (KASII) con
el fin de generar cepas con hasta 57% de estearato y tan poco como 7% de palmitato. Identificamos cepas adicionales
con hasta un 55% de estearato y tan poco como 2,4% linoleato cuando realizamos modificaciones similares en
conjunto con la regulacién negativa de la expresion de la FATA tioesterasa y la genes FAD2 de desaturasa de acidos
grasos.

[0389] SADs solubles son localizados por plastidio, enzimas di-hierro que catalizan la desaturacion de proteina
portadora de acilo estearato unido a (ACP) de oleato (C18: 1 cis-A%). Anteriormente, hemos establecido que las
construcciones de horquilla dirigidas a las transcripciones SAD1 o SAD2 activan la maquinaria celular interferencia de
ARN (iARN), actividad SAD de regulacion a la baja y que resulta en niveles elevados de C18: 0 en el lipido de
almacenamiento. Actividad SAD también se reduce en las cepas en las que interrumpen uno de los dos alelos de
SAD2, que codifica los principales SADs que se expresan durante la biosintesis de lipidos de almacenamiento. El gen
de desaturasa 2 de &cido graso (FAD2) codifica una desaturasa asociada a la membrana del reticulo endoplasmico
que convierte oleato a linoleato (C18: 2 cisA9, cis-A12). Construcciones de horquilla de iARN diana FAD2 reducen los
niveles de linoleato a 1-2%. KASII es un acido graso sintasa que cataliza especificamente la condensacion de malonil-
ACP con palmitoilo (C16: 0)-ACP para formar B-ceto-estearoil-ACP. Hemos demostrado que la sobreexpresion de
KASII en P. moriformis provoca niveles C16: 0 para disminuir con un incremento concomitente en abundancia C18: 1.
En los ejemplos siguientes se demuestra que la regulacion a la baja de la la expresiéon génica SAD utilizando iARN,
interrumpiendo un alelo del gen SAD2, y la sobreexpresion del &cido graso sintasa KASII, se generan cepas capaces
de acumular estearato en exceso de 50% de los acidos grasos totales, y con SOS como las principales especies de
TAG. Niveles SOS aumentan hasta un 47% en las cepas que combinan regulacion a la baja SAD2 y FAD2 con
sobreexpresion de KASII.

[0390] Construcciones utilizadas para SAD2 knockout/iARN en S1920: Una construccion de ADN, pSZ2282, se
hizo para interrumpir simultdneamente el alelo SAD2-1 y expresar una construccién en horquilla SAD2 en S1920. Una
version del gen SUC2 Saccharomyces cerevisiae, que codifica para la invertasa de sacarosa, que fue codones
optimizados para la expresion en P. moriformis, se utilizé como un marcador seleccionable para la transformacion. La
secuencia del ADN transformante se proporciona inmediatamente debajo. Sitios de restriccion relevantes se indican
en minuUsculas, negrita, y son de 5'-3' BspQI, Kpnl, Ascl, Mfel, BamHI, Avrll, EcoRV, EcoRlI, Spel, BamHlI, Hindlll, y
Sacl, respectivamente. Sitios BspQI delimitan el 5'y 3' del ADN transformante. Secuencias subrayadas en los extremos
5'y 3' flancos de la construccion representan ADN gendmico de P. moriformis que permiten la integracion dirigida del
ADN de transformacion a través de recombinacién homéloga en el lugar SAD2-1. Procediendo en la direccién 5'a 3',
el Chlamydomonas reinhardtii promotor tub2 que dirige la expresién de Saccharomyces cerevisiae suc2 gen (que
codifica actividad de hidrolisis de la sacarosa, permitiendo de este modo que la cepa se cultive en sacarosa) se indica
mediante letras mindsculas, texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para SUC2 se indican mediante
cursiva y en mayusculas, mientras que la region de codificacién esta indicada con letra cursiva en minidsculas. UTR 3'
de gen Chlorella vulgaris nitrato reductasa (NR) se indica por pequefias maylsculas, seguido por una region
espaciadora indicada por texto en minusculas. Una segunda secuencia promotora tub2 C. reinhardtii, indicada por
texto en caja en minUsculas, conduce la expresion de SAD2 secuencia de horquilla C. Las cadenas con sentido y
antisentido se indican con mayusculas, negrita y cursiva, y estan separadas por P. moriformis A2 desaturasa de acido
graso (FAD2) Introny las primeras 10 bases de FAD2 segundo exdn (cursiva y en mayusculas). Un segundo C. vulgaris
NR 3' UTR se indica por pequefias mayusculas.

[0391] Secuencia de nucleétidos del ADN transformante de pSz2282:
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getettegggtegecgegetgectegegteecctggtggtgegegeggtegecagegaggecccgetgggegticcgeccteggtgea

gcgcccctecceccgtggtctactccaagetggacaagcageaccgectgacgeccgagegectggagetggtgcagageatggggac

ccgacttcgaggatcaggtggcggagctgcgecgcgegcgccaaggacctgeccgacgagtactttgtggtgctggtgogggacatg

atcacggaggaggcgctgccgacctacatggccatgctcaacacgctggacggcgtgcgcgacgacacgggcgcggccgaccace

cgtggocgcgctggacgcggcagtgggtogccgaggagaaccggcacggcgacctgctgaacaagtactgctggctgacggggc

gcgtcaacatgegggccgtggaggtgaccatcaacaacctgatcaagageggcatgaacccgcagacggacaacaacccttattt

ggggttcgtctacacctecttccaggagegegecaccaagtaggtaccctttcttgegetatga cacttccagcaaaaggtagggcg‘

‘ggctgcgaga cggcttcccggegetgcatgcaacaccgatgatgettcga ccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccg‘

‘atgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaac|

‘acctagatca ctaccacttctacacaggccactcgagcettgtgatcgca ctccgctaagggggcgcctcttcctcttcgtttcagtcac‘

gcgcgccA TGctgctgcaggccttectgttectgcetggceeggcttegecgecaagatcagegcecteecatgac
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gaacgagacgtccgaccgcecccctggtgceacttcacccccaacaagggctggatgaacgaccccaacggcectgtggtacgac
gagaaggacgccaagtggcacctgtacttccagtacaacccgaacgacaccgtctgggggacgcccttgttctggggcecacg
ccacgtccgacgacctgaccaactgggaggaccagceccatcgccatcgecccgaagegeaacgactccggcegccttctcegge
tccatggtggtggactacaacaacacctccggcticttcaacgacaccatcgacccgegcecagegcetgegtggecatctggacc
tacaacaccccggagtccgaggagceagtacatctcctacagcectggacggeggctacaccttcaccgagtaccagaagaacc
ccgtgctggcecgecaactccacccagttccgecgacccgaaggtctictggtacgagecctcccagaagtggatcatgaccgegg
ccaagtcccaggactacaagatcgagatctactcctccgacgacctgaagtcctggaagctggagtccgegttcgeccaacgag
ggcttcctcggctaccagtacgagtgcccecggcectgatcgaggtecccaccgagecaggaccccageaagtectactgggtgat
gttcatctccatcaaccccggegeccecggecggceggcetccttcaaccagtacticgtcggeagcttcaacggceacccacttcgag
gccttcgacaaccagteccgegtggtggacticggcaaggactactacgcecctgcagaccttcttcaacaccgacccgacctac
gggagcgccctgggcatcgcegtgggcctccaactgggagtactccgecttcgtgceccaccaacccctggcegctectccatgtece
tcgtgcgcaagttctcecctcaacaccgagtaccaggccaacccggagacggagctgatcaacctgaaggecgagcecgatect
gadcatcagcaacgccggceccctggagcecggttcgeccaccaacaccacgttgacgaaggccaacagctacaacgtcgacctg
tccaacagcaccggcaccctggagttcgagcetggtgtacgeccgtcaacaccacccagacgatctccaagtcegtgttcgegga
cctctecctetggttcaagggcectggaggaccccgaggagtaccteccgeatgggcttcgaggtgtccgegtcctecticttectgg
accgcgggaacagcecaaggtgaagttcgtgaoaggagaacccctacttcaccaaccgeatgagcegtgaacaaccageccttca
agagcgagaacgacctgtcctactacaaggtgtacggcttgctggaccagaacatcctggagcetgtacttcaacgacggega
cgtcgtgtccaccaacacctacttcatgaccaccgggaacgcecectgggctccgtgaacatgacgacgggggtggacaacctgt

tctacatcgacaagticcaggtgcgcgaggtcaagT GAcaattgGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGAC
GCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCA
GTGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCT
TCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCT
CACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCT

GATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAggatcccgegtctcgaacagagegegcagaggaacgetgaaggt
ctcgectctgtcgecacctcagegeggcatacaccacaataaccacctgacgaatgegettggttcttcgtccattagecgaagegteceg

gttcacacacgtgccacgttggcgaggiggcaggtgacaatgatcggtggagetgatggtcgaaacgttcacagectagggatatce

gaattc‘ctttcttgcgctatgaca cttccagcaaaaggtagggegggcetgegaga cggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatga|

‘tgcttcga ccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggccccc|

‘gattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagatcactaccacttctacacaggccactcgagcttgtg‘

‘atcgcactccgctaagggggcgcctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaac|actathCGCTGGACGCGGCAGTG

GGTGGCCGAGGAGAACCGGCACGGCGACCTGCTGAACAAGTACTGTTGGCTGACGGGGCGCGTC
AACATGCGGGCCGTGGAGGTGACCATCAACAACCTGATCAAGAGCGGCATGAACCCGCAGALCGG
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ACAACAACCCTTACTTGGGCTTCGTCTACACCTCCTTCCAGGAGCGCGCGACCAAGTACAGCCACGG
CAACACCGCGCGCCTTGCGGCCGAGCAGTGTIGTTTIGAGGGTTTTGGTIGCCCGTATCGAGGTCCTGG
TGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACCCCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAG
GGCGCGTACGEgatccTGCTCGGCCGCAAGGCGCGCGGTGTTGCCGTGGCTGTACTTGGTCGCGCGC
TCCTGGAAGGAGGTGTAGACGAAGCCCAAGTAAGGGTTGTTGTCCGTCTGCGGGTTCATGCCGCT

CTTGATCAGGTTGTTGATGGTCACCTCCACGGCCCGCATGTTGACGCGCCCCGTCAGCCAACAGTAC
TTGTTCAGCAGGTCGCCGTGCCGGTTCTCCTCGGCCACCCACTGCCGCGTCCAGCG Caag ttGCAGCAG

CAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGA
ATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTG
CTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCT
GCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTA

CTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAAAGCTGgagctc

cagccacggcaacaccgegegecttgcggccgagcacggcgacaagaacctgagcaagatctgegggctgatcgeccagegacga

gggccggcacgagatcgcctacacgegeatcgtggacgagttcttccgectcgacceccgagggcgecgtcgecgectacgecaaca

tgatgcgcaagcagatcaccatgeccgegcacctcatggacgacatgggccacggcgaggccaacccgggccgcaacctettege

cgacttctccgeggtcgecgagaagatcgacgtctacgacgecgaggactactgecgeatectggagcacctcaacgegegctegga

aggtgeacgagcgccaggtcageggccaggccgecgeggaccaggagtacgtectgggcctgecccagegcettccggaaactcge

Cgagaagaccgccgecaagcegcaagegegtcgcgegcaggcccgtegecttctectgeatctccgggcecgagatcatggtctagge

gagcgacgagtgtgcgtecgeooctggcgggagtgggacgccctcctcgetectctetgtictgaacggaacaatcggecaccecg

cgctacgecgeccacgcatcgagcaacgaagaaaaccccccgatgataggttgcggtgactgccgggatatagatccggecgcacat

caaagggcccctccgecagagaagaagctectttcccageagactectgaagage (SEQ ID NO: 94)

[0392] Identificacidon y analisis de SAD2 knockout/cepas desmontables: Constructo D1283, derivado de pSZ2282,
se transformd en S1920 como se describié anteriormente. Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente
y cultivados bajo condiciones de produccién de lipidos estandar a pH 5. Los perfiles de acidos grasos resultantes de
clones representativos derivados de la transformacién con pSzZ2282 en S1920 se resumen en la Tabla 39, a
continuacion. Transformantes D1283 acumularon hasta ~42% de C18: 0 a expensas de C18: 1, indicando que la
actividad SAD se redujo significativamente en estas cepas.
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Tabla 39. Perfiles de &cido grasos de transformantes primarios D1283 [pSZ2282], en comparacion con la cepa parental
de tipo silvestre, S1920.

. Cepa | 1530 | DUZR3M | DINRT | DI2SR LS | DI A7 | DI AN | DIARSa8
Ci2:0 LERE ERE R RN HAHY JERES DS
Cid:0 13 .42 g7 181 108 143 4.586
CL16:0 P 3R23 2821 e v E S 07 R 27
Cigl B.78 ER e FE {Li .33 314 iz

E 10 $#11 12 0.3% ity 048 #1412 N
E’ CiB8:0 315 #1.38 48,84 34,50 IS 2318 P8
E C18:1 R D37 8Lz _ fit=es 45 L 3874 3038
f Cig:3 747 Rt 4z | 725 A
.3 Ci8:3a | &37 103 e [ {372 S
C20.0 {32 187 175 L35 1.3s .23

Ledile ] .00 Gin .0 #:12 .00 $.32 i
20 0% .17 .13 2 s {15 .15
C24:0 {540 (.00 4,013 {4 .08 {300 X
Suma C18 Foan BEET 8324 SR &3.89 iR
Saturados 3166 PETRE 3.23 8367 S8 2l 5341
Insaturados 68,12 2657 2868 35.24 35,12 AEHF 758G

[0393] En la Tabla 39, niveles de estearato (C18: 0) mayores que el nivel de tipo salvaje se destacan con negrita.

[0394] Los perfiles de acidos grasos de los transformantes D1283-4 y -7 se determinaron que eran estables después
de mas de 30 generaciones de crecimiento en ausencia de seleccién (crecimiento en sacarosa). A continuacion, se
evalud el comportamiento de las cepas seleccionadas en ensayos en matraz de agitacion, y los perfiles de acidos
grasos y los titulos de lipidos se presentan en la Tabla 40, a continuacion. S4495 tenia el mas alto nivel de C18: 0
(~44%) y el mejor titulo de lipidos (~26%) en relacion con el padre S1920, y asi fue seleccionado para un mayor
desarrollo de la fermentacion.

Tabla 40. Perfiles de acido graso y titulos lipidicos de cepas knockout/knockdown SAD2 derivadas de transformantes
primarios D1283, en comparacion con la cepa parental de tipo silvestre, S1920.

T ci'o 28

>
S 3 N
184 1.34

Li4:0 158 ist 158 1.8%

C16:0 3047 | 2was 289
C16:1 aar | o 0.05
€17:0 T EE 0.3}
g | cso 338 | saas a4
s |csu 1332 1298
s [asz 530 | a0l .47 572
g | cise o3¢ | o | ez | ese | ess | am D64
< [caoo 24 241 341 148 158 132
€22:0 oms | o3 [ eas [ exs | ess [ em | ow
c24:0 oot | nas 032 544 | 049 | 08 0.3
g}f;ﬁ;ﬁ;"pidi“ e 123 128 8.2 8.2 259

[0395] En la Tabla 40, niveles de estearato (C18: 0) mayores que el nivel de tipo salvaje se destacan con negrita.
[0396] Hemos optimizado el rendimiento de S4495 en 7-L fermentaciones, y encontramos que podiamos coincidir con

el nivel ~44% C18: 0 obtenido en matraces de agitacion, con productividades de lipidos que estaban ~45% de la matriz
de tipo salvaje. Los perfiles de acidos grasos y los titulos de lipidos de fermentaciones representativos S4495 se
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resumen en la Tabla 41, a continuacion. Fermentacion de S4495 en condiciones 6ptimas produjo casi el 44% de C18:
0, que era similar al nivel de estearato que se acumul6 en ensayos en matraz oscilante. S4495 produjo altos niveles
C18: 0 en escala tanto matraz como 7-L y tenia la productividad de lipidos aceptable en 7-L fermentaciones; por
consiguiente esta cepa fue seleccionada como una cepa base para modificaciones adicionales destinadas a aumentar
la acumulacion C18: 0.

Tabla 41. Perfiles de acido grasos y titulos lipidicos de S4495, en comparacién con la cepa transgénica de control,
S2074.

- Fermentacion

C14:0 118
C16:0 2868 2838 28.35
€16:1 e 8482 {08
g [cis0 a6 3367
g | Casit 20,78 1763
3 | cis:2 5 06 558
# | c1sa {.16 .24 .35
£ [0 136 711
C12:0 0.18 nai
C24:0 5 €34 0,31
Suma C18 7846 6773 67,41 §7.13
Saturados 73.38 .48 Fhis2
Insaturados LR 26.1% 25,10 2352
Lipido total (g/L)| 30 383 §34 &5

[0397] Enla Tabla 41, niveles de estearato (C18: 0) mayores que los de control se resaltan con texto en negrita. S2074
contiene S. cerevisiae SUC2, la codificacion de la invertasa de sacarosa, integrado en el locus 6S, y tiene un perfil de
acidos grasos que es indistinguible del de tipo salvaje padre S1920.

[0398] Construcciones utilizadas para sobreexpresion de KASII en S4495: Constructo de ADN pSZ2734 se hizo
para sobreexpresar un codén optimizado P. moriformis gen KASII en S4495. El gen neoR de transpos6n Tn5, que
confiere resistencia a los antibiéticos aminoglucésidos, se utilizd6 como un marcador seleccionable para la
transformacion. La secuencia del ADN transformante se proporciona inmediatamente debajo. Sitios de restriccion
relevantes se indican en mindsculas, negrita, y son de 5'-3' BspQl, Kpnl, Xbal, Mfel, BamHI, Avrll, EcoRV, Spel, Ascl,
Clal, Bglll, Aflll, Hindlll y Sacl, respectivamente. Sitios BspQI delimitan el 5' y 3' del ADN transformante. Secuencias
subrayadas en los extremos 5' y 3' flancos de la construccion representan ADN gendémico de P. moriformis que
permiten la integracién dirigida del ADN de transformacion a través de recombinacién homéloga en el lugar 6S.
Procediendo en la direccion 5' a 3', C. reinhardtii promotor tub2 que dirige la expresion de neoR (que codifica la
actividad de la fosfotransferasa de aminoglucésido, permitiendo de este modo la cepa para crecer en G418) esta
indicado por letras mindsculas, texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para neoR se indican mediante
cursiva y en mayusculas, mientras que la region de codificacién esta indicada con letra cursiva en minidsculas. UTR 3'
de C. vulgaris gen NR se indica por pequefias mayusculas, seguido por una region espaciadora indicada por texto en
mindsculas. La secuencia promotora SAD2-2P. moriformis, indicada por texto en caja, conduce a la expresién del gen
KASII optimizado por coddn P. moriformis. La region que codifica la secuencia de direccionamiento de plastido KASII
se indica mediante cursiva y en mayusculas. La secuencia que codifica el polipéptido KASII maduro P. moriformis se
indica con subrayado, cursiva, mayusculas y en negrita, mientras que una secuencia de epitopo de codificacion
3xFLAG esta en negrita y cursiva. Un segundo NR 3' UTR C. vulgaris se indica por pequefias mayusculas.

[0399] Secuencia de nucleétidos del ADN transformante de pSZ2734:
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gcetettcgecgecgecactectgetcgagegegeccgegegtgegecgecagegecttggecttttcgecgegetegtgegegteget

gatgtccatcaccaggtccatgaggtctgecttgcgccggcetgagecactgettcgtccgggcggccaagaggagcatgaggeage

actcctggtccagggtcctgacgtgptcgcgectctgggagcggeccageatcatctggctetgccgcaccgaggccgectccaact

gotcctccagcagecgcagtecgecgecgaccctgecagaggaagacagetgagggetotatgaattgtacagaacaaccacgage

cttgtctaggcagaatccctaccagtcatggctttacctggatgacggcctgegaacagetgtccagegaccctcgetgecgecgcett

ctccegcacgettetttccagcaccgtgatggcgcgagecagegecgcacgetggcgctgegcttcgecgatctgaggacagtcggg

gaactctgatcagtctaaacccccttgecgegttagtgttgeccatectttgcagaccggtgagagecgacttgttgtgcgecacceccca

caccacctcctcccagaccaattctgtcacctttttggcgaaggcatcggectcggcctgcagagaggacagecagtgeccagecget

ggggettggcggatgcacgctca ggtacdctttcttgcgctatga ca cttccagcaaaaggtagggcgggctgcgagacggcttccc‘

‘ggcgctgcatgcaaca ccgatgatgcttcga ccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctccagggcgag‘

‘cgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagatcactaccactt|

‘cta cacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggegcectcttectettegtttcagtcea caacccgcaaacltctagaa

tatcaATGatcgagcaggacggcctccacgecggcteccccgecgectgggtggagegectgttcggctacgactgggeccag
cagaccatcggctgctccgacgecgcecgtgttccgcectgtccgeccagggecgecccgtgcetgttecgtgaagaccgacctgtecg
gcgccctgaacgagctgecaggacgaggecgceccgectgtectggctggecaccaccggegtgcecctgegecgecgtgcetggac
gtggtgaccgaggccggcecgegactggcetgcetgctgggecgaggtgcecccggceecaggacctgctgtectcccacctggecceege
cgagaaggtgtccatcatggccgacgcecatgcgecgcectgecacaccctggaccccgcecacctgecccttcgaccaccaggceca
agcaccgcatcgagegcegeccgeaccecgeatggaggcecggcectggtggaccaggacgacctggacgaggageaccaggge
ctggceccccgecgagctgttcgeececgectgaaggceccgeatgeccgacggegaggacctggtggtgacccacggegacgcectg
cctgcccaacatecatggtggagaacggcecgcttctccggcttcatcgactgeggceecgectgggcgtggecgaccgetaccagg
acatcgccctggcecaccecgcecgacatcgecgaggagcetgggceggegagtgggccgaccgcttectggtgcetgtacggceatecgece
gccecccgactcccagegceatcgecttctaccgectgcetggacgagttcttcTGAcaattgGCAGCAGCAGCTCGGATAG
TATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGT
GAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAG
TTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGC
ATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCC
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CTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCA
ATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAggatcccgegtctcgaacagagegegeaga
ggaacgctgaaggtctcgectctgtcgecacctcagegeggcatacaccacaataaccacctgacgaatgegcettggttcttegtecat

tagcgaagcgtccggttcacacacgtgecacgttggcgaggtggcaggtgacaatgatcggtggagetgatggtcgaaacgttcac

agcctagggatathCT GAAGAATG GGAGGCAGGTGTTGTTGATTATGAGTGTGTAAAAGAAAGGGGTA‘

‘GAGAGCCGTCCTCAGATCCGACT ACTATGCAGGTAGCCGCTCGCCCATGCCCGCCTGG CTGAATATTI

‘GATGCATG CCCATCAAGGCAGGCAGGCATTTCTGTGCACGCACCAAGCCCACAATCIT CCACAACAC‘

‘ACAG CATGTACCAACGCACGCGTAAAAGTTGGGGTGCTGCCAGTG CGTCATGCCAGGCATGATGTG‘

‘CTCCTGCACATCCG CCATGATCTCCTCCATCGTCTCGGGTGTTTCCGGCGCCTGGTCCGGGAG CCGTT‘

‘CCGCCAGATACCCAGACGCCACCTCCGACCTCACGGGGTACI I ICGAGCGTCTGCCGGTAGTCGAC‘

‘GATCG CGTCCACCATGGAGTAGCCGAGGCGCCGGAACTGGCGTGACGGAGGGAGGAGAGGGAG G‘

‘AGAGAGAG GGGGGGGGGGGGGEGGGGATGATTACACGCCAGTCTCACAACGCATG CAAGACCCGﬂ

’TTGATTATGAGTACAATCATG CACTACTAGATGGATGAGCG CCAGGCATAAGGCACACCGACGTTG‘

‘ATGGCATG AGCAACTCCCGCATCATATTTCCTATTGTCCTCACGCCAAG CCGGTCACCATCCGCATGC‘

’TCATATTACAG CGCACGCACCGCTTCGTGATCCACCGGGTGAACGTAGTCCT! CGACGGAAACATCTG‘

‘G CTCGGGCCTCGTGCTGGCACTCCCTCCCATGCCGACAACCTTTCT GCTGTCACCACGACCCACGATG|

‘CAACG CGACACGACCCGGTGGGACTGATCGGTTCACTGCACCTGCATG CAA'I_I'GTCACAAGCGCATI

‘ACTCCAATCGTATCCGTTTGATTTCTGTGAAAACTCG CTCGACCGCCCGCGTCCCGCAGGCAG CGAﬂ

‘GACGTGTGCGTGACCTGGGTGTTTCGTCGAAAGGCCAG CAACCCCAAATCG CAGGCGATCCGGAGA‘

’TTGGGATCTGATCCGAGCTTG GACCAGATCCCCCACGATGCGGCACGGGAACTGCATCG ACTCGGC‘

‘G CGGAACCCAGCTTTCGTAAATGCCAGATTGGTGTCCGATACCTTGATTTGCCATCAG CGAAACAAG|

‘ACTTCAGCAG CGAGCGTATTTGGCGGGCGTGCTACCAGGGTTGCATACATTGCCCATTTCTGTCTG G‘

‘ACCG CTTTACCGGCGCAGAGGGTGAGTTGATGGGGTTGGCAGGCATCGAAACGCGCGTGCATG GT‘

‘GTGTGTGTCTGI I ICGGCTGCACAATTTCAATAGTCGGATGGGCGACGGTAGAATTGGGTGTTGC|

‘G CTCGCGTGCATGCCTCGCCCCGTCGGGTGTCATGACCGGGACTGGAATCCCCCCTCG CGACCCTCC|

’TGCTAACG CTCCCGACTCTCCCGCCCGCGCGCAGGATAGACTCT AGTTCAACCAATCGACA‘a ctagtAT

GCAGACCGCCCACCAGCGCCCCCCCACCGAGGGCCACTGCTTCGGCGCCCGCCTGCCCACCGLCTCCC
GCCGCGCCGTGCGCCGCGCCTGGTCCCGCATCGCCCGCGEEegegecGCCGCCGCCGCCGACGCCAAC

CCCGCCCGCCCCGAGCGCCGCGTGGTGATCACCGGCCAGGGCGTGGTGACCTCCCTGGGCCAGACC
ATCGAGCAGTTCTACTCCTCCCTGCTGGAGGGCGTGTCCGGCATCTCCCAGATCCAGAAGTTCGACA
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CCACCGGCTACACCACCACCATCGCCGGCGAGATCAAGTCCCTGCAGCTGGACCCCTACGTGCCCAA
GCGCTGGGCCAAGCGCGTGGACGACGTGATCAAGTACGTGTACATCGCCGGCAAGCAGGCCCTGG
AGTCCGCCGGCCTGCCCATCGAGGCCGCCGGCCTGGCCGGCGCCGGCCTGGACCCCGCCCTGTGCG
GCGTGCTGATCGGCACCGCCATGGCCGGCATGACCTCCTTCGCCGCCGGCGTGGAGGCCCTGACCC
GCGGCGGCGTGCGCAAGATGAACCCCTTCTGCATCCCCTTCTCCATCTCCAACATGGGCGGCGCCAT
GCTGGCCATGGACATCGGCTTCATGGGCCCCAACTACTCCATCTCCACCGCCTGCGCCACCGGCAAC
TACTGCATCCTGGGCGCCGCCGACCACATCCGCCGCGGCGACGCCAACGTGATGCTGGCCGGLCGGC
GCCGACGCCGCCATCATCCCCTCCGGCATCGGCGGCTTCATCGCCTGCAAGGCCCTGTCCAAGCGCA
ACGACGAGCCCGAGCGCGCCTCCCGCCCCTGGGACGCCGACCGCGACGGCTTCGTGATGGGCGAG
GGCGCCGGCGTGCTGGTGCTGGAGGAGCTGGAGCACGCCAAGCGCCGCGGCGCCACCATCCTGGC
CGAGCTGGTGGGCGGCGCCGCCACCTCCGACGCCCACCACATGACCGAGCCCGACCCCCAGGGCCG
CGGCGTGCGCCTGTGCCTGGAGCGLCGCCCTGGAGCGCGCCCGCCTGGCCCCCGAGCGCGTGGGCTA
CGTGAACGCCCACGGCACCTCCACCCCCGCCGGCGACGTGGCCGAGTACCGCGCCATCCGCGCCGT
GATCCCCCAGGACTCCCTGCGCATCAACTCCACCAAGTCCATGATCGGCCACCTGCTGGGCGGCGCC
GGCGCCGTGGAGGCCGTGGCCGCCATCCAGGCCCTGCGCACCGGCTGGCTGCACCCCAACCTGAAC
CTGGAGAACCCCGCCCCCGGCGTGGACCCCGTGGTGCTGGTGGGCCCCCGCAAGGAGCGCGCCGA
GGACCTGGACGTGGTGCTGTCCAACTCCTTCGGCTTCGGCGGCCACAACTCCTGCGTGATCTTCCGC
AAGTACGACGAGATGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACATCGACTACA
AGGACGACGACGACAAGTGAatcgatagatctcttaagGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTC

TGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCC
GCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTT
GTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAA
CTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTT
GGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCAC
GGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAaagcttaattaagagctctigttttccagaaggagttgetecttgag

cctttcattctcagcctcgataacctccaaagecgctctaattgtggaggeoottcgaatttaaaagcttggaatgttggttcgtgcgt

ctggaacaagcccagacttgtigctcactgggaaaaggaccatcagctccaaaaaacttgecgctcaaaccgegtacctetgcetttce

gcgcaatctgecctgttgaaatcgccaccacattcatattgtgacgcttgagcagtctgtaattgectcagaatgtggaatcatctgec

ccctgtgcgageccatgeccaggcatgtcgcgggcgageacacccgecactcgtacagcagaccattatgetacctcacaatagttca

taacagtgaccatatttctcgaagctccccaacgagcaccteccatgetctgagtegccaccececccggecctggtgcttgcgeageec

aggtcaaccggcatggggctaccgaaatccccgaccggatcccaccacccccgegatgggaagaatctctecceccgggatgtggacce

caccaccagcacaacctgctggcccaggcgagegtcaaaccataccacacaaatatecttggcatcggecctgaattecttctgecg
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ctctgctacccggtocttctgtccgaagcagegegtigctagegatcgetccgagtccgcaaacccttgtcgcgtggcgggocttgtic

gagcttgaagagce (SEQ ID NO:95)

[0400] La sobreexpresion de KASII en la cepa X: Constructo D1643 derivado de pSZ2734 se transformé6 en S4495
como se describid anteriormente. Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente y cultivados bajo
condiciones de produccion de lipidos estandar a pH 5. Los perfiles de éacidos grasos resultantes de clones
representativos derivados de transformacién de S4495 con D1643 se resumen en la Tabla 42, a continuacién. La
sobreexpresion de KASII en el SAD2 knockout/knockdown fondo S4495 resultd en multiples cepas acumulando mas
de 50% de C18: 0 y con niveles sustancialmente reducidos de C16: 0. También observamos que KASII que sobre-
expresan lineas tenian relaciones globales méas bajas de saturados a los acidos grasos insaturados en comparacion
con S4495.

Tabla 42. Perfiles de acido graso de transformantes primarios D1653 [pSZ2734], en comparacion con la cepa base
S4495 y la cepa padre de tipo silvestre, S1920.

Area % de acido graso

£ | o
Suma C18 | arva
Saturados | ¥

2aas
64,03
355

Insaturado | #3751

[0401] En la Tabla 42, niveles de estearato (C18: 0) mayores que el nivel de tipo salvaje se destacan con negrita.
Niveles de palmitato (C16: 0) mas bajos que S4495 o S1920 se destacan con negrita. Para tres cepas la proporcion
de saturados a los &cidos grasos insaturados es < 2: 1; éstos se resaltan con texto en cursiva negrita.

[0402] Lineas estables se aislaron de los transformantes primarios que se muestran en la Tabla 42. Los perfiles de
acidos grasos y los titulos de lipidos de cultivos en matraces de agitacion se presentan en la Tabla 43, a continuacion.
Las cepas acumularon hasta un 55% de C18: 0, con un precio tan bajo como 7% de C16: 0, con titulos de lipidos
comparables al padre S4495. Las relaciones saturados:insaturados se redujeron sustancialmente en comparacion con
S4495. Las cepas S5665 y S5675 se seleccionaron para evaluacion en fermentaciones de alta densidad 3-L.
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Tabla 43. Ensayos de frasco de agitacion de cepas derivadas de D1653, expresando KASII, impulsadas por el
promotor PmSAD2-2, orientadas al locus 6S.

L F ] Hae FEXE 3 N28 O3 Goxs am | 9 .25 .32 HEE]
140 43 312 181 17 178 132 LG 1E1 1328 143 13
&0 Pt 8,39 844 euw | 1031 | & §.95 581 33 B.53
o |Cre | xad | sxe | was g a0 | o6 | oad | see | ooy | o | oom
g L1 Fa | AR33 | e R R LAEE | Bagl | e | RaAw | osnn
'_IE 183 QI Mg | 28W 2331 2837
HEE IR 7 At
% Cifda | wan vy | a2 s
g leoo | aas | s | 2sr | am 163
€201 | moe | aas | oaar | ooas LE o34
caon | o | nee | wan | oge G 960
Canl 835 S (LB g i1 .16
220 A LERE] G.38 B {24 A L]
€23 RS 483 818 .25 o Q83 RS
Suma Cl18 | iz | srss | Basr | &s32 HRE3 s34 | R8sz
Saturados e riar | 22 | 5663 e ] 65.20 | B80
Insaturado | sasy | rrvs | anse | 335 | suee | 3457 | 3ese
Eﬁf:r' Wos | se2 | sie | eaa i g4y | ars | suu | avs | w32 | sma | 3s4

[0403] En la Tabla 43, S4495 es la cepa parental; S1920 es la cepa de base de tipo salvaje. Estearato de (C18: 0) los
niveles de al menos dos veces mayor que en la cepa de tipo salvaje se destacan en negrita. Niveles de palmitato que
son menos que en S1920 y S4495 se resaltan en negrita. Negrita y cursiva indican que la relacion
saturados:insaturados es <2: 1.

[0404] Los perfiles de acidos grasos y las métricas de rendimiento de las cepas de S5665 y S5675 se detallan en la
Tabla 44, a continuacién. El perfil de acidos grasos de la cepa madre S4495, que se cultiva en las mismas condiciones
de fermentacion, se presenta para comparacion. Las cepas que sobreexpresan KASII se acumulan alrededor del 11%
mas de C18: 0 de la matriz S4495. C16: 0 se reduce a 7-9%, y los niveles de acidos grasos insaturados aumentan en
4-5%. Los titulos de lipidos de S5665 y S5675 eran comparables a S4495, indicando que sobre-expresion de KASII
no tenian efectos nocivos sobre la produccion de lipidos.
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[0508] Tabla 44. Perfiles de acido graso de punto final de biomasa de fermentaciones S4495, S5665 y S5775.

. C1a:0 337 3 i
C16:0 2838 8.88 733
Cind
C18:0 A1 88 3138
€18:1 1283 187 R3S
182
Cif3a
L300 231 3.28 248
C22:0 $31 $.40 LS
C24:0 333
Suma C18 &§7.13
Saturados

Insaturado 23.52

Lipido total (g/L) 475

[0405] Las fermentaciones se cultivaron durante 6 dias utilizando un proceso de alimentacion por lotes. El perfil de
acidos grasos S4495 de la fermentacion 120580F1 se presenta en la Tabla 41, y se muestra de nuevo en la Tabla 44
para la comparacion con S5665 y S5675. Todas las fermentaciones se realizaron a 32°C, pH 5, con un
nitrégeno/fésforo (N/P) de 1,4, 30% de oxigeno disuelto (OD), nitrdgeno 300 mM [N], y 557,5 uM hierro. La fuente de
azucar era de 70% de sacarosa (S70). Niveles de estearato de (C18: 0) més altos que en la cepa de tipo salvaje se
indican con negrita. Niveles de palmitato (C16: 0) que son menos que en el de tipo salvaje se destacan en negrita.

[0406] Aceites de escala de laboratorio se prepararon a partir de biomasa derivada de los matraces de agitacion y
fermentaciones descritas anteriormente. Las composiciones de TAG de estos aceites se determinaron por LC/MS.
SOS son las principales especies de TAG en tanto S5665 como S5675, que van desde 33-35% en la biomasa a partir
de matraces de agitacion, y alcanzando el 37% en la biomasa de fermentacion de alta densidad. Los principales TAG
que contiene palmitato se reducen sustancialmente, y los niveles de trisaturado son menos de la mitad de los
observados en los aceites S4495. Estos resultados demuestran que sobre-expresion KASII en un fondo de alto
estearato mejora significativamente la acumulacion de SOS, y reduce la acumulacion de TAG trisaturadas.

[0407] Construcciones utilizadas para ruptura FATA-1, sobre-expresion KASIl y FAD2 iARN en S1920: Una
construccion de ADN, pSZ2419, se hizo para interrumpir simultaneamente alelo FATA-1, sobre-expresan P. moriformis
KASII y expresan una construccion en horquilla FAD2 en S1920. Una versién de S. cerevisiae gen suc2, que codifica
para la invertasa de sacarosa, que fue codones optimizados para la expresion en P. moriformis, se utiliz6 como un
marcador seleccionable para la transformacion. La secuencia del ADN transformante se proporciona inmediatamente
debajo. Sitios de restriccion relevantes se indican en mindsculas, negrita, y son de 5'-3' BspQlI, Kpnl, Ascl, Mfel, BamHI,
Auvrll, EcoRV, EcoRI, Spel, Ascl, Clal, Bglll, Aflll, Hindlll, Sacl, Spel, y Xhol, respectivamente. Sitios BspQI delimitan
el ADN transformante 5' y 3. Secuencias subrayadas en los extremos 5' y 3' flancos de la construccion representan
ADN gendémico de P. moriformis que permiten la integracion dirigida del ADN de transformacion a través de
recombinacion homdloga en el FATA-1 lugar. Procediendo en la direcciéon 5' a 3', C. reinhardtii promotor tub2 que
dirige la expresion de S. cerevisiae gen suc2 (que codifica actividad de hidrdlisis de la sacarosa, permitiendo de este
modo que la cepa crezca en sacarosa) se indica mediante letras mindsculas, texto en caja. El iniciador ATG y el
terminador TGA para suc2 se indican mediante cursiva y en mayuUsculas, mientras que la region de codificacién esta
indicada con letra cursiva en minusculas. El gen de nitrato reductasa UTR 3' de C. vulgaris (NR) se indica por pequefias
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mayusculas, seguido por una region espaciadora indicada por texto en minusculas. P. moriformis AMT3 promotor,
indicado por texto en caja en mindsculas, conduce la expresion del gen P. moriformis KASII. La region que codifica el
péptido dirigido a plastidios de Chlorella protothecoides SAD1 se indica mediante cursiva y en mayusculas. La
secuencia que codifica el polipéptido KASII maduro P. moriformis se indica con subrayado, cursiva, mayuscula y en
negrita, mientras que una secuencia de epitopo de codificacion 3xFLAG esta en negrita y cursiva. Un segundo NR 3'
UTR C. vulgaris se indica por pequefias mayuUsculas. Una segunda secuencia promotora de tub2 C. reinhardtii,
indicada por texto en caja en minusculas, conduce la expresiéon de una secuencia de horquilla FAD2 P. moriformis.
Las cadenas con sentido y antisentido se indican con mayuUsculas, negrita y cursiva, y estan separadas por FAD2
intron y las primeras 10 bases del segundo exén FAD2 (cursiva y en mayuUsculas). Un tercero NR 3' UTR C. vulgaris
se indica por pequefias mayusculas, seguido de una segunda regién espaciadora que se indica mediante texto en
minusculas.

[0408] Secuencia de nucleétidos del ADN transformante de pSZ2419:
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gctcttcggagtcactgtgecactgagttcgactggtagetgaatggagtegetgetccactaaacgaattgtcagcaccgecagec

goccgaggacccgagtcatagecgaggstagtagegcgccatggcaccgaccagectgettgccagtactggcgtetcttccgcettct

ctgtggtcctctgegegectccagegegtgcgcttttccggtggatcatgeggtccgtggcgcaccgcageggecgetgeccatgcage

gccgcetgcttccgaacagtggcggtcagggccgcacccgeggtagecgtecgtccggaacccgeccaagagttttgggagcagett

gagccctgcaagatggcggaggacaagegcatcttcctggagegagcaccggtgcgtegagatccggggctgaccggccgtcgeat

tcaacgtaatcaatcgcatgatgatcagaggacacgaagtcttgetgecggtggccagaaacactgtccattgcaagggcatagee

atgcgttccttcacctctcatttctcatttctgaatccctecctgetcactetttctectectecttcccgttcacgcageattcggggtace

‘ctttcttgcgctatgaca cttccagcaaaaggtagggegggctgecgagacggcttcceggegetgeatgcaaca ccgatgatgcttc|

‘ga ccceecga agctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgc‘

‘aaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagatcactaccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgca‘

‘ctccgcta agggggcgcectcttectcttegtttcagtca caacccgcaaac\ggcgcgccA TGctgctgcaggcecttectgttectgct

ggccggcttcgecgecaagatcagegcectccatgacgaacgagacgtccgaccgecccctggtgeacttcacccccaacaagyg
gctggatgaacgaccccaacggcectgtggtacgacgagaaggacgccaagtggeacctgtacttccagtacaacccgaacg
acaccgtctgggggacgcccttgttctggggccacgccacgtccgacgacctgaccaactgggaggaccagceccatcgecatc
gcccecgaagcegeaacgactecggegccttctecggctecatggtggtggactacaacaacacctceggcttcttcaacgacacc
atcgacccgcegcecagcegctgegtggcecatctggacctacaacacceccggagteccgaggagceagtacatctcctacagectgga
cggcggctacaccttcaccgagtaccagaagaaccccgtgctggecgecaactccacccagttccgegacccgaaggtcttctg
gtacgagccctcccagaagtggatcatgaccgecggecaagicccaggactacaagatcgagatctactcctccgacgacctga
agtcctggaagctggagtccgegttcgeccaacgagggcttcctcggctaccagtacgagtgecccggectgatcgaggtecce
accgagcaggaccccagcecaagtcectactgggtgatgttcatctccatcaaccccggegecccggecggeggctecttcaaccag
tacttcgtcggcagcttcaacggcacccacttcgaggccttcgacaaccagtcccgegtggtggacttcggcaaggactactac
gccctgecagaccttcttcaacaccgacccgacctacgggagegecctgggceatcgegtgggcectccaactgggagtactccgcec
ttcgtgcccaccaacccctggcegctcectccatgteectcgtgegcecaagttctccctcaacaccgagtaccaggecaacccggaga
cggagctgatcaacctgaaggccgagccgatcctgaacatcagcaacgcecggceccctggagcecggttcgecaccaacaccac
gttgacgaaggccaacagctacaacgtcgacctgtccaacagcaccggcaccctggagttcgagctggtgtacgecgtcaac
accacccagacgatctccaagtecgtgttcgcggacctcteectetggttcaagggcctggaggaccccgaggagtacctcege
atgggcttcgaggtgtccgcgtcctecttcttecctggaccgecgggaacagecaaggtgaagttcgtgaaggagaaccectactic
accaaccgcatgagcegtgaacaaccageccttcaagagegagaacgacctgtcctactacaaggtgtacggcttgctggacc
agaacatcctggagctgtacttcaacgacggegacgtcgtgtccaccaacacctacttcatgaccaccgggaacgcecctgggce
tccgtgaacatgacgacgggggtggacaacctgtictacatcgacaagttccaggtgegegaggtcaagTGAcaattgGCA
GCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACT
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TGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGT
ACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTC
GTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTG
CTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCT
GTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAggatcecgc
gtctcgaacagagcgcgeagaggaacgctgaaggtctcgectctgtcgecacctcagegeggeatacaccacaataaccacctgacg

aatgcgcettggttcttcgtccattagegaagegtecggttcacacacgtgecacgttggegaggtggecaggtgacaatgateggtgg

agctgatggtcgaaacgttca cagcctagggatatcgaattclggccga cagga cgcgcgtcaaaggtgctggtcgtgtatgccctg|

‘gccggcaggtcgttgctgctgctggttagtgattccgcaaccctgattttggcgtctta ttttggcgtggcaaacgctggcgcccgcga‘

‘gccgggccggcggcgatgcggtgcccca cggctgecggaatccaagggaggcaagagegeccgggtcagttgaagggettta cgc‘

‘gca aggtacagccgctcctgcaaggetgegtggtggaattggacgtgecaggtectgetgaagttectcca ccgcctcaccagcgga‘

‘caaagcaccggtgtatcaggtccgtgtcatccactctaaagaactcgactacgacctactgatggccctagattcttcatcaaaaac‘

‘gcctgaga cacttgcccaggattgaaactccctgaaggga ccaccaggggccctgagttgttccttccccccgtggcgagctgccad

‘ccaggctgta cctgtgatcgaggctggcgggaaaataggettcgtgtgctcaggtcatgggaggtgcagga cagctcatgaaacgc\

‘caacaatcgcacaattcatgtcaagctaatcagctatttcctcttcacgagctgtaattgtcccaaaattctggtctaccgggggtgat‘

‘ccttcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatgcggtcgccgcgcaactcgcgcgagggccgagggtttggga cg‘

‘ggccgtcccgaaatgcagttgca cccggatgegtggeaccttttttgecgataatttatgcaatgga ctgctctgcaaaattctggctct‘

‘gtcgccaaccctaggatcagcggcgtaggatttcgtaatcattcgtcctgatggggagcta ccgactaccctaatatcageccga ct|

‘gcctga cgccagegtccacttttgtgcacacattccattcgtgecccaagacatttcattgtggtgecgaagegtecccagtta cgctcac|

‘ctgtttcccgacctcctta ctgttctgtcgacagagegggcccacaggecggtcegecagedactagtATGGCCACCGCATCCAC

TTTCTCGGCGTTCAATGCCCGCTGCGGCGACCTGCGTCGCTCGGCGGGCTCCGGGCCCCGGCGCCCA
GCGAGGCCCCTCCCCGTGCGCGEgegegccGCCGCCGCCGCCGACGCCAACCCCGCCCGCCCCGAGLCG
CCGCGTGGTGATCACCGGCCAGGGCGTGGTGACCTCCCTGGGCCAGACCATCGAGCAGTTCTACTC
CTCCCTGCTGGAGGGCGTGTCCGGCATCTCCCAGATCCAGAAGTTCGACACCACCGGCTACACCACC
ACCATCGCCGGCGAGATCAAGTCCCTGCAGCTGGACCCCTACGTGCCCAAGCGCTGGGCCAAGCGC
GTGGACGACGTGATCAAGTACGTGTACATCGCCGGCAAGCAGGCCCTGGAGTCCGCCGGCCTGCC
CATCGAGGCCGCCGGCCTGGCCGGCGCCGGCCTGGACCCCGCCCTGTGCGGCGTGCTGATCGGCAC
CGCCATGGCCGGCATGACCTCCTTCGCCGCCGGCGTGGAGGCCCTGACCCGCGGCGGCGTGCGCAA
GATGAACCCCTTCTGCATCCCCTTCTCCATCTCCAACATGGGCGGCGCCATGCTGGCCATGGACATC
GGCTTCATGGGCCCCAACTACTCCATCTCCACCGCCTGCGCCACCGGCAACTACTGCATCCTGGGCG
CCGCCGACCACATCCGCCGCGGCGACGCCAACGTGATGCTGGCCGGCGGCGCCGACGCCGCCATCA
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TCCCCTCCGGCATCGGCGGCTTCATCGCCTGCAAGGCCCTGTCCAAGCGCAACGACGAGCCCGAGC
GCGCCTCCCGCCCCTGGGACGCCGACCGCGACGGCTTCGTGATGGGCGAGGGCGCCGGCGTGCTG
GTGCTGGAGGAGCTGGAGCACGCCAAGCGCCGCGGCGCCACCATCCTGGCCGAGCTGGTGGGCG
GCGCCGCCACCTCCGACGCCCACCACATGACCGAGCCCGACCCCCAGGGLCGLCGGCGTGCGCCTGT
GCCTGGAGCGCGCCCTGGAGCGCGCCCGCCTGGCCCCCGAGCGCGTGGGCTACGTGAACGCCCAC
GGCACCTCCACCCCCGCCGGCGACGTGGCCGAGTACCGCGCCATCCGCGCCGTGATCCCCCAGGACLT
CCCTGCGCATCAACTCCACCAAGTCCATGATCGGCCACCTGCTGGGCGGCGCCGGCGCCGTGGAGG
CCGTGGCCGCCATCCAGGCCCTGCGCACCGGCTGGCTGCACCCCAACCTGAACCTGGAGAACCCCG
CCCCCGGCGTGGACCCCGTGGTGCTGGTGGGCCCCCGCAAGGAGCGCGCCGAGGACCTGGACGTG
GTGCTGTCCAACTCCTTCGGCTTCGGCGGCCACAACTCCTGCGTGATCTTCCGCAAGTACGACGAGA
TGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGAC

AAGTGAatcgatagatctcttaagGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGT
GTGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAG
CCTCAGTGTGTTITGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAAT
ACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTC
CTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGC
CTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGA

TGGGAACACAAATGGAaagcttaattaagagctcctttcttgegetatga cacttccagcaaaaggtagggcgggctgcga|

‘ga cggcttcccggegetgcatgcaacaccgatgatgettcga ccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgct‘

‘ccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagat‘

‘ca ctaccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggegectcttectcttegtttcagtca caacccgc|

actagtATGGCTATCAAGACGAACAGGCAGCCTGTGGAGAAGCCTCCGTTCACGATCGGGACG
CTGCGCAAGGCCATCCCCGCGCACTGTTTCGAGCGCTCGGCGCTTCGTAGCAGCATGTACCTGGCCT
TTGACATCGCGGTCATGTCCCTGCTCTACGTCGCGTCGACGTACATCGACCCTGCACCGGTGCCTAC

GTGGGTCAAGTACGGCATCATGTGGCCGCTCTACTGGTTCTTCCAGGTGIGTTTGAGGGTTTTGGTT
GCCCGTATTGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGAGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACCCCCCCGGLT

ACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGGGAAGAACCAGTAGAGCGGCCACATGATGCCGTACT
TGACCCACGTAGGCACCGGTGCAGGGTCGATGTACGTCGACGCGACGTAGAGCAGGGACATGACC
GCGATGTCAAAGGCCAGGTACATGCTGCTACGAAGCGCCGAGCGCTCGAAACAGTGCGCGGGGA

TGGCCTTGCGCAGCGTCCCGATCGTGAACGGAGGCTTCTCCACAGGCTGCCTGTTCGTCTTGATAGC
CATctcgagGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTT
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GCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTT

GATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCA
TCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAG
CGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGT
ACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATG
GAaagctgtattgttttccagaaggagttgctccttgagectttcattctcagectcgataacctccaaagecgctctaattgtggagg

gggttcgaagacagggtggttggctggatggggaaacgcetggtcgegggattcgatcctgetgettatatectccctggaageacac

ccacgactctgaagaagaaaacgtgcacacacacaacccaaccggccgaatatttgcttccttatcccgggtccaagagagactgc

gatgcccccctcaatcageatectectecctgecgcettcaatcttecctgettgcctgecgeccgeggtgcgccgtctgcccgeccagtce

agtcactcctgcacaggecccttgtgcgcagtectcctgtaccctttaccgctecttccatictgcgaggccccctattgaatgtattcg

ttgcctgtgtggccaagegggctgctgggcgcgeccgecgtcgggcagtgctecggcgacttitggcggaagecgattgticttctgtaag

ccacgcgcttgctgctttgggaagagaagggeoggootactgaatggatgaggaggagaaggaggogtattggtattatctgagtt
gggtgaagagce (SEQ ID NO:96)

[0409] Identificacion y andlisis de knockout FATA-1, sobre-expresion de KASII 'y cepas iARN FAD2: Constructo
D1358, derivado de pSZ2419, se transformé en S1920 como se describio anteriormente. Los transformantes primarios
fueron purificados clonalmente y cultivados bajo condiciones de produccion de lipidos estandar a pH 5. Los perfiles de
acidos grasos resultantes de clones representativos derivados de transformacion de S1920 con D1358 se resumen
en la Tabla 45, a continuacion. P. moriformis AMT3 promotor esta reprimido a pH 5 por lo que los fenotipos observados
no reflejan la sobre expresion de P. moriformis KASII. Sin embargo, se observé que multiples cepas habian reducido
sustancialmente los niveles de C16: 0 y 10-15% de aumento en C18: 1, lo que sugiere que la construccion habia
interrumpido el gen diana FATA-1, aumentando la cantidad de palmitoil-ACP disponible para la extensién por KASII
enddgeno. Una linea, D1358-13, se selecciond para su posterior andlisis. D1358-13 acumulada ~17% de C16: O,
~75% de C18: 1 y menos del 2% de C18: 2, lo que indica que habiamos integrado con éxito en FATA-1y la actividad
regulada a la baja de la FAD2 A'?-desaturasa en esta cepa.

Tabla 45. Perfiles de acido graso de transformantes primarios D1358 [pSZ2419], en comparacion con la cepa parental
de tipo silvestre, S1920.

Ti0
€130
[Ty
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€180
€181
{18:2
€i8:3a
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[0410] En la Tabla 45, niveles de oleato (C18: 1) mayores que el nivel de tipo salvaje se destacan con negrita. Niveles
de palmitato (C16: 0) menores que los de tipo salvaje se destacan con negrita. Los niveles de linoleato (C18: 2)
reducidos en 1% o méas en comparacion con el padre S1920 se destacan con negrita.

[0411] Los perfiles de acidos grasos de cepas derivadas de D1358-13 transformante fueron determinados a ser
estables después de més de 60 generaciones de crecimiento en ausencia de seleccién (crecimiento en sacarosa). A
continuacién, se evalué el comportamiento de las cepas seleccionadas en ensayos en matraz de agitacion, y los
perfiles de acidos grasos y los titulos de lipidos se presentan en la Tabla 46, a continuacién. experimentos en matraces
se llevaron a cabo a pH 7, lo que permite la activacion del promotor de expresion PmAMT3 del transgén KASII. La
combinacion de sobre-expresion KASII y knockout FATA-1 conduce a reducciones adicionales en los niveles de
palmitato y oleato de acumulacién reforzada en comparacion con los fenotipos observados a pH 5 (Tabla 45). Con
mas de 82% de C18: 1, menos de 11% de C16: 0, a menos de 2% de C18: 2 y ~83% de la titulacién de los lipidos de
tipo salvaje, S5003 se determin6 que era la cepa mas adecuada de este conjunto para servir como una cepa huésped
para las modificaciones posteriores para elevar los niveles de estearato. El andlisis de transferencia de ADN mostro
gue S5003 tiene una simple insercién de constructo D1358 [pSZ2419] en el locus FATA-1.

Tabla 46. Perfiles de &cido graso y titulos lipidicos de knockout FATA-1, sobreexpresion de KASII, lineas de iARN
FAD?2 derivadas de transformantes primarios D1358-13, en comparacion a la cepa padre de tipo silvestre, S1920.

o | €160 | 2348 | 3092 | 1047 | 436 | 899 82F | i3
& [ casa Gk | Oz | onEs | 831 | o GEF | Gl
‘é Cigg e | orwm | w00 | ®as | oxn 288 | 2
R B224 | B.GG | B5.48 gx38 | 157
‘f Cig2 BEE | LB | £A% | 380 | xon | ey | oraw | oisw
1-“-' i3 | Gdl : ; rae | g
204 A § dd 1
201 4 32 | n
Suma C18 | ¢rax ey | Brae
Saturados | 3203 JEETIN I
Insaturado | &343 8622 | #an
_::;tizj'::"' e | w2 | sia | e | ses | aez | osxs | s

[0412] En la Tabla 46, niveles de estearato (C18: 1) mayores que el nivel de tipo salvaje se destacan con negrita.
Niveles de palmitato (C16: 0) inferiores a los de tipo salvaje se destacan con negrita. Niveles de linoleato (C18: 2) que
son inferiores a los de tipo salvaje se indican con el texto en negrita.

[0413] Construcciones utilizadas para knockout SAD2/iARN en S5003: Dos construcciones de ADN, pSZ2283 y
pSZ2697, se hicieron para interrumpir simultdneamente el alelo SAD2-1 y expresar una construccion en horquilla
SAD2 en S5003. En cada construccion, gen neoR de transposén Tn5, que confiere resistencia a los antibioticos
aminoglucosidos, se utilizdé como un marcador seleccionable para la transformacion. La secuencia del ADN
transformante derivado de pSZ2283 se proporciona inmediatamente debajo. Sitios de restriccion relevantes se indican
en mindsculas, negrita, y son de 5'-3' BspQI, Kpnl, Xbal, Mfel, BamHI, Avrll, EcoRV, EcoRlI, Spel, BamH]I, Hindlll, y
Sacl, respectivamente. sitios BspQI delimitan 5'y 3' del ADN transformante. Secuencias subrayadas en los extremos
5'y 3' flancos de la construccion representan ADN genémico de P. moriformis permiten la integracién dirigida del ADN
de transformacion a través de recombinaciéon homologa en el locus SAD2-1. Procediendo en la direccion 5' a 3/,
Chlamydomonas reinhardtii tub2 promotor que dirige la expresiéon de neoR (que codifica la actividad de la
fosfotransferasa de aminoglucésido, permitiendo de este modo que la cepa se cultive en G418) esta indicado por letras
minudsculas, texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para neoR se indican mediante cursiva y en
mayusculas, mientras que la region de codificacion esta indicado con letra cursiva en minasculas. La 3' UTR del gen
NR de C. vulgaris esta indicada por pequefias mayusculas, seguido por una regién espaciadora indicada por texto en
minusculas. Una segunda secuencia promotora tub2 C. reinhardtii, indicada por texto en caja en mindsculas, conduce
la expresion de la secuencia de horquilla C SAD2. Las cadenas con sentido y antisentido se indican con mayusculas,
negrita y cursiva, y estan separadas por P. moriformis FAD2 intron y las primeras 10 bases del segundo exén FAD2
(cursiva y en mayusculas). Un segundo NR 3' UTR C. vulgaris se indica por pequefias mayusculas.

[0414] Secuencia de nucleétidos del ADN transformante de pSZ2283:
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getettcgggtegecgegetgectegegteccctggtggtgcgegeggtcgecagegaggecccgetgggegttccgeccteggtgcea

gcgcccctcccccgtggtctactccaagetggacaagecageaccgectgacgeccgagegectggagetgetgcagageatgggec

agtttgcggaggagaggetgctgcccgtgctgcaccccgtggacaagetgtggcagecgcaggactttttgecccgacccecgagtege

ccgacttcgaggatcaggtggcggagctgcgcgcgcgcgccaaggacctgeccgacgagtactttgtgstgctgotgggogacatg

atcacggaggaggcgctgccgacctacatggccatgctcaacacgcetggacggcgtgcgcgacgacacgggcgeggccgaccace

cgtgggcgcgctggacgcggcagtgggtggccgaggagaaccggcacggcgacctgctgaacaagtactgetggctgacggggc

gcgtcaacatgegggccgtggagetgaccatcaacaacctgatcaagageggcatgaacccgcagacggacaacaacccttattt

ggggttcgtctacacctecttccaggagegcegcecaccaagtaggtacoctttettgegcetatgaca cttccagcaaaaggtagggcg‘

‘ggctgcgaga cggcttccecggegetgcatgcaacaccgatgatgettcga ccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccg‘

‘atgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaac|

‘acctagatca ctaccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgectaagggggcegcectettectettegtttcagtca c‘

tctaga atatcaATGatcgagcaggacggcctccacgcecggcteccccgecgectgggtggagegcectgttc
ggctacgactgggcccagecagaccatcggctgctccgacgeecgcecgtgttccgectgtccgecccagggcecgceccegtgctgtte
gtgaagaccgacctgtccggcegcecctgaacgagctgcaggacgaggcecgceccgcectgtectggctggcecaccaccggegtgce
cctgegcecgcecgtgctggacgtggtgaccgaggecggceecgcegactggctgcetgetgggegaggtgeccggecaggacctgct
gtcctecccacctggceeccccgeecgagaaggtgtececatcatggecgacgcecatgegecgectgcacaccctggacceccgecacctg
ccecttcgaccaccaggcecaagceaccgcecatcgagcegegceccgeacccgeatggaggcecggcectggtggaccaggacgacctg
gacgaggagcaccagggcctggceccccgecgagctgttcgeccgectgaaggceccgeatgeccgacggegaggacctggtg
gtgacccacggcgacgcctgcctgecccaacatcatggtggagaacggccgcttctccggcttcatecgactgcggecgcectgggce
gtggccgaccgctaccaggacatcgcecctggecacccgegacatcgecgaggagcetgggceggegagtgggcecgaccgcttce
tggtgctgtacggcatcgccgecccegactcccagegceatcegcecttctaccgectgctggacgagttcttcTGAcaattgGCAG
CAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACTT
GCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGT
ACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTC
GTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTG
CTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCT
GTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAggatcccgc

gtctcgaacagagcgegcagaggaacgctgaaggtctcgectcetgtcgcacctcagegeggceatacaccacaataaccacctgacg
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aatgcgcttggttcttcgtccattagecgaagcegtccggttcacacacgtgecacgttggegaggtggcaggtgacaatgateggtgg

agctgatggtcgaaacgttcacagcctagggatatcgaattgctttcttgegctatga cacttccagcaaaaggtagggcgggctgc‘

‘gaga cggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccg|

‘ctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctag‘

‘atcacta ccacttctacacaggccactcgagcettgtgatcgcactccgctaagggggcegcectcttectcttegtttcagtca caacccg‘

actathCGCTGGACGCGGCAGTGGGTGGCCGAGGAGAACCGGCACGGCGACCTGCTGAAC
AAGTACTGTTGGCTGACGGGGCGCGTCAACATGCGGGCCGTGGAGGTGACCATCAACAACCTGAT
CAAGAGCGGCATGAACCCGCAGACGGACAACAACCCTTACTTGGGCTTCGTCTACACCTCCTTCCAG
GAGCGCGCGACCAAGTACAGCCACGGCAACACCGCGCGCCTTGCGGCCGAGCAGTGTGTTIGAGG
GTTITGGTTGCCCGTATCGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACC
CCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGEEgatccTGCTCGGCCGCAAGGCGCGCGGT
GTTGCCGTGGCTGTACTTIGGTCGCGCGCTCCTGGAAGGAGGTGTAGACGAAGCCCAAGTAAGGGT
TGTTGTCCGTCTGCGGGTTCATGCCGCTCTTGATCAGGTTIGTTGATGGTCACCTCCACGGCCCGCAT
GTTGACGCGCCCCGTCAGCCAACAGTACTTIGTTCAGCAGGTCGCCGTGCCGGTTCTCCTCGGCCACC
CACTGCCGCGTCCAGCGCaagcttGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTC
GTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAAC
AGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTITGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGA
ATACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTG
TCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCG
CCTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGG

ATGGGAACACAAATGGAaagctggagctccagecacggcaacaccgegegecttgeggccgageacggegacaagaace

tgagcaagatctgcgggctgatcgccagecgacgagggccggcacgagatcgectacacgegeatcgtggacgagttctteccgecte

gaccccgagggcgccgtcgecgectacgccaacatgatgcgcaagcagatcaccatgeccgegcacctcatggacgacatggacce

acggcgaggccaaccecgggccgcaacctcttcgecgacttcteccgeggtcgeccgagaagatcgacgtctacgacgeccgaggactac

tgccgcatcctggagcacctcaacgegegctggaagetggacgagegccaggtcageggccaggccgecgeggaccaggagtac

gtcctgggcctgecccagegettccggaaactcgecgagaagaccgecgecaagegcaagegegtcgecgegcaggccegtcgectt

ctcctggatctccgggcgcgagatcatggtctagggagcgacgagtgtgcgtocgggectggcgggagtgggacgccctectcgct

cctctctgttctgaacggaacaatcggecaccccgegetacgecgecacgcatcgagcaacgaagaaaaccccccgatgataggttg

cggtggetgecgggatatagatccggecgeacatcaaagggeccctccgecagagaagaagetcctttcccagcagactcctgaag

agc (SEQ ID NO:97)

[0415] La secuencia del ADN transformante derivado de pSZ2697 se proporciona inmediatamente debajo. Sitios de
restriccion relevantes se indican en mindsculas, negrita, y son de 5'-3' Nsil, Spel, BamHI, Hindlll, Sacll, EcoRV, Kpnl,
Xbal, Mfel, BamHI, Avrll, EcoRV, EcoRI y Xbal, respectivamente. Secuencias subrayadas en los extremos 5'y 3'
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flancos de la construccion representan ADN gendémico de P. moriformis que permiten la integracion dirigida del ADN
de transformacion a través de recombinacion homéloga en el locus SAD2-1. Procediendo en la direccion 5' a 3', las
hebras de SAD2 de horquilla C sensorial y antisentido se indican con mayusculas, negrita y cursiva, y estan separados
por P. moriformis FAD2 intron y las primeras 10 bases del segundo exén FAD2 (cursiva y en mayusculas). UTR 3' de
gen NR C. vulgaris se indica por pequefias mayuUsculas. Chlorella sorokiniana Glutamato Deshidrogenasa (GDH)
promotor que dirige la expresion de neoR (Que codifica la actividad de la fosfotransferasa de aminoglucésido,
permitiendo de este modo la cepa para crecer en G418) esta indicado por letras minUsculas, texto en caja. El iniciador
ATG vy el terminador TGA para neoR se indican mediante cursiva y en mayuUsculas, mientras que la regiéon de
codificacion esta indicada con letra cursiva en mindsculas. Un segundo NR 3' UTR C. vulgaris se indica por pequefias
mayusculas, seguido por una regién espaciadora indicada por texto en mindsculas.

[0416] Secuencia de nucleétidos del ADN transformante de pSZ2697:

atgcatgccggtcaccacccgecatgctcgtactacagecgcacgcaccgcettcgtgatccaccgggtgaacgtagtcctcgacggaa

acatctggttcgggcctecctgettgcactcccgeccatgecgacaacctttctgetgttaccacgacccacaatgcaacgegacacga

ccgtgtgggactgatcggttcactgcacctgcatgcaattgtcacaagegcttactccaattgtattcgttigttttctgggagcagttg

ctcgaccgeccgegteccgcaggcagegatgacgtgtgcgtgocctgggtatttcgtcgaaaggccagcaaccctaaatcgcaggce

gatccggagattggeatctgatccgagtitggaccagatccgecccgatgecggcacgggaactgcatcgactcggegeggaaccca

gctttcgtaaatgccagattgetgtccgatacctggatttgccatcagcgaaacaagacticagcagegagegtatttggcggocgt

gctaccagggttgcatacattgcccatttctgtctggaccgctttactggcgcagagggtgagtigatggegttggcaggcatcgaaa

cgcgcgtgcatggtgtgcgtatctgttttcggctgcacgaattcaatagtcggatggecgacggtagaattgggtgtgocgctcgegt

gcatgcctcgecccgtecgggtgtcatgaccgggactggaatcccccctcgegaccatcttgectaacgetcccgactctecccgactagt

GCGCTGGACGCGGCAGTGGGTGGCCGAGGAGAACCGGCACGGCGACCTGCTGAACAAGTACTGT
TGGCTGACGGGGCGCGTCAACATGCGGGCCGTGGAGGTGACCATCAACAACCTGATCAAGAGCG
GCATGAACCCGCAGACGGACAACAACCCTTACTTGGGCTTCGTCTACACCTCCTTCCAGGAGCGCGC
GACCAAGTACAGCCACGGCAACACCGCGCGCCTTGCGGCCGAGCAGTGTGTITGAGGGTITTGGTT
GCCCGTATCGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACCCCCCCGGCT
ACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGEgatecTGCTCGGCCGCAAGGCGCGCGGTGTTGCCGTG
GCTGTACTTGGTCGCGCGCTCCTGGAAGGAGGTGTAGACGAAGCCCAAGTAAGGGTTGTTGTCCG
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TCTGCGGGTTCATGCCGCTCTTGATCAGGTTGTTGATGGTCACCTCCACGGCCCGCATGTTGACGCG
CCCCGTCAGCCAACAGTACTTGTTCAGCAGGTCGCCGTGCCGGTTCTCCTCGGCCACCCACTGCCGC
GTCCAGCGCaagcttGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATG
GACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAG
TGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACC
CCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTA
TCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATT
CTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAA

CACAAATGGAAAGCTGgagctcaaagatatcaacttaattaaccaaggtacccgcctgcaacgcaagggcagccacagcc‘

‘gctccca cccgecgetgaaccgaca cgtgcttgggcgcctgccgcctgcctgccgcatgcttgtgctggtgaggctgggcagtgctg|

‘ccatgctgattgaggcttggttcatcgggtggaagcttatgtgtgtgctgggcttgcatgccgggcaatgcgcatggtggcaagagg‘

‘gcggcagcacttgctggagctgccgcggtgcctccaggtggttca atcgcggcagccagagggatttcagatgatcgegegta cag‘

‘gttgagcagcagtgtcagcaaaggtagcagtttgccagaatgatcggttcagctgttaatca atgccagcaagagaaggggtcaag|

‘tgcaaaca cgggcatgccacagcacgggcaccggggagtggaatggea ccaccaagtgtgtgcgagccagcatcgccgcctggct|

‘gtttcagctacaacggcaggagtcatccaacgtaaccatgagctgatcaacactgcaatcatcgggcgggcgtgatgca agcatgc‘

‘ctggcgaaga ca catggtgtgcggatgctgccggctgctgcctgctgcgcacgccgttgagttggcagcaggctcagccatgcactg‘

‘gatggcagctgggctgcca ctgcaatgtggtggataggatgcaagtggagcgaata ccaaaccctctggctgcttgctgggttgcat‘

‘ggcatcgcaccatcagcaggagcgcatgcgaagggactggccccatgcacgccatgccaaaccggagcgcaccgagtgtccaca|

‘ctgtca ccaggcccgcaagctttgcagaaccatgcetcatggacgcatgtagegetgacgtcccttga cggcgctcctctcgggtgtg‘

‘ggaaacgcaatgcagca caggcagcagaggcggcggcageagageggeggcageageggegegegggcca cccttcttgcggggt‘

‘cgcgccccagccagcggtgatgcgctgatcccaaacgagttca cattcatttgcatgcctggaga agcgaggctggggcctttgggc|

‘tggtgcagcccgca atggaatgcgggaccgccaggctagcagcaaaggegectcecccta ctccgcatcgatgttccatagtgcatt‘

‘gga ctgcatttgggtggggcggccggctgtttctttcgtgttgcaaaacgcgccagctcagcaacctgtcccgtgggtcccccgtgcc|

‘gatgaaatcgtgtgcacgccgatcagctgattgcccggctcgcgaagtaggcgccctcctttctgctcgccctctctccgtcccgcc}tc

tagaatatcaATGatcgagcaggacggcctccacgecggcteecceccgecgectgggtggagcegcectgttcggcetacgactggg
cccageagaccatcggcetgctccgacgecgecgtgttcecgectgtecgeccagggcecgcecccgtgcetgticgtgaagaccgacct
gtccggcegcecctgaacgagctgcaggacgaggcecgeccgcectgtectggcetggecaccaccggegtgcecctgegecgeegtge
tggacgtggtgaccgaggccggecgcgactggctgctgctgggegaggtgcccggecaggacctgcetgtcctecccacctggec
cccgecgagaaggtgtccatcatggcecgacgccatgegecgectgcacaccctggaccccgeecacctgecccttcgaccaccag

gccaagcaccgcatcgagegcegeccgeacccgeatggaggcecggectggtggaccaggacgacctggacgaggageacca
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gggcctggcccccgecgagctgttcgeccgectgaaggeccgeatgeccgacggegaggacctggtggtgacccacggegac
gcctgcctgeccaacatcatggtggagaacggccgcttctecggcttcatcgactgcggecgcectgggegtggecgaccgctac
caggacatcgccctggcecacccgegacatcgeecgaggagetgggceggegagtgggcecgaccgcttectggtgctgtacggea
tcgccgceccccgactecccagegceatcegcectictaccgectgcetggacgagttcttcTGAcaattgGCAGCAGCAGCTCGGA
TAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACC

TGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGC

GAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCT
TGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTG
CCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACT
GCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAggatcccgegtctcgaacagagegeg
cagaggaacgctgaaggtctcgcctctgtcgcacctcagegeggeatacaccacaataaccacctgacgaatgegcettggttcttcg
tccattagcgaagcgtccggttcacacacgtgeccacgttggecgaggtggcaggtgacaatgatcggtggagetgatggtcgaaacg

ttcacagcctagggatatcgaattccgggtegecgegetgectegegteccctggtggtgegegeggtcgeccagegaggececgetg

ggcgttccgecctcggtgcagegeccctcccccgtggtctactccaagetggacaagcageaccgectgacgeccgagegectgea

gctggtgcagagcatggggcagtitgcggaggagaggetgctgcccgtgctgcacceccgtggacaagetgtggcagecgcaggac

tttttgcccgacceccgagtegeccgacttcgaggatcaggtgecggagctgcgegegegegccaaggacctgcccgacgagtacttt

gtggtoctggtggoggacatgatcacggaggaggcgctgccgacctacatggccatgctcaacacgctggacggegtgcgecgacg

agtactgctggctgacggegcgcgtcaacatgcggeccgtggageteaccatcaacaacctgatcaagageggcatgaacccgea

gacggacaacaacccttatttggggttcgtctacacctecttccaggagegegecaccaagtatctaga (SEQ ID NO:98)

[0417] Identificacion y andlisis de SAD2 cepas knockout/knockdown en el fondo S5003: Constructos D1639,
derivados de pSZ2697, y D1682, derivado de pSZ2283, se transformaron en S5003 como se describid anteriormente.
Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente y cultivados bajo condiciones de produccion de lipidos
estandar a pH 7. Los perfiles de acidos grasos resultantes de clones representativos derivados de la transformacion
se resumen en la Tabla 47, a continuacién. transformantes D1639 acumulados hasta 56% de C18: 0, y los
transformantes D1682 acumulados un maximo de aproximadamente 35% de C18: 0. La mayor parte de los aumentos
de estearato vinieron a expensas de C18: 1, lo que indica que la actividad SAD se redujo significativamente por
constructos de SAD2 knockout/iARN en estas cepas. Niveles C16: 0 variaban de 6% a 14%; C18: 2 variaban de 2-
5%. La mayoria de las cepas mantuvieron fenotipos bajos C16: 0 y C18: 2 de los padres S5003. Estos perfiles de
acidos grasos demuestran que la expresion de regulacion a la baja de SAD2 usando constructos knockout/iARN, en
un fondo con perturbado FATA-1, KASII sobre-expresion y FAD2 iARN, produce cepas con fenotipos alto C18: 0, bajo
C16: 0 y bajo C18: 2. Estas cepas seran Utiles para la produccion de alta estabilidad, alto estearato, aceites oleicos
altos, y los aceites que tienen alto contenido SOS.
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Tabla 47. Perfiles de &acido graso de transformantes primarios D1639 [pSZ2697] y D1682 [pSZ2283], en
comparacién con la cepa de tipo silvestre, S1920, y la cepa base padre S5003.

CI2G
T80 EERS i
£i6:6 ryE 1202
8 [cwa [ on [om G
E c18e | xie | aan 738
B | ase | srzo | seae qras
i o | oFee | osaw ] $ > L
S |wesa | unr | G B G s H5R 158 ER i0t £8%
< lezop | wos | oo 20y 17 7% 131 304 193 2% S
LRy | Gis | o 054 o R R GisE @33 ERSe .40
Qe | e | o D27 Wy 233 820 o ¢ s
s | oo | o2 o e n3s BB RS oAz L
Suma C18 | soss | muis §.72 g5 .43 §E 3% Ek i 85348 VY AEET A2
Saturados | 3253 | i@ee | svos FER S 3811 3LO9 Buas | sasn £2.53 $3.16
Insaturado | ©v i | 3722 SLR6 A608 6555 o 375 33 37,46 584

[0418] En la Tabla 47, niveles de estearato (C18: 0) mayores que el nivel de tipo salvaje se destacan con negrita.
Niveles de oleato (C18: 1) que son mas altos que en los de tipo salvaje se indican con el texto en negrita. Niveles de
palmitato (C16: 0) menores que el nivel de tipo salvaje se destacan con negrita. Los niveles reducidos de linoleato
(C18: 2) en comparacion con los de tipo salvaje se destacan con negrita.

[0419] Lineas estables se aislaron a partir de una serie de transformantes D1639 y D1682. Ensayos de frasco de
agitacion se llevaron a cabo para evaluar el rendimiento de cuatro lineas derivadas de D1639-5. Perfiles de acidos
grasos y los titulos de lipidos relativos desde la biomasa se muestran en la Tabla 48, a continuacion.

Tabla 48. Agitar ensayos de frasco de cepas derivados de D1639-5, expresando SAD2hpC, impulsado por el promotor
CrTUB2, orientado al locus SAD2-1

L1 gl S0 L.G¥ N HEE 304

€120 .2 il 8.18 (1) 2% 3,22

£14:0 152 | xao | aa3s | 132 | 130 | 143

€16:0 3361 | 959 | 928 | 844 | 774 | 946

o | Ciéit 164 | B34 | g0 gal | el | oo

& e s | 93 | mwo | gan | 810 | 009

g €180 288 | 336 | 5301 | s3s2 | ssar | s2aw

5 | s 4421 | B84 | 2v8 | 2052 | 2raz | 2806

E €18:2 88 | 242 | 335 | 382 | 23 | 348

< [ c1s3e os3 | o33 [ ooy | sez | ssz | 108
c200 26 | 931 | 288 | 288 | 318 | 22

€20:% G0% | 038 | 638 | 638 | pao | a3y

£22:0 0as D6 §.36 .37 ¢33 .35

€240 007 | oos | 953 | 088 | B3 | 080

Suma C18 6519 | Bres | seve | 8558 | evos | BésE
Saturados 3650 | 500 | 8776 | suse | s | o649
 Insaturado 6330 | ma2e | 3240 | 3246 | 3102 | 3ros
%Titulo lipidico de tipo silvestre| 3000 | 70.3 34.8 337 314 353
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[0420] En la Tabla 48, S5003 es la cepa parental; S1920 es la cepa de base de tipo salvaje. Niveles de estearato de
(C18: 0) mas altos que en la cepa de tipo salvaje se indican con negrita. El texto en negrita indica el aumento del nivel
de oleato (C18: 1) en S5003 en comparacion con el de tipo salvaje. Niveles de palmitato (C16: 0) que son menos que
en el de tipo salvaje se destacan en negrita. Niveles de linoleato (C18: 2) que son menos que en el de tipo salvaje se
indican con negrita.

[0421] Aceites de escala de laboratorio se prepararon a partir de biomasa recogida de los matraces de agitacién
S5774, S5775 y S5776. Las composiciones de TAG de estos aceites se determinaron por LC/MS, y se muestran en
la Figura 21. La acumulacion SOS variaba entre 42-47% en estas cepas. POS fue el siguiente TAG mas abundante,
al 16-17%. TAGs que contienen linoleato se redujeron en mas de un 50% en comparacién con los aceites S5665 y
S5675, descritos anteriormente. Aceites S5774-S5776 contenian 12-13% de TAG trisaturados (SSS), similares a las
cantidades que se acumularon en los aceites S5665 y S5775. Modulacion de la actividad SAD durante la produccion
de aceite para evitar la sobreproduccién de acidos grasos saturados puede ayudar a reducir la acumulacion de
trisaturados.

EJEMPLO 49: PROPIEDADES DE OLEATO DE METILO A PARTIR DE ACEITES DE MICROALGAS RICAS EN
OLEICO.

[0422] Aceites esterificados con alto contenido en oleato de metilo son Utiles en una variedad de aplicaciones tales
como la limpieza y lubricacién de maquinaria. Para algunas de estas aplicaciones, se desea una alta estabilidad
térmica. Las pruebas de estabilidad térmica se realizaron en aceite metilado preparado a partir de aceites de
triglicéridos de alto oleico y de alta estabilidad oleicos preparados a partir de microalgas oleaginosas
heterotréficamente cultivadas como se describe anteriormente. Los aceites se blanquearon y desodorizaron antes de
la metilacion. Ester metilico de soja comercialmente disponible se usé como un control.

[0423] Aceite alto oleico (HO) se prepard a partir de una cepa de alta tension oleaginosa de Prototheca moriformis
transformada con un plasmido que puede ser descrito como FatAl_Btub: inv: nr::amt03-CwTE2:nr_FatAl. Este
plasmido fue disefiado para recombinarse de manera homadloga en el sitio cromosémico FatAl, ablacién por lo tanto
una tioesterasa FATA de acil-ACP alelo cromosomal, mientras que la expresion de una tioesterasa acil-ACP exdgena
de Cuphea. wrightii (CWTE2, SEQ ID NO: 11) bajo el control del promotor amt3 pH-regulable. El gen CWTE2 puede
regularse a la baja de cultivo a pH 5 durante la produccion de petréleo para elevar ain mas la produccién de oleato.
Invertasa de sacarosa también se expres6 como un marcador de seleccién y para permitir cultivo de la cepa en
sacarosa como Unica fuente de carbono. Secuencias UTR 3' son Chlorella vulgaris gen de la reductasa de nitrato. La
cepa HO resultante se denota la mancha P. El perfil de &cidos grasos del aceite producido por la cepa Q se enumera
a continuacion en la Tabla 49.

Tabla 49. Perfil de acido graso de alto aceite oleico de la Cepa Q

Acido graso Area %
C10 0,01
C12:0 0,03
C14:0 0,43
C15:0 0,03
C16:0 7,27
C16:1 iso 0,81
C16:1 0,689
C17:0 0,06
C18:0 1,198
C18:1 80,15
C18:1 iso 0,08
C18:2 8,38
C18:3 ALFA 0,25
C20:0 0,02
C20:1 0,38
C22:0 0,04
C24:0 0,03

[0424] Un aceite alto oleico de alta estabilidad (HSAo0) también se preparé a partir de una alta tension oleaginosa de
Prototheca moriformis transformada con un plasmido que puede ser descrito como FADc5' Btub: inv: nr::BTub-
CpSAD_CtOTE: nr_FADc3'. La cepa resultante (cepa R) expresa la invertasa de sacarosa como un marcador de
seleccién y para permitir el cultivo en sacarosa como Unica fuente de carbono. Ademas, un alelo de FAD (que codifica
desaturasa de acido graso responsable de la conversion de oleato de linoleato) se interrumpe y una tioesterasa acil-
ACP-oleato especifico (Carthamus tinctorius OTE, véase el ejemplo 5) fusionado con el péptido de transito del gen
SAD de Chlorella protothecoides se expresa bajo el control del promotor de beta tubulina. Secuencias UTR 3' son de
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Chlorella vulgaris gen de la reductasa de nitrato. El perfil de acidos grasos del aceite producido por la cepa R después
del cultivo heterotréfico se enumeran a continuacion en la Tabla 50. El perfil de acidos grasos tiene mas de 85% de
oleato sin embargo, casi ninguno de los principales acidos grasos poliinsaturados, linoeico y linolénico.

Tabla 50. Perfil de acido graso de alto aceite oleico de la cepa R.

Acido graso Area %
C10 0,02
C12:.0 0,07
C14:.0 0,09
C15:.0 0,05
C16:0 7,28
Cl6:1 0,70
C17:.0 0,08
C18:.0 2,15
C18:1 86,32
C20:0 0,30
C20:1 0,46
C22:0 0,08
C23:0 0,01
C24:.0 0,06

[0425] Los aceites Ho y HSAo se metilan por técnicas de produccién de biodiesel conocida para hacer ésteres de
metil-HO y metil-HSAo0. Estos ésteres metilicos luego se someten a prueba térmica de acuerdo con el siguiente
procedimiento:

1. Preparar equipo como se muestra en la Figura 1.

2. Anadir 1 litro de agua para probar recipiente y llevar a un hervor activo en la placa caliente.

3. Para cada producto de ensayo afadir 50 ppm de cobalto (0,083 g de 6% de cobalto naftenato en 100,0
gramo de muestra) y mezclar completamente.

4. Pesar, en un vidrio de reloj, 7,0 g de gasa de algodon 100%, (n° 50 del pafio de queso).

5. distribuir uniformemente 14,0 g de producto de ensayo, tal como se preparé en el paso 3, en la gasa.

6. Colocar el termopar (termémetro) a través del centro del tapon n° 15. Envolver el algodon alrededor del
termopar.

7. Colocar algoddn envuelto en 24 cilindro de marco de alambre de malla de manera que ocupe las 4 %2
pulgadas superiores.

8. Posicion con gasa envuelta en la vaso alto de 1L. Asegurar el vaso de precipitados en el agua hirviendo y
comenzar a registrar el aumento de la temperatura con el tiempo.

9. Continuar la vigilancia de la temperatura durante 2 horas o hasta que se observe una caida de temperatura
de 10 grados.

10. Trazar la temperatura vs tiempo en un gréfico.

11. Cualquier muestra que muestra una temperatura superior a 100 grados C en 1 hora o 200 grados C en 2
horas debe ser considerada como un riesgo de oxidacion peligroso o uno que es probable que produzca una
combustion espontanea.

[0426] Resultados: El éster metilico HO y HSAo no mostrd auto-oxidacion como se evidencia por un aumento de
temperatura. La muestra de éster de metilo de control de soja hizo exhibir el potencial para la auto-oxidacion. Los
perfiles de tiempo y temperatura se muestran en la Figura 18.

[0427] Ademas, se encontrd que los acidos grasos metilados a partir de aceite producidos por la cepa Q tenian las
siguientes caracteristicas:

* Punto de inflamacion (ASTM D93) de 182°C

* No CoOV

* Valor Kauri Butanol (ASTM D1133) de 53,5

* Viscosidad a 40°C (ASTM D445) de 4,57 mm2/s

* Numero de &cido (D664 ASTM) de 0,17 mg KOH/g

« distribucion de intervalo de ebullicion (ASTM D2887) 325 a 362°C.

EJEMPLO 50: PROPIEDADES ADICIONALES DE ACEITES DE MICROALGAS ALTOS OLEICOS (HO) Y ALTOS
OLEICOS DE ALTA ESTABILIDAD (HSAO).
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[0428] El alto aceite oleico y aceites de alto oleico de algas de alta estabilidad pueden tener las propiedades mostradas
en la Figura 19 o estos valores +20% para los parametros medidos.

[0429] En un experimento, aceite de microalgas HSAO mostr6 estabilidad 512 horas medido por OSI a 110°C
(estimada a partir de datos 130°C) con antioxidantes de 0,5% fenil-alfa-naftilamina (PANA) y 500 ppm palmitato de
ascorbilo (AP).

EJEMPLO 51: PRODUCCION DE ACEITE DE BAJO SATURADO POR CONVERSION DE PALMITICO A
PALMITOLEATO.

[0430] Como se describe en los ejemplos anteriores, la manipulacion genética de microalgas puede disminuir los
niveles de grasas saturadas, especialmente mediante el aumento de la produccion de &acido oleico. Sin embargo, en
algunos casos, las tioesterasas acilo-ACP expresadas en la célula oleaginosa desprende mas que cantidades
deseables de palmitato. A continuacion, describimos métodos para la conversion de palmitato (16: 0) a palmitoleato
(16: 1) mediante la sobreexpresion de un gen desaturasa (PAD) palmitoil-ACP. El gen PAD puede ser obtenido a partir
de fuentes naturales tales como Macfadyena unguis (ufia de gato), Macadamia integrifolia (nuez de macadamia),
Hippophae rhamnoides (espino amarillo), o mediante la creacion de un PAD a través de la mutacion de una desaturasa
de estearoil-ACP de tener actividad 16: 1. La desaturasa Macfadyena unguis se denota (MuPAD).

[0431] Una cepa productora de alto aceite de Prototheca moriformis (Cepa Z) se transforma biolisticamente con
construcciones de plasmido de ADN con un gen PAD. Por ejemplo, una de las altas cepas oleicas descritas en los
Ejemplos 6, 36, o 49 puede comprender ademas un gen PAD exdgeno. Las construcciones comprenden invertasa
sacarosa como un marcador seleccionable y, o bien laMuPAD o un gen SAD (por ejemplo, Olea europaea desaturasa
de estearoil-ACP, n° de acceso de GenBank AAB67840,1) que tiene la mutacion L118W para cambiar sustrato-
especificidad hacia palmitato. Ver Cahoon, et al, Plant Physoil (1998) 117: 593-598. Se utilizan tanto los promotores
de tubulina beta (BTub) como amt3. Ademas, el péptido de transito nativo de un gen vegetal PAD se puede
intercambiar con un conocido por ser eficaz en microalgas (por ejemplo, el péptido de transito de el Chlorella vularis
gen SAD).

[0432] EI gen PAD se puede expresar en una variedad de cepas incluyendo aquellas con un FATA knockout o
knockdown y/o un KASII knockin para producir aceite de alto oleico. Opcionalmente, estas cepas también pueden
producir aceite de alta estabilidad (bajo poliunsaturado) en virtud de un FAD (desaturasa de acido graso delta 12)
knockout, knockdown, o mediante la colocacion de expresion de FAD bajo el control de un promotor regulable y
produccion de petrdleo en condiciones que regula FAD a la baja. Ademas, las cepas base Utiles para la introduccion
de actividades de genes PAD también pueden incluir cepas que poseen KASII knockouts, y FATA Knockins, con lo
que los niveles de C16: 0 palmitato son elevados.

[0433] Como resultado, los niveles mas bajos de acido palmitico se encuentran en el perfil de acidos grasos del aceite
de microalgas como este se convierte en acidos cis-palmitoleico y cis-vacénico. En algunos casos, el porcentaje de
area total de acidos grasos saturados es inferior a igual a 3,5%, 3% o0 2,5%.

[0434] Siguen construcciones para la sobreexpresion de Macfadyena unguis C16: 0 desaturasa (MuPAD):

1) pSZ3142: 6S::CrTUB2: ScSUC2: CVNR::PmAMT3: CpSADtp: MuPAD: CvNR::6S

Sitios de restriccion relevantes en el constructo pSz3142

[0435] 6S::CrTUB2: ScSUC2: CvNR::PmAMT3: CpSADtp: MuPAD: CvNR::6S se indican en mindsculas, en negrita 'y
subrayado y son 5'-3' BspQ 1, KPN I, Xba |, Mfe I, BamH |, EcoR I, Spe |, Asc |, Cla |, Sac |, BspQlI, respectivamente.
Sitios BspQI delimitan el 5'y 3' del ADN transformante, secuencias mindsculas en negrita representan ADN gendmico
de esa integracion dirigida en el locus 6s a través de recombinacién homéloga. Procediendo en la direccién 5' a 3', C.
reinhardtii promotor B-tubulina de conducir la expresion del gen de levadura de sacarosa invertasa (que confiere la
capacidad de la cepa Z para metabolizar la sacarosa) se indica mediante texto en caja. El iniciador ATG y el terminador
TGA para la invertasa se indican con mayuUsculas, negrita y cursiva, mientras que la regién de codificacion esta
indicada en mindsculas en cursiva. Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica mediante letras mindsculas
texto subrayado seguido de un promotor endégeno de amtO3 Prototheca moriformis, indicado por texto cursiva en
caja. Los codones ATG iniciador y terminador TGA de la MuPAD se indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras
que el resto de la regién codificante se indica mediante negrita y cursiva. Chlorella protothecoides péptido de transito
desaturasa de estearoil-ACP S106 esté situado entre el iniciador ATG y el sitio Asc I. C. vulgaris nitrato reductasa 3'
UTR se indica de nuevo por mindsculas de texto subrayado seguido por la region gendémica 6S indicado por texto
mindsculas en negrita.

[0436] Secuencia de nucleétidos de la transformacién de ADN contenido en pSZ3142:
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gctcttegecgecgecactcctgetcgagegegeccgegegtgegecgecagegecttggecttttegecgegetegtgegegteget
gatgtccatcaccaggtccatgaggtctgecttgegecggcetgagecactgcttegtccgggeggccaagaggageatgagggag
gactcctggtccagggtectgacgtggtegeggctetgggagegggccageatcatetggetetgecgeaccgaggecgectccaa
ctggtcctccagcagecgeagtegecgecgaccctggcagaggaagacaggtgaggggggtatgaattgtacagaacaaccacg

agccttgtctaggcagaatccctaccagtcatggctttacctggatgacggectgegaacagcetgtccagegaccctegetgecgec
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gcttctcccgeacgcttctttccageaccgtgatggegegagecagegecgeacgetggegetgegettcgecgatctgaggacagt
cggggaactctgatcagtctaaacccccttgegegttagtgttgecatectttgcagaccggtgagagecgacttgttgtgegecac

cccccacaccacctectcccagaccaattetgtcacctttttggegaaggcateggectcggectgcagagaggacageagtgecc

agccgcetgggggttggeggatgeacgcetcaggtaccictttcttgegetatgacacttccagcaaaaggtagggegggetgegaga c‘

‘ggcttcccggcgctgcatgcaaca ccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctcca‘

‘gggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagatcac‘

‘taccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggcgcctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaa‘

atatcaA TGctgctgcaggccttectgttcctgetggcecggcttcgecgeccaagatcagegectccatgacgaacga

gacgtccgaccgccccctggtgcacttcacccccaacaagggctggatgaacgaccccaacggcectgtggtacgacgagaag
gacgccaagtggcacctgtacttccagtacaacccgaacgacaccgtctgggggacgccecttgttctggggcecacgcecacgtc

cgacgacctgaccaactgggaggaccagceccatcgcecatcgeeccgaagcegceaacgactccggcegcecttctccggcetcecatgg
tggtggactacaacaacacctccggcttcttcaacgacaccatcgaccecgegecagegcetgegtggecatctggacctacaaca
cceecggagtecgaggagceagtacatctectacagcectggacggceggctacaccttcaccgagtaccagaagaacccegtgctg
geccgcecaactccacccagtteccgegacccgaaggtcttctggtacgagcecctcccagaagtggatcatgaccgeggecaagtc

ccaggactacaagatcgagatctactcctccgacgacctgaagtecctggaagctggagtccgegttcgeccaacgagggcttcc
tcggctaccagtacgagtgccccggcectgatcgaggtccccaccgageaggaccccageaagtcctactgggtgatgttecatct
ccatcaaccccggegecccggecggcggctecttcaaccagtacttcgtcggcagcttcaacggceaccecacttcgaggcecttcga
caaccagtcecgegtggtggacttcggcaaggactactacgcecctgcagaccticttcaacaccgacccgacctacgggageg

ccectgggceatcgegtgggcectccaactgggagtactccgecticgtgcccaccaacccctggegctecteccatgtecctegtgege
aagttctccctcaacaccgagtaccaggecaacccggagacggagcetgatcaacctgaaggcecgagcecgatcctgaacatca
gcaacgccggceccctggagceecggttcgecaccaacaccacgttgacgaaggcecaacagcetacaacgtcgacctgtccaacag
caccggceaccctggagttcgagctggtgtacgccgtcaacaccacccagacgatctccaagtecgtgttcgeggacctcteeccte
tggttcaagggcctggaggaccccgaggagtacctccgeatgggcttcgaggtgtccgegtectecttcttectggaccgeggg

agacagcaaggtgaagttcgtgaaggagaacccctacttcaccaaccgcatgagegtgaacaaccageccttcaagagegag
agacgacctgtcctactacaaggtgtacggcttgctggaccagaacatcctggagctgtacttcaacgacggegacgtcgtgtcc
accaacacctacttcatgaccaccgggaacgccctgggctccgtgaacatgacgacgggggtggacaacctgtictacatega

caagttccaggtgcgegaggtcaag TGAcaattggcagcageageteggatagtatcgacacactctggacgetggtegtgtga

tggactgttgccgccacacttgctgecttgacctgtgaatatccctgecgettttatcaaacagectcagtgtgtttgatcttgtgtgtac

gcgcttttgcgagttgctagetgcttgtgctatttgcgaataccacccccagcatceccecttecctegtttcatatcgettgecatcccaacc

gcaacttatctacgctgtcctgctatccctcagegcetgctectgctectgetcactgeccctcgcacagecttggtttgggctecgectgt

attctcctggtactgcaacctgtaaaccagecactgcaatgetgatgcacgggaagtagtggeatgggaacacaaatggaggatecc
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gcgtctcgaacagagcgegcagaggaacgctgaaggtctegectetgtecgecacctcagegeggcatacaccacaataaccacctga

cgaatgcgcttggttcttcgtccattagcgaagcegtccggttcacacacgtgecacgttggegaggtggcaggtgacaatgateggt

ggagctgatggtcgaaacgttca cagcctagggatatcgaattcggccgacaggacgcgcgtcaaaggtgctggtcgtgtatgd

‘cctggccggcaggtcgttgctgctgctggttagtgattccgcaaccctgattttggcgtcttattttggcgtggcaaacgctggcg‘

‘cccgcgagccgggccggcggcgatgcggtgccccacggctgccggaatccaagggaggcaagagcgcccgggtcagttga‘

‘agggctttacgcgcaaggtacagccgctcctgcaaggctgcgtggtggaattggacgtgcaggtcctgctgaagttcctccad

‘cgcctcaccagcggacaaagcaccggtgtatcaggtccgtgtcatccactctaaagaactcgactacgacctactgatggcccﬂ

‘agattcttcatcaaaaacgcctgagacacttgcccaggattgaaactccctgaagggaccaccaggggccctgagttgttcctﬂ

‘ccccccgtggcgagctgccagccaggctgtacctgtgatcgaggctggcgggaaaataggcttcgtgtgctcaggtcatggg‘

‘aggtgcaggacagctcatgaaacgccaacaatcgcacaattcatgtcaagctaatcagctatttcctcttcacgagctgtaatt1

‘gtcccaaaattctggtctaccgggggtgatccttcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatgcggtcgccgd

‘gcaactcgcgcgagggccgagggtttgggacgggccgtcccgaaatgcagttgcacccggatgcgtggcaccttttttgcgaﬂ

‘aatttatgcaatggactgctctgcaaaattctggctctgtcgccaaccctaggatcagcggcgtaggatttcgtaatcattcgtd

‘ctgatggggagctaccgactaccctaatatcagcccgactgcctgacgccagcgtccacttttgtgcacacattccattcgtgcd

‘caagacatttcattgtggtgcgaagcgtccccagttacgctcacctgtttcccgacctccttactgttctgtcgacagagcgggcc|

‘cacaggccggtcg cag cda ctagtATGgccaccgcatccactttctcggcegttcaatgecccgetgeggcegacctgegtegctc

ggcgggctccgggecceggegeccagegaggcccctecccgtgcgegggcgegecgecaccctgcgcetecggectgegegac
gtggagaccgtgaagaagaccttctcccccgeccgegaggtgeacgtgeaggtgacccactccatggecccccagaagatce
gagatcttcaaggccatggaggactgggccgagaacaacatcctggtgecacctgaagaacgtggagaagtgceccecage
cccaggacttcctgeccgacccegectccgacgagttccacgaccagatcaaggagctgcgegagegegecaaggagatce
ccgacgactacttcgtggtgctggtgggcgacatgatcaccgaggaggccctgcccacctaccagaccatgctgaacacctyg
ggacggcgtgcgcgacgagaccggegectcccccacctectgggecatctggacccgegectggaccgecgaggagaaccg
ccacggcgaccccctgaacaagtacctgtacctgtccggecgegtggacatgaageagatcgagaagaccatccagtacct
gatcggctccggcatggacccccgeaccgagaactccccctacctgggctteatctacacctecttccaggagegegecacctt
catctcccacggeaacaccgeccgcectggeccgegaccacggegacttcaagetggeccagatctgcggeaccategectecg
acgagaagcgccacgagaccgcctacaccaagatcgtggagaagctgttcgagatcgacceccgacggeaccgtgcetggec
ttcggcgacatgatgaagaagaagatctccatgcccgaccacttcatgtacgacggecgegacgacaacctgttcgaccact
tctectecgtggeccagegectgggegtgtacaccgccaaggactacgccgacatcctggageacctggtgggecgctggaa
ggtggagaagctgaccggcctgtccgecgagggecagaaggeccaggactacgtgtgeggectgeecccccgeatecgecg
cctggaggagcgcgceccagatccgegecaageaggcecccccgectgeccttctectggatctacgaccgegaggtgeagetg

atggactacaaggaccacgacggcgactacaaggaccacgacatcgactacaaggacgacgacgacaagTGAatcgat
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agatctcttaaggcagcagcagctcggatagtatcgacacactctggacgetggtcgtgtgatggactgttgecgecacacttgetge

cttgacctgtgaatatccctgccgettttatcaaacagectcagtgtgtttgatcttgtgtgtacgcgcttttgcgagttgctagetgctt

gtgctatttgcgaataccacccccagceatceccecttecctegtttcatatcgettgcatcccaaccgcaacttatctacgetgtectgcta

tccctcagegcetgctectgetectgctcactgeccctcgcacagecttggtttgggctecgectgtattctectggtactgcaacctgta

aaccagcactgcaatgctgatgcacgggaagtagtggoatggoaacacaaatggaaagcettaattaagagetcttgttttccagaa
ggagttgctccttgagcctttcattctcagectcgataacctccaaagecgetctaattgtggagggggttcgaatttaaaagcettgg

aatgttggttcgtgcgtctggaacaageccagacttgttgctcactgggaaaaggaccatcagetccaaaaaacttgecgctcaaa
ccgegtacctctgetttcgegeaatctgecctgttgaaatcgecaccacattcatattgtgacgcettgageagtctgtaattgectca
gaatgtggaatcatctgccccctgtgegageccatgccaggceatgtcgegggegaggacaccegecactcgtacagcagaccatt
atgctacctcacaatagttcataacagtgaccatatttctcgaagctccccaacgageacctccatgetctgagtggecaccececg
geectggtgcttgeggagggcaggtcaaccggeatggggctaccgaaatccccgaccggateccaccacccccgegatgggaag
aatctctcccegggatgtgggeccaccaccagcacaacctgetggeccaggegagegtcaaaccataccacacaaatatccttgg
catcggccctgaattecttetgecgetetgetacceggtgcttctgtccgaageaggggttgctagggatcgetccgagtecgcaaa

cccttgtegegtggegggecttgttcgagettgaagage (SEQ ID NO:99)

2) pSZ3145: 6S::CrTUB2: ScSUC2: CvNR::PmAMT3: MuPAD: CvNR::6S

[0437] Sitios de restriccion relevantes en el constructo pSZ3145 6S::CrTUB2: ScSUC2: CvNR::PmAMT3: MuPAD:
CvNR::6S se indican en minasculas, en negrita y subrayado y son 5'-3' BspQ 1, KPN I, Xba I, MFE |, BamH I, EcoR |,
Spe |, Cla I, Sac I, BspQ I, respectivamente. Sitios BspQI delimitan el 5' y 3' del ADN transformante, secuencias
minusculas en negrita representan ADN gendmico de esa integracion dirigida en el locus 6s a través de recombinacion
homologa. Procediendo en la direccion 5' a 3', C. reinhardtii promotor 3-tubulina conduce la expresion del gen de
levadura sacarosa invertasa (que confiere la capacidad de la cepa Z para metabolizar la sacarosa) se indica mediante
texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para la invertasa se indican con mayusculas, negrita y cursiva,
mientras que la region de codificacion esta indicada en mindsculas en cursiva. Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3'
UTR se indica mediante letras minusculas de texto subrayado seguido de un promotor endégeno de amt03 Prototheca
moriformis, indicado por texto cursiva en caja. Los codones ATG iniciador y terminador TGA de MuPAD se indican con
mayusculas, negrita y cursiva, mientras que el resto de la region codificante se indica mediante negrita y cursiva. C.
vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica de nuevo por mindsculas de texto subrayado seguido por la region gendémica
6S indicado por texto en minusculas en negrita.

[0438] Secuencia de nucleétidos de la transformacién de ADN contenido en pSZ3145:
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gctcttegecgecgecactectgetegagegegeecgegegtgegecgecagegecttggecttttegecgegetegtgegegteget
gatgtccatcaccaggtccatgaggtctgecttgegecggetgagecactgettegtecgggcggccaagaggageatgagggag
gactcctggtccagggtectgacgtggtcgeggctetgggagegggccagceatcatetggetetgecgeaccgaggecgectecaa
ctggtcctccagcagecgeagtegecgecgaccctggeagaggaagacaggtgaggggggtatgaattgtacagaacaaccacg
agccttgtctaggcagaatccctaccagtcatggetttacctggatgacggectgcgaacagcetgtecagegaccctegetgecgec
gcttctcecgeacgcttctttccageaccgtgatggegegagecagegecgcacgetggegetgegettcgecgatctgaggacagt
cggggaactctgatcagtctaaacccccttgegegttagtgttgecatectttgcagaccggtgagagecgacttgttgtgegecac

cccccacaccacctectcccagaccaattetgtcacctttttggegaaggeateggectcggectgcagagaggacagceagtgece

agccgetgggggttggeggatgcacgcetcaggtaccctttcttgegetatgacacttccagcaaaaggtagggegggetgegaga c‘

‘ggcttcccggcgctgcatgcaaca ccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctcca‘

‘gggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagatcac‘

‘taccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggcgcctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaa‘

atatcaA TGctgctgcaggccttectgttectgetggecggcttcgecgecaagatcagegectccatgacgaacga

gacgtccgaccgcccectggtgcacttcacccccaacaagggctggatgaacgaccccaacggcectgtggtacgacgagaag
gacgccaagtggcacctgtacttccagtacaacccgaacgacaccgtctgggggacgceccttgttctggggcecacgccacgtc

cgacgacctgaccaactgggaggaccagceccatcgecatcgecccgaagegeaacgactccggcegccttctccggcetcecatgg
tggtggactacaacaacacctccggcticttcaacgacaccatcgacccgecgecagegcetgcgtggcecatctggacctacaaca
ccccggagteccgaggagceagtacatctectacagectggacggceggctacaccttcaccgagtaccagaagadaccccgtgctg
geccgcecaactcecacccagttccgegacccgaaggtcttctggtacgagceccteccagaagtggatcatgaccgeggecaagtc

ccaggactacaagatcgagatctactcctccgacgacctgaagtcctggaagcetggagtcegegttcgeccaacgagggcttcc
tcggctaccagtacgagtgccccggcctgatcgaggtccccaccgageaggaccccagceaagtcctactgggtgatgttecatct
ccatcaaccccggegececcggecggceggctecttcaaccagtacttcgtcggecagcttcaacggceaccecacttcgaggcecttcga
caaccagtcccgegtggtggacttcggcaaggactactacgccctgcagaccttcticaacaccgacccgacctacgggagceg
ccctgggceatcgegtgggcectccaactgggagtactccgcecttegtgeccaccaacccctggegctectccatgteectegtgege
aagttctccctcaacaccgagtaccaggcecaacccggagacggagcetgatcaacctgaaggcecgagcecgatcctgaacatea
gcaacgccggceccctggagecggticgcecaccaacaccacgttgacgaaggecaacagcetacaacgtcgacctgtccaacag
caccggcaccctggagttcgagctggtgtacgecgtcaacaccacccagacgatctccaagteegtgttcgeggacctcteecte
tggttcaagggcctggaggaccccgaggagtacctccgeatgggcttcgaggtgtccgegtectecttcttcctggaccgeggg

agacagcaaggtgaagttcgtgaaggagaacccctacttcaccaaccgcatgagcegtgaacaaccageccttcaagagegag
aacgacctgtcctactacaaggtgtacggcttgctggaccagaacatcctggagctgtacttcaacgacggcegacgtegtgtec

accaacacctacttcatgaccaccgggaacgccctgggctccgtgaacatgacgacgggggtggacaacctgtictacatcga
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caagttccaggtgcgcgaggtcaagTGAcaattggcagcagcageteggatagtatcgacacactctggacgetggtegtgtga

tggactgttgccgccacacttgectgecttgacctgtgaatatccctgecgettttatcaaacagectcagtgtatttgatcttgtgtgtac

gcgcttttgcgagttgctagctgcttgtgctatttgcgaataccacccccageatecccttecctegtttcatatcgettgcatcccaacc

gcaacttatctacgctgtcctgctatccctcagegetgetectgetectgetcactgeccctcgecacagecttggtttggectccgectgt

attctcctggtactgcaacctgtaaaccagcactgcaatgetgatgcacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaggatcecc

gcgtctcgaacagagcgegcagaggaacgctgaaggtctegectctgtcgecacctcagegeggcatacaccacaataaccacctga

cgaatgcgcttggttcttcgtccattagcgaagegtccggttcacacacgtgeccacgttggegaggtggcaggtgacaatgateggt

ggagctgatggtcgaaacgttcacagecctagggatatc aattcggccgacaggacgcgcgtcaaaggtgctggtcgtgtatgd

‘cctggccggcaggtcgttgctgctgctggttagtgattccgcaaccctgattttggcgtcttattttggcgtggcaaacgctggcg‘

‘cccgcgagccgggccggcggcgatgcggtgccccacggctgccggaatccaagggaggcaagagcgcccgggtcagttga‘

‘agggctttacgcgcaaggtacagccgctcctgcaaggctgcgtggtggaattggacgtgcaggtcctgctgaagttcctccad

‘cgcctcaccagcggacaaagcaccggtgtatcaggtccgtgtcatccactctaaagaactcgactacgacctactgatggcccﬂ

‘agattcttcatcaaaaacgcctgagacacttgcccaggattgaaactccctgaagggaccaccaggggccctgagttgttcctﬂ

‘ccccccgtggcgagctgccagccaggctgtacctgtgatcgaggctggcgggaaaataggcttcgtgtgctcaggtcatggg‘

‘aggtgcaggacagctcatgaaacgccaacaatcgcacaattcatgtcaagctaatcagctatttcctcttcacgagctgtaatﬂ

‘gtcccaaaattctggtctaccgggggtgatccttcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatgcggtcgccgd

‘gcaactcgcgcgagggccgagggtttgggacgggccgtcccgaaatgcagttgcacccggatgcgtggcaccttttttgcgaﬂ

‘aatttatgcaatggactgctctgcaaaattctggctctgtcgccaaccctaggatcagcggcgtaggatttcgtaatcattcgtd

‘ctgatggggagctaccgactaccctaatatcagcccgactgcctgacgccagcgtccacttttgtgcacacattccattcgtgcd

‘caagacatttcattgtggtgcgaagcgtccccagttacgctcacctgtttcccgacctccttactgttctgtcgacagagcgggcc|

‘cacaggccggtcg cagcda ctagtATGgccctgaagctgaacgcecatcaacttccagtcccccaagtgctcctecttcggcect

gccceccgtggtgtecctgegetcccccaagctgtcecgtggecgecaccctgegcetecggectgecgegacgtggagaccgtga

agaagaccttctcccecgeccgegaggtgcacgtgcaggtgacccactccatggecccccagaagatcgagatcttcaagge
catggaggactgggccgagaacaacatcctggtgcacctgaagaacgtggagaagtgcccccagecccaggacttectge
ccgacccegectecgacgagttccacgaccagatcaaggagcetgegegagegegecaaggagatccccgacgactactteg
tggtgctggtgggcgacatgatcaccgaggaggccctgcccacctaccagaccatgctgaacacctgggacggegtgegeg
acgagaccggcgcctcecccacctectgggecatctggacccgegectggaccgecgaggagaaccgecacggegaccecct
gaacaagtacctgtacctgtccggecgegtggacatgaagcagatcgagaagaccatccagtacctgateggctccggeat
ggacccccgeaccgagaactccccctacctgggctteatctacacctecttccaggagegegecacctteatctcccacggeaa

caccgecegectggeccgegaccacggegacttcaagctggeccagatctgeggceaccatcgectccgacgagaagegecac

gagaccgcctacaccaagatcgtggagaagctgttcgagatcgaccccgacggeaccgtgctggecttcggegacatgatg
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aagaagaagatctccatgcccgaccacttcatgtacgacggecgcgacgacaacctgttcgaccacttctectccgtggecca
gcgcctgggegtgtacaccgccaaggactacgecgacatcctggagceacctggtgggcecgetggaaggtggagaagctga
ccggcctgtccgecgagggcecagaaggceccaggactacgtgtgeggectgeccccccgeatccgecgectggaggagegeg
cccagatccgcgecaageaggeccccegectgeccttctectggatctacgaccgcgaggtgcagetgatggactacaagga
ccacgacggcgactacaaggaccacgacatcgactacaaggacgacgacgacaagTGAatcgatagatctcttaaggeag

cagcagctcggatagtatcgacacactctggacgctggtcgtgtgatggactgttgccgecacacttgetgecttgacctgtgaatat

ccctgecgettttatcaaacagectcagtgtgtttgatcttgtgtgtacgecgcttttgcgagttgctagetgcttgtagctatttgcgaata

ccacccccageatccccttcecctegtttcatatcgettgcatcccaaccgcaacttatctacgetgtectgctatccctcagegctgcte

ctgctcctgctcactgeccctecgcacagecttggtitggectccgectgtattctecctggtactgcaacctgtaaaccageactgcaat

gctgatgcacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaaagcttaattaagagcetcttgttttccagaaggagttgetecttga

gcctttcattctcagectcgataacctccaaagecgctctaattgtggagggggttcgaatttaaaagettggaatgttggttegtgce
gtctggaacaagcccagacttgttgctcactgggaaaaggaccatcagctccaaaaaacttgecgctcaaaccgegtacctctget
ttcgcgcaatctgecctgttgaaatcgecaccacattcatattgtgacgcttgageagtctgtaattgectcagaatgtggaatcatce
tgccccctgtgegageccatgecaggeatgtegegggegaggacaccegecactcgtacagcagaccattatgctacctcacaata
gttcataacagtgaccatatttctcgaagctccccaacgagcacctccatgctctgagtggecaccecccggeectggtgcttgegs
agggcaggtcaaccggcatggggctaccgaaatccccgaccggatcccaccacccccgegatgggaagaatctctecccgggat
gtgggcccaccaccagcacaacctgetggeccaggegagegtcaaaccataccacacaaatatccttggeateggecctgaatte
cttctgeegcetetgetacceggtgcttetgtccgaageaggggttgctagggategetecgagtecgcaaacccttgtegegtggeg

gggcttgttcgagcttgaagage (SEQ ID NO:100)

3) pSZ3137: 6S::CrTUB2: ScSUC2: CvNR::CrTUB2: CuSADtp: MuPAD: CvNR::6S

Sitios de restriccion relevantes en el constructo pSZ3137

[0439] 6S::CrTUB2: ScSUC2: CvNR::CrTUB2: CpSADtp: MuPAD: CvNR::6S se indican en minusculas, en negrita 'y
subrayado y son 5'-3' BspQ 1, KPN I, Xba I, MFE I, BamH |, EcoR |, Spe |, Asc |, cla |, Saco |, BspQ I, respectivamente.
Sitios BspQI delimitan el 5'y 3' del ADN transformante, secuencias mindsculas en negrita representan ADN genémico
de esa integracion dirigida en el locus 6s a través de recombinacién homologa. Procediendo en la direccion 5'a 3', C.
reinhardtii promotor 3-tubulina conduce la expresion del gen de levadura sacarosa invertasa (que confiere la capacidad
de la cepa Z para metabolizar la sacarosa) se indica mediante texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA
para la invertasa se indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras que la region de codificacion esté indicada en
minusculas en cursiva. Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica por minUsculas de texto subrayado seguido
por C. reinhardtii promotor B-tubulina, indicado por texto cursiva en caja. Los codones ATG iniciador y terminador TGA
de MuPAD se indican con mayuUsculas, negrita y cursiva, mientras que el resto de la regidn codificante se indica
mediante negrita y cursiva. Chlorella protothecoides péptido de transito desaturasa de estearoil-ACP S106 esté situado
entre el iniciador ATG y el sitio Asc |. C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica de nuevo por minusculas de texto
subrayado seguido por la region genémica 6S indicada por texto minisculas en negrita.

[0440] Secuencia de nucledtidos de la transformacion de ADN contenido en pSZ3137:
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gctcttegecgecgecactectgetegagegegeecgegegtgegecgecagegecttggecttttcgeegegetegtgegegteget
gatgtccatcaccaggtccatgaggtctgecttgegecggctgagecactgcettcgtecgggeggccaagaggageatgagggag
gactcctggtccagggtectgacgtggtcgeggctetgggagegggecageatcatetggetctgecgeaccgaggecgectecaa
ctggtcctccagcagecgeagtegecgecgaccctggcagaggaagacaggtgaggggggtatgaattgtacagaacaaccacg
agccttgtctaggcagaatccctaccagtcatggetttacctggatgacggectgcgaacagetgtccagegaccctegetgecgec
gcttctcccgeacgcttctttccageaccgtgatggegegagecagegecgcacgetggegetgegettcgecgatctgaggacagt
cggggaactctgatcagtctaaacccccttgegegttagtgttgecatectttgcagaccggtgagagecgacttgttgtgcegecac

cccccacaccacctectcccagaccaattetgtcacctttttggegaaggceatcggecteggectgcagagaggacageagtgecc

agccgcetgggggttggeggatgcacgcetcaggtaccctticttgegcetatgacacttccagcaaaaggtagggegggetgegaga c‘

‘ggcttcccggcgctgcatgcaaca ccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctcca‘

‘gggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagatcac‘

‘taccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggcgcctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaa‘

atatcaA TGctgctgcaggccttectgttcctgetggecggcttcgeecgecaagatcagegectccatgacgaacga
gacgtccgaccgcccectggtgcacttcacccccaacaagggctggatgaacgaccccaacggcectgtggtacgacgagaag
gacgccaagtggcacctgtacttccagtacaacccgaacgacaccgtctgggggacgcccttgtictggggecacgecacgtc
cgacgacctgaccaactgggaggaccagceccatcgecatcgececcgaagegceaacgactecggegcectictccggctecatgg
tggtggactacaacaacacctccggcttcticaacgacaccatcgacccgegecagegctgcegtggcecatctggacctacaaca
ccececggagtecgaggagceagtacatctectacagectggacggeggctacaccttcaccgagtaccagaagaaccccgtgcetg
gecgcecaactccacccagttccgecgacccgaaggtcttctggtacgagcecctcccagaagtggatcatgaccgeggcecaagtc
ccaggactacaagatcgagatctactcctccgacgacctgaagtcctggaagcetggagtccgcegticgeccaacgagggctice
tcggctaccagtacgagtgccccggectgatcgaggtccccaccgageaggaccccageaagtcctactgggtgatgttcatct
ccatcaaccccggegececcggecggceggctecttcaaccagtacttecgtcggeagcttcaacggcacccacttcgaggcecttcga
caaccagtceccgegtggtggacttcggcaaggactactacgecctgecagaccttcttcaacaccgacccgacctacgggageqg
ccctgggceatcgegtgggcectccaactgggagtactccgcecttcgtgeccaccaacccctggegcetectcecatgteectegtgegce

aagttctccctcaacaccgagtaccaggcecaacccggagacggagctgatcaacctgaaggccgagcecgatcctgaacatca
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gcaacgccggceccctggagcecggttcgecaccaacaccacgttgacgaaggccaacagctacaacgtcgacctgtccaacag
caccggcaccctggagttcgagctggtgtacgecgtcaacaccacccagacgatctccaagtccgtgttcgecggacctctceccte
tggttcaagggcctggaggaccccgaggagtacctccgecatgggcttcgaggtgtccgegtectecttcttcctggaccgeggg
aacagcaaggtgaagttcgtgaaggagaacccctacttcaccaaccgcatgagcegtgaacaaccagceccttcaagagegag
aacgacctgtcctactacaaggtgtacggcttgctggaccagaacatcctggagctgtacttcaacgacggcgacgtegtgtce
accaacacctacttcatgaccaccgggaacgcecctgggctccgtgaacatgacgacgggggtggacaacctgttctacatcga

caagttccaggtgcgcgaggtcaag TGAcaattggcagcagcagetcggatagtatcgacacactctggacgetggtegtgtga

tggactgttgccgeccacacttgetgecttgacctgtgaatatccctgecgcettttatcaaacagectcagtgtgtttgatcttgtgtgtac

gcgcttttgcgagttgctagetgcttgtgctatttgcgaataccacccccageatccccttccctegtttcatatcgettgcatcccaacc

gcaacttatctacgctgtcctgctateccctcagegcetgetectgetcectgetcactgeccctegecacagecttggtttgggctcegectgt

attctcctggtactgcaacctgtaaaccagcactgcaatgctgatgcacgggaagtagtgggatgegaacacaaatggaggatecc

gcgtctcgaacagagegcgecagaggaacgcetgaaggtctcgectetgtcgecacctcagegeggeatacaccacaataaccacctga

cgaatgcgcttggttcttcgtccattagcgaagegtccggticacacacgtgecacgtiggegaggtggcaggtgacaatgateggt

ggagctgatggtcgaaacgttca cagcctagggatatcgaattcctttcttgcgctatgacacttccagcaaaaggtagggcggg‘

‘ctgcgagacggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctcc|

‘gatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattd

‘aaacacctagatcactaccacttctacacaggccactcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggcgcctcttcctcttcgttﬂ

‘cagtcacaacccgcaaada ctagtATGgccaccgceatccactttctcggcegttcaatgcccgcetgeggegacctgegtegcete

ggcgggctccgggecccggegeccagegaggcccctecccgtgegegggcgegecgecaccctgegetecggectgegegac
gtggagaccgtgaagaagaccttctcccccgeccgcgaggtgcacgtgcaggtgacccactccatggecccccagaagate
gagatcttcaaggccatggaggactgggccgagaacaacatcctggtgcacctgaagaacgtggagaagtgeccccage
cccaggacttcctgcccgaccecgectccgacgagttccacgaccagatcaaggagetgcgegagegcgecaaggagatcc
ccgacgactacttcgtggtgctggtgggcgacatgatcaccgaggaggccctgeccacctaccagaccatgctgaacacctg
ggacggcgtgcgcgacgagaccggcgcctcccccacctectgggecatctggacccgegectggaccgecgaggagaaccg
ccacggcgaccccctgaacaagtacctgtacctgtccggecgegtggacatgaagcagatcgagaagaccatccagtacct
gatcggctccggeatggacccccgcaccgagaactcccectacctgggcttcatctacacctecttccaggagegegecacctt
catctcccacggceaacaccgeccgectggeccgegaccacggegacttcaagcetggeccagatctgeggeaccatcgecteeg
acgagaagcgccacgagaccgcctacaccaagatcgtggagaagcetgttcgagatcgacceccgacggeaccgtgctggec
ttcggcgacatgatgaagaagaagatctccatgeccgaccacttcatgtacgacggcecgcgacgacaacctgttegaccact
tctectecgtggeccagegectgggegtgtacaccgccaaggactacgecgacatcctggageacctggtgggecgctggaa

ggtggagaagctgaccggcctgtccgecgagggecagaaggceccaggactacgtgtgeggcectgeccecccgeatcegecg
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cctggaggagcegcegeccagatccgegecaageaggceccccgectgeccttctectggatctacgaccgegaggtgeagetg
atggactacaaggaccacgacggcegactacaaggaccacgacatcgactacaaggacgacgacgacaagTGAatcgat

agatctcttaaggcagcagcagctcggatagtatcgacacactctggacgctggtegtgtgatggactgttgecgecacacttgetge

cttgacctgtgaatatccctgeccgcttttatcaaacagectcagtgtgtttgatcttgtogtgtacgcgcttttgcgagttgctagetgctt

gtoctatttgcgaataccacccccageatcecccttecctcgtttcatatcgettgcatcccaaccgcaacttatctacgetgtectgcta

tccctcagegctectectgctectgetcactgeccctecgcacagecttgetttggoctccgectgtattctectggtactgcaaccteta

aaccagcactgcaatgctgatgcacgggaagtagigggatgggaacacaaatggaaagcttaattaagagcetcttgttttccagaa

ggagttgctccttgagectttcattctcagectcgataacctccaaagecgcetctaattgtggagggggttcgaatttaaaagettgg
aatgttggttcgtgcgtctggaacaagceccagacttgttgctcactgggaaaaggaccatcagetccaaaaaacttgecgetcaaa
ccgegtacctetgetttcgegeaatctgecctgttgaaatcgccaccacattcatattgtgacgcettgageagtctgtaattgectca
gaatgtggaatcatctgccccctgtgegageccatgecaggeatgtcgegggegaggacaccegecactcgtacageagaccatt
atgctacctcacaatagttcataacagtgaccatatttctcgaagctccccaacgagcacctccatgetctgagtggecacceeecg
gcectggtgettgeggagggcaggtcaaccggeatggggetaccgaaatecccgaccggateccaccacccccgegatgggaag
aatctctccccgggatgtgggeccaccaccageacaacctgetggeccaggegagegtcaaaccataccacacaaatatecttgg
catcggecctgaattccttetgecgetetgetacceggtgcettetgtccgaageaggggttgetagggatcgetecgagtecgcaaa
cccttgtegegtggegggecttgttcgagettgaagage (SEQ ID NO:101)

EJEMPLO 52: ACEITE RICO EN MIRISTATO PRODUCIDO POR SOBREEXPRESION DE UNA TIOESTERASA
CUPHEA PALUSTRIS

[0441] Aqui, hemos demostrado que la sobreexpresion de una tioesterasa de Cuphea palustris (Cpal FATB1, adhesion
AAC49180) UTEX1435 resulta en un gran aumento de C14: 0.

[0442] Construcciones utilizadas para la sobreexpresion del gen Cpal FATB1 se optimiz6 por codén para la expresion
en P. moriformis como se describe aqui. La construccion puede ser escrita como 6SA: :CrTUB2-ScSUC2-CvNR:
PmMAMT3- CpSAD1tpExt_CpalFATB2FLAG_ExtA-CvNR::6SB.

[0443] En esta cepa de alta miristato, el contenido de miristato era 65,70 por ciento, como se muestra en la Tabla 51,
a continuacion. Este es un muy gran aumento del contenido de miristato de aceite de tipo salvaje producido por la
cepa de base que tiene un contenido de miristato de aproximadamente 1%.

Tabla 51. El perfil de acidos grasos de la cepa de alto miristato.

C10:0 0,04
C12:0 1,19
C14:0 65,7
C16:0 13,55
C18:0 0,57
cl8:1 12,2
c18:2 5,13
C20:0 0,05
C22:0 0,01
C24:0 0,01
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[0444] La Figura 22 muestra que a 25°C, el contenido de grasa sélida es mas del 80%. A 25°C, el aceite de cepa base
no tiene o tiene poca grasa sélida. Como comparacion, el contenido de grasa sélida de un aceite refinado, blanqueado,
desodorizado (RBD-3), como se muestra en la Figura 4, se reproduce. RBD-3 es el aceite de una cepa de P. moriformis
por ingenieria genética para producir altas cantidades de C16: 0. El constructo de la alta cepa productora C16: 0 se
puede escribir como 6SA-BTub-Inv-nr::Amt03-Ch16TE Nativo-nr-6SB. Este constructo codifica para una tioesterasa
Cuphea hookeriana que prefiere C16: 0.

EJEMPLO 53: ACEITE RICO EN MIRISTATO PRODUCIDO POR SOBREEXPRESION DE UNA TIOESTERASA DE
CUPHEA PALUSTRIS

[0445] Aqui, hemos demostrado que la sobreexpresion de una tioesterasa de Cuphea palustris (Cpal FATB2, adhesion
AAC49180) en los resultados de UTEX1435 en un gran aumento de C14: 0 de produccion (mas del 60% del perfil de
acido graso).

[0446] Construcciones utilizadas para la sobreexpresion del gen FATB2 Cpal se optimiz6 por coddn para la expresion
en P. moriformis como se describe aqui. Cuphea palustris FATB2 es una tioesterasa que prefiere C14. Dos
construcciones, ambas codificando el gen Cpal de FATB2, se prepararon. La primera construccion, pSZ2479, se puede
escribir como 6SA::CrTUB2-ScSUC2-CvNR: PmAMT3-CpSAD1tpExt-CpalFATB2EXxtA-CvNR::6SB. La secuencia
codificante de FatB2 se da como SEQ ID NO: 86 y la secuencia de aminoacidos se da como SEQ ID NO: 87. El
segundo constructo, pSZ2480 puede escribirse como 6SA::CrTUB2- ScSUC2-CvNR: PmAMT3-CpSADItpEXxt-
CpalFATB2FLAG- exta-CvNR::6SB. La secuencia de &cido nucleico y secuencia de aminoacidos se dan como SEQ
ID NO: 88y SEQ ID NO: 89.

[0447] P. moriformis transformado con pSZ2480 produce altos niveles de acido miristico. El contenido de miristato fue
65,70 por ciento. Esto es un incremento muy grande en comparacion con el contenido de miristato de aceite de tipo
salvaje producido por la cepa de base, que tiene un contenido de miristato de aproximadamente 1%.

[0448] El perfil de &cidos grasos de la cepa de alto miristato se muestra en la Tabla 52 a continuacion.

Tabla 52. Perfil de acido graso de la cepa de alto miristato.

Acido graso %
C10:0 0,04
C12:.0 1,19
C14.0 65,7
C16:0 13,55
C18:0 0,57
C18:1 12,2
C18:2 5,13
C20:0 0,05
C22:.0 0,01
C24.0 0,01

EJEMPLO 54: PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS EICOSENOICO Y ERUCICO

[0449] En este ejemplo demostramos que la expresion de la elongasa de acido graso heterélogo (FAE), también
conocido como 3- cetoacil-CoA sintasa (KCS), los genes de Cramble abyssinica (CaFAE, N° de acceso: AY793549),
Lunaria annua (LaFAE, ACJ61777), y Cardamine graeca (CgFAE, ACJ61778) conduce a la produccién de acidos
grasos de cadena monoinsaturada muy larga tales como acidos eicosenoico (20: 1A') y ertcico (22: 1A'3) en derivado
mutagenizado clasicamente de UTEX 1435, cepa Z. Por otro lado un gen putativo FAE de Tropaelum majus (TmFAE,
ABD77097) y dos genes FAE de Brassica napus (BhFAE1, AAA96054 y BnFAE2, AAT65206), mientras que resulta
un aumento modesto en eicosenoico (20: 1211), no produjo ningln acido erlcico detectable en cepa Z. Curiosamente
el perfil de &cidos grasos insaturados obtenido con la expresion heter6loga de SnEAE1L en la cepa Z resultd en un
incremento notable en acido docosadienoico (22: 2n6). Todos los genes se optimizaron por codones para reflejar uso
de codones UTEX 1435. Estos resultados sugieren que genes CaFAE, LaFAE o CgFAE codifican condensacién de
enzimas implicadas en la biosintesis de cadena muy larga utilizando grasas monoinsaturadas y sustratos de acilo
saturadajos, con capacidad especifica para mejorar el contenido de acido eicosenoico y erdcico.

[0450] Construccion utilizada para la expresion de la elongasa de acidos grasos Cramble abyssinica (CAFAE)
en P. moriformis (UTEX 1435 cepa CEPA Z)-[pSZ3070]: En este ejemplo cepas CEPA Z, transformadas con el
constructo pSZ3070, fueron generadas, que expresan sacarosa invertasa (permitiendo su seleccién y crecimiento en
un medio que contiene sacarosa) y C. abyssinica gen FAE. Constructo pSZ3070 introducido para la expresion en la
cepa Z se puede escribir como 6S::CrTUB2-ScSUC2-Cvnr:PmAmt03-CAFAE-Cvnr::6S.
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[0451] La secuencia del ADN transformante se proporciona a continuacion. Sitios de restriccion relevantes en el
constructo se indican en mindsculas, negrita, y son de 5'-3' BspQI, KPNI, Xbal, Mfel, BamHI, EcoRlI, Spel, Aflll, Sacol,
BspQl, respectivamente. Sitios BspQI delimitan el 5' y 3' del ADN transformante, secuencias mindsculas en negrita
representan ADN gendémico de la cepa Z que permiten integracion dirigida en el locus 6S a través de recombinacion
homéloga. Procediendo en la direcciéon 5' a 3', C. reinhardtii promotor B-tubulina de conduce a la expresién de la
Saccharomyces cerevisiae gen suc2 (que codifica actividad de hidrdlisis de la sacarosa, permitiendo de este modo
que la cepa crezca en sacarosa) se indica mediante letras minusculas, texto en caja. El iniciador ATG y el terminador
TGA paraSUC2 se indican mediante cursiva y en mayusculas, mientras que la regién de codificacién esta indicad con
letra cursiva en minusculas. Chlorella vulgaris nitrato reductasa (NR) gen 3' UTR se indica mediante texto en
minusculas subrayado seguido por un promotor endégeno de AMT3 P. moriformis, indicado por el texto en cursiva en
caja. Los codones ATG iniciador y terminador TGA de laCAFAE se indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras
que el resto del gen se indica mediante negrita y cursiva. C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica de nuevo por
mindsculas texto subrayado seguido por la region gendmica Z 6S deformacion indicada por, texto mindsculas en
negrita. La construccion final se secuencidé para asegurarse de marcos de lectura correcto y secuencias de
direccionamiento.

[0452] Secuencia de nucledtidos del ADN transformante contenido en el plasmido pSZ3070:

Eeletlcgecgecgecactectgelegagegcgecccgeglgceecgecagegectiggectiticgecgegetegizegcgtegetgat gt
ceatcaccaggiceatzagrictgectigepecgrctgagecacigeticglocgreeprecaagageagealpagepagpactectegl
ceagpetectgacgippicrerrctctgerareerrecageatcatctzecieteecgeaccsageeceeciccaactggicctecagen
gecgeaglegecgecgaceclggcazagraagacaprigaprreooiatgaatizlacagaacaaccacgagectiglctagecagaa
teectaceagtcatgectittacctgratgacgrectgeaacagelgtecagegacectegetpecgecgetieteccgeacgetic titeca
geacegigatgeegegagecagegeegeacgetggegetgegeticgeegatelgaggacagicgggeaactetgateagictaaacece
ciigepegttagtgttgecatecttigeagacegeizagagecgactigitglecgecaccecceacaceacclectieccagaceaatictgt
cacctittiggegaagrcategeccicgecclgeagagagracageagigcccagecgelprerooliopreg el gtacgctcaggta_tcﬂ

tctigcgctal gacacticcageaanagglageac pogct gcgagac gocticecagegct geal geaacaccgatgatgeticgaceecceg)

laagciceticpggactacalgpacpcicepatgecaciceaggocgageseipiitanatagecagacececgatipeaangacatiatagcgag|

kctaccasagecataticaaacacctagalcactaccactictacacaggccactcaagctigipatcgeacice getaaggggpc gectettectet]

|cgulca elcac aucccgcaaacllct agaatatcad TGotgotgcagpecticclgticotgotgpocpgottcgocgocadgateagegectoe

gaigacgadegagacglorgaccgoocociggigracitcderrrcaacad gg golggalganepaoccoradacggorigle glacgacgag
duggacgocaagiggeaceiglacttecaglacaacoeganegacacegtolggpegacgcoctigitclggggocacgoocacgtcegacg
dectgaccadctygeageaceageccalegecate poecepaagegcade paetecgpegectic o cggotocatg pie gig pactacaa
cadedccteeggettciicaar pacdecate gacec gogeragegotpegippocatclg gaccldoadearoce gpagice gag pageagt
dacdfctectacagectggacggeggciacaccitcacegaglarcagaagaacceeglgolgeeegecaactoracecagiiocgogacorg
daggtettcigptacpagee cleccagaagipeatratpaccgeppocadgieccagpactacaagate gagatc acteclee gacgacelg
dagtcclggaagetggagtcegegttcgocaacgageggeiiccteggolaccagiacgagtgocceggoctgategag glocceacegagea

gpaccecageaaglectaciggelgatgiicalcicealcaaceceggegecceggocggoggolcelivaaceagiacttegleg geagetic
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aacggcacccacttcgaggcecticgacaaccagtcccgegtggtggacticggcaaggactactacgccctgeagaccttcttcaacaccgac

ccgacctacgggagegecctgggeatcgegtgggcctecaactgggagtactcegcecttegtgcccaccaaccectggcegctccteecatgtec t
ctegtgcgeaagttctccctcaacaccgagtaccaggcecaacccggagacggagctgatcaacctgaaggcecgagecgatecigaacatca
geaacgecggccecectggagecggticgccaccaacaccacgttgacgaaggccaacagcctacaacgtcgacctgtccaacageaccggca
ceetggagticgagetggtgtacgecgteaacaccacceagacgatetccaagteegtgticgeggacctetecctetggttcaagggectgga !
ggacccecgaggagtaccicegeatgggcttcgaggigtecgcgtectecticticetggaccgegggaacagccaaggtgaagticgtgaagga
gaacccctacttcaccaaccgceatgagegtgaacaaccagcccticaagagcgagaacgacctgtectactacaaggtgtacggcetigetgg ’
accagaacatcctggagctgtacttcaacgacggcegacgitcgtgtccaccaacacctacticatgaccaccgggaacgccctgggctecgty

aacatgacgacgggggtggacaacctgttctacatcgacaagttccaggtgcgegaggtcaag TGA caattgecagcageageteggata §|

gtatcgacacactctggacgctggtegtgtgatggactgttgccgecacacttgeteccttgacctgtgaatatcectgecgcttttatcaaacagecte

agtgtgtitgatcttgtototacgegettttgegagttgetagetgctigtoctattigcgaataccacccecageateeccticectegttteatategett J

gcatcccaaccgceaacttatctacgetgtectgcetatecctcagegetgetectgctectgetcactgeccctecgeacagecttggatitggoctccgec

tgtattctectggtactgcaacctgtaaaccageactgeaatgetgatgcacgggaagtagtpooatggoaacacaaatggaggateeccgegtete

gaacagagcgegeagaggaacgcetgaaggtctegectetgtecgeacctcagegeggeatacaccacaataacecacetgacgaatgegettggtt

cttcgtccattagcgaagegteeggttcacacacgtgecacgttggegaggtogcaggtgacaatgatcggtggagetgatggtegaaacgttcac

agcctagggatatcgaattdggccgacaggacgcgcgtcaaaggtgctggtcgtgtatgccctggccggcaggtcgttgctgctgctggttagti

|gattccgcaaccctgattttggcgtcttattttggcgtggcaaacgctggcgcccgcgagccgggccggcggcgatgcggtgccccacggctg| t

|ccggaatccaagggaggcaagagcgcccgggtcagttgaagggctttacgcgcaaggtacagccgctcctgcaaggctgcgtggtggaatti 4

|ggacgtgcaggtcctgctgaagttcctccaccgcctcaccagcggaCaaagcaccggtgtatcaggtccgtgtcatccactctaaagaactcg| g

|actacgacctactgatggccctagattcttcatcaaaaacgcctgagacacttgcccaggattgaaactccctgaagggaccaccaggggcc| !

|ctgagttgttccttccccccgtggcgagctgccagccaggctgtacctgtgatcgaggctggcgggaaaataggcttcgtgtgctcaggtcatgg|

|gaggtgCaggacagctcatgaaacgccaacaatcgcacaattcatgtcaagctaatcagctatttcctcttcacgagctgtaattgtcccaaaa|

|ttctggtctaccgggggtgatccttcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatgcggtcgccgcgcaactcgcgcgagggcc|

|gagggtttgggacgggccgtcccgaaatgcagttgcacccggatgcgtggcaccttttttgcgataatttatgcaatggactgctctgcaaaatl{

|ctggctctgtcgccaaccctaggatcagcggcgtaggatttcgtaatcattcgtcctgatggggagctaccgactaccctaatatcagcccgacd

|gcctgacgccagcgtccacttttgtgcacacattccattcgtgcccaagacatttcattgtggtgcgaagcgtccccagttacgctcacctgtttcc|

|c gacctccttactgtictgtcgacagagegggeecacaggccg gtcgcagcdactagtA TGacctccatcaacgtgaagcigetgtacc

actacgtgatcaccaacctgttcaaccigtgcticticcccctgaccgcecategiggecggeaaggcecteccgectgaccatcgacg
acctgcaccacctgtactactectacctgeageacaacgtgatcaccatcgeccecctgticgecticacegtgticggctecatect

glacatcgigaccegecccaagececgtgtacctggiggagtactectgctacctgeccceccaccecagtgecgetectecatctecaa
ggtgatggacatctictaccaggtgcgeaaggecgacccecticegecaacggceacctgegacgactectectggetggacticctge
geaagatccaggagcegcteeggectgggegacgagacccacggececgagggcectgetgeagglgeccccccgeaagaccitt
cgeegecgeeecgegaggagaccgagceaggtlgartegtgggegecctgaagaaccigticgagaacaccaaggigaaccccaa

ggacatcggceatectggiggtgaactectccatgticaaccccacccecctecctgtecgecatggtggigaacaccticaagergcg
ctccaacgtgcegcelecttcaacctgggceggeatgggctgcetecgecggeglgartcgecategacctggecaaggacctgetgeac
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glgcacaagaacacctacgecectggtggigiccaccgagaacatcacctacaacatctacgecggegacaaccgctccatgatg
glglccaactgcecigticegegtgggeggegecgecatectgeigtecaacaagecccgegaccgecgecgctccaagtacgage
fggtgcacaccgtigegeacccacaccggegecgacgacaagiccticegetgegtgeageagggegacgacgagaacggeaa
gaccggcegigtccctgiccaaggacatcaccgaggiggecggecgeaccglgaagaagaacatcgecaccctgggecccectga
fcctgececectgtecgagaagctgcetgticticgtgaccttcatggecaagaagctgitcaaggacaaggtgaagceactactacgtge
ccgacticaagctggccatcgaccactictgealtccacgeeggeggecgegecgtgategacgtgctggagaagaacctgggcec
fggcececcatcgacgtggaggcctceegcetccaccctgeaccgceticggeaacacctectectectecateiggtacgagcetggect
acatcgaggcecaagggcecgeatgaagaagggcaacaaggigtggcagatcgecctgggcteeggcticaagigeaacicege

cgtgtgggtlggccctgtccaacgtgaaggcctccaccaactececectgggageactgeatcgaccgcetaccecgtgaagategac

fccgactecgecaagtecgagaccegegeccagaacggcecgctcc TGActtaaggcageageageteggatagtatcgacacactcet

ggacgcetggtcgtgtgatggactgttgccgecacacttgetgecttgacctgtgaatatccctgecgetittatcaaacagectcagtgtotttgatcttg

tgtgtacgcgctittgcgagttoctagetgcttgtoctatttgcgaataccacccccageatecccttecctegtttcatatcgettgcatcccaaccgea

acttatctacgctgtectgetatccctcagegetgcetectgetectgetecactgecectcgeacagectiggtttgggctccgectgtattctectggtac

tgcaacctgtaaaccageactgeaatgctgatgcacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaaagcttaattaagagetettgtiticcaga
aggagttgctccttgagcectttcattctcagectegataacctccaaagecgetctaattgtggaggoosticgaatitaaaagettggaatg
ttggttcgtgcgtctggaacaageecagacttgtigetcactgggaaaaggaccatcagetccaaaaaacttgecgetcaaaccgegtace
tetgetttegegeaatcetgecctgttgaaatcgecaccacattcatattgtgacgettgageagtctgtaattgectcagaatgtggaatcate
tgceccctgtgcgageccatgecaggeatgtcgegggcgaggacacccgecactegtacageagaccattatgetacctcacaatagttca
taacagtgaccatatttctcgaagctccecaacgageacctecatgetctgagiggccacceeccggecctggtgcitgcggagggscaggt
caaccggcatggggctaccgaaateccegaccggateccaccacceccgegatgggaagaatctetecccgggatgtggecccaccace
agcacaacctgctggcccaggegagegtcaaaccataccacacaaatatecttggcatcggcecctgaattecttctgecgetetgetaceeg
gtectictgtccgaageaggggottgctagggatcgetecgagtecgecaaacectigtcgegtggegggocttgticgagettgaagage
(SEQ ID NO:102)

[0453] Construcciones utilizadas para la expresion de los genes FAE de plantas superiores en la cepa Z:
Ademas del gen CaFAE (pSZ3070), LaFAE (PSZ3071) a partir de Lunaria annua, CgFAE (pSZ3072) a partir de
Cardamine graeca, TmFAE (PSZ3067) majus y BnFAE1 (PSZ3068) y BnFAE2 (pSZ3069) genes de Brassica napus
se han construido para la expresién en CEPA Z. Estas construcciones se pueden describir como:

pSZ3071 - 6S::CrTUB2-ScSUC2-Cvnr: PmAmMtO3-LaFAE-Cvnr::6S
pSZ3072 - 6S::CrTUB2-ScSUC2-Cvnr: PmAmMt03-CgFAE- Cvnr::6S
pSZ3067 - 6S::CrTUB2-ScSUC2-Cvnr: PmAMt03-TmFAE-Cvnr::6S
pSZ3068 - 6S::CrTUB2-ScSUC2-Cvnr: PmAmMt03-BnFAE1-Cvnr::6S
pSZ3069 - 6S::CrTUB2-ScSUC2 -Cvnr: PmAmMt03-BnFAE2-Cvnr::6S

[0454] Todas estas construcciones tienen el mismo esqueleto del vector; marcador seleccionable, los promotores, y
3' UTR como pSZ3070, que solo difieren en los respectivos genes FAE. sitios de restriccion relevantes en estas
construcciones son también los mismos que en pSZ3070. Las secuencias deLaFAE, CgFAE, TmFAE, BnFAELl y
BnFAE2 se muestran abajo. sitios de restriccion relevantes como texto en negrita que incluyeSpeyo y aflll se muestran
5'-3', respectivamente. Secuencia de nucleétidos de fia FAE contenida en pSZ3071:
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actagtATGacctecatcaacgtgaagcergctgtaccactacgtgatcaccaacticttcaaccrgtgcticticcecctgaccgecat
cctggecggceaaggcecteccgectgaccaccaacgacctgeaccactictactectacctgeageacaaccigatcaccectgace
ctgctgttcgecticacegtgttcggcetecgtgctgtacticgtgacccgecccaageccgtgtacciggtggactactectgctaccty
cceceeeecageacctgtecgecggeatctecaagaccatggagatctictaccagatecgeaagiccgaccecectgegecaacgtgg
cecetggacgactectecteectggacticctgegeaagatccaggagegceteeggectgggegacgagacctacggeeccgagg
gectgticgagatceccececcgeaagaacciggecteecgeccgegaggagaccgageaggtgatcaacggegecctgaagaa

cclgticgagaacaccaaggtgaaccccaaggagatcggeatectggtggtgaactcctccatgticaaccccaccecctecctgt
ccgecatggtggtgaacaccticaagcetgegctccaacatcaagiccticaacctgggeggeatgggcetgctccgecggcegtgate
gecategacctggecaaggacctgetgeacgtgecacaagaacacctacgecectggtggtgiccaccgagaacatcacccagaa

catctacaccggegacaaccgctccatgatggigtccaactgectgttcegeglgggeggegecgecatectgcigtccaacaage
cecggegaccgecgecegcteccaagtaccgeciggeccacaccgtgegeacccacaccggegecgacgacaagtecttcggcetge
glgcgcecaggaggaggacgactccggeaagaccggcegtgicectgiccaaggacatcaceggegtggecggeatcacegtge

agaagaacatcaccaccctgggecccctggtgetgeccectgiccgagaagatectgiicgiggigaccitcgiggccaagaagct

getgaaggacaagatcaageactactacgtgeccgacticaagetggecgiggaccacticigeatccacgecggeggecgcgce
cgtgatcgacgtgctggagaagaaccitgggcectgtcccccategacgtggaggcecteececgetecacccetgeaccgcttcggcaac
acctectectectecatetggtacgagetggectacatcgaggecaagggecgeatgaagaagggeaacaaggectggeagate
geegtgggctecggceticaagtgcaacteegeegtgiggglggecctgegeaacgigaaggcecitccgecaacteceeetgggage
actgeatccacaagtacceegigeagatgtactecggetectccaagtccgagaccegegeccagaacggecgctceTGActta
ag (SEQ ID NO:103)

Secuencia de nucleotidos de CgFAE contenida en pSZ3072:

actagtATGacctccatcaacgigaagctgcigtaccactacgtgctgaccaacticticaacctgtgccigttccecctgaccgectt
ceceegeeggeaaggcecteccagetgaccaccaacgacctgeaccacctgtactcctacctgeaccacaacctgatcaccgtgac
cctgcetgticgectticacegtgticggctecatectgtacatcgigaccegecccaageccgtgtacctggiggactactcectgetacce
tgeeceeeegecaccetgtectgeggeatetceegegtgatggagatcttctacgagatecgeaagtecgaccecteeegegaggerg
cecticgacgacccctccteectggagticetgegeaagatecaggagegetecggectgggcgacgagacctacggeccecag
ggcctggtgcacgacatgceccctgegceatgaacticgecgeegeecgegaggagaccgageaggtgatcaacggegecectgga

gaagctgltcgagaacaccaaggtgaacccccgegagatcggeartcctggiggigaactectccatgttcaaccccacccectee
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ctglccgecatggtggtgaacacctticaagcetgegcteccaacatcaagtectictecectgggeggeatgggctgcetecgecggeate
atcgecatcgacctggccaaggacctgcetgeacgigeacaagaacacctacgecctggiggigtccaccgagaacatcacccac
tccacctacaccggegacaaccgctccatgatggigiccaactgectgticecgeatgggeggegecgecatecigetgtccaacaa
ggecggegaccgecgecgctccaagtacaagetggeccacaccgtgegeacccacaccggegecgacgaccagitecticeget
geglgegecaggaggacgacgaccgeggeaagatcggegtgtgectgiccaaggacatcaccgecgtggecggeaagaccegt
gaccaagaacatcgcecacccetgggecccectggtgceigeccectgtcecgagaagticetgtacgtggtgicectgatggccaagaag
ctgltcaagaacaagatcaagcacacctacgigeccgacticaagcetggecatcgaccacticigeatccacgecggeggecgcg
ccgtgatecgacgtgetggagaagaacctggcecctgiceccecgtggacgiggaggcecteccgcetecaccectgeaccgceticggeaa
cacctectectectecatetggtacgagcetggectacatcgaggecaagggecgeatgaagaagggeaacaaggtgtggcagat
cgeceatcggcetecggcticaagtgecaacteegecgiglgggtggcccigtgcaacgtgaagecctecgigaactceeectgggag

cactgceatcgaccgcetaccecgiggagatcaactacggcicctccaagiccgagacccgegeccagaacggecgctcc TGActt
aag (SEQ ID NO:104)

Secuencia de nucleétidos de TmFAE contenida en pSZ3067:

actagtATGlccggeaccaaggccaccicegigicegtgcccectgeccgacticaagceagicegtgaaccigaagtacgigaage
tgggctaccactactccatcacccacgecatgtaccigticctgacceccctgetgetgateatgtccgeccagatctecacctictee
atccaggacticcaccacctgtacaaccacctgatectgecacaacctgtectecctgatectgigeatcgecctgetgetgttcgtgct
gaccctgtacticetgacccgeccecaccecegtgtacctgcetgaacttctectgctacaageccgacgecatecacaagtgegace
gecegecgcticatggacaccatccgceggeatgggceacctacaccgaggagaacatcgagitccagegeaaggrgctggagegc
tceggeateggegagtectectacctgeeceecaccgtgticaagateccecceegegigtacgacgecgaggagegegecgag
gecegagatgctgatgttcggegecgtggacggcectgticgagaagatctecgtgaageccaaccagarcggegtgctggiggtga
actgcggcectgticaaccccatceccteectgtectecatgategigaaccgctacaagatgegeggcaacgigtictectacaacct
gggcggceatgggcergeteccgecggegtgatctecategacctggecaaggacctgetgeaggigegecceaactectacgeectg
grggtgtcectggagtgcatctccaagaacctgtaccigggcegageagegcteccatgetggigteccaactgectgttececgeargggc
ggcegcecgecatectgcetgtecaacaagatgtcecgaccgetggegctccaagtaccgectggigeacaccegtgegeaccecacaag
ggeaccgaggacaactgcttctectgegigacccgeaaggaggactecgacggeaagateggeatctecctgiccaagaacctg
atggeceglggecggegacgecctgaagaccaacatcaccaccctgggecccectggtgetgeccatgtecgageagcetgctgtictt
cgcecaccctggtgggcaagaaggtgttcaagatgaagctgecagcecctacatccecgacttcaagceiggecticgageactictge
atccacgeecggeggecegegeceglgciggacgagcetggagaagaacctgaagcetgicctectggeacatggagceccteecgceat
gtecetgtacegcttcggeaacacctcctectectecctgiggtacgagetggcectactecgaggecaagggecgearcaagaagy
gegaccgegtgtggeagategectteggctecggcticaagtgeaactcegeegigtggaaggccctgegeaacgtgaaccecg
ccgaggagaagaacccctggatggacgagatccacctgttccecegtggaggtgcccectgaacTGActtaag (SEQ ID
NO:105)

Secuencia de nucledtidos de BnFAE1contenida en pSZ3068:
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actagtATGacctecatcaacgrgaagetgcigtaccactacgtgatcaccaacctgticaacctgirgceticticcecctgacegec
ategtggecggeaaggcectacctgaccatcgacgacctgeaccacctgtactactectacctgeageacaaccigatcaccatcg

ceeeeetgetggecttcacegtgttcggctecgtgcetglacategecaccegecccaageccgigtacctggtggagtactectgceta
cctgecccccacccactgecgetectecatctecaaggigatggacatcticticcaggtgcgeaaggecgacceectececcgeaacg
geacctgegacgactectectggetggacttcctgegeaagatccaggagegceteeggectgggegacgagacccacggecce

gagggcectgcetgeaggtlgecceccecgeaagaccttcgeeecgegecegegaggagaccgageaggtgatcatcggegecctgg

agaaccigticaagaacaccaacgtgaaccccaaggacatcggcatectggiggigaactectecatgticaaccecacceecte
ccigtcecgecatggtggigaacaccticaagetgegctccaacgigegctecticaacctgggeggeatgggctlgcelecgeeggceg
fgatcgccatcgacctggecaaggacctgetgeacgtgcacaagaacacctacgecctggrggigtccaccgagaacatcacct

acaacatctacgecggegacaaccgctccatgatggtgtccaactgectgitcegegigggeggcegecegecatectgetgtccaac
aagcceegegaccgecgecgctccaagtacgagcetggigeacaccegtgegeacccacaccggegecgacgacaagtecttce

getgegtgeageagggegacgacgagaacggcecagaccggegtgicectgiccaaggacatcaccgacgiggeeggecgeac
cgtgaagaagaacatcgccaccctgggeccecectgatectgeccctgtecgagaagcetgetgticticgigaccticatgggeaaga
agcigticaaggacgagatcaagcactactacgtgcccgacticaagctggcecatcgaccactictgeatccacgecggeggceaa
ggcecegtgatcgacgigceiggagaagaacctgggcectggeccccatcgacgiggaggccteccgctccaccectgecacegcticgg

caacacctcctectectecatetggtacgagcetggectacatcgageccaagggecgeatgaagaagggcaacaaggtgiggca
gatcgeectgggctecggcticaagigcaactecgecgtgtgggtggccctgaacaacgigaaggcctccaccaacteceectgg
gagceactgceartcgaccgcetaccecgtgaagarcgactcecgactecggeaagiccgagaccegegigeccaacggecgcetcc1G
Acttaag (SEQ ID NO:106)

Secuencia de nucleétidos de BhnFAE2 contenida en pSZ3069:
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actagtATGgagcegeaccaactccategagatggaccaggagegectgaccgeegagalggcecttcaaggactectecteege
cgtgatccgceatcegecgecgcectgecegacttectgaccicegtgaagcetgaagtacgigaagcetgggcectgeacaactectica
acttcaccaccticcigttcetgcigatcatectgecectgaccggeaccgigctggigeageigaccggectgaccticgagacctic
fecgagcetgtggtacaaccacgecgeccagetggacggegigacccgectggectgectggtgtecctgtgeticgtgctgateate
tacgtgaccaaccgctccaageccgtgtacctggtggactictectgctacaageccgaggacgagcegeaagatgteegtggact
ccttcetgaagatgaccgageagaacggcegcecticaccgacgacaccgtgeagticcageagegceatctccaaccgegecggce
ctgggcegacgagacctacctgeccecgeggeatcacciccaccccccccaagcetgaacatgtecgaggececgegeegaggecga
ggccegtgatgticggegcecectggacicectgticgagaagaceggceatcaageecgeegaggigggcatectgategigtectgct
ccctgttcaaccecacccecctecctgiccgecatgategigaaccactacaagatgegegaggacatcaagicctacaacctggg
cggeatgggctgctcecgecggcectgatctccategacctggecaacaacctgetgaaggecaaccecaactectacgeegtggtg
gtgtccaccgagaacatcaccctgaactggtacticggcaacgaccgctecatgcetgcetgtgecaactgcatettccgeargggecgg
cgeegecatectgetgtccaaccgecgecaggaccgcelccaagiccaagtacgagetggtgaacgtggigegeacccacaagg
gcteccgacgacaagaactacaactgegigtaccagaaggaggacgagegeggeaccateggegtgtecctggeccgegaget
gatgtcegtggecggegacgcecctgaagaccaacatcaccaccetgggecccatggrgctgececctgtccggecagetgatgtict
cegtgtecctggtgaagegeaagcetgctgaagcetgaaggtgaagcecctacatccecgacttcaagetggcecticgageactictge
afccacgeeggeggecgegecgigetggacgaggigecagaagaacciggacciggaggaciggeacailggageccteecgea
fgacccigeaccgceticggeaacacctectectecteectgiggtacgagatggcectacaccgaggcecaagggecgegigaaggc
cggcegaccgectgtggeagatcgecticggctecggcttcaagigeaactccgeegigiggaaggcectgegegtggigtccacc
gaggagctgaccggceaacgectgggcecggcteccatcgagaactacceegtgaagarcgtgcag TGActiaag (SEQ ID
NO:107)
[0455] Para determinar su impacto sobre los perfiles de acidos grasos, las construcciones anteriores que contienen
diversos genes heterélogos FAE, dirigido por el promotor PmAMTS3, se transformaron independientemente en CEPA
Z.
[0456] Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente y cultivados bajo condiciones de produccion de
lipidos estandar a pH 7,0 (todos los plasmidos requieren crecimiento a un pH de 7,0 para permitir la maxima expresion
del gen FAE cuando impulsado por el pH promotor PmAMTO3 regulada). Los perfiles resultantes de un conjunto de
clones representativos derivados de transformaciones con pSz3070, pSZ3071, pSZ3072, pSZ3067, pSZ3068 y
pSZ3069 en la cepa Z se muestran en las Tablas 53-58, respectivamente, a continuacion.
[0457] Todas las cepas CEPA Z transgénicas que expresan genes heterélogos FAE muestran un aumento de la
acumulacion de C20: 1 y C22: acido graso de 1 (véanse las Tablas 53-58). El aumento en niveles de &acidos
eicosenoico (20: 1211) y erdcico (22: 1213) sobre el tipo salvaje es consistentemente mas alto que los niveles de tipo
salvaje. Ademas, el perfil de acido graso insaturado obtenido con la expresion heter6loga de BnFAEL en la cepa Z

resulté en incremento notable en &acido docosadienoico (C22: 2n6). alineacién de proteinas de mencionada FAE
expresada en la cepa Z se muestra en la Figura 23.
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Tabla 53. Perfil de acidos grasos insaturados en las lineas transgénicas de derivados representativos transformados
con ADN pSZ3070 (CAFAE) CEPA Z.
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transformados con ADN pSZ3071 (LaFAE)

Muestra p c18:1 Cc18:2 C18:3a cz0:1 c2z:1 C22:2n6 cz2:5
CEPA Zz; Tsa8;
D1828-20 51.49 213 0.65 4.35 1.24 0.1 0.00
CEPA Z; T588;
D1828-23 55.50 7.65 0.50 T8 0.85 0,00 0.13
CEPA z; Tsa8;
D1828-43 54,70 7.64 0.50 344 0.85 0.09 0.00
CEPA Z; T588;
D1828-12 52.43 7.89 0.59 272 0.73 0,00 0.00
CEPA Z; Tsa%;
D1828-19 56.02 712 0.62 304 0.63 0.10 0.1
Cntrl CEPA Z
pHT 57.99 6.62 0.56 019 0.00 0.06 0.05
cntrl CEPA z
pHS 57.70 T.08 0.54 0.1 0.00 0.05 0.05

Tabla 54. Perfil de acidos grasos insaturados en CEPA Z y las lineas transgénicas de derivados representativos

Muestra D C18:1 C18:2 C18:3a C20:1 cC22 C22:2n6 c22:5
CEPA Z; T5a8;
D1829-36 54,66 T.04 0.52 1.82 0.84 012 0.09
CEPA z:T588;;
D1829-24 56.27 6.72 0.51 1.70 072 0.09 0.0:0
CEPA Z; T588;
D1829-11 56.65 836 0.54 2.04 0.67 0.00 0.00
CEPA z; Ts88;;
01829-35 55.57 7.7 0.53 010 0.66 0.00 0.00
CEPA Z; T588;
D1829-42 56.03 T7.06 0.54 .54 0.51 0.08 0.08
cntrl: CEPA Z
pHT 57.70 T.08 0.54 0.1 0.00 0.06 0.05
Cntrl: CEPA Z
pH S o799 6.62 0.56 0.19 0.00 0.05 0.05

Tabla 55. Perfil de acidos grasos insaturados en CEPA Z y las lineas transgénicas de derivados representativos
transformadas con ADN pSZ3072 (CgFAE)
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Muestra ID C18:1 c18:2 C18:3a C20:1 cazA C22:2n6 c22:5
CEPA Z: T588;
D1830-47 57.74 7.79 0.52 1.61 0.25 0.1 0.05
CEPA Z: T588;
D1830-16 58.06 7.39 0.55 1.64 0.22 0.07 0.06
CEPA z: T588;
D1830-12 57.77 6.86 0.51 1.34 0.19 0.09 0.00
CEPA z; T588;:
D1830-37 58.45 7.54 0.49 1.65 0.19 0.06 0.00
CEPA z; T588;;
D1830-44 £7.10 728 0.56 1.43 0.19 0.07 0.00
Cntrl CEPA Z
pHT 57.70 7.08 0.54 0.1 0.00 0.06 0.05
cntrl . CEPA Z
pH 5 57.99 6.62 0.56 0.19 0.00 0.05 0.05
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Tabla 56. Perfil de acidos grasos insaturados en S3067 y lineas transgénicas derivadas representativas
transformadas con ADN pSZ3070 (TmFAE). No se detectaron picos de acido erucico (22: 1) para estas lineas
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transgénicas.

Muestra D c18:1 Cc18:2 C18:3a C20:1 C22:2n6 C22:5
CEPA Z; T588;
D1825-47 29.97 744 0.56 0.57 0.00 0.00
CEPA Z; T588; .
D182535 SB.7T 716 0.51 0.50 0.09 .11
CEPA z; T588;
D1825-27 60.40 7.82 0.47 0.44 0.07 0.07
CEPA Zz: T588;
D182514 58.07 7.32 0.54 0.41 0.05 0.05
CEPA Z: T588; ;
D1825-40 5B.66 7.74 0.46 0.39 0.08 0.00
cntr Ccppa ZPHT 57.99 6.62 0.56 0.19 0.05 0.05
cntr CEPA ZpHS 57.70 7.08 0.54 0.11 0.06 0.05

transgénicas.

Tabla 57. Perfil de acidos grasos insaturados en CEPA Z y lineas transgénicas derivadas representativas
transformadas con ADN pSZ3068 (TmFAE). No se detectaron picos de acido erucico (22: 1) para estas lineas

transgénicas.

Muestra D G181 c18:2 C18:3a C20:1 C22:2nk C22:5
CEPA Z; T588; ;
D1826-30 5082 7.88 0.55 0.32 017 0.10
CEPA z; T588;
D1826-23 58.32 B.02 0.58 0.27 0.18 0.07
CEPA Z: T588;;
D1826-45 5863 7.49 0.55 0.27 0.19 0.08
CEPA z: 71588;
D1826-24 59.35 7.78 0.57 0.26 0.23 0.00
CEPA z: T588; "
D1826-34 50,14 7.61 0.57 0.25 0.22 0.05
Cntrl CEPAZpHT 57.81 7.15 0.59 0.19 0.04 0.08
Ccntrl CEPAZpHS 58.23 6.70 0.58 018 0.05 0.06

Tabla 58. Perfil de acidos grasos insaturados en CEPA Z y lineas transgénicas derivadas representativas
transformadas con ADN pSZ3069 (BnFAE2). No se detectaron picos de acido erucico (22: 1) para estas lineas

Muestra D c18:1 c18:2 C18:3a c20:1 C22:2n6G c22:5
CEPA zZ; T588;
D1827-6 60.59 8.20 057 0.34 0.00 0.07
CEPA Z:Ts88;;
D1827-42 RaG2 G.44 0.52 0.30 0.07 0.00
{CEPA Z; T588;
D1827-48 59.71 7.99 0.59 0.30 0.06 0.00
CEPA Z; T588; ;
D1827-43 60.66 8.21 0.59 0.29 0.04 0.00
CEPA Z; Ts88;;
D1827-3 60.26 7.99 0.57 0.28 0.04 0.00
cntrl CEPAZpHT 57.81 715 0.59 0.19 0.04 0.06
Cntrl CEPAZpHS 5823 6.70 0.58 0.18 0.05 0.06

EJEMPLO 55: Elevacion de nivel total de acidos grasos insaturados mediante la expresion de genes de
desaturasas heter6logas

[0458] Uno de los enfoques para generar una cepa "cero SAT FAT" (por ejemplo, objetivo total de acidos grasos
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insaturados en el 97% o mas/menos de o igual a 3% de grasa saturada) es para expresar genes de desaturasa en
una alta cepa oleica tales como la cepa N, que nos parecié producir alrededor de 85% de C18: 1 con un total de
insaturados de alrededor de 93% en varias ejecuciones de fermentacion. Esperamos que los saturados totales se
reduciran alin mas por que expresan genes de desaturasas en la cepa N.

[0459] En los ejemplos siguientes, hemos demostrado la capacidad de reducir los niveles de acido estearico y palmitico
en cepa UTEX1435 de tipo salvaje por sobreexpresion de genes de desaturasa de heter6logos de estearoil-ACP,
incluyendo desaturasas de Olea europaea, Ricinus communis, y Chlorella protothecoides.

[0460] Constructo utilizado para la expresién de Olea europaea desaturasa de estearoil-ACP: Para introducir O.
europaea desaturasa de estearoil-ACP (n° de acceso: AAB67840,1) en UTEX1435, la cepa A, el gen Saccharomyces
cerevisiae de la invertasa se utilizé como el marcador seleccionable para conferir la capacidad de crecer en medios
de sacarosa. El constructo que se ha expresado en UTEX1435, cepa A se puede escribir como 6SA:CrTUB2:
ScSUC2: CvNR::CrTUB2: CpSADtp: OeSAD: CvNR::6SB y se denomina pSZ1377.

[0461] Sitios de restriccion relevantes en el constructo pSZ1377 se indican en mindsculas, en negrita y subrayado y
son 5'-3'BspQ 1, KPN I, Xba I, MFE |, BamH I, EcoR |, Spe |, Asc |, Cla |, Sac |, BspQl, respectivamente. Sitios BspQI
delimitan el 5'y 3' del ADN transformante, secuencias minudsculas en negrita representan ADN gendémico que permiten
integracion dirigida en el locus 6s a través de recombinacién homéloga. Procediendo en la direccion 5' a 3', C.
reinhardtii promotor B-tubulina que dirige la expresion del gen de la invertasa de levadura sacarosa se indica mediante
texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para la invertasa se indican con mayusculas, negrita y cursiva,
mientras que la region de codificacion esta indicada en mindsculas en cursiva. Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3'
UTR se indica mediante letras mindsculas con texto subrayado seguido por C. reinhardtii segundo promotor -tubulina
gue conduce a la expresion de la OeSAD, indicado por texto cursiva en caja. Los codones ATG iniciador y terminador
TGA de la OeSAD se indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras que el resto de la region codificante de
desaturasa de estearoil-ACP se indica mediante negrita y cursiva. Chlorella protothecoides péptido de transito
desaturasa de estearoil-ACP est& situado entre el iniciador ATG y el sitio Asc I. C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR
se indica de nuevo por mindsculas texto subrayado seguido por la regién gendmica 6S indicado por, texto mindsculas
en negrita.

[0462] Secuencia de nucleétidos de la transformacién de ADN contenido en PSZ 1377:
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gctcttegecgecgecactectgetegagegegecegegegtgegeegecagegecttggecttttegeegegetegtgegegtegetgatgteca
tcaccaggtccatgaggtctgccttgegecggetgagecactgettegtecgggeggccaagaggagcatgagggaggactectggtecaggg
tcctgacgtggtegeggctetgggagegggecageatcatetggetetgecgeaccgaggecgectccaactggtectccageagecgeagteg
ccgcegaccctggcagaggaagacaggtgaggggggtatgaattgtacagaacaaccacgagcecttgtctaggeagaatecctaccagtcat
ggctttacctggatgacggectgcgaacagetgtcecagegaccectegetgecgecgcettcteccgeacgcettctttecageaccgtgatggegeg
agccagegecgeacgetggegetgegcettcgecgatctgaggacagtcggggaactctgatcagtctaaacceecttgegegttagtgttgeca

tcctttgcagaccggtgagagcecgacttgttgtgegecaccecccacaccacctectcccagaccaattctgtcacctttttggegaaggceategg

cctcggcctgcagagaggacagcagtgcccagccgctgggggttggcggatgcacgctcaggtaccctttcttgcgctatgacacttccagcaa|

|aaggtagggcgggctgcgagacggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgd

|tccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacct|

|agatcactaccacttctacacaggcca ctcgagcttgtgatcgeactccgetaagggggegectcttectcttegtttcagtcacaa cccgcaaac|

tctagaatatcaATGcetgctgcaggcecttectgttectgetggeeggettcgccgecaagatcagegcectccatgacgaacgagacgtcecga
ccgeccectggtgeacttcacccccoacaagggetggatgaacgaccccaacggectgtggtacgacgagoaggacgccaagtggeacc
tgtacttccagtacoacccgaacgacaccgtetgggggacgcccttgttctggggecacgecacgtccgacgacctgaccaactgggagg
accagcccatcgecatcgecccgaagegcaacgactccggegecttctccggetccatggtggtggactacaacaacaccteeggcttctte
aacgacaccatcgacccgegecagegetgegtggecatctggacctacaacaccccggagtccgaggageagtacatctectacagecty
gacggcggctacaccttcaccgagtaccagoagaaccccgtgctggecgecaactccacccagttccgegacccgaaggtcttctggtacg
agccctcccagaagtggatcatgaccgcggecaagtcccaggactacaagatcgagatctactcctccgacgacctgaagtectggaage
tggagtccgcgttcgccaacgagggcttcctcggetaccagtacgagtgecccggectgatcgaggtccccaccgageaggaccccagea
agtcctactgggtgatgttcatctccatcaaccccggegecccggecggeggctecttcaaccagtacttcgtcggeogettcaacggceacce
acttcgaggccttcgacaaccagtcccgegtggtggacttcggcaaggactactacgecctgcagaccttcttcaacaccgacccgacctac
gggagcgccctgggceatcgegtgggectccaactgggagtactcegecttcgtgcccaccaaccectggcgetecteecatgteectegtgege
aagttctccctcaacaccgagtaccaggecaacccggogacggagetgatcaacctygaaggecgagecgatcctgaacatcageaacge
cggcccctggagecggttcgccaccaacaccacgttgocgaaggecaacagetocaacgtcgacctgtccaacagcaccggeaccctggo
gttcgagctggtgtacgccgtcaacaccacccagacgatctccaagtcecgtgticgeggacctctecctetggttcaagggectggaggacce
ccgaggagtacctccgeatgggcttcgaggtgtccgegtectecttcttcctggaccgegggoacageaaggtgaagticgtgoaggaga

acccctacttcaccaaccgeatgagegtgaacaaccageccttcaagagegagaacgacctgtectactacaaggtgtacggcttgetgga
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ccagaacatcctggagctgtacttcaacgacggcgacgtcgtgtccaccaacacctacttcatgaccaccgggaacgccctgggeteegtyg

aacatgacgacgggggtggacaacctgttctacatcgacaagttccaggtgegegaggtcaag TGAcaattggcageageageteggat

agtatcgacacactctggacgetggtegtotgatggactgttgccgecacacttgetgecttgacctgtgaatatecctgecgettttatcaaacag

cctcagtgtgtttgatcttgtgtgtacgegcettttgecgagttgctagetgettgtgctatttgcgaataccacceccageatecccttecctegtticat

atcgcttgcateccaaccgcaacttatctacgetgtectgetatecctcagegetgetectgetectgetcactgeccctegeacagectiggtttgg

gctecgectgtattctectggtactgecaacctgtaaaccageactgeaatgctgatgecacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaggat

ccegegtetecgaacagagegegeagaggaacgcetgaaggtcetegectetgtegeacctcagegeggeatacaccacaataaccacctgacgaa

tgegcttggttcttegtecattagegaagegtecggticacacacgtgecacgtiggegaggtggcaggtgacaatgateggtggagetgatggtc

gaaacgttca cagcctagggatatcgaatt(_:Ictttcttgcgctatgacacttccagcaaaaggtagggcgggctgcgagacggcttcccggd

|gctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgctccgatgccgctccagggcgagcgctgttta|

|aatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacctagatcactaccacttctacacaggcca|

|ctcgagcttg tgatcgcactcegetaag ggggcgcctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaaclﬂgm TGgccaccgcatccact

ttctcggcgttcaatgcccgetgcggcgacctgegtcgetcggegggctccgggecceggegeccagegaggeecctecccgtgegeggsc
gcgccgaggtgcacgtgcaggtgacceactcectggeccccgagaagegcgagatcttcaactccctgaacaactgggeccaggagaad
catcctggtgctgctgaaggacgtggacaagtgctggcagecctccgacttcctgeccgactecgectcegagggcttcgacgageaggt
gatggagctgcgcaagcgcetgcaaggagatccccgacgactacttcatcgtgetggtgggcgacatgatcaccgaggaggecectgeee
acctaccagaccatgctgaacaccctggacggegtgcgegacgagaccggegectecctgaccecctgggcecatctggacccgegectg
gaccgccgaggagaaccgccdcggegacctgctgaacaagtacctgtacctgtccggecgegtggacatgaageagatcgagaagac
catccagtacctgatcggctccggeatggacccccgcaccgagaacadccectacctgggcttcatctacacctccttccaggagegegec
accttcatctceccacggcaacaccgeccgectggecaaggageacggcgacctgaagcetggeccagatctgcggeatcatcgecgecga
cgagaagcgccacgagaccgcctacaccaagatcgtggagaagctgttcgagatcgaccccgacggeaccgtgcetggccctggeegac
atgatgcgcaagaaggtgtccatgcccgeccacctgatgtacgacggccaggacgacaacctgttcgagaacttctcctecgtggecca
gcgectgggegtgtacaccgccaaggactacgccgacatectggagticctggtgggecgetgggacatcgagaagctgaccggectgt
ccggegagggcecgcaaggeccaggactacgtgtgcaccctgecceeccgeatecgecgectggaggagegegeccagteccgegtgaa
gaaggcctccgccacceccttctcetggatcttcggecgegagatcaacctgatggactacaaggaccacgacggcgactacaaggacce

acgacatcgactacaaggacgacgacgacaagTGAatcgatagatctcttaaggcageageagetcggatagtatcgacacactetggac

getggtegtgtgatggactgttgecgecacacttgetgecttgacctgtgaatatcectgecgettttatcaaacagectcagtgtgtitgatetigtg

tgtacgcgcttttgegagttgctagetgettgtgetatttgegaataccacccecageateeccttecctegtttcatategettgeatcccaaccgea

acttatctacgctgtectgetatccctcagegetgetectgetectgetecactgeccctegeacagecttggtttgggeteccgectgtattctectggt

actgcaacctgtaaaccagcactgeaatgctgatgcacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaaagcttaattaagagetcettgtittc

cagaaggagttgctccttgagcctttcattctcagectcgataacctccaaageegcetctaattgtggaggggsttcgaatttaaaagettggaa
tgttggttcgtgcgtctggaacaageccagacttgttgctcactgggaaaaggaccatcagcetccaaaaaacttgecgetcaaaccgegtacct
ctgctttcgegcaatctgecctgttgaaatcgecaccacattcatattgtgacgcettgageagtctgtaattgectcagaatgtggaatceatctge

ccectgtgegageccatgecaggeatgtegegggcgaggacacccgecactcgtacagcagaccattatgctacctcacaatagttcataaca
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gtgaccatatttctcgaagctccccaacgagceacctecatgetetgagtggecaccecceggecctggtgcttgeggagggcaggtcaacegge
atggggctaccgaaatccccgaccggateccaccacceccgegatgggaagaatctctccccgggatgtgggeccaccaccageacaacctge

tggcccaggcgagegtcaaaccataccacacaaatatccttggeatcggecctgaattecttetgecgcetetgetacceggtgcttctgtecgaa

gcaggggttgctagggatcgctccgagtecgcaaaccettgtegegtggeggggcttgttcgagettgaagage (SEQ ID NO:108)

[0463] Construccién utilizada para la _expresiéon de la Ricinus communis _desaturasa estearoil-ACP: Para
introducir Ricinus communis desaturasa de estearoil-ACP (n° de acceso: AAA74692,1) en UTEX1435, la cepa A,
Saccharomyces cerevisiae gen de la invertasa se utiliz6 como el marcador seleccionable para conferir la capacidad
de crecer en medios de sacarosa. El constructo que se ha expresado en UTEX1435, cepa A se puede escribir como
6SA::CrTUB2: ScSUC2: CvNR::PmAMTO03: CpSADtp: RcSAD: CvNR::6SB y se denomina pSZ1454.

[0464] Sitios de restriccion relevantes en el constructo pSZ1454 se indican en mindsculas, en negrita y subrayado y
son 5'-3'BspQ 1, KPN I, Xba I, MFE I, BamH I, EcoR I, Spe I, Asc |, Cla I, Sac |, BspQ |, respectivamente. Sitios BspQI
delimitan el 5'y 3' del ADN transformante, secuencias minusculas en negrita representan ADN genémico que permiten
integracion dirigida en el locus 6s a través de la recombinacion homologa. Procediendo en la direccion 5' a 3', C.
reinhardtii promotor B-tubulina que dirige la expresion del gen de la invertasa de levadura sacarosa se indica mediante
texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para la invertasa se indican con mayusculas, negrita y cursiva,
mientras que la region de codificacion esta indicada en mindsculas en cursiva. Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3'
UTR se indica mediante letras mindsculas texto subrayado seguido por el promotor AMT03 enddgeno dirige la
expresion de la RcSAD, indicado por texto cursiva en caja. Los codones de ATG iniciador y terminador TGA de la
RcSAD se indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras que el resto de la region de codificacion de desaturasa
de estearoil-ACP se indica mediante negrita y cursiva. Chlorella protothecoides péptido de transito desaturasa de
estearoil-ACP esta situado entre el iniciador ATG vy el sitio Asc I. C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica de
nuevo por minUsculas texto subrayado seguido por la regiéon genémica 6S indicado por, texto mindsculas en negrita.

[0465] Secuencia de nucledtidos de la transformacion de ADN contenido en pSZ1454:

gctcttegecgeegecactectgetegagegegeccgegegtgegecgecagegecttggecttttcgeegegcetegtgegegtegetgatgteca
tcaccaggtccatgaggtctgecttgcgecggetgagecactgcttcgtecgggeggccaagaggagcatgagggaggactectggtecaggg
tcctgacgtggtegeggctetgggagegggecageatcatetggcetetgeegcaccgaggecgectecaactggtectccageageegeagteg
ccgcegaccctggcagaggaagacaggtgaggggggtatgaattgtacagaacaaccacgagcecttgtctaggcagaatecctaccagtcat

gsctttacctggatgacggectgegaacagcetgtecagegaccectegetgecgecgcetteteccgeacgettctttecageacegtgatggegeg
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agccagcgecgeacgetggegctgegettcgecgatctgaggacagteggggaactctgatcagtctaaacceccttgegegttagtgttgeca

tcctttgcagaccggtgagagecgacttgttgtgegecaccecccacaccacctectcccagaccaattctgtcacctttttggegaaggceategg

cctcggcctgcagagaggacagcagtgcccagccgctgggggttggcggatgcacgctcaggtacc|ctttcttgcgctatgacacttccagcaa|

|aaggtagggcgggctgcgagacggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgc|

|tccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacct|

|agatcactaccacttctacacaggcca ctcgagcttgtgatcgcactccgctaagggggcgcctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaac|

tctagaatatcaATGcetgctgeaggcecttectgttectgetggecggcettcgecgecaagatcagegcectccatgocgaacgagacgtccga
ccgeccectggtgceacttcacccccaacaoagggetggatgaacgacceccaacggectgtggtacgacgagaaggacgccaagtggeacc
tgtacttccagtacaacccgaocgacaccgtctgggggacgcccttgttctggggecacgecacgtccgacgacctgaccaactgggagy
accagcccatcgecatcgecccgaagegcoacgactccggegecttetecggcetecatggtggtggoctacaacaacacctecggcttctte
aocgacaccatcgacccgegecagegctgcgtggecatctggacctacaacaccccggagtccgaggageagtacatctectacagecty
gacggcggctacaccttcaccgagtaccagaagaaccccgtgctggecgccaactccaccecagttccgegocccgaaggtctictggtacg
agccctcccagaagtggatcatgaccgcggecaagteccaggactacaagatcgagatctactcctccgacgacctgaagtectggaage
tggagtccgcgttcgccaacgagggcttectcggctoccagtacgagtgecccggectgatcgaggtecccaccgageaggaccccagea
agtcctactgggtgatgttcatctccatcaaccccggegcecccggecggeggctcecttcaaccagtacttcgtcggeagettcaacggceacce
acttcgaggccttcgacaaccagtcccgegtggtggocttcggcoaggactactacgecctgcagaccttcttcaacaccgacccgacctac
gggagcgcectgggcatcgegtgggectccaactgggagtactecgecttcgtgeccaccaaccectggegcetecteeatgtecctegtgege
aagttctccctcaacaccgagtaccaggecaacccggagacggagetgatcaacctgaaggecgagecgatcctgaacatcageaacge
cggcccctggagecggttcgccaccaacaccacgttgocgaaggcecaacagctacaacgtegacctgtccaacagcaccggeaccctgga
gttcgagctggtgtacgccgtcaacaccacccagacgatctccaagtecgtgttcgeggacctctecctetggttcaagggectggaggacc
ccgaggagtacctecgeatgggettcgaggtgtccgegtcctccttettcctggaccgegggaacageaaggtgaagttcgtgaoggaga
acccctacttcaccaaccgeatgagegtgaacaaccageccttcaagagcgagaacgacctgtcctactacaaggtgtacggcttgetgga
ccagaacatcctggagctgtacttcaacgocggegacgtcgtgtccaccaacacctacttcatgaccaccgggaacgccctgggctcegty

adcatgacgacgggggtggacaacctgttctacatcgacaagttccaggtgcgegaggtcaag TGAcaattggcageagcagetcggat

agtatcgacacactctggacgetggtegtgtgatggactgttgeccgecacacttgetgecttgacctgtgaatatecctgecgettttatcaaacag

cctcagtgtgtttgatcttgtgtetacgcgcttttgcgagttgctagetgctigtgctatttgcgaataccacccccageatecccttecctegttteat

atcgcttgcatcccaaccgeaacttatctacgcetgtectgetatececctcagegetgetectgetectgetcactgeccctegecacagecttggtttgg

gctecgectgtattetectggtactgeaacctgtaaaccageactgecaatgetgatgecacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaggat

ccegegtetcgaacagagegegeagaggaacgetgaaggtctegectetgtegeacctcagegeggeatacaccacaataaccacctgacgaa

tgegctiggttcttegtecattagegaagegteeggtticacacacgtgecacgtiggegaggtggeaggtgacaatgateggtggagetgatggtc

gaaacgttca cagcctagggatatcgaattdggccgacaggacgcgcgtcaaaggtgctggtcgtgtatgccctggccggcaggtcgttgd

|tgctgctggttagtgattccgcaaccctgattttggcgtcttattttggcgtggcaaacgctggcgcccgcgagccgggccggcggcgatgd

|ggtgccccacggctgccggaatccaagggaggcaagagcgcccgggtcagttgaagggctttacgcgcaaggtacagccgctcctgca|

|aggctgcgtggtggaattggacgtgcaggtcctgctgaagttcctccaccgcctcaccagcggacaaagcaccggtgtatcaggtccgtgt{
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|catccactctaaagaactcgactacgacctactgatggccctagattcttcatcaaaaacgcctgagacacttgcccaggattgaaactccd

|tgaagggaccaccaggggccctgagttgttccttccccccgtggcgagctgccagccaggctgtacctgtgatcgaggctggcgggaaaa|

ltaggcttcgtgtgctcaggtcatgggaggtgcaggacagetcatgaaacgccaacaategcacaattcatgtcaagetaateagetatttd

|ctcttcacgagctgtaattgtcccaaaattctggtctaccgggggtgatccttcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatg|

|cggtcgccgcgcaactcgcgcgagggccgagggtttgggacgggccgtcccgaaatgcagttgcacccggatgcgtggcaccttttttgd

|gataatttatgcaatggactgctctgcaaaattctggctctgtcgccaaccctaggatcagcggcgtaggatttcgtaatcattcgtcctgat|

|ggggagctaccgactaccctaatatcagcccgactgcctgacgccagcgtccacttttgtgcacacattccattcgtgcccaagacatttcat{

|tgtggtgcgaagcgtccccagttacgctcacctgtttcccgacctccttactgttctgtcgacagagcgggcccacaggccggtcgcagcc[g

tagtATGgccaccgcatccactttctcggegttcaatgeccgetgcggegacctgegtegctcggegggctecgggecceggegeccage

gaggcccctcccegtgegegggegegecgectccaccctgaagtecggctccaaggaggtggagaacctgaagaageccttcatgeccee
ccgegaggtgcacgtgcaggtgacccactccatgcccccccagaagatcgagatcttcaagtccctggacaactgggecgaggagaac
atcctggtgcacctgaagcccgtggagaagtgctggcagecccaggacttcctgecegaccccgectccgacggcettcgacgageaggt

gcgegagctgcgcgagegcgecaaggagatccccgacgactacttcgtggtgctggtgggegacatgatcaccgaggaggccctgece
acctaccagaccatgctgaacaccctggacggcegtgcgcgacgagaccggegectcccccacctectgggecatctggacccgegectgg
accgccgaggagadccgecacggegacctgctgaacaagtacctgtacctgtccggecgegtggacatgegecagatcgagaagacc

atccagtacctgatcggctccggeatggacccccgeaccgagadctccecctacctgggcttcatctacacctecttccaggagegegecac
cttcatctcccacggeaacaccgeccgecaggecaaggageacggcgacatcaagetggeccagatctgcggeaccatcgecgecgacg
agaagcgccacgagaccgcctacaccaagatcgtggagaagetgticgagatcgaccccgacggceaccgtgetggecttcgecgacat
gatgcgcaagaagatctccatgeccgeccacctgatgtacgacggecgcgacgacadacctgttcgaccacttctccgecgtggeccageg
cctgggegtgtacaccgccaaggactacgccgacatcctggagticctggtgggecgctggaaggtggacaagctgaccggectgtecg
ccgagggcecagaaggceccaggactacgtgtgecgectgecccccecgeatccgecgectggaggagegegeccagggecgegecaagg

aggcccccaccatgcccttctcctggatcttcgaccgecaggtgaagetgatggactacaaggaccacgacggegactacaaggaccac

gacatcgactacaaggacgacgacgacaagTGAatcgatagatctcttaaggeageagcageteggatagtategacacactetggacgc

tggtegtgtgatggactgttgccgecacacttgetgecttgacctgtgaatateccctgecgettttatcaaacagectecagtgtgtttgatettgtgtyg

tacgcgcttttgegagttgetagetgettgtgetatttgecgaataccaccecccageatececttecctegtttcatategettgeatcccaaccgeaa

cttatctacgctgtcctgctatcectcagegetgetectgetectgetcactgeccctegeacagecttggtttgggctecgectgtattctectggtac

tgcaacctgtaaaccagcactgcaatgctgatgcacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaaagcettaattaagagetcttgttttcca

gaaggagttgctccttgagcctttcattctcagectegataacctccaaagecgctctaattgtggagggggttcgaatttaaaagettggaatg
ttggttcgtgcgtctggaacaageccagacttgttgctcactgggaaaaggaccatcagcetccaaaaaacttgecgetcaaaccgegtacctet
gctttcgegcaatcetgecctgttgaaategecaccacattcatattgtgacgcettgageagtcetgtaattgectcagaatgtggaatcatetgece
cctgtgcgageccatgccaggcatgtegegggegaggacaccegecactcgtacagcagaccattatgcetacctcacaatagttcataacagt

gaccatatttctcgaagctccccaacgagcacctccatgcetctgagtggcecaccccccggecctggtgcttgcggagggcaggtcaaccggeat

ggggctaccgaaatccccgaccggatcccaccacccccgegatgggaagaatctctccccgggatgtgggeccaccaccageacaacctgetg

gcccaggegagcegtcaaaccataccacacaaatatccttggcateggecctgaattecttetgecgetetgctaceeggtgettetgtecgaage

aggggttgctagggatcgcetccgagtecgeaaaccettgtegegtggeggggctigticgagettgaagage (SEQ ID NO: 109)
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[0466] Construccién utilizada para la expresién de Chlorella protothecoides desaturasa de estearoil-ACP: Para
introducir Chlorella protothecoides desaturasa de estearoil-ACP en UTEX1435, Cepa Z, la Saccharomyces cerevisiae
gen de la invertasa se utiliz6 como el marcador seleccionable para conferir la capacidad de crecer en medios de
sacarosa. El constructo que se ha expresado en UTEX1435, Cepa Z se puede escribir como 6SA::CrTUB2: ScSUC2:
CVNR::PmAMTO03: CpSAD1: CVNR::6SB y se denomina pSz3144.

[0467] Sitios de restriccion relevantes en el constructo pSZ3144 se indican en mindsculas, en negrita y subrayado y
son 5'-3' BspQ 1, KPN I, Xba I, MFE I, BamH I, EcoR |, Spe |, cla I, Saco |, BspQ I, respectivamente. Sitios BspQI
delimitan el 5'y 3' del ADN transformante., secuencias mindsculas en negrita representan ADN genémico que permiten
dirigido integracién en el locus 6s a través de recombinacion homéloga. Procediendo en la direccion 5' a 3', C.
reinhardtii promotor B-tubulina que dirige la expresién del gen de la invertasa de levadura sacarosa se indica mediante
texto en caja. El iniciador ATG y el terminador TGA para la invertasa se indican con mayusculas, negrita y cursiva,
mientras que la region de codificacion esta indicado en minusculas en cursiva. Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3'
UTR se indica mediante letras mindsculas texto subrayado seguido por el promotor AMT03 enddgeno dirige la
expresion de la CpSAD1, indicado por texto cursiva en caja. Los codones ATG iniciador y terminador TGA de la
CpSAD1 se indican con mayusculas, negrita y cursiva, mientras que el resto de la region de codificacion de desaturasa
de estearoil-ACP se indica mediante negrita y cursiva. C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR se indica de nuevo por
minudsculas con texto subrayado seguido por la region genémica 6S indicada por texto minusculas en negrita.

[0468] Secuencia de nucleétidos de la transformacién de ADN contenido en pSZ3144:

getettegecgecgecactectgetegagegegeecgegegtgegecgecagegecttggecttitcgeegegetegtgegegtegetgatgteca
tcaccaggtccatgaggtctgecttgcgecggetgagecactgettcgtccgggeggecaagaggagcatgagggaggactectggtecaggg
tectgacgtggtegeggetetgggagegggecagceateatetggetetgecgeaccgaggecgectccaactggtectccageagecgeagteg
ccgcegaccctggcagaggaagacaggtgaggggggtatgaattgtacagaacaaccacgagcecttgtctaggcagaatecctaccagtcat
ggctttacctggatgacggectgcgaacagcetgtccagegaccctegetgecgeegcttcteecgeacgettctttccageaccgtgatggegeg
agccagcgecgcacgetggegetgegettegecgatetgaggacagteggggaactctgatcagtctaaacceecttgegegttagtgttgeca

tcctttgcagaccggtgagagecgacttgttgtgcgecaccccccacaccacctectcccagaccaattctgtcacctttttggegaaggeategg

cctcggcctgcagagaggacagcagtgcccagccgctgggggttggcggatgcacgctcaggtacc|ctttcttgcgctatgacacttccagcaa|

aaggtagggcgggctgcgagacggcttcccggcgctgcatgcaacaccgatgatgcttcgaccccccgaagctccttcggggctgcatgggcgc|
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|tccgatgccgctccagggcgagcgctgtttaaatagccaggcccccgattgcaaagacattatagcgagctaccaaagccatattcaaacacct|

|agatcactaccacttctacacaggcca ctcgagcttgtgatcgeactecgctaagggggegcectettectcettegtttcagtcacaa cccgcaaac|

tctagaatatcaATGcetgctgcaggccttectgttectgetggecggettcgecgecaagateagegectccatgacgoacgagacgtccga
ccgccccctggtgceacttcacccccaacoagggcetggatgaacgaccccaacggectgtggtacgacgagaaggacgccaagtggeacc
tgtacttccagtacaacccgaacgacaccgtctgggggacgcccttgttctggggecacgccacgtccgacgacctgaccaactgggagyg
accagcccatcgecatcgecccgoagegcaacgactecggegecttctceggctecatggtggtggactacaacaacaccteeggcttcttc
aacgacaccatcgocccgegecagegcetgcgtggecatctggacctacaacaccccggagtccgaggageagtacatctectacagectq
gacggcggctacaccttcaccgagtaccagaagaaccccgtgctggecgecaactccacccagttccgcgacccgoaggtcttctggtacg
agccctcccagaagtggatcatgaccgceggecaagtcccaggactacoagatcgagatctactectccgacgacctgaagtcctggaage
tggagtccgcgttcgccoacgagyggcttcctcggetaccagtacgagtgccccggectgatcgaggtccccaccgageaggaccccaged
agtcctactgggtgatgttcatctccatcaaccccggegecccggecggeggcetecttcaaccagtacttcgtcggeagettcaacggeacce
acttcgaggccttcgacoaccagtceccgegtggtggacttcggcaaggactactacgccctgeagaccttcttcaacaccgacccgacctac
gggagcgccctgggeatcgegtgggectccaactgggagtactcecgecttcgtgeccaccaaccectggegctectecatgteectegtgege
aagttctccctcaacaccgagtaccaggecaacccggogacggagctgatcaacctgaaggecgagecgatectgaacatcageaacgc
cggcccctggagecggttcgccaccaacaccacgttgacgaaggecaacagetacaacgtcgacctgtccaacageaccggcaccetgga
gttcgagctggtgtacgccgtcaacaccacccagacgatctccaagteegtgttcgeggacctcteectetggttcaogggectggaggace
ccgaggagtacctccgeatgggcttcgaggtgtccgegtectecticttcctggaccgegggaacageaaggtgaagttcgtgaaggaga
acccctacttcaccaaccgcatgagegtgaacaaccageccttcaagagegogaacgacctgtectactacoaggtgtacggcttgetgga
ccagaacatcctggagctgtacttcaacgacggcgacgtcgtgtccaccaacacctacttcatgaccaccgggoacgccctgggeteegty

aacatgacgacgggggtggacaacctgttctacatcgacaagttccaggtgcgegaggtcaog TGAcaattggcagcageageteggat

agtatcgacacactctggacgetggtegtgtgatggactgttgeegecacacttgetgecttgacctgtgaatateecctgecgcettttatcaaacag

cctcagtgtgtttgatcttgtgtgtacgegcettttgcgagttgctagetgettgtgctatttgcgaataccacceccageatecccttecctegttteat

atcgcttgcatcccaaccgcaacttatctacgetgtectgetatecctcagegetgctectgetectgctecactgececctegeacagecttggtttge

gctecgectgtattctectggtactgcaacctgtaaaccageactgecaatgctgatgecacgegaagtagtggcatgegaacacaaatggaggat

ccegegtetegaacagagegegeagaggaacgcetgaaggtcetegectetgtegeacctcagegeggeatacaccacaataaccacctgacgaa

tgegcttggttcttegtecattagegaagegtecggticacacacgtgecacgtiggegaggtggcaggtgacaatgateggtggagetgatggtc

gaaacgttca cagcctagggatatcgaattéggccgacaggacgcgcgtcaaaggtgctggtcgtgtatgccctggccggcaggtcgttgd

|tgctgctggttagtgattccgcaaccctgattttggcgtcttattttggcgtggcaaacgctggcgcccgcgagccgggccggcggcgatgd

|ggtgccccacggctgccggaatccaagggaggcaagagcgcccgggtcagttgaagggctttacgcgcaaggtacagccgctcctgca|

|aggctgcgtggtggaattggacgtgcaggtcctgctgaagttcctccaccgcctcaccagcggacaaagcaccggtgtatcaggtccgtgt{

|catccactctaaagaactcgactacgacctactgatggccctagattcttcatcaaaaacgcctgagacacttgcccaggattgaaactccd

|tgaagggaccaccaggggccctgagttgttccttccccccgtggcgagctgccagccaggctgtacctgtgatcgaggctggcgggaaaa|

|taggcttcgtgtgctcaggtcatgggaggtgcaggacagctcatgaaacgccaacaatcgcacaattcatgtcaagctaatcagctatttd

|ctcttcacgagctgtaattgtcccaaaattctggtctaccgggggtgatccttcgtgtacgggcccttccctcaaccctaggtatgcgcgcatg|
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|cggtcgccgcgcaactcgcgcgagggccgagggtttgggacgggccgtcccgaaatgcagttgcacccggatgcgtggcaccttttttgd

|gataatttatgcaatggactgctctgcaaaattctggctctgtcgccaaccctaggatcagcggcgtaggatttcgtaatcattcgtcctgati

|ggggagctaccgactaccctaatatcagcccgactgcctgacgccagcgtccacttttgtgcacacattccattcgtgcccaagacatttcat{

|tgtggtgcgaagcgtccccagttacgctcacctgtttcccgacctccttactgttctgtcgacagagcgggcccacaggccggtcgcagcclg

tagtATGgccaccgectccaccttctccgecttcaacgceccgcetgeggcgacctgegecgceteccgecggetecggecccegecgeccegece
geccectgeccgtgegegecgecatcgectccgaggtgeccgtggecdccaccteeccccgecceggecccaccgtgtactccaagetggac
aaggcccacaccctgacccecgagegeatggagetgatcaacggeatgtccgecttcgccgaggagegcatcctgeccgtgetgeagecce
gtggagaagctgtggcagccccaggacctgctgcccgaccccgagtececcgacttcctggaccaggtggecgagetgegegeccgege
cgccaacgtgcccgacgactacttcgtggtgctggtgggcgacatgatcaccgaggaggecctgcccacctacatggecatgctgaaca
ccctggacggegtgcgegacgagaccggegecgecgaccacccctggggecgetggacccgecagtgggtggecgaggagaaccgee
acggcgacctgctgaacaagtactgctggctgaccggecgcgtgaacatgaaggccatcgaggtgaccatccagaacctgatcggcte
cggcatgaaccccaagaccgagaacaacccctacctgggcttcgtgtacacctccticcaggagegcgecdccaagtactcccacggea
acdccgcecgectggecgcccagtacggegacgccaccctgtccaaggtgtgeggegtgatcgecgecgacgagggecgecacgagat
cgcctacacecgeatcgtggaggagticticcgectggacccegagggcegeeatgtccgectacgecgacatgatgegeaageagateac
catgcecgeecacctgatggacgaccageagcacggeacccgeadcaccggecgcaacctgticgecgacttctccgecgtgaccgaga
agctggacgtgtacgacgccgaggactactgcaagatcctggageacctgaactcccgetggaagatcgecgaccgcaccgtgtecgg
cgacgceggegecgaccaggagtacgtgctgegectgeecteccgettecgeaagetggecgagaagtccgecgecaagegegecaay
accaagcccaagcccgtggccttctectggetgtccggecgegaggtgatggtgTGAatcgatagatctettaaggeageagcagetegga

tagtatcgacacactctggacgctggtegtgtgatggactgttgeccgecacacttgetgecttgacctgtgaatateectgecgcettttatcaaaca

gectcagtgtgtttgatctigtgtgtacgegcettttgegagttgetagetgettgtgetatttgegaataccacceccageateecctteectegtttea

tatcgcttgcatcccaaccgcaacttatctacgetgtectgetatecctcagegetgctectgetectgctcactgeccctcgeacagecttggttteg

gcteegectgtattctectggtactgeaacctgtaaaccageactgeaatgetgatgeacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaaage

ttaattaagagctcttgttttccagaaggagttgctecttgagectttcattctcagectcgataacctccaaagecgcetctaattgtggaggggs
ttcgaatttaaaagcttggaatgttggttcgtgcgtctggaacaageccagacttgttgctcactgggaaaaggaccatcagctccaaaaaact
tgccgctcaaaccgegtacctetgetttegegeaatetgecctgttgaaatcgecaccacattcatattgtgacgcttgageagtctgtaattgee
tcagaatgtggaatcatctgccccctgtgegageccatgecaggeatgtegegggegaggacacccgcecactcgtacagcagaccattatget

acctcacaatagttcataacagtgaccatatttctcgaagctccccaacgagcacctecatgetetgagtggcecaccececggecctggtgettg
cggagggcaggtcaaccggcatggggctaccgaaatccccgaceggatceccaccacccccgegatgggaagaatceteteccegggatgtggg
cccaccaccagcacaacctgctggeccaggegagegtcaaaccataccacacaaatatecttggeateggecctgaattecttetgecgetetg
ctacccggtgcttctgtccgaagcaggggttgctagggategetecgagtecgcaaaccectigtegegtggcggggcttgttcgagettgaaga

gc (SEQ ID NO:110)

[0469] Resultados: Los transformantes primarios fueron purificados clonalmente y cultivados bajo condiciones de
produccién de lipidos bajo nitrégeno, ya sea en pH 5,0 o pH 7,0, en funcién de los promotores que dirigen la expresion
de los genes de desaturasa. Las lineas transgénicas derivadas de las transformantions con pSz1377 (D583) se
ensayaron en los medios de produccion de lipidos en pH 5,0, debido a la naturaleza de los promotores y el hecho de
que P. moriformis produce mas de lipidos en pH 5,0. Las lineas transgénicas generadas a partir de la transformacion
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de pSZ1454 (D648) y pSZ3144 (D1923) se someten a ensayo a pH 7,0 para permitir la expresion del gen desaturasa
maxima cuando dirigido por el promotor PmAMT3 regulado por pH. Los perfiles resultantes de clones representativos
derivados de transformaciones con D583, D648, D1923 y se muestran en las Tablas 59, 60 y 61, respectivamente, a
continuacion. La expresion de genes OeSAD y CpSADL1 es una clara disminucién de C18: 0 longitudes de cadena con
un aumento de C18: 1. También nos dimos cuenta de que hay un leve aumento en el nivel de C16: 1, lo que indica
estas desaturasas de estearoil-ACP pueden tener una amplia especificidad. Los transformantes que resultaron de la
expresion del gen RcSAD también disminuyen en el nivel de C18: 0, y la elevacién en C16: 1. Sin embargo, también
hay una caida en el nivel de C18: acido 1 graso y aumento de C18: 2, que puede ser causado por el defecto de
crecimiento de estas lineas transgénicas. El impacto de estos genes de desaturasa en el alto cepa oleico S5587 sera

determinado.

ES 2 744 868 T3

Tabla 59. Perfil de lipido de clones representativos derivados de la transformacién con ADN D583 (pSZ1377)

Muestra ID C16:0 C16:1 Cc18:0 c18:1 c18:2
D583-25 19.20 1.53 1.15 64.08 11.76
D583-10 21.86 0.99 1.77 61.43 11.42
D583-3 21.94 0.95 1.85 62.22 10.53
D583-33 20.76 0.95 1.85 61.76 12.17
D583-26 20.18 0.92 1.89 62.56 11.97
D583-1 21.28 0.95 1.90 62.63 10.94
51331 25.48 0.71 323 59.70 8.25

Tabla 60. Perfil de lipido de clones representativos derivados de la transformacion con ADN D648 (pSZ1454)

Muestra ID C16:0 C16:1 c18:0 c18:1 c18:2
D648-9 26.92 2.30 1.12 54.27 11.30
D648-28 26.54 2.50 1.32 52.58 12.90
D648-15 20.47 1.68 1.48 51.74 11.48
D648-12 27.39 141 1.66 54.45 11.58
D648-43 20.74 1.52 1.68 52.59 10.85
D648-T 26.98 1.62 1.69 54.51 11.39

51331-pH7 25.86 0.98 2.84 58.33 9.16

Tabla 61. Perfil de lipido de clones representativos derivados de la transformacién con ADN D1923 (pSZ3144)

Muestra ID C14:0 | C14.1 C160 | C16:1 | c18:0 | c181 | c18:2

Bloque ZT ;1;::;1' ;;ﬂc_gm Z; 146 0.11 20.74 2.54 0.86 63.99 9.03
Bloque 2;;13;;;;;1;:;&5#; Z; 152 0.10 25.20 1.97 167 61.10 7.38

S e oz | 1 | oo | mat | am | as | eose | 7o
E'WUETz;:'? 51';1‘52“ & 1.50 0.07 2587 1.75 162 61.25 6.94
Bloque ?n;':g "D:';;;;PA & 147 0.07 27.02 173 | 184 | 6015 | 655
R R I R B B
pHT CEPA Z; 1.47 0.00 28.25 0.82 3.16 58.27 6.72
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[0470] Las realizaciones descritas de la invencion estan destinadas a ser variaciones y modificaciones meramente
ejemplares y numerosas dentro del alcance de las reivindicaciones y seran evidentes para los expertos en la técnica.
Todas estas variaciones y modificaciones estan destinadas a estar dentro del alcance de la presente invencién. Por
ejemplo, los diversos aceites de triglicéridos pueden ser adaptados por una mezcla de cadena media y acidos grasos
de cadena larga con el fin de ajustar pardmetros como la polaridad, la solvencia, y espuma de altura de los aceites o
productos quimicos elaborados a partir de los aceites. Ademas, cuando un knockout de un gen que se pide, un
resultado equivalente puede ser alcanzado usando técnicas desmontables incluyendo la mutacion y la expresion de
sustancias inhibidoras tales como ARNi o antisentido.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0471]

SEQID NO: 1
6S secuencia 5' donante gendmica

GCTCTTCGCCGCCGCCACTCCTGCTCGAGCGCGCCCGCGLEGTGCGCCGCCAGCGCCTTGGCCTTITTCG
CCGCGCTCGTGCGCGTCGCTGATGTCCATCACCAGGTCCATGAGGTCTGCCTTGCGCCGGCTGAGCCA
CTGCTTCGTCCGGGCGGCCAAGAGGAGCATGAGGGAGGACTCCTGGTCCAGGGTCCTGACGTGGTCGC
GGCTCTGGGAGCGGGCCAGCATCATCTGGCTCTGCCGCACCGAGGCCGCCTCCAACTGGTCCTCCAGC
AGCCGCAGTCGCCGCCGACCCTGGCAGAGGAAGACAGGTGAGGGGGGTATGAATTGTACAGARCAALCC
ACGAGCCTTGTCTAGGCAGAATCCCTACCAGTCATGGCTTTACCTGGATGACGGCCTGCGAACAGCTG
TCCAGCGACCCTCGCTGCCGCCGCTTICTCCCGCACGCTTCTTTCCAGCACCGTGATGGCGCGAGCCAG
CGCCGCACGCTGGCGCTGCGCTTCGCCGATCTGAGGACAGTCGGGGAACTCTGATCAGTCTARACCCC
CITGCGCGTTAGTGTTGCCATCCTTTGCAGACCGGTGAGAGCCGACTTGTTGTGCGCCACCCCCCACA
CCACCTCCTCCCAGACCAATTCTGTCACCTITTTTGGCGAAGGCATCGGCCTCGGCCTGCAGAGAGGAC
AGCAGTGCCCAGCCGCTGGGGGETTGGCGGATGCACGCTCAGGTACC

SEQ ID NO: 2
6S secuencia 3’ gendmica donante

GAGCTCCTTGTTTTCCAGAAGGAGTTGCTCCTTGAGCCTTTCATTCTCAGCCTCGATAACCTCCAAAG
CCGCTCTAATTGTGGAGGGGGTTCGAATTTAAAAGCTTGGAATGTTGGTTCGTGCGTCTGGAACAAGC
CCAGACTTGTTGCTCACTGGGAAAAGGACCATCAGCTCCAAAAAACTTGCCGCTCAAACCGCGTACCT
CTGCTTTCGCGCAATCTGCCCTGTTGAAATCGCCACCACATTCATATTGTGACGCTTGAGCAGTCTGT
AATTGCCTCAGAATGTGGAATCATCTGCCCCCTGTGCGAGCCCATGCCAGGCATGTCGCGGGCGAGGA
CACCCGCCACTCGTACAGCAGACCATTATGCTACCTCACAATAGTTCATAACAGTGACCATATTICTC
GAAGCTCCCCAACGAGCACCTCCATGCTCTGAGTGGCCACCCCCCGGCCCTGGTGCTTGCGGAGGGCA
GGTCAACCGGCATGGGGCTACCGAAATCCCCGACCGGATCCCACCACCCCCGCGATGGGAAGAATCTC
TCCCCGGGATGTGGGCCCACCACCAGCACAACCTGCTGGCCCAGGCGAGCGTCAAACCATACCACACA
AATATCCTTGGCATCGGCCCTGAATTCCTTCTGCCGCTCTGCTACCCGGTGCTTCTGTCCGAAGCAGG
GGTTGCTAGGGATCGCTCCGAGTCCGCAAACCCTTGTCGCGTGGCGGGGCTTGTTCGAGCTTGAAGAG
C

SEQID NO: 3
S. cerevisiae secuencia de la proteina de la invertasa

MLLOAFLFLLAGFAAKISASMTNETSDRPLVHE TPNKGWMNDPNGLWYDEKDAKWHLYEFQYNPNDTVW
GTPLEWGHATSDDLTNWEDQPIAIAPKRNDSGAFSGSMVVDYNNTSGEFENDTIDPRORCVAIWTYNTP
ESEEQYISYSLDGGYTEFTEYQKNPVLAANSTQFRDPKVEWYEPSQKWIMTAAKSQODYKIEIYSSDDLK
SWKLESAFANEGFLGYQYECPGLIEVPTEQDPSKSYWVME ISINPGAPAGGSENQYFVGSENGTHFEA
FDNQSRVVDEGKDYYALQTEFFNTDPTYGSALGIAWASNWEYSAFVPTNPWRSSMSLVRKESLNTEYQA
NPETELINLKAEPILNISNAGPWSREFATNTTLTKANSYNVDLSNSTGTLEFELVYAVNTTQTISKSVE
ADLSLWFKGLEDPEEYLRMGFEVSASSEFFLDRGNSKVKEVKENPYEF TNRMSVNNQPFKSENDLSYYKV
YGLLDONILELYENDGDVVSTNTYEMTTGNALGSVNMT TGVDNLEYIDKEQVREVK
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SEQ ID NO: 4
S. cereviseae proteina invertasa secuencia de codificacién de codén optimizado para la expresion en P. moriformis
(UTEX 1435)
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ATGctgcectgcaggecttectgttectgectggeecggettecgecgecaagatcagegectceccatgacgaa
cgagacgtccgaccgcecccectggtgecacttcaccecceccaacaagggctggatgaacgaccccaacggece
tgtggtacgacgagaaggacgccaagtggcacctgtacttccagtacaacccgaacgacaccgtetgg
gggacgcccttgttctggggccacgccacgtceccgacgacctgaccaactgggaggaccagceccatege
catcgccceccgaagegcaacgactceccecggegecttectecggeteccatggtggtggactacaacaacacct
ccggcecttettcaacgacaccatcgacccecgegecagegetgegtggeccatetggacctacaacaccceeg
gagtccgaggagcagtacatctcecctacagectggacggcecggetacaccttcaccgagtaccagaagaa
cccegtgetggecgecaactccaccecagttecgegacecgaaggtecttetggtacgagececteccaga
agtggatcatgaccgcggceccaagtceccaggactacaagatcgagatctactcecteecgacgacctgaag
tcctggaagetggagtcecgegttegecaacgagggcecttectecggetaccagtacgagtgeccececeggect
gatcgaggtccceccaccgagcaggaccccagcaagtectactgggtgatgttcatctccatcaaccceeg
gcgcccececggecggeggcetecttcaaccagtacttecgtecggecagecttcaacggecacccacttecgaggcece
ttcgacaaccagtcccgegtggtggacttcggcaaggactactacgeccecctgecagaccttcettcaacac
cgacccgacctacgggagcegcecectgggcategegtgggectccaactgggagtacteccecgeecttegtge
ccaccaacccctggegcetectceccatgtcececctegtgegecaagttetececctcaacaccgagtaccaggece
aacccggagacggagctgatcaacctgaaggceccgagecgatcecctgaacatcagcaacgeccggeccectyg
gagccggttcgecaccaacaccacgttgacgaaggceccaacagcetacaacgtcgacctgtceccaacagea
ccggcaccctggagttcgagectggtgtacgecgtcaacaccacccagacgatctceccaagteecgtgtte
gcggacctctcecectctggttcaagggectggaggaccccgaggagtaccteegeatgggettecgaggt
gtccgegtcectecttettectggaccgecgggaacagecaaggtgaagttcgtgaaggagaacccectact
tcaccaaccgcatgagcgtgaacaaccagcccttcaagagcgagaacgacctgtectactacaaggtyg
tacggcttgcectggaccagaacatectggagectgtacttcaacgacggecgacgtecgtgtecaccaacac
ctacttcatgaccaccgggaacgccctgggetecgtgaacatgacgacgggggtggacaacctgttet
acatcgacaagttccaggtgcgcgaggtcaagTGA

SEQ ID NO: 5
Chlamydomonas reinhardtii TUB2 (B-bafiera) promotor/5' UTR

CTTICTTIGCGCTATGACACTTCCAGCARAAGGTAGGGCGGGCTGCGAGACGGCTITCCCGGCGCTGCAT
GCAACACCGATGATGCTTCGACCCCCCGAAGCTCCTTCGGGGCTGCATGGGCGCTCCGATGCCGCTCC
AGGGCGAGCGCTGTTTAAATAGCCAGGCCCCCGATTGCAAAGACATTATAGCGAGCTACCAAAGCCAT
ATTCAAACACCTAGATCACTACCACTTCTACACAGGCCACTCGAGCTTGTGATCGCACTCCGCTAAGG
GGGCGCCTCTTCCTCTTCGTTTCAGTCACAACCCGCAAAC

SEQ ID NO: 6 Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3'UTR

GCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCACA
CTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTGTG
TGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTTICC
CTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTGCT
CCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTGCA
ACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAAAGCTT

SEQ ID NO: 7
Secuencia de nucledtidos del casete de expresion de codones optimizados de S. cerevisiae gen suc2 con C. reinhardtii
promotor de 3-tubulina/5'UTR y C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR8
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CTTTCTTGCGCTATGACACTTCCAGCAAAAGGTAGGGCGGGCTGCGAGACGGCTTCCCGGCGCTGCAT
GCAACACCGATGATGCTTCGACCCCCCGAAGCTCCTTCGGGGCTGCATGGGCGCTCCGATGCCGCTCC
AGGGCGAGCGCTGTTTAAATAGCCAGGCCCCCGATTGCAAAGACATTATAGCGAGCTACCAAAGCCAT
ATTCAAACACCTAGATCACTACCACTTCTACACAGGCCACTCGAGCTTGTGATCGCACTCCGCTAAGG
GGGCGCCTCTTCCTCTTCGTTTCAGTCACAACCCGCAAACGGCGCGCCATGCTGCTGCAGGCCTTCCT
GTTCCTGCTGGCCGGCTTCGCCGCCAAGATCAGCGCCTCCATGACGAACGAGACGTCCGACCGLCLCCCC
TGGTGCACTTCACCCCCAACAAGGGCTGGATGAACGACCCCAACGGCCTGTGGTACGACGAGAAGGAC
GCCAAGTGGCACCTGTACTTCCAGTACAACCCGAACGACACCGTCTGGGGGACGCCCTTGTTCTGGGG
CCACGCCACGTCCGACGACCTGACCAACTGGGAGGACCAGCCCATCGCCATCGCCCCGAAGCGCAACG
ACTCCGGCGCCTTCTCCGGCTCCATGGTGGTGGACTACAACAACACCTCCGGCTTCTTCAACGACACC
ATCGACCCGCGCCAGCGCTGCGTGGCCATCTGGACCTACAACACCCCGGAGTCCGAGGAGCAGTACAT
CTCCTACAGCCTGGACGGCGGCTACACCTTCACCGAGTACCAGAAGAACCCCGTGCTGGCCGCCAACT
CCACCCAGTTCCGCGACCCGAAGGTCTTCTGGTACGAGCCCTCCCAGAAGTGGATCATGACCGCGGCC
AAGTCCCAGGACTACAAGATCGAGATCTACTCCTCCGACGACCTGAAGTCCTGGAAGCTGGAGTCCGC
GTTCGCCAACGAGGGCTTCCTCGGCTACCAGTACGAGTGCCCCGGCCTGATCGAGGTCCCCACCGAGC
AGGACCCCAGCAAGTCCTACTGGGTGATGTTCATCTCCATCAACCCCGGCGCCCCGGCCGGCGGCTLCC
TTCAACCAGTACTTCGTCGGCAGCTTCAACGGCACCCACTTCGAGGCCTTCGACAACCAGTCCCGCGT
GGTGGACTTCGGCAAGGACTACTACGCCCTGCAGACCTTCTTCAACACCGACCCGACCTACGGGAGCG
CCCTGGGCATCGCGTGGGCCTCCAACTGGGAGTACTCCGCCTTCGTGCCCACCAACCCCTGGCGCTCC
TCCATGTCCCTCGTGCGCAAGTTCTCCCTCAACACCGAGTACCAGGCCAACCCGGAGACGGAGCTGAT
CAACCTGAAGGCCGAGCCGATCCTGAACATCAGCAACGCCGGCCCCTGGAGCCGGTTCGCCACCAACA
CCACGTTGACGAAGGCCAACAGCTACAACGTCGACCTGTCCAACAGCACCGGCACCCTGGAGTTCGAG
CTGGTGTACGCCGTCAACACCACCCAGACGATCTCCAAGTCCGTGTTCGCGGACCTCTCCCTCTGGTT
CAAGGGCCTGGAGGACCCCGAGGAGTACCTCCGCATGGGCTTCGAGGTGTCCGCGTCCTCCTTCTTCC
TGGACCGCGGGAACAGCAAGGTGAAGTTCGTGAAGGAGAACCCCTACTTCACCAACCGCATGAGCGTG
AACAACCAGCCCTTCAAGAGCGAGAACGACCTGTCCTACTACAAGGTGTACGGCTTGCTGGACCAGAA
CATCCTGGAGCTGTACTTCAACGACGGCGACGTCGTGTCCACCAACACCTACTTCATGACCACCGGGA
ACGCCCTGGGCTCCGTGAACATGACGACGGGGGTGGACAACCTGTTCTACATCGACAAGTTCCAGGTG
CGCGAGGTCAAGTGACAATTGGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTG
TGATGGACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGC
CTCAGTGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATA

CCACCCCCAGCATCCCCTTCCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTC
CTGCTATCCCTCAGCGCTGCTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGC
CTGTATTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGAT
GGGAACACAAATGGAGGATCC

SEQ ID NO: 8
Prototheca moriformis (UTEX 1435) promotor Amt03
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GGCCGACAGGACGCGCGTCAAAGGTGCTGGTCGTGTATGCCCTGGCCGGCAGGTCGTTGCTGCTGCTG
GTTAGTGATTCCGCAACCCTGATTTTGGCGTCTTATTTTGGCGTGGCAAACGCTGGCGCCCGCGAGCC
GGGCCGGCGGCGATGCGGTGCCCCACGGCTGCCGGAATCCAAGGGAGGCAAGAGCGCCCGGGTCAGTT
GAAGGGCTTTACGCGCAAGGTACAGCCGCTCCTGCAAGGCTGCGTGGTGGAATTGGACGTGCAGGTCC
TGCTGAAGTTCCTCCACCGCCTCACCAGCGGACAAAGCACCGGTGTATCAGGTCCGTGTCATCCACTC
TAAAGAGCTCGACTACGACCTACTGATGGCCCTAGATTCTTCATCAAAAACGCCTGAGACACTTGCCC
AGGATTGAAACTCCCTGAAGGGACCACCAGGGGCCCTGAGTTGTTCCTTCCCCCCGTGGCGAGCTGCC
AGCCAGGCTGTACCTGTGATCGAGGCTGGCGGGAAAATAGGCTTCGTGTGCTCAGGTCATGGGAGGTG
CAGGACAGCTCATGAAACGCCAACAATCGCACAATTCATGTCAAGCTAATCAGCTATTTCCTCTTCAC
GAGCTGTAATTGTCCCAAAATTCTGGTCTACCGGGGGTGATCCTTCGTGTACGGGCCCTTCCCTCAAC
CCTAGGTATGCGCGCATGCGGTCGCCGCGCAACTCGCGCGAGGGCCGAGGGTTTGGGACGGGCCGTCC
CGAAATGCAGTTGCACCCGGATGCGTGGCACCTTTTTTGCGATAATTTATGCAATGGACTGCTCTGCA
AAATTCTGGCTCTGTCGCCAACCCTAGGATCAGCGGCGTAGGATTTCGTAATCATTCGTCCTGATGGG
GAGCTACCGACTACCCTAATATCAGCCCGACTGCCTGACGCCAGCGTCCACTITTGTGCACACATTCC
ATTCGTGCCCAAGACATTTCATTGTGGTGCGAAGCGTCCCCAGTTACGCTCACCTGTTTCCCGACCTC
CTTACTGTTCTGTCGACAGAGCGGGCCCACAGGCCGGTCGCAGCC

SEQ ID NO: 9
Chlorella protothecoides (UTEX 250) de péptido de transito de desaturasa secuencia estearoil ACP cDNA codoén
optimizado para la expresion en P. moriformis.
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ACTAGTATGGCCACCGCATCCACTTTCTCGGCGTTCAATGCCCGCTGCGGCGACCTGCGTCGCTCGGL
GGGCTCCGGGCCCCGGCGCCCAGCGAGGCCCCTCCCLCGTGLGLGGGLGLGLL

SEQ ID NO: 10
Cuphea wrightii FatB2 tioesterasa secuencia de acido nucleico; Gen Bank N° de Acceso U56104

ATGGTGGTGGCCGCCGCCGCCAGCAGCGCCTTCTTCCCCGTGCCCGCCCCCCGCCCCACCCCCAAGLC
CGGCAAGTTCGGCAACTGGCCCAGCAGCCTGAGCCAGCCCTTCAAGCCCAAGAGCAACCCCAALCGGLC
GCTTCCAGGTGAAGGCCAACGTGAGCCCCCACGGGCGCGCCCCCAAGGCCAACGGCAGCGCCGTGAGC
CTGAAGTCCGGCAGCCTGAACACCCTGGAGGACCCCCCCAGCAGCCCCCCCCCCCGCACCTTCCTGAA
CCAGCTGCCCGACTGGAGCCGCCTGCGCACCGCCATCACCACCGTGTTCGTGGCCGCCGAGAAGCAGT
TCACCCGCCTGGACCGCAAGAGCAAGCGCCCCGACATGCTGGTGGACTGGTTCGGCAGCGAGACCATC
GTGCAGGACGGCCIGGIGTTCCGCGAGCGCTTCAGCATCCGCAGCTACGAGATCGGCGCCGACCGCAC
CGCCAGCATCGAGACCCTGATGAACCACCTGCAGGACACCAGCCTGAACCACTGCAAGAGCGTGGGLC
TGCTGAACGACGGCTTCGGCCGCACCCCCGAGATGTGCACCCGCGACCTGATCTGGGTGCTGACCAAG
ATGCAGATCGTGGTGAACCGCTACCCCACCTGGGGCGACACCGTGGAGATCAACAGCTGGTTCAGCCA
GAGCGGCAAGATCGGCATGGGCCGCGAGTGGCTGATCAGCGACTGCAACACCGGCGAGATCCTGGTGC
GCGCCACCAGCGCCTGGGCCATGATGAACCAGAAGACCCGCCGCTTCAGCAAGCTGCCCTGCGAGGTG
CGCCAGGAGATCGCCCCCCACTTCGTGGACGCCCCCCCCGTGATCGAGGACAACGACCGCAAGCTGCA
CAAGTTCGACGTGAAGACCGGCGACAGCATCTGCAAGGGCCTGACCCCCGGCTGGAACGACTTCGACG
TGAACCAGCACGTGAGCAACGTGAAGTACATCGGCTGGATTCTGGAGAGCATGCCCACCGAGGTGCTG
GAGACCCAGGAGCTGTGCAGCCTGACCCTGGAGTACCGCCGCGAGTGCGGCCGCGAGAGCGTGGTGGA
GAGCGTGACCAGCATGAACCCCAGCAAGGTGGGCGACCGCAGCCAGTACCAGCACCTGCTGCGCCTGG

AGGACGGCGCCGACATCATGAAGGGCCGCACCGAGTGGCGCCCCAAGAACGCCGGCACCAACLCGLGLL
ATCAGCACCTGA

SEQ ID NO: 11
Cuphea wrightii FatB2 tioesterasa secuencia de aminoacidos; Gen Bank N° de Acceso U56104
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MVVAAAASSAFFPVPAPRPTPKPGKEGNWPSSLSQPFKPKSNPNGREFOQVKANVSPHPKANGSAVSLKS
GSLNTLEDPPSSPPPRTFLNQLPDWSRLRTAITTVEVAAEKQFTRLDRKSKRPDMLVDWEGSETIVQD
GLVFRERFSIRSYEIGADRTASIETLMNHLODT SLNHCKSVGLLNDGFGRTPEMCTRDLIWVLTKMQI
VVNRYPTWGDTVEINSWESQSGKIGMGREWLISDCNTGEILVRATSAWAMMNOQKTRRE SKLPCEVRQE
IAPHFVDAPPVIEDNDRKLHKEDVKTGDS ICKGLTPGWNDEDVNQHVSNVKYIGWILESMPTEVLETQ
ELCSLTLEYRRECGRESVVESVTSMNPSKVGDRSQYQHLLRLEDGADIMKGRTEWRPKNAGTNRAIST

SEQ ID NO: 12
Regidn de codificaciéncon optimizada por codones Cocus nucifera LPAAT que prefiere C12: 0 de pSZ2046

ATGGACGCCTCCGGCGCCTCCTCCTTCCTGCGCGGCCGCTGCCTGGAGTCCTGCTTCAAGGCCTCCTT
CGGCTACGTAATGTCCCAGCCCAAGGACGCCGCCGGCCAGCCCTCCCGLCCGLCCCCGCCGACGLCGALG
ACTTCGTGGACGACGACCGCTGGATCACCGTGATCCTGTCCGTGGTGCGCATCGCCGCCTGCTTCCTG
TCCATGATGGTGACCACCATCGTGTGGAACATGATCATGCTGATCCTGCTGCCCTGGCCCTACGCCCG
CATCCGCCAGGGCAACCTGTACGGCCACGTGACCGGCCGCATGCTGATGTGGATTCTGGGCAACCCCA
TCACCATCGAGGGCTCCGAGTTCTCCAACACCCGCGCCATCTACATCTGCAACCACGCCTCCCTGGTG
GACATCTTCCTGATCATGTGGCTGATCCCCAAGGGCACCGTGACCATCGCCAAGAAGGAGATCATCTG
GTATCCCCTGTTCGGCCAGCTGTACGTGCTGGCCAACCACCAGCGCATCGACCGCTCCAACCCCTCCG
CCGCCATCGAGTCCATCAAGGAGGTGGCCCGCGCCGTGGTGAAGAAGAACCTGTCCCTGATCATCTTC
CCCGAGGGCACCCGCTCCAAGACCGGCCGCCTGCTGCCCTTCAAGAAGGGCTTCATCCACATCGCCCT
CCAGACCCGCCTGCCCATCGTGCCGATGGTGCTGACCGGCACCCACCTGGCCTGGCGCAAGAACTCCC
TGCGCGTGCGCCCCGCCCCCATCACCGTGAAGTACTTICTCCCCCATCAAGACCGACGACTGGGAGGAG
GAGAAGATCAACCACTACGTGGAGATGATCCACGCCCTGTACGTGGACCACCTGCCCGAGTCCCAGAA
GCCCCTGGTGTCCAAGGGCCGCGACGCCTCCGGCCGCTCCAACTCCTGA

SEQ ID NO: 13
pLoop secuencia 5' donante gendmica

gctcttegectaacggaggtcectgtcaccaaatggaccecegtectattgecgggaaaccacggegatggeac
gtttcaaaacttgatgaaatacaatattcagtatgtcgecgggcggecgacggcecggggagetgatgtege
gctgggtattgcecttaatcecgeccagettcecgeccecgtettggegegaggegtgaacaagecgacegatgt
gcacgagcaaatcctgacactagaagggctgactcecgececggecacggctgaattacacaggecttgeaaa
aataccagaatttgcacgcaccgtattcgecggtattttgttggacagtgaatagegatgeggcaatgg
cttgtggcgttagaaggtgecgacgaaggtggtgecaccactgtgecagecagtectggeggeteecag
ggccccgatcaagagccaggacatccaaactacccacagecatcaacgecccggectatactegaaccc
cacttgcactctgcaatggtatgggaaccacggggcagtcttgtgtgggtegegectatecgeggtegg
cgaagaccgggaaggtacc

SEQ ID NO: 14
pLoop secuencia 3’ gendmica donante

SEQ

gagctcageggegacggtectgetacegtacgacgttgggecacgeccatgaaagtttgtataccgage
ttgttgagcgaactgcaagcgcggctcaaggatacttgaactcctggattgatatcggteccaataatyg
gatggaaaatccgaacctcgtgcaagaactgagcaaacctegttacatggatgcacagtcegecagtece
aatgaacattgaagtgagcgaactgttcgcttecggtggcagtactactcaaagaatgagetgetgtta
aaaatgcactctcgttctcectcaagtgagtggecagatgagtgctcacgecttgecacttegetgecegtyg

tcatgccctgegecccaaaatttgaaaaaagggatgagattattgggcaatggacgacgtegtegete
cgggagtcaggaccggcggaaaataagaggcaacacactceccgettecttagetettee

ID NO: 15

Casete de expresion NeoR incluyendo C. reinhardtii promotor B-tubulina/5'UTR y C. vulgaris nitrato reductasa 3' UTR
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ctttcttgcgctatgacacttccagecaaaaggtagggegggctgecgagacggcectteccggegetgeat
gcaacaccgatgatgcttcgaccceccgaagcetecttecggggetgecatgggegetceccgatgeecgetcece
agggcgagcgctgtttaaatagccaggcecccecgattgcaaagacattatagecgagectaccaaagecat
attcaaacacctagatcactaccacttctacacaggceccactcgagecttgtgatcgecactceccgectaagg
gggcgcctcttcctcttcgtttcagtcacaacccgcaaackctagaatatcaATGatcgagcaggacg
gcctceccacgecggctceccecececgecgectgggtggagegectgttecggectacgactgggececcagecagace
atcggctgctccgacgcecgeccgtgttcecgectgtececgeccagggecgeecccgtgectgttegtgaagac
cgacctgtccggecgeccctgaacgagectgcaggacgaggeccgeccgectgtectggectggeccaccaccy
gcgtgccctgecgeccgecgtgectggacgtggtgaccgaggececggecgegactggectgetgctgggegayg
gtgcccggccaggacctgctgtcectcecceccacctggececececcgecgagaaggtgteccatcatggecgacge
catgcgccgcctgcacaccctggaccccecgecacctgececttcgaccaccaggeccaagecacecgeateyg
agcgcgcccgecacccecgecatggaggeccggectggtggaccaggacgacctggacgaggagecaccagggce
ctggcccceccgceccgagcetgttecgececgectgaaggececgecatgecececgacggegaggacctggtggtgac
ccacggcgacgcctgcectgeccaacatcatggtggagaacggeccgcettctececggecttcatecgactgeyg
gccgectgggecgtggeccgaccgctaccaggacatcgeecctggeccaccecgegacatcgeecgaggagectyg
ggcggcgagtgggccgaccgcttectggtgctgtacggecatcgecgececececcgactecccagegecatecge
cttctaccgcctgctggacgagttcttcTGAcaattggecagcagecagctecggatagtatcgacacact
ctggacgctggtegtgtgatggactgttgcececgecacacttgetgecttgacctgtgaatatceceectgee
gcttttatcaaacagcectcagtgtgtttgatcttgtgtgtacgecgettttgecgagttgetagetgett
gtgctatttgcgaataccacccccagecatececttecectegtttcatatcgettgecateccaaccgea
acttatctacgcectgtcctgcectatcecectcagegetgetectgetectgetcactgeccetegecacagece
ttggtttgggctccecgectgtattetecctggtactgcaacctgtaaaccagecactgcaatgetgatgcea
cgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaggatcc

SEQ ID NO: 16
Cocos nucifera aciltransferasa de 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato (LPAAT)

MDASGASSFLRGRCLESCFKASFGYVMSQPKDAAGQPSRRPADADDEVDDDRWITVILSV
VRIAACFLSMMVTTIVWNMIMLILLPWPYARIRQGNLYGHVTGRMLMWILGNPITIEGSE
FSNTRAIYICNHASLVDIFLIMWLIPKGTIVTIAKKEIIWYPLFGQLYVLANHQRIDRSNP
SAATESTKEVARAVVKKNLSLIIFPEGTRSKTGRLLPEFKKGF IHIALQTRLPIVPMVLTG
THLAWRKNSLRVRPAPITVKYFSPIKTDDWEEEKINHYVEMIHALYVDHLPESQKPLVSK
GRDASGRSNS

SEQ ID NO: 17
pSZ1500

GGGCTGGTCTGAATCCTTCAGGCGGGTGTTACCCGAGAAAGAAAGGGTGCCGATTTCAAAGCAGACCC
ATGTGCCGGGCCCTGTGGCCTGTGTTGGCGCCTATGTAGTCACCCCCCCTCACCCAATTGTCGCCAGT
TTGCGCACTCCATAAACTCAAAACAGCAGCTTCTGAGCTGCGCTGTTCAAGAACACCTCTGGGGTTTG
CTCACCCGCGAGGTCGACGCCCAGCATGGCTATCAAGACGAACAGGCAGCCTGTGGAGAAGCCTCCGT
TCACGATCGGGACGCTGCGCAAGGCCATCCCCGCGCACTGTTTCGAGCGCTCGGCGCTTCGTAGCAGC
ATGTACCTGGCCTTTGACATCGCGGTICATGTCCCTGCTCTACGTCGCGTCGACGTACATCGACCCTIGC
ACCGGTGCCTACGTGGGTCAAGTACGGCATCATGTGGCCGCTCTACTGGTTCTTCCAGGTGTGTTTGA
GGGTTTTGGTTGCCCGTATTGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGAGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACC
CCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCCTTICGGCACGGGTGTCTGGGTGTGCGCGCACGAG
TGCGGCCACCAGGCCTTTTCCTCCAGCCAGGCCATCAACGACGGCGTGGGCCTGGTGTTCCACAGCCT
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GCTGCTGGTGCCCTACTACTCCTGGAAGCACTCGCACCGGGTACCCTTTCTTGCGCTATGACACTTCC
AGCAAAAGGTAGGGCGGGCTGCGAGACGGCTTCCCGGCGCTGCATGCAACACCGATGATGCTTCGACC
CCCCGAAGCTCCTTCGGGGCTGCATGGGCGCTCCGATGCCGCTCCAGGGCGAGCGCTGTTTAAATAGC
CAGGCCCCCGATTGCAAAGACATTATAGCGAGCTACCAAAGCCATATTCAAACACCTAGATCACTACC
ACTTCTACACAGGCCACTCGAGCTTGTGATCGCACTCCGCTAAGGGGGCGCCTCTTCCTCTTCGTTTC
AGTCACAACCCGCAAACTCTAGAATATCAATGCTGCTGCAGGCCTTCCTGTTCCTGCTGGCCGGCTTC
GCCGCCAAGATCAGCGCCTCCATGACGAACGAGACGTCCGACCGCCCCCTGGTGCACTTCACCCCCAA
CAAGGGCTGGATGAACGACCCCAACGGCCTGTGGTACGACGAGAAGGACGCCAAGTGGCACCTGTACT
TCCAGTACAACCCGAACGACACCGTCTGGGGGACGCCCTTGTTCTGGGGCCACGCCACGTCCGACGAC
CTGACCAACTGGGAGGACCAGCCCATCGCCATCGCCCCGAAGCGCAACGACTCCGGCGCCTTCTCCGG
CTCCATGGTGGTGGACTACAACAACACCTCCGGCTTCTTCAACGACACCATCGACCCGCGCCAGCGLT
GCGTGGCCATCTGGACCTACAACACCCCGGAGTCCGAGGAGCAGTACATCTCCTACAGCCTGGACGGC
GGCTACACCTTCACCGAGTACCAGAAGAACCCCGTGCTGGCCGCCAACTCCACCCAGTTCCGCGACCC
GAAGGTCTTCTGGTACGAGCCCTCCCAGAAGTGGATCATGACCGCGGCCAAGTCCCAGGACTACAAGA
TCGAGATCTACTCCTCCGACGACCTGAAGTCCTGGAAGCTGGAGTCCGCGTTCGCCAACGAGGGCTTC
CTCGGCTACCAGTACGAGTGCCCCGGCCTGATCGAGGTCCCCACCGAGCAGGACCCCAGCAAGTCCTA
CTGGGTGATGTTCATCTCCATCAACCCCGGCGCCCCGGCCGGCGGCTCCTTCAACCAGTACTTCGTCG
GCAGCTTCAACGGCACCCACTTICGAGGCCTTCGACAACCAGTCCCGCGTGGTGGACTTCGGCAAGGAC
TACTACGCCCTGCAGACCTTICTTCAACACCGACCCGACCTACGGGAGCGCCCTGGGCATCGCGTGGGE
CTCCAACTGGGAGTACTCCGCCTTCGTGCCCACCAACCCCTGGCGCTCCTCCATGTCCCTCGTGCGCA
AGTTCTCCCTCAACACCGAGTACCAGGCCAACCCGGAGACGGAGCTGATCAACCTGAAGGCCGAGCCG
ATCCTGAACATCAGCAACGCCGGCCCCTGGAGCCGGTTCGCCACCAACACCACGTTGACGAAGGCCAA
CAGCTACAACGTCGACCTGTCCAACAGCACCGGCACCCTGGAGTTCGAGCTGGTGTACGCCGTCAACA
CCACCCAGACGATCTCCAAGTCCGTGTTCGCGGACCTCTCCCTCTGGTTCAAGGGCCTGGAGGACCCC
GAGGAGTACCTCCGCATGGGCTTCGAGGTGTCCGCGTCCTCCTTCTTCCTGGACCGCGGGAACAGCAA
GGTGAAGTTCGTGAAGGAGAACCCCTACTTCACCAACCGCATGAGCGTGAACAACCAGCCCTTCAAGA
GCGAGAACGACCTGTCCTACTACAAGGTGTACGGCTTIGCTGGACCAGAACATCCTGGAGCTGTACTTC
AACGACGGCGACGTCGTGTCCACCAACACCTACTTCATGACCACCGGGAACGCCCTGGGCTCCGTGAA
CATGACGACGGGGGTGGACAACCTGTTCTACATCGACAAGTTCCAGGTGCGCGAGGTCAAGTGACAAT
TGGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATGGACTGTTGCCGCCA
CACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAGTGTGTTTGATCTTG
TGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACCCCCAGCATCCCCTT
CCCTCGTTTCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCTATCCCTCAGCGCTG
CTCCTGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTGGTTTGGGCTCCGCCTGTATTCTCCTGGTACTG
CAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAACACAAATGGAGGAT
CCCGCGTCTCGAACAGAGCGCGCAGAGGAACGCTGAAGGTCTICGCCTCTGTCGCACCTCAGCGCGGCA
TACACCACAATAACCACCTGACGAATGCGCTTGGTTCTTCGTCCATTAGCGAAGCGTCCGGTTCACAC
ACGTGCCACGTTGGCGAGGTGGCAGGTGACAATGATCGGTGGAGCTGATGGTCGAAACGTTCACAGCC
TAGGGATATCGAATTCGGCCGACAGGACGCGCGTCAAAGGTGCTGGTCGTGTATGCCCTGGCCGGCAG
GTCGTTGCTGCTGCTGGTTAGTGATTCCGCAACCCTGATTTTGGCGTCTTATTTTGGCGTGGCAAACG
CTGGCGCCCGCGAGCCGGGCCGGCGGCGATGCGGTGCCCCACGGCTGCCGGAATCCAAGGGAGGCAAG
AGCGCCCGGGTCAGTTGAAGGGCTTTACGCGCAAGGTACAGCCGCTCCTGCAAGGCTGCGTGGTGGAA
TTGGACGTGCAGGTCCTGCTGAAGTTCCTCCACCGCCTCACCAGCGGACAAAGCACCGGTGTATCAGG
TCCGTGTCATCCACTCTAAAGAACTCGACTACGACCTACTGATGGCCCTAGATTICTTCATCAAAAACG
CCTGAGACACTTGCCCAGGATTGAAACTCCCTGAAGGGACCACCAGGGGCCCTGAGTTGTTICCTICCC
CCCGTGGCGAGCTGCCAGCCAGGCTGTACCTGTGATCGAGGCTGGCGGGAAAATAGGCTTCGTGTGCT
CAGGTCATGGGAGGTGCAGGACAGCTCATGAAACGCCAACAATCGCACAATTCATGTCAAGCTAATCA
GCTATTTCCTCTTCACGAGCTGTAATTGTCCCAAAATTCTGGTCTACCGGGGGTGATCCTTCGTGTAC
GGGCCCTTCCCTCAACCCTAGGTATGCGCGCATGCGGTCGCCGCGCAACTCGCGCGAGGGCCGAGGGT
TTGGGACGGGCCGTCCCGAAATGCAGTTGCACCCGGATGCGTGGCACCTTTTTTGCGATAATTTATGC
AATGGACTGCTCTGCAAAATTCTGGCTCTGTCGCCAACCCTAGGATCAGCGGCGTAGGATTTCGTAAT
CATTCGTCCTGATGGGGAGCTACCGACTACCCTAATATCAGCCCGACTGCCTGACGCCAGCGTCCACT
TTTGTGCACACATTCCATTCGTGCCCAAGACATTTCATTGTGGTGCGAAGCGTCCCCAGTTACGCTCA
CCTGTTTCCCGACCTCCTTACTGTTCTGTCGACAGAGCGGGCCCACAGGCCGGTCGCAGCCACTAGTA
TGGCCACCGCATCCACTTTCTCGGCGTTCAATGCCCGCTGCGGCGACCTGCGTCGCTCGGCGGGCTCC
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GGGCCCCGGCGCCCAGCGAGGCCLCCTCCCLCETGCGLGGGLGLCGCCGCCACCGGLGAGCAGLCLLTCLGG
CGTGGCCTCCCTGCGCGAGGCCGACAAGGAGAAGTCCCTGGGCAACCGCCTGCGCCTGGGCTCCCTGA
CCGAGGACGGCCTGTCCTACAAGGAGAAGTTCGTGATCCGCTGCTACGAGGTGGGCATCAACAAGACC
GCCACCATCGAGACCATCGCCAACCTGCTGCAGGAGGTGGGCGGCAACCACGCCCAGGGCGTGGGCTT
CTCCACCGACGGCTTCGCCACCACCACCACCATGCGCAAGCTGCACCTGATCTGGGTGACCGCCCGCA
TGCACATCGAGATCTACCGCTACCCCGCCTGGTCCGACGTGATCGAGATCGAGACCTGGGTGCAGGGC
GAGGGCAAGGTGGGCACCCGCCGCGACTGGATCCTGAAGGACTACGCCAACGGCGAGGTGATCGGCCG
CGCCACCTCCAAGTGGGTGATGATGAACGAGGACACCCGCCGCCTGCAGAAGGTGTCCGACGACGTGC
GCGAGGAGTACCTGGTGTITCTGCCCCCGCACCCTGCGCCTGGCCTTCCCCGAGGAGAACAACAACTCC
ATGAAGAAGATCCCCAAGCTGGAGGACCCCGCCGAGTACTCCCGCCTGGGCCTGGTGCCCCGLCGLTC
CGACCTGGACATGAACAAGCACGTGAACAACGTGACCTACATCGGCTGGGCCCTGGAGTCCATCCCCC
CCGAGATCATCGACACCCACGAGCTGCAGGCCATCACCCTGGACTACCGCCGCGAGTGCCAGCGCGAC
GACATCGTGGACTCCCTGACCTCCCGCGAGCCCCTGGGCAACGCCGCCGGCGTGAAGTTCAAGGAGAT
CAACGGCTCCGTGTCCCCCAAGAAGGACGAGCAGGACCTGTCCCGCTTCATGCACCTGCTGCGCTCCG
CCGGCTCCGGCCTGGAGATCAACCGCTGCCGCACCGAGTGGCGCAAGAAGCCCGCCAAGCGCATGGAC
TACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGACAAGTGAAT
CGATAGATCTCTTAAGGCAGCAGCAGCTCGGATAGTATCGACACACTCTGGACGCTGGTCGTGTGATG
GACTGTTGCCGCCACACTTGCTGCCTTGACCTGTGAATATCCCTGCCGCTTTTATCAAACAGCCTCAG
TGTGTTTGATCTTGTGTGTACGCGCTTTTGCGAGTTGCTAGCTGCTTGTGCTATTTGCGAATACCACC
CCCAGCATCCCCTTCCCTICGTTITCATATCGCTTGCATCCCAACCGCAACTTATCTACGCTGTCCTGCT
ATCCCTCAGCGCTGCTCCIGCTCCTGCTCACTGCCCCTCGCACAGCCTTIGGTTTIGGGCTCCGCCTGTA
TTCTCCTGGTACTGCAACCTGTAAACCAGCACTGCAATGCTGATGCACGGGAAGTAGTGGGATGGGAA
CACAAATGGAAAGCTTAATTAAGAGCTCCCGCCACCACTCCAACACGGGGTGCCTGGACAAGGACGAG
GTGTTTGTGCCGCCGCACCGCGCAGTGGCGCACGAGGGCCTGGAGTGGGAGGAGTGGCTGCCCATCCG
CATGGGCAAGGTGCTGGTCACCCTGACCCTGGGCTGGCCGCTGTACCTCATGTTCAACGTCGCCTCGC
GGCCGTACCCGCGCTTCGCCAACCACTTTGACCCGTGGTCGCCCATCTTCAGCAAGCGCGAGCGCATC
GAGGTGGTCATCTCCGACCTGGCGCTGGTGGCGGTGCTCAGCGGGCTCAGCGTGCTGGGCCGCACCAT
GGGCTGGGCCTGGCTGGTCAAGACCTACGTGGTGCCCTACCTGATCGTGAACATGTGGCTCGTGCTCA
TCACGCTGCTCCAGCACACGCACCCGGCGCTGCCGCACTACTTCGAGAAGGACTGGGACTGGCTGCGE
GGCGCCATGGCCACCGTGGACCGCTCCATGGGCCCGCCCTTCATGGACAACATCCTGCACCACATCTC
CGACACCCACGTGCTGCACCACCTCTTCAGCACCATCCCGCACTACCACGCCGAGGAGGLCTLCCGLCG
CCATCAGGCCCATCCTGGGCAAGTACTACCAGTCCGACAGCCGCTGGGTCGGCCGCGCCCTGTGGGAG
GACTGGCGCGACTGCCGCTACGTCGTCCCGGACGCGCCCGAGGACGACTCCGCGCTCTGGTTCCACAA
GTGAGTGAGTGA

SEQ ID NO: 18
5' FADC regién donante de ADN gendmica

GGGCTGGTCTGAATCCTTCAGGCGGGTGTTACCCGAGAAAGAAAGGGTGCCGATTTCAAAGCAGACCC
ATGTGCCGGGCCCTIGTGGCCTGTGTTIGGCGCCTATGTAGTCACCCCCCCTCACCCAATTGTCGCCAGT
TTGCGCACTCCATAAACTCAAAACAGCAGCTTCTGAGCTGCGCTGTTCAAGAACACCTCTGGGGTTTG
CTCACCCGCGAGGTCGACGCCCAGCATGGCTATCAAGACGAACAGGCAGCCTGTGGAGAAGCCTCCGT
TCACGATCGGGACGCTGCGCAAGGCCATCCCCGCGCACTGTTTCGAGCGCTCGGCGCTTCGTAGCAGC
ATGTACCTGGCCTTTGACATCGCGGTCATGTCCCTGCTCTACGTCGCGTCGACGTACATCGACCCTGC
ACCGGTGCCTACGTGGGTCAAGTACGGCATCATGTGGCCGCTCTACTGGTTCTTCCAGGTGTGTTTGA
GGGTTTTGGTTGCCCGTATTGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGAGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACC
CCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCCTTCGGCACGGGTGTCTGGGTGTGCGCGCACGAG
TGCGGCCACCAGGCCTTTTCCTCCAGCCAGGCCATCAACGACGGCGTGGGCCTGGTGTTCCACAGCCT
GCTGCTGGTGCCCTACTACTCCTGGAAGCACTCGCACCG

SEQ ID NO: 19
3' FADC region donante de ADN gendmica

CCGCCACCACTCCAACACGGGGTGCCTGGACAAGGACGAGGTGTTTGTGCCGCCGCACCGCGCAGTGG
CGCACGAGGGCCTGGAGTGGGAGGAGTGGCTGCCCATCCGCATGGGCAAGGTGCTGGTCACCCTGACC
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CTGGGCTGGCCGCTGTACCTCATGTTCAACGTCGCCTCGCGGCCGTACCCGCGCTTCGCCAACCACTT
TGACCCGTGGTCGCCCATCTTCAGCAAGCGCGAGCGCATCGAGGTGGTCATCTCCGACCTGGCGCTGG
TGGCGGTGCTCAGCGGGCTCAGCGTGCTGGGCCGCACCATGGGCTGGGCCTGGCTGGTCAAGACCTAC
GTGGTGCCCTACCTGATCGTGAACATGTGGCTCGTGCTCATCACGCTGCTCCAGCACACGCACCCGGL
GCTGCCGCACTACTTCGAGAAGGACTGGGACTGGCTGCGCGGCGCCATGGCCACCGTGGACCGCTCCA
TGGGCCCGCCCTTCATGGACAACATCCTGCACCACATCTCCGACACCCACGTGCTGCACCACCTCTTC
AGCACCATCCCGCACTACCACGCCGAGGAGGCCTCCGCCGCCATCAGGCCCATCCTGGGCAAGTACTA
CCAGTCCGACAGCCGCTGGGTCGGCCGCGCCCTGTGGGAGGACTGGCGCGACTGCCGCTACGTCGTCC
CGGACGCGCCCGAGGACGACTCCGCGCTCTGGTTCCACAAGTGAGTGAGTGA

SEQ ID NO: 20
Secuencia de ADN 5' donante de Prototheca moriformis FATAL knockout constructo de recombinacion homologa

GCTCTTCGGAGTCACTGTGCCACTGAGTTCGACTGGTAGCTGAATGGAGTCGCTGCTCCACTAAACGA
ATTGTCAGCACCGCCAGCCGGCCGAGGACCCGAGTCATAGCGAGGGTAGTAGCGCGCCATGGCACCGA
CCAGCCTGCTTGCCAGTACTGGCGTCTCTTCCGCTTCTCTGTGGTCCTCTGCGCGCTCCAGCGCGTGC
GCTTTTCCGGTGGATCATGCGGTCCGTGGCGCACCGCAGCGGCCGCTGCCCATGCAGCGCCGCTGCTT
CCGAACAGTGGCGGTCAGGGCCGCACCCGCGGTAGCCGTCCGTCCGGAACCCGCCCAAGAGTTTIGGG
AGCAGCTTGAGCCCTGCAAGATGGCGGAGGACAAGCGCATCTTCCTGGAGGAGCACCGGTGCGTGGAG
GTCCGGGGCTGACCGGCCGTCGCATTCAACGTAATCAATCGCATGATGATCAGAGGACACGAAGTCTT
GGTGGCGGTGGCCAGAAACACTGTCCATTGCAAGGGCATAGGGATGCGTTCCTTICACCTCTCATTTCT
CATTTCTGAATCCCTCCCTGCTCACTCTITTCTCCTCCTCCTTCCCGTTCACGCAGCATTCGGGGTACC

SEQ ID NO: 21
Secuencia de ADN 3' donante de Prototheca moriformis FATAL knockout constructo de recombinacién homéloga

GACAGGGTGGTTGGCTGGATGGGGAAACGCTGGTCGCGGGATTCGATCCTGCTGCTTATATCCTCCCT
GGAAGCACACCCACGACTCTGAAGAAGAAAACGTGCACACACACAACCCAACCGGCCGAATATTTGCT
TCCTTATCCCGGGTCCAAGAGAGACTGCGATGCCCCCCTCAATCAGCATCCTCCTCCCTGCCGCTTICA
ATCTTCCCTGCTTGCCTGCGCCCGCGGTGCGCCGTCTGCCCGCCCAGTCAGTCACTCCTGCACAGGCC
CCTTGTGCGCAGTGCTCCTGTACCCTTTACCGCTCCTTCCATTCTGCGAGGCCCCCTATTGAATGTAT
TCGTTGCCTIGIGTIGGCCAAGCGGGCTGCTGGGCGCGCLGCCGTCGGGCAGTGCTCGGCGACTTTGGCG
GAAGCCGATTGTTICTTCTGTAAGCCACGCGCTTGCTGCTTTGGGAAGAGAAGGGGGGGGGTACTGAAT
GGATGAGGAGGAGAAGGAGGGGTATTGGTATTATCTGAGTTGGGTGAAGAGC

SEQ ID NO: 22 Chlorella protothecoides promotor de la actina/5'UTR
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agtttaggtccagecgtcececgtggggggggacgggectgggagettgggecgggaagggcaagacgatgea
gtcecctetggggagtcacagecgactgtgtgtgttgecactgtgeggeccgecagecactcacacgcaaaa

tgcctggeccgacaggcaggecctgtceccagtgcaacatccacggtcecectctecatcaggetcaccttget
cattgacataacggaatgcgtaccgetctttcagatctgtceccatccagagaggggagcaggetcceccea
ccgacgctgtcaaacttgcecttcectgeccaaccgaaaacattattgtttgagggggggggggggggggce
agattgcatggcgggatatctcgtgaggaacatcactgggacactgtggaacacagtgagtgcagtat
gcagagcatgtatgctaggggtcagcgcaggaagggggcctttcecccagtcteccatgecactgecacceg
tatccacgactcaccaggaccagcttcecttgatcggecttecegetcececegtggacaccagtgtgtagectce
tggactccaggtatgcgtgcaccgcaaaggccagecgategtgecgattecectggggtggaggatatga
gtcagccaacttggggctcagagtgcacactggggcacgatacgaaacaacatctacaccgtgtectce
catgctgacacaccacagcttcgcectecacctgaatgtgggegecatgggeccgaatcacagecaatgte
gctgctgccataatgtgatccagaccctetceccgeccagatgecgageggatecgtgggegetgaataga
ttcectgtttcgatcactgtttgggtcecctttecttttecgtetecggatgegegtetcgaaacaggetgeg
tcgggcectttecggatcececttttgetcececctececgtcaccateectgegegegggecaagttgettgaceetgg
gctgtaccagggttggagggtattaccgegtcaggecattceccagececggattcaattcaaagtetgg

gccaccaccctceccgecgetetgtetgatcactecacattegtgecatacactacgttcaagtectgate
caggcgtgtctcgggacaaggtgtgettgagtttgaatctcaaggacccacteccagcacagetgetygg
ttgaccccgecctegeaa

SEQ ID NO: 23
Casete de expresion AtTHIC que comprende Chlorella protothecoides promotor de la actina/5'UTR, Arabidopsis
thaliana secuencia de codificacion de la proteina THIC optimizada por codones para la expresion en Prototheca
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moriformis, y Chlorella vulgaris nitrato reductasa 3' UTR

162



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 744 868 T3

agtttaggtccagecgtcececgtggggggggacgggctgggagettgggecgggaagggcaagacgatgea
gtcecctetggggagtcacagecgactgtgtgtgttgecactgtgeggeccgecageactcacacgcaaaa
tgcctggecgacaggcaggceectgtccagtgecaacateccacggtecctetecatcaggetcaccttget
cattgacataacggaatgcgtaccgcectctttcagatctgtccatccagagaggggagcaggetcececa
ccgacgctgtcaaacttgcttectgeccaaccgaaaacattattgtttgagggggggggggggggggc
agattgcatggcgggatatctcgtgaggaacatcactgggacactgtggaacacagtgagtgecagtat
gcagagcatgtatgctaggggtcagcgcaggaagggggcecttteccagtectececatgecactgeaceyg
tatccacgactcaccaggaccagcettcecttgatecggettecgeteccgtggacaccagtgtgtagecte
tggactccaggtatgcgtgcaccgcaaaggccagecgatcgtgecgattectggggtggaggatatga
gtcagccaacttggggctcagagtgcacactggggcacgatacgaaacaacatctacaccgtgtecte
catgctgacacaccacagcttcgectcecacctgaatgtgggegecatgggeccgaatcacagecaatgtce
gctgctgeccataatgtgatccagacccetectecgeccagatgecgageggatecgtgggegetgaataga
ttcetgtttecgatcactgtttgggtectttecttttegtecteggatgegegtectegaaacaggetgeg
tcgggettteggateccttttgetecctecgtcaccatectgegegegggcaagttgettgaceetygg
gctgtaccagggttggagggtattaccgecgtcaggccatteccageeccggattcaattcaaagtetgyg
gccaccaccctceccgecgetetgtectgatcacteccacattegtgecatacactacgttcaagteetgate
caggcgtgtctcgggacaaggtgtgettgagtttgaatctcaaggacccactecagcacagetgetygg
ttgacccecgecctegecaatctagaATGgecgegtccgteccactgecaccctgatgtecgtggtctgeaa
caacaagaaccactccgcccgececcaagctgceccaactecteectgetgeceggcttecgacgtggtgg
tccaggccgeggecacccgcet tcaagaaggagacgacgaccacccgegecacgctgacgttecgacccce
cccacgaccaactccgagcgegeccaagcagegcaagecacaccatcgacccctecteccecgacttceca
gcccatcccctecttcgaggagtgcttccccaagtccacgaaggagecacaaggaggtggtgcacgagg
agtccggccacgtectgaaggtgeccttcecgecgegtgcacctgtcecggeggegageccegecttecgac
aactacgacacgtccggcccccagaacgtcaacgeccacatcggectggcgaagetgegcaaggagtg
gatcgaccgccgcgagaagctgggcacgeccegetacacgcagatgtactacgegaagcagggeatca
tcacggaggagatgctgtactgecgcgacgegcgagaagctggaccccgagttecgtecgetecgaggte
gcgcggggccgegecatcatcecctccaacaagaagecacctggagetggageccatgatcgtgggecg
caagttcctggtgaaggtgaacgecgaacatcggcaactceccgeecgtggectectccatcgaggaggagyg
tctacaaggtgcagtgggccaccatgtggggcgecgacaccatcatggacctgtccacgggecgecac
atccacgagacgcgcgagtggatcctgegecaactccgeggtcecccgtgggecaccgtceccatctacca
ggcgctggagaaggtggacggcatcgcggagaacctgaactgggaggtgttccgegagacgectgateg
agcaggccgagcagggcegtggactacttcacgatccacgegggegtgetgectgegetacatceceecctyg
accgccaagcgcectgacgggcatcgtgtceccgeggeggcteccatccacgecgaagtggtgectggecta
ccacaaggagaacttcgcctacgagcactgggacgacatcctggacatctgcaaccagtacgacgtceyg
ccctgtceccatcggegacggectgegecccggctccatctacgacgceccaacgacacggeccagttegec
gagctgctgacccagggcgagetgacgegecgegegtgggagaaggacgtgcaggtgatgaacgaggg
cccecggceccacgtgeccatgecacaagatccccgagaacatgcagaagcagetggagtggtgcaacgagyg
cgcceccttctacaccctgggeeccectgacgaccgacatcgegeccggcetacgaccacatcacctecgec
atcggcgcggccaacatcggegecctgggecaccgecctgctgtgectacgtgacgeccaaggageacct
gggcctgcccaaccgcgacgacgtgaaggcgggegtcatcgectacaagatcgecgecccacgeggecyg
acctggccaagcagcacccccacgcccaggegtgggacgacgegetgtccaaggegegettcgagttc
cgctggatggaccagttcgegctgteccctggaccccatgacggegatgtecctteccacgacgagacgcet
gcccgcggacggcgegaaggtecgeccacttctgetceccatgtgeggecccaagttctgetccatgaaga
tcacggaggacatccgcaagtacgccgaggagaacggctacggctccgecgaggaggecatcegecag
ggcatggacgccatgtccgaggagttcaacatcgeccaagaagacgatctccggegagecagecacggega

ggtcggcggcgagatctacctgeeccgagtocctacgtcaaggececgegcagaagTGAcaattggecageag
cagctcggatagtatcgacacactctggacgctggtcgtgtgatggactgttgecgecacacttgetyg

ccttgacctgtgaatatccctgecegettttatcaaacagectcagtgtgtttgatettgtgtgtacge

gcttttgcgagttgctagectgettgtgetatttgecgaataccaccceccagecateccecttececctegttt

catatcgcttgcatcccaaccgecaacttatctacgetgtectgetatecctecagegetgetectgete

ctgctcactgceccccectecgecacagecttggtttgggeteccgectgtattectectggtactgecaacctgta

aaccagcactgcaatgctgatgcacgggaagtagtgggatgggaacacaaatggaggatcce
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SEQ ID NO: 24

ATGgccaccgcatccactttecteggegttcaatgececgetgeggegacctgegtegeteggegggete
cgggcccecggecgeccagecgaggecccetececegtgegegggegegecgecgccgecgecgacgeccaace
ccgeccoccgcecccgagegecgegtggtgatcaccggecagggegtggtgaccteectgggecagaceate
gagcagttctactcctcectgctggagggegtgteccggecatcteeccagateccagaagttecgacaccac
cggctacaccaccaccatcgcecggcgagatcaagtecctgecagetggaccecctacgtgeccaageget
gggccaagcgcegtggacgacgtgatcaagtacgtgtacatecgeccggcaagecaggecctggagtecgee
ggcctgeccatcgaggcecgecggectggecggegecggectggacceccgecctgtgeggegtgetgat
cggcaccgceccatggeccggecatgacctecttegeegecggegtggaggecctgaccecgeggeggegtge
gcaagatgaaccccttctgecatcecceccttetecatetecaacatgggecggegecatgectggecatggac
atcggcttcatgggccccaactactccatctecaccgectgegecaccggcaactactgecatectggg
cgccgccgaccacatcegecgeggecgacgccaacgtgatgetggecggeggegecgacgecgecatca
tcecectecggeatecggeggettecategectgecaaggecctgtccaagecgecaacgacgageccgagege
gccteecgececcctgggacgecgaccgegacggettegtgatgggegagggegecggegtgetggtget
ggaggagctggagcacgccaagcgceccgeggcegecaccatecectggecgagetggtgggeggegecgeca
ccteccgacgeccaccacatgaccgageccgacceccagggecgeggegtgegectgtgectggagege
gccetggagegegeccgectggecccecgagegegtgggctacgtgaacgeccacggcacctecacece
cgccggcgacgtggccgagtaccgegecatecgegecgtgatecccecaggactecctgegeatcaact
ccaccaagtccatgatcggccacctgetgggeggegecggegecgtggaggeegtggecgecatceeag
gccetgegecaccggcetggetgecaccccaacctgaacctggagaaccccgeccececggegtggaccecegt
ggtgctggtgggcecccecgcaaggagecgegeccgaggacctggacgtggtgetgtecaactecttegget
tcggecggecacaactectgegtgatettecgecaagtacgacgagatggactacaaggaccacgacgge
gactacaaggaccacgacatcgactacaaggacgacgacgacaagTGA

SEQ ID NO: 25

MATASTESAFNARCGDLRRSAGSGPRRPARPLPVRGRAAAAADANPARPERRVVITGQGVVTSLGOTI
EQFYSSLLEGVSGISQIQOKFDTTGYTTTIAGEIKSLOLDPYVPKRWAKRVDDVIKYVYIAGKQALESA
GLPIEAAGLAGAGLDPALCGVLIGTAMAGMTSFAAGVEALTRGGVRKMNPFCIPESISNMGGAMLAMD
IGFMGPNYSISTACATGNYCILGAADHTIRRGDANVMLAGGADAATIPSGIGGE IACKALSKRNDEPER
ASRPWDADRDGEFVMGEGAGVLVLEELEHAKRRGATILAELVGGAATSDAHHMTEPDPQGRGVRLCLER
ALERARLAPERVGYVNAHGTSTPAGDVAEYRATRAVIPODSLRINSTKSMIGHLLGGAGAVEAVAATIQ
ALRTGWLHPNLNLENPAPGVDPVVLVGPRKERAEDLDVVLSNSFGFGGHNSCVIFRKYDEMDYKDHDG
DYKDHDIDYKDDDDK

SEQ ID NO 26:
Secuencia codificante de la proteina FAD2 optimizada por codones Protetheca moriformis (UTEX 1435)

ATGgccatcaagaccaaccgccagceccecgtggagaageccceecttcecaccatcggcacectgegcaaggce
catccccgeccactgettecgagegetecgeectgegetectececatgtacctggecttegacatecgecy
tgatgtccctgcectgtacgtggectecacctacatcgacccececgeccecgtgeccacctgggtgaagtac
ggcgtgatgtggccececctgtactggttettccagggegectteggecaccggegtgtgggtgtgegecca
cgagtgcggccaccaggecttcetectecteccaggeccatcaacgacggegtgggectggtgttecact
ccctgetgcetggtgecctactactectggaagecactecccaccgecgecaccactceccaacaccggetge
ctggacaaggacgaggtgttcgtgcccccecacecgegecgtggeccacgagggcctggagtgggagga
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gtggctgcccatccgecatgggcaaggtgectggtgaccectgaccctgggectggeecctgtacctgatgt
tcaacgtggcectcceccecgeccctaccecceccecgettegecaaccacttcgaccecectggtcececececcatettetece
aagcgcgagcgcecatcgaggtggtgatctcececgacctggeecctggtggeecgtgetgteccggectgteegt
gctgggccgcaccatgggctgggectggetggtgaagacctacgtggtgeccecctacctgategtgaaca
tgtggctggtgctgatcaccctgectgcagcacacccaccecgecctgecccactacttecgagaaggac
tgggactggctgcgcggcgecatggccaccgtggaccgetccatgggeccececcttecatggacaacat
cctgcaccacatctccgacacccacgtgectgecaccacctgttcectecaccatceccecceccactaccacgecg
aggaggcctceccecgcecgcecatceccgececcatectgggcaagtactaccagtecgacteccgetgggtgggce
cgcgcecectgtgggaggactggecgecgactgecgctacgtggtgeeccgacgeccecccgaggacgactecge
cctgtggttccacaagTAG

SEQ ID NO: 27
Secuencia de aminoacidos FAD2 de Prototheca moriformis

MAIKTNRQPVEKPPEFTIGTLRKAIPAHCFERSALRSSMYLAFDIAVMSLLYVASTYIDPAPVPTWVKY
GVMWPLYWEFQGAFGTGVWVCAHECGHQAFSSSQAINDGVGLVFHSLLLVPYYSWKHSHRRHHSNTGC
LDKDEVFVPPHRAVAHEGLEWEEWLPIRMGKVLVTLTLGWPLYLMENVASRPYPREFANHEFDPWSPIES
KRERIEVVISDLALVAVLSGLSVLGRTMGWAWLVKTYVVPYLIVNMWLVLITLLOHTHPALPHYFEKD
WDWLRGAMATVDRSMGPPEMDNILHHISDTHVLHHLESTIPHYHAEEASAATRPILGKYYQSDSRWVG
RALWEDWRDCRYVVPDAPEDDSALWEHK

SEQ ID NO 28:
Region de codificacion optimizada por codon de Brassica napus tioesterasa que prefiere C18: 0 de pSZ1358

ACTAGTATGCTGAAGCTGTCCTGCAACGTGACCAACAACCTGCACACCTTCTICCTTCTTCTCCGACTC
CTCCCTGTTCATCCCCGTGAACCGCCGCACCATCGCCGTGTCCTCCGGGCGCGCCTCCCAGCTGCGCA
AGCCCGCCCTGGACCCCCTGCGCGCCGTGATCTCCGCCGACCAGGGCTCCATCTCCCCCGTGAACTCC
TGCACCCCCGCCGACCGCCTGCGCGCCGGCCGCCTGATGGAGGACGGCTACTCCTACAAGGAGAAGTT
CATCGTGCGCTCCTACGAGGTGGGCATCAACAAGACCGCCACCGTGGAGACCATCGCCAACCTGCTGC
AGGAGGTGGCCTGCAACCACGTGCAGAAGTGCGGCTTCTCCACCGACGGCTTCGCCACCACCCTGACC
ATGCGCAAGCTGCACCTGATCTGGGTGACCGCCCGCATGCACATCGAGATCTACAAGTACCCCGCCTG
GTCCGACGTGGTGGAGATCGAGACCTGGTGCCAGTCCGAGGGCCGCATCGGCACCCGCCGCGACTGGA
TCCTGCGCGACTCCGCCACCAACGAGGTGATCGGCCGCGCCACCTCCAAGTGGGTGATGATGAACCAG
GACACCCGCCGCCTGCAGCGCGTGACCGACGAGGTGCGCGACGAGTACCTGGTGTTCTGCCCCCGCGA
GCCCCGCCTGGCCTTCCCCGAGGAGAACAACTCCTCCCTGAAGAAGATCCCCAAGCTGGAGGACCCCG
CCCAGTACTCCATGCTGGAGCTGAAGCCCCGCCGCGCCGACCTGGACATGAACCAGCACGTGAACAAC
GTGACCTACATCGGCTGGGTGCTGGAGTCCATCCCCCAGGAGATCATCGACACCCACGAGCTGCAGGT
GATCACCCTGGACTACCGCCGCGAGTGCCAGCAGGACGACATCGTGGACTCCCTGACCACCTCCGAGA
TCCCCGACGACCCCATCTCCAAGTTCACCGGCACCAACGGCTCCGCCATGTCCTCCATCCAGGGCCAC
AACGAGTCCCAGTTCCTGCACATGCTGCGCCTGTCCGAGAACGGCCAGGAGATCAACCGCGGCCGCAC
CCAGTGGCGCAAGAAGTCCTCCCGCATGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACA
TCGACTACAAGGACGACGACGACAAGTGAATCGAT

SEQ ID NO: 29
Secuencia de aminoacidos de Brassica napus: tioesterasa que prefiere C18: 0 (N° de Acceso CAA52070.1)

MLKLSCNVTNNLHTESFESDSSLEIPVNRRTIAVSSSQLRKPALDPLRAVISADQGSISPVNSCTPAD
RLRAGRLMEDGYSYKEKF IVRSYEVGINKTATVETIANLLOEVACNHVOKCGE STDGFATTLTMRKLH
LIWVTARMHIEIYKYPAWSDVVEIETWCOSEGRIGTRRDWILRDSATNEVIGRATSKWVMMNODTRRL
ORVTDEVRDEYLVECPREPRLAFPEENNSSLKKIPKLEDPAQYSMLELKPRRADLDMNQHVNNVTYIG
WVLESIPQEIIDTHELQVITLDYRRECQQODDIVDSLTTSEIPDDPISKETGINGSAMSSIQGHNESQF
LHMLRLSENGQEINRGRTQWRKKSSR

SEQ ID NO: 30
5' regién donante de homologia FATAL alelo 1 Prototheca moriformis
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GGAGTCACTGTGCCACTGAGTTCGACTGGTAGCTGAATGGAGTCGCTGCTCCACTAAACGAATTGTCA
GCACCGCCAGCCGGCCGAGGACCCGAGTCATAGCGAGGGTAGTAGCGCGCCATGGCACCGACCAGCCT
GCTTGCCAGTACTGGCGTCTCTTCCGCTTCTCTGTGGTCCTCTGCGCGCTCCAGCGCGTGCGCTTTTC
CGGTGGATCATGCGGTCCGTGGCGCACCGCAGCGGCCGCTGCCCATGCAGCGCCGCTGCTICCGAACA
GTGGCGGTCAGGGCCGCACCCGCGGTAGCCGTCCGTCCGGAACCCGCCCAAGAGTTTTGGGAGCAGCT
TGAGCCCTGCAAGATGGCGGAGGACAAGCGCATCTTICCTGGAGGAGCACCGGTGCCTGGAGGTCCGGG
GCTGACCGGCCGTCGCATTCAACGTAATCAATCGCATGATGATCAGAGGACACGAAGTCTTGGTGGCG
GTGGCCAGAAACACTGTCCATTGCAAGGGCATAGGGATGCGTTCCTTCACCTCTCATTTCTCATTTCT
GAATCCCTCCCTGCTCACTCTTTCTCCTCCTCCTTCCCGTTCACGCAGCATTCGG

SEQ ID NO: 31
3' regién donante de homologia FATAL alelo 1 Prototheca moriformis

GACAGGGTGGTTGGCTGGATGGGGAAACGCTGGTCGCGGGATTCGATCCTGCTGCTTATATCCTCCCT
GGAAGCACACCCACGACTCTGAAGAAGAAAACGTGCACACACACAACCCAACCGGCCGAATATTIGCT
TCCTTATCCCGGGTCCAAGAGAGACTGCGATGCCCCCCTCAATCAGCATCCTCCTCCCTGCCGCTTCA
ATCTTCCCTGCTTGCCTGCGCCCGCGGTGCGCCGTCTGCCCGCCCAGTCAGTCACTCCTGCACAGGCC
CCTTGTGCGCAGTGCTCCTGTACCCTTTACCGCTCCTTCCATTCTGCGAGGCCCCCTATTGAATGTAT
TCGTTGCCTGTGTGGCCAAGCGGGCTGCTGGGCGCGCCGCCGTCGGGCAGTGCTCGGCGACTTTGGCG
GAAGCCGATTGTTCTTCTGTAAGCCACGCGCTTGCTGCTTTGGGAAGAGAAGGGGGGGGGTACTGAAT
GGATGAGGAGGAGAAGGAGGGGTATTGGTATTATCTGAGTTGGGT

SEQ ID NO: 32
5' region donante de homologia FATAL alelo 2 Prototheca moriformis

AATGGAGTCGCTGCTCCACTAATCGAATTGTCAGCACCGCCAGCCGGCCGAGGACCCGAGTCATAGCG
AGGGTAGTAGCGCGCCATGGCACCGACCAGCCTGCTTIGCCCGTACTGGCGTCTCTTCCGCTTCTCTGT
GCTCCTCTACGCGCTCCGGCGCGTGCGCTTTTCCGGTGGATCATGCGGTCCGTGGCGCACCGCAGCGG
CCGCTGCCCATGCAGCGCCGCTGCTTCCGAACAGTGGCTGTCAGGGCCGCACCCGCAGTAGCCGTCCG
TCCGGAACCCGCCCAAGAGTTTTIGGGAGCAGCTTGAGCCCTGCAAGATGGCGGAGGACAAGCGCATCT
TCCTGGAGGAGCACCGGTGCGCGGAGGTCCGGGGCTGACCGGCCGTCGCATTCAACGTAATCAATCGC
ATGATGATCACAGGACGCGACGTCTTGGTGGCGGTGGCCAGGGACACTGCCCATTGCACAGGCATAGG
AATGCGTTCCTTCTCATTICTCAGTTTTCTGAGCCCCTCCCTCTTCACTCTTTCTCCTCCTCCTCCCC
TCTCACGCAGCATTCGTGG

SEQ ID NO: 33
3' regién donante de homologia FATAL alelo 2 Prototheca moriformis

CACTAGTATCGATTTCGAACAGAGGAGAGGGTGGCTGGTAGTTGCGGGATGGCTGGTCGCCCGTCGAT
CCTGCTGCTGCTATTGTCTCCTCCTGCACAAGCCCACCCACGACTCCGAAGAAGAAGAAGAAAACGCG
CACACACACAACCCAACCGGCCGAATATTTGCTTCCTTATCCCGGGTCCAAGAGAGACGGCGATGCCC
CCCTCAATCAGCCTCCTCCTCCCTGCCGCTCCAATCTTCCCTGCTTGCATGCGCCCGCGAGAGGCTGT
CTGCGCGCCCCGTCAGTCACTCCCCGTGCAGACGCCTCGTGCTCGGTGCTCCTGTATCCTTTACCGCT
CCTTTCATTICTGCGAGGCCCCCTGTTGAATGTATTCGTTGCCTGTGTGGCCAAGCGCGCTGCTGGGCG
CGCCGCCGTCGGGCGGTGCTCGGCGACTCTGGCGGAAGCCGGTTGTTCTTCTGTAAGCCACGCGCTTG
CTGCTTTTGGAAAAGAGGGGGGTTTACTGAATGGAGGAGGAGCAGGATAATTGGTAGTATCTGAGTTG
TTG

SEQ ID NO: 34
Horquilla C de SAD2
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actagtGCGCTGGACGCGGCAGTGGGTGGCCGAGGAGAACCGGCACGGCGACCTGCTGAACAAGTACT
GTTGGCTGACGGGGCGCGTCAACATGCGGGCCGTGGAGGTGACCATCAACAACCTGATCAAGAGCGGC
ATGAACCCGCAGACGGACAACAACCCTTACTTGGGCTTCGICTACACCTCCTTCCAGGAGCGCGCGAC
CAAGTACAGCCACGGCAACACCGCGCGCCTTGCGGCCGAGCAGTGTGTTTGAGGGTTTTGGTTGCCCG
TATCGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACCCCCCCGGCTACCCTCC
CGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGggatccTGCTCGGCCGCAAGGCGCGCGGTGTTGCCGTGGCTGTAC
TTGGTCGCGCGCTCCTGGAAGGAGGTGTAGACGAAGCCCAAGTAAGGGTTGTTGTCCGTCTGCGGGTT
CATGCCGCTCTTIGATCAGGTTGTTGATGGTCACCTCCACGGCCCGCATGTTGACGCGCCCCGTCAGLC
AACAGTACTTGTTCAGCAGGTCGCCGTGCCGGTTCTCCTCGGCCACCCACTGCCGCGTCCAGCGCaag
ctt

SEQ ID NO: 35

MSIQFALRAAYIKGTCORLSGRGAALGLSRDWTPGWTLPRCWPASAAATAPPRARHQERATHLTSGRR
RHSALASDADERALPSNAPGLVMASQANYFRVRLLPEQEEGELESWSPNVRHTTLLCKPRAMLSKLOM
RVMVGDRVIVTAIDPVNMIVHAPPFDPLPATRFLVAGEAADMDITVVLNKADLVPEEESAALAQEVAS
WGPVVLTSTLTGRGLQELERQLGSTTAVLAGPSGAGKSSIINALARAARERPSDASVSNVPEEQVVGE
DGRALANPPPEFTLADIRNAIPKDCFRKSAAKSLAYLGDLSITGMAVLAYKINSPWLWPLYWEFAQGTME
WALFVVGHDCGHQOSFSTSKRLNDALAWLGALAAGTWIWALGVLPMLNLYLAPYVWLLVTYLHHHGPSD
PREEMPWYRGREWSYMRGGLTTIDRDYGLEFNKVHHDIGTHVVHH

SEQ ID NO: 36

MFWALFVVGHDCGHOSEFSTSKRLNDAVGLEVHSIIGVPYHGWRISHRTHHNNHGHVENDESWYPPTES
GLKAMTDMGRQGRFHFPSMLEVYPFYLFWRSPGKTGSHF SPATDLFALWEAPLIRTSNACQLAWLGAL
AAGTWALGVLPMLNLYLAPYVISVAWLDLVTYLHHHGPSDPREEMPWYRGREWSYMRGGLTTIDRDYG
LENKVHHDIGTHVVHHLFPOITPHYNLCRATKAAKKVLGPYYREPERCPLGLLPVHLLAPLLRSLGQODH
FVDDAGSVLEYRRAEGINPWIQKLLPWLGGARRGADAQRDAAQ

SEQ ID NO: 37
Camelina sativa omega-3 FAD7-2

MANLVLSECGIRPLPRIYTTPRSNEVSNNNKPIFKERPEFTSYKTSSSPLACSRDGEGKNWSLNVSVPL
TTTTPIVDESPLKEEEEEKQRFDPGAPPPFNLADIRAATPKHCWVKNPWKSMSYVLRDVAIVEFALAAG
ASYLNNWIVWPLYWLAQGTMEFWALEVLGHDCGHGSE SNNPRLNNVVGHLLHSSILVPYHGWRISHRTH
HONHGHVENDESWHPMSEKIYQSLDKPTREFRETLPLVMLAYPFYLWARSPGKKGSHYHPESDLELPK
EKTDVLTSTACWTAMAALLTICLNEVVGPVOMLKLYGIPYWINVMWLDEVTYLHHHGHEDKLPWYRGKE
WSYLRGGLTTLDRDYGVINNIHHDIGTHVIHHLEPOQIPHYHLVEATEAVKPVLGKYYREPDKSGPLPL
HLLGILAKSIKEDHYVSDEGDVVYYKADPNMYGEIKVGAD

SEQ ID NO: 38
Prototheca moriformis delta 12 desaturasa alelo 2

MAIKTNRQPVEKPPFTIGTLRKAIPAHCFERSALRSSMYLAFDIAVMSLLYVASTYIDPAPVPTWVKY
GIMWPLYWEFFQGAFGTGVWVCAHECGHQAFSSSQAINDGVGLVFHSLLLVPYYSWKHSHRRHHSNTGC
LDKDEVEVPPHRAVAHEGLEWEEWLP IRMGKVLVTLTLGWPLYLMENVASRPYPREFANHEDPWSPIFES
KRERIEVVISDLALVAVLSGLSVLGRTMGWAWLVKTYVVPYMIVNMWLVLITLLOHTHPALPHYFEKD
WDWLRGAMATVDRSMGPPFMDSILHHISDTHVLHHLESTIPHYHAEEASAATRPILGKYYQSDSRWVG
RALWEDWRDCRYVVPDAPEDDSALWEHK

SEQ ID NO: 39
Camelina sativa omega-3 FAD7-1

MANLVLSECGIRPLPRIYTTPRSNEVSNNNKPIFKFRPLTSYKTSSPLECSRDGEFGRNWSLNVSVPLA
TTTPIVDESPLEEEEEEEKQORFDPGAPPPEFNLAD IRAAIPKHCWVKNPWKSMSYVLRDVAIVEFALAAG
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AAYLNNWIVWPLYWLAQGTMEFWALFVLGHDCGHGSEFSNNPRLNNVVGHLLHSSTILVPYHGWRISHRTH
HONHGHVENDESWHPMSEKIYQSLDKPTREFFRETLPLVMLAYPEFYLWARSPGKKGSHYHPESDLELPK
EKTDVLTSTACWTAMAALLICLNEVVGPVOMLKLYGIPYWINVMWLDEVTYLHHHGHEDKLPWYRGKE
WSYLRGGLTTLDRDYGVINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAVKPVLGKYYREPDKSGPLPL
HLLGILAKSIKEDHYVSDEGDVVYYKADPNMYGEIKVGAD

SEQ ID NO: 40
PMFATA-HPB

actagtCATTCGGGGCAACGAGGTGGGCCCCTCGCAGCGGCTGACGATCACGGCGGTGGCCAACATCC
TGCAGGAGGCGGCGGGCAACCACGCGGTGGCCATGTGGGGCCGGAGCGTGTGTTTGAGGGTTTTGGTT
GCCCGTATTGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTCCCGCTGACCCCCCCGGLCTAC
CCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGggatccGCTCCGGCCCCACATGGCCACCGCGTGGTTGCCC
GCCGCCTCCTGCAGGATGTTGGCCACCGCCGTGATCGTCAGCCGCTGCGAGGGGCCCACCTCGTTGCC
CCGAATGaagctt

SEQ ID NO: 41
PMFATA-HPC

actagtGGAGGGTTTCGCGACGGACCCGGAGCTGCAGGAGGCGGGTCTCATCTTTGTGATGACGCGCA
TGCAGATCCAGATGTACCGCTACCCGCGCTGGGGCGACCTGATGCAGGTGGAGACCTGGTTCCAGAGT
GTGTTTGAGGGTTTTGGTTGCCCGTATTGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTCC
CGCTGACCCCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGggatccTCTGGAACCAGGTCT
CCACCTGCATCAGGTCGCCCCAGCGCGGGTAGCGGTACATCTIGGATCTGCATGCGCGTCATCACAAAG
ATGAGACCCGCCTCCTGCAGCTCCGGGTCCGTCGCGAAACCCTCCaagett

SEQ ID NO: 42
PmFATA-HPD

actagtCGGCGGGCAAGCTGGGCGCGCAGCGCGCAGTGGGTGCTGCGCGACAAGCTGACCGGCGAGGLG
CTGGGCGCGGCCACCTCGAGCTGGGTCATGATCAACATCCGCACGCGCCGGCCGTGCCGCATGCCGGEG
TGTGTTTGAGGGTTTTGGTTGCCCGTATCGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTC
CCGCTGACCCCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGggatccCCGGCATGCGGCAL
GGCCGGCGCGTGCGGATGTTGATCATGACCCAGCTCGAGGTGGCCGCGCCCAGCGCCTCGCCGGTCAG
CTTGTCGCGCAGCACCCACTCGCGCTGCGCGCCCAGCTTGCCCGCCGaagett

SEQ ID NO: 43
PMFATA-HPE

actagtGTCCGCGTCAAGTCGGCCTTCTTCGCGCGCGAGCCGCCGCGCCTGGCGCTGCCGCCCGCGGT
CACGCGTGCCAAGCTGCCCAACATCGCGACGCCGGCGCCGCTGCGCGGGCACCGCCAGGTCGLCGLGLL
GCACCGACATGGACATGAACGGGCACGTGAACAACGTGGCCTACCTGGCCTGGTGCCTGGAGTGTGTT
TGAGGGTTTTGGTTGCCCGTATTGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGICCCGLTG
ACCCCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGggat ccTCCAGGCACCAGGCCAGGTA
GGCCACGTTGTTCACGTGCCCGTTCATGTCCATGTCGGTGCGGCGCGCGACCTGGCGGTGCCCGCGCA
GCGGCGCCGGCGTCGCGATGTTGGGCAGCTTGGCACGCGTGACCGCGGGCGGCAGCGCCAGGCGLCGGL
GGCTCGCGCGCGAAGAAGGCCGACTTGACGCGGACaagcett

SEQ ID NO: 44
PMFATA-HPF
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actagtCCGTGCCCGAGCACGTCTTCAGCGACTACCACCTCTACCAGATGGAGATCGACTTCAAGGCC
GAGTGCCACGCGGGCGACGTCATCTCCTCCCAGGCCGAGCAGATCCCGCCCCAGGAGGCGCTCACGCA
CAACGGCGCCGGCCGCAACCCCTCCTGCTTCGTCCATAGCATTCTGCGCGCCGAGACCGAGCGTGTGT
TTGAGGGTTTTGGTTGCCCGTATCGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGAAGGCGCCTGTCCCGLT

GACCCCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGggatcecGCTCGGTCTCGGCGCGCAG
AATGCTATGGACGAAGCAGGAGGGGTTGCGGCCGGCGCCGTTGTGCGTGAGCGCCTCCTGGGGCGGGA
TCTGCTCGGCCTGGGAGGAGATGACGTCGCCCGCGTGGCACTCGGCCTTGAAGTCGATCTCCATCTIGG
TAGAGGTGGTAGTCGCTGAAGACGTGCTCGGGCACGGaagett

SEQ ID NO: 45 PmFATA-hpG

actagt TCGTCCGCGCGCGAACCACATGGTCGGCCCCCATCGACGCGCCCGCCGCCAAGCCGCCCAAG
GCGAGCCACTGAGGACAGGGTGGTTGGCTGGATGGGGAAACGCTGGTCGCGGGATTCGATCCTGCTGC
TTATATCCTCGTGTGTTTGAGGGTTTTGGTTGCCCGTATTGAGGTCCTGGTGGCGCGCATGGGGGAGA
AGGCGCCTGTCCCGCTGACCCCCCCGGCTACCCTCCCGGCACCTTCCAGGGCGCGTACGggatccGAG
GATATAAGCAGCAGGATCGAATCCCGCGACCAGCGTTTCCCCATCCAGCCAACCACCCTGTCCTCAGT
GGCTCGCCTTGGGCGGCTTGGCGGCGGGCGCGETCGATGGGGGCCGACCATGTGGTTCGCGCGCGGACG
Raagctt

SEQ ID NO: 46
Cuphea wrightii KASAI optimizada por codones

ATGGCCGCCGCCGCCAGCATGGTGGCCAGCCCCTTCTGCACCTGGCTGGTGGCCAGCTGCATGAGCAC
CAGCTTCGACAACGACCCCCGCAGCCCCAGCGTGAAGCGCTTCCCCCGCCGCAAGCGCGTGCTGAGCC
AGCGCGGCAGCACCTACGTATTCCAGTGCCTGGTGGCCAGCTGCATCGACCCCTGCGACCAGTACCGC
AGCAGCGCCAGCCTGAGCTTCCTGGGCGACAACGGCTTCGCCAGCCTGTTCGGCAGCAAGCCCTTCAT
GAGCAACCGCGGCCACCGCCGCLCTGCGCCGCGCCAGCCACAGCGGCGAGGCCATGGCCGTGGCCCTGE
AGCCCGCCCAGGAGGCCGGCACCAAGAAGAAGCCCGTGATCAAGCAGCGCCGCGTGGTGGTGACCGGL
ATGGGCGTGGTGACCCCCCTGGGCCACGAGCCCGACGTGTTCTACAACAACCTGCTGGACGGCGTGAG
CGGCATCAGCGAGATCGAGACCTTCGACTGCACCCAGTTCCCCACCCGCATCGCCGGCGAGATCAAGA
GCTTCAGCACCGACGGCTGGGTGGCCCCCAAGCTGAGCAAGCGCATGGACAAGTTCATGCTGTACCTG
CTGACCGCCGGCAAGAAGGCCCTGGCCGACGGCGGCATCACCGACGAGGTGATGAAGGAGCTGGACAA
GCGCAAGTGCGGCGTGCTGATCGGCAGCGGCATGGGCGGCATGAAGGTGTTCAACGACGCCATCGAGG
CCCTGCGCGTGAGCTACAAGAAGATGAACCCCTTCTGCGTGCCCTTCGCCACCACCAACATGGGCAGC
GCCATGCTGGCCATGGACCTGGGCTGGATGGGCCCCAACTACAGCATCAGCACCGCCTGCGCCACCAG
CAACTTCTGCATCCTGAACGCCGCCAACCACATCATCCGCGGCGAGGCCGACATGATGCTGTGCGGCG
GCAGCGACGCCGTGATCATCCCCATCGGCCTGGGCGGCTTCGTGGCCTGCCGCGCCCTGAGCCAGCGL
AACAGCGACCCCACCAAGGCCAGCCGCCCCTGGGACAGCAACCGCGACGGCTTCGTGATGGGCGAGGG
CGCCGGCGTGCTGCTGCTGGAGGAGCTGGAGCACGCCAAGAAGCGCGGCGCCACCATCTACGCCGAGT
TCCTGGGCGGCAGCTTCACCTGCGACGCCTACCACATGACCGAGCCCCACCCCGAGGGCGCCGGLCGTG
ATCCTGTGCATCGAGAAGGCCCTGGCCCAGGCCGGCGTGAGCAAGGAGGACGTGAACTACATCAACGC
CCACGCCACCAGCACCAGCGCCGGCGACATCAAGGAGTACCAGGCCCTGGCCCGCTGCTTCGGCCAGA
ACAGCGAGCTGCGCGTGAACAGCACCAAGAGCATGATCGGCCACCTGCTGGGCGCCGCCGGCGGLCGTG
GAGGCCGTGACCGTGGTGCAGGCCATCCGCACCGGCTGGATTCACCCCAACCTGAACCTGGAGGACCC
CGACAAGGCCGTGGACGCCAAGCTGCTGGTGGGCCCCAAGAAGGAGCGCCTGAACGTGAAGGTGGGCC
TGAGCAACAGCTTCGGCTTCGGCGGCCACAACAGCAGCATCCTGTTCGCCCCCTGCAACGTGTGA

SEQ ID NO: 47
Cuphea wrightii KASAI optimizada por codones con péptido de transito SAD P.moriformis
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ATGGGCCGCGGTGTCTCCCTTCCCCGGCCCAGGGTCGCGGTGCGCGCCCAGTCGGCGAGTCAGGTTTT
GGAGAGCTGTATTCCAGTGCCTGGTGGCCAGCTGCATCGACCCCTGCGACCAGTACCGCAGCAGCGLC
AGCCTGAGCTTCCTGGGCGACAACGGCTTCGCCAGCCTGTTCGGCAGCAAGCCCTTCATGAGCAACCG
CGGCCACCGCCGCCTGCGCCGCGCCAGCCACAGCGGCGAGGCCATGGCCGTGGCCCTGCAGCCCGLCLC
AGGAGGCCGGCACCAAGAAGAAGCCCGTGATCAAGCAGCGCCGCGTGGTGGTGACCGGCATGGGCGTG
GTGACCCCCCTGGGCCACGAGCCCGACGTGTTCTACAACAACCTGCTGGACGGCGTGAGCGGCATCAG
CGAGATCGAGACCTTCGACTGCACCCAGTTCCCCACCCGCATCGCCGGCGAGATCAAGAGCTTCAGCA

CCGACGGCTGGGTGGCCCCCAAGCTGAGCAAGCGCATGGACAAGTTCATGCTGTACCTGCTGALCCGLC
GGCAAGAAGGCCCTGGCCGACGGCGGCATCACCGACGAGGTGATGAAGGAGCTGGACAAGCGCAAGTG
CGGCGTGCTGATCGGCAGCGGCATGGGCGGCATGAAGGTGTTCAACGACGCCATCGAGGCCCTGCGLG
TGAGCTACAAGAAGATGAACCCCTTCTGCGTGCCCTTCGCCACCACCAACATGGGCAGCGCCATGCTG
GCCATGGACCTGGGCTGGATGGGCCCCAACTACAGCATCAGCACCGCCTGCGCCACCAGCAACTTICTG
CATCCTGAACGCCGCCAACCACATCATCCGCGGCGAGGCCGACATGATGCTGTGCGGCGGCAGCGACG
CCGTGATCATCCCCATCGGCCTGGGCGGCTTCGTGGCCTGCCGCGCCCTGAGCCAGCGCAACAGCGAC
CCCACCAAGGCCAGCCGCCCCTGGGACAGCAACCGCGACGGCTTCGTGATGGGCGAGGGCGCCGGLET
GCTGCTGCTGGAGGAGCTGGAGCACGCCAAGAAGCGCGGCGCCACCATCTACGCCGAGTTCCTGGGLG
GCAGCTTCACCTGCGACGCCTACCACATGACCGAGCCCCACCCCGAGGGCGCCGGCGTGATCCTGTGC
ATCGAGAAGGCCCTGGCCCAGGCCGGCGTGAGCAAGGAGGACGTGAACTACATCAACGCCCACGCCAC
CAGCACCAGCGCCGGCGACATCAAGGAGTACCAGGCCCTGGCCCGCTGCTTCGGCCAGAACAGCGAGC
TGCGCGTGAACAGCACCAAGAGCATGATCGGCCACCTGCTGGGCGCCGCCGGCGGCGTGGAGGCCGTG
ACCGTGGTGCAGGCCATCCGCACCGGCTGGATTCACCCCAACCTGAACCTGGAGGACCCCGACAAGGC
CGTGGACGCCAAGCTGCTGGTGGGCCCCAAGAAGGAGCGCCTGAACGTGCGAAGGTGGGCCTGAGCAACA
GCTTCGGCTTCGGCGGCCACAACAGCAGCATCCTGTTCGCCCCCTGCAACGTGTGA

SEQ ID NO: 48
Cuphea pulcherrima KASIV optimizada por codones

ATGCCCGCGGCCAGCTCGCTGCTGGCGTCCCCCCTGTGCACCTGGCTGCTGGCCGCGTGCATGAGCAC
CTCGTTCCACCCCTCCGACCCCCTGCCCCCCAGCATCTCGTCCCCCCGCCGCCGCCTGAGCCGLCGLL
GCATCCTGTCGCAGTGCGCCCCCCTGCCCTCCGCGAGCTCGGCCCTGCGCGGCTCCAGCTTCCACACC
CTGGTGACCTCGTATCTGGCGTGCTTCGAGCCCTGCCACGACTATTATACCAGCGCCTCCCTGTTCGG
CTCGCGCCCCATCCGCACCACCCGCCGCCACCGCCGCCTGAACCGCGCGAGCCCCTCGCGCGAGGCGA
TGGCGGTCGCCCTGCAGCCCGAGCAGGAGGTGACCACCAAGAAGAAGCCCTCCATCAAGCAGCGCCGC
GTCGTGGTCACCGGCATGGGCGTGGTCACCCCCCTGGGCCACGACCCCGACGTGTTCTATAACAACCT
GCTGGACGGCACCAGCGGCATCTCGGAGATCGAGACCTTCGACTGCGCGCAGTTCCCCACCCGCATCG
CCGGCGAGATCAAGTCCTTCAGCACCGACGGCTGGGTCGCGCCCAAGCTGTCGAAGCGCATGGACAAG
TTCATGCTGTATATGCTGACCGCCGGCAAGAAGGCGCTGACCGACGGCGGCATCACCGAGGACGTGAT
GAAGGAGCTGGACAAGCGCAAGTGCGGCGTCCTGATCGGCTCCGCGATGGGCGGCATGAAGGTGTTCA
ACGACGCGATCGAGGCCCTGCGCATCAGCTATAAGAAGATGAACCCCTTCTGCGTGCCCTTCGCGACC
ACCAACATGGGCTCGGCCATGCTGGCGATGGACCTGGGCTGGATGGGCCCCAACTATTCCATCAGCAC
CGCCTGCGCGACCTCGAACTTCTGCATCATGAACGCGGCCAACCACATCATCCGCGGCGAGGCGGACG
TCATGCTGTGCGGCGGCTCCGACGCCGTGATCATCCCCATCGGCATGGGCGGCTTCGTCGCGTGCCGL
GCCCTGAGCCAGCGCAACTCGGACCCCACCAAGGCGTCCCGCCCCTGGGACAGCAACCGCGACGGCTT
CGTGATGGGCGAGGGCGCCGGCGTCCTGCTGCTGGAGGAGCTGGAGCACGCGAAGAAGCGCGGLCGCCA
CCATCTATGCGGAGTTCCTGGGCGGCTCGTTCACCTGCGACGCCTATCACATGACCGAGCCCCACCCC
GACGGCGCCGGCGTGATCCTGTGCATCGAGAAGGCGCTGGCCCAGTCCGGCGTCAGCCGCGAGGACGT
GAACTATATCAACGCGCACGCCACCTCGACCCCCGCGGGCGACATCAAGGAGTATCAGGCCCTGATCC
ACTGCTTCGGCCAGAACCGCGAGCTGAAGGTCAACTCCACCAAGAGCATGATCGGCCACCTGCTGGGE
GCGGCGGGCGGCGTGGAGGCGGTCTCGGTGGTCCAGGCCATCCGCACCGGCTGGATCCACCCCAACAT
CAACCTGGAGAACCCCGACGAGGGCGTGGACACCAAGCTGCTGGTGGGCCCCAAGAAGGAGCGCCTGA
ACGTCAAGGTGGGCCTGTCCAACAGCTTCGGCTTCGGCGGCCACAACTCGTCCATCCTGTTCGCGCCC
TATATCTGA

SEQ ID NO: 49
Cuphea hookeriana KASIV optimizada por codones

170



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 744 868 T3

ATGGTGGCCGCCGCCGCCTCCAGCGCCTTCTTCCCCGTGCCCGCCCCCGGCGCCTCCCCCAAGCCCGG
CAAGTTCGGCAACTGGCCCTCCAGCCTGAGCCCCTCCTTCAAGCCCAAGTCCATCCCCAACGGCGGCT
TCCAGGTGAAGGCCAACGACAGCGCCCACCCCAAGGCCAACGGCTCCGCCGTGAGCCTGAAGAGCGGC
AGCCTGAACACCCAGGAGGACACCTCCTCCAGCCCCCCCCCCCGCACCTTCCTGCACCAGCTGCCCGA
CTGGAGCCGCCTGCTGACCGCCATCACCACCGTGTTCGTGAAGTCCAAGCGCCCCGACATGCACGACC
GCAAGTCCAAGCGCCCCGACATGCTGGTGGACAGCTTCGGCCTGGAGTCCACCGTGCAGGACGGCCTG

GTGTTCCGCCAGTCCTTCTCCATCCGCTCCTACGAGATCGGCACCGACCGCACCGCCAGCATCGAGAC
CCTGATGAACCACCTGCAGGAGACCTCCCTGAACCACTGCAAGAGCACCGGCATCCTGCTGGACGGCT
TCGGCCGCACCCTGGAGATGTGCAAGCGCGACCTGATCTGGGTGGTGATCAAGATGCAGATCAAGGTG
AACCGCTACCCCGCCTGGGGCGACACCGTGGAGATCAACACCCGCTTCAGCCGCCTGGGCAAGATCGG
CATGGGCCGCGACTGGCTGATCTCCGACTGCAACACCGGCGAGATCCTGGTGCGCGCCACCAGCGCCT
ACGCCATGATGAACCAGAAGACCCGCCGCCTGTCCAAGCTGCCCTACGAGGTGCACCAGGAGATCGTG
CCCCTGTTCGTIGGACAGCCCCGTGATCGAGGACTCCGACCTGAAGGTGCACAAGTTCAAGGTGAAGAC
CGGCGACAGCATCCAGAAGGGCCTGACCCCCGGCTGGAACGACCTGGACGTGAACCAGCACGTGTCCA
ACGTGAAGTACATCGGCTGGATCCTGGAGAGCATGCCCACCGAGGTGCTGGAGACCCAGGAGCTGTGC
TCCCTGGCCCTGGAGTACCGCCGCGAGTGCGGCCGCGACTCCGTGCTGGAGAGCGTGACCGCCATGGA
CCCCAGCAAGGTGGGCGTGCGCTCCCAGTACCAGCACCTGCTGCGCCTGGAGGACGGCACCGCCATCG
TGAACGGCGCCACCGAGTGGCGCCCCAAGAACGCCGGCGCCAACGGCGCCATCTCCACCGGCAAGACC
AGCAACGGCAACTCCGTGTCCATGTGA

SEQ ID NO: 50
Protheca moriformis (UTEX 1435) 5' Secuencia donante KAS1 alelo 1

gctcttectcaccgegtgaattgetgtcccaaacgtaagecatcategtggeteggtcacgegatecty
gatccggggatcctagaccgctggtggagagegetgecgteggattggtggecaagtaagattgegeag
gttggcgaagggagagaccaaaaccggaggctggaagcgggcacaacatcecgtattattgegtatagta
gagcagtggcagtcgcatttcgaggtccgecaacggatctegecaagetegectacgectcacagtaggaga
aaggggaccactgcccctgceccagaatggtecgegacectetecetegecggeccegectgcaacacgea
gtgcgtatccggcaagcgggctgtegecttcaaccgeccecatgttggegtecgggetegatcaggty
cgctgaggggggtttggtgtgececgegectetgggececgtgtecggecgtgeggacgtggggecctggg
cagtggatcagcagggtttgecgtgcaaatgcectataccggcgattgaatagegatgaacgggatacgg
ttgcgctcactccatgceccatgecgaccececgtttectgtecgecagecgtggtegeccgggetgegaage
gggaccccacccagegcattgtgatcaccggaatgggegtgggtace

SEQ ID NO: 51
Protheca moriformis (UTEX 1435) 3' Secuencia donante KAS1 alelo 1

gagctccacctgcatcecgectggegectcgaggacgecggegtctcgeccgacgaggtcaactacgtea
acgcgcacgccacctccaccctggtgggcgacaaggcecgaggtgegegeggtcaagteggtetttgge
gacatgaagggcatcaagatgaacgccaccaagtccatgatcgggecactgecctgggecgecgeccggegg
catggaggccgtcgccacgctcatggecatcecgcacecggetgggtgcaccecaccatcaaccacgaca
accccatcgccgaggtcgacggectggacgtecgtecgeccaacgeccaaggeccagcacaaaatcaacgte
gccatctccaactecttecggectteggegggecacaactecgtegtegectttgegecettecgegagta
ggcggagcgagcegegcttggctgaggagggaggcggggtgegageectttggectgegegegatactet
cceccgcacgagcagactccacgegectgaatctacttgtcaacgagcaacegtgtgttttgtcegtgg
ccattcttattatttctcecgactgtggcegtactetgtttggectgtgcaagcaccgaagagec

SEQ ID NO: 52
Protheca moriformis (UTEX 1435) 5' Secuencia donante KAS1 alelo 2
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gctcttcecgegcaagetcecgetacgectcacagtaggagataggggaccactgeccctgeccagaatggtceg
cgaccctgtcectegeccggececgectgecaacacgecagtgegtateccagecaagegggttgtegectte
aaccgccceccatgttggegtecgggetcgatcaggtgegetgaggggggtttggtgggeccgegectce
tgggccecgtgtcggecgtgeggacgtggggeccggggtagtggatcagecaggggttgecatgecaaatgce
ctataccggcgattgaatagcgatgaacgggatacggttgegetcactcecatgeccatgecgacececcgt
ttctgtcecgecageecgtggtegeccgagetgecgaagegggaccecacecagegecattgtgatcacegyg
aatgggcgtggectecgtgtttggcaacgatgtcgagaccttttacgacaagecttectggaaggaacga
gcggcgtggacctgatttecaggtgegtaggtecttggatgaatgegtctaggttgegaggtgactygg
ccaggaagcagcaggcttggggtttggtgttcectgatttectggtaatttgaggtttcattataagatte
tgtacggtcttgtttcecggggtacce

SEQ ID NO: 53 Protheca moriformis (UTEX 1435) 3' Secuencia donante KAS1 alelo 2

gagctccacctgcatceccgectggecgetcgaggacgeecggegtetecgeccgacgaggtcaactacgtea
acgcgcacgcecaccteccaccetggtgggecgacaaggecgaggtgegegeggtecaagteggtetttgge
gacatgaagggcatcaagatgaacgccaccaagtccatgatcgggcactgcctgggcgccgecggcecgyg
catggaggccgtcgccacgcectcatggecatceccgecaccggetgggtgecaccceccaccatcaaccacgaca
accccatcgecgaggtcgacggectggacgtcecgtcgecaacgecaaggcecccagcacaaaatcaacgte
gccatctccaactceccectteggettecggegggecacaactcecegtegtegectttgegeeccttecegegagta
ggcggagcgagcgcgcttggctgaggagggaggcggggtgcecgagecctttggectgegegecgatactcet
ccccgcacgagcagactccacgegcecctgaatctacttgtcaacgagcaaccgtgtgttttgteecgtgg
ccattcttattatttctccgactgtggecgtactctgtttggetgtgcaagecaccgaagagece

SEQ ID NO: 54
Prototheca moriformis (UTEX 1435) KASI-horquilla B

actagtcaTGGTCGCCCGGGCTGCGAAGCGGGACCCCACCCAGCGCATTGTGATCACCGGAATGGGCG
TGGCCTCCGTGTTTGGCAACGATGTCGAGACCTTTTACAgtgtgtttgagggttttggttgccecgtat
tgaggtcctggtggcgecgcatggaggagaaggegectgtececgetgacceccecggectacceteccgg
caccttceccagggcecgegtacgggatccTGTAAAAGGTCTCGACATCGTTGCCAAACACGGAGGCCACGC
CCATTCCGGTGATCACAATGCGCTGGGTGGGGTCCCGCTTCGCAGCCCGGGCGACCAaagett

SEQ ID NO: 55
Prototheca moriformis (UTEX 1435) KASI-horquilla C

actagtcaTTGACATCTCCGAGTTCCCGACCAAGTTTGCGGCGCAGATCACCGGCTTCTCCGTGGAGG
ACTGCGTGGACAAGAAGAACGCGCGGCGGTACGACGACGCGCTGTCGTACGCGATGGTGGCCTCCAAG
AAGGCCCTGCGCCAGGCGGGACTGGAGAAGGACAAGTGCCCCGAGGGCTACGGAGgtgtgtttgaggy
ttttggttgceccgtattgaggtcectggtggegecgecatggaggagaaggcecgectgteccecgetgacccecece
ccggctaccctcecceccecggecacctteccagggegegtacgggatccCTCCGTAGCCCTCGGGGCACTTGTCC
TTCTCCAGTCCCGCCTGGCGCAGGGCCTTCTTGGAGGCCACCATCGCGTACGACAGCGCGTCGTCGTA
CCGCCGCGCGTTCTTCTTGTCCACGCAGTCCTCCACGGAGAAGCCGGTGATCTGCGCCGCAAACTTGG
TCGGGAACTCGGAGATGTCAAaagctt

SEQ ID NO: 56
Prototheca moriformis (UTEX 1435) KASI-horquilla D
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actagtcaTGGGCGTGAGCACCTGCATCCGCCTGGCGCTCGAGGACGCCGGCGTCTCGCCCGACGAGG
TCAACTACGTCAACGCGCACGCCACCTCCACCCTGGTGGGCGACAAGGCCGAGGTGCGCGCGGTCAAG
TCGGTCTTTGGCGACATGAAGGGCATCAAGATgtgtgtttgagggttttggttgccecgtattgaggtce
ctggtggcgcgcatggaggagaaggcgcecctgtceccegectgaceccececggectaccctececggecacctte
cagggcgcgtacgggat ccATCTTGATGCCCTTCATGTCGCCAAAGACCGACTTGACCGCGCGCACCT
CGGCCTTGTCGCCCACCAGGGTGGAGGTGGCGTGCGCGTTGACGTAGTTGACCTCGTCGGGCGAGACG
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CCGGCGTCCTCGAGCGCCAGGCGGATGCAGGTGCTCACGCCCAaagett

SEQ ID NO: 57 Prototheca moriformis (UTEX 1435) KASI-horquilla E

actagtcaCAACCATCAACCACGACAACCCCATCGCCGAGGTCGACGGCCTGGACGTCGTCGCCAACG
CCAAGGCCCAGCACAAAATCAACGTCGCCATCTCCAACTCCTTCGgtgtgtttgagggttttggttgce
ccgtattgaggtectggtggegegecatggaggagaaggcgectgtceecgetgacccecccececggetaccce
tcceggcecaccttecagggegegtacgggat ccCGAAGGAGTTGGAGATGGCGACGTTGATTTTGTGCT
GGGCCTTGGCGTTGGCGACGACGTCCAGGCCGTCGACCTCGGCGATGGGGTTGTCGTGGTTGATGGTa
agctt

SEQ ID NO: 58
M. polymorpha FAE3 optimizada por codones (GenBank N° de acceso AAP74370)

ATGgactccecgcecgceccagaaccgegacggecggecgaggacgtgaagcaggagetgetgteecgeecggega
cgacggcaaggtgceccectgecccaccgtggeccatcggecatcecegecagegectgeccgacttectgecagt
ccgtgaacatgaagtacgtgaagctgggctaccactacctgatcacccacgecatgttectgetgace
ctgcccegecttettectggtggecgecgagateggeecgectgggeccacgagegecatctacegegaget
gtggacccacctgcacctgaacctggtgtccatcatggecctgetecctecgecctggtggecggecgeca
ccctgtacttecatgtcceccecgeccececgeccegtgtacctggtggagttecgectgectaccgeceecgacgag
cgcctgaaggtgtceccaaggacttettecctggacatgteccgecgecaccggectgttectectectecte
catggacttccagaccaagatcacccagcgcetecggectgggcgacgagacctacectgcecececeecgceca
tcectggcectececceeccccaaccectgecatgecgecgaggececgecgaggaggecgecatggtgatgttegge
gccctggacgagctgttecgagcagaccggegtgaageccaaggagatcggegtgetggtggtgaactyg
ctccetgttcaaccceccaccecctecatgtecgecatgatcgtgaaccactaccacatgecgeggecaaca
tcaagtccctgaacctgggcggecatgggetgcectcecegecggectgatectceccatcgacctggececgegac
ctgctgcaggtgcacggcaacacctacgccgtggtggtgtccaccgagaacatcaccctgaactggta
cttcggcgacgaccgctceccaagectgatgtceccaactgecatcectteegecatgggeggegecgeegtgetge
tgtccaacaagcgccgegagcecgecgecgegeccaagtacgagetgetgecacaccgtgegecacccacaag
ggcgccgacgacaagtgcettcecegetgegtgtaccaggaggaggactccaccggetcecectgggegtgte
cctgtceccecegecgagetgatggecgtggecggecaacgccctgaaggecaacatcaccaccctgggecccee
tggtgctgccectgtececgagcagatcecctgttettegectecectggtggececgecaagttectgaacatyg
aagatgaagccctacatccccgacttcaagetggecttcgagecacttcetgecatccacgecggecggecyg
cgccgtgectggacgagctggagaagaacctggacctgaccgagtggcacatggagecctececgeatga
ccctgtaccgetteggecaacacctectcectectececctgtggtacgagetggectacaccgaggeccag
ggccgcecgtgaagcgcecggcegaccgectgtggcagatecgecttecggeteecggettcaagtgeaacteege
cgtgtggcgcecgcecgetgecgecaccgtgaagecececgtgaacaacgectggtecgacgtgatecgaccget
tccececgtgaagectgecccagttcTGA

SEQ ID NO: 59
M. polymorpha FAE3 (GenBank N° de acceso AAP74370)
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MDSRAQNRDGGEDVKQELLSAGDDGKVPCPTVAIGIRQRLPDEFLOSVNMKYVKLGYHYLITHAMELLT
LPAFFLVAAETIGRLGHERIYRELWTHLHLNLVSIMACSSALVAGATLYFMSRPRPVYLVEFACYRPDE
RLKVSKDEFFLDMSRRTGLESSSSMDEFQTKITQRSGLGDETYLPPAILASPPNPCMREAREEAAMVME' G
ALDELFEQTGVKPKEIGVLVVNCSLENPTPSMSAMIVNHYHMRGNIKSLNLGGMGCSAGLISIDLARD
LLOVHGNTYAVVVSTENITLNWYFGDDRSKLMSNCIFRMGGAAVLLSNKRRERRRAKYELLHTVRTHK
GADDKCFRCVYQEEDSTGSLGVSLSRELMAVAGNALKANITTLGPLVLPLSEQILFFASLVARKE LNM
KMKPYIPDFKLAFEHFCIHAGGRAVLDELEKNLDLTEWHMEPSRMTLYREGNTSSSSLWYELAYTEAQ
GRVKRGDRLWQIAFGSGEFKCNSAVWRALRTVKPPVNNAWSDVIDREFPVKLPQF

SEQ ID NO: 60
Trypanosoma brucei ELO3 (GenBank N° de acceso AAX70673)

ATGctgatgaacttcggeggctcecctacgacgectacatcaacaacttccagggcaccttectggecga
gtggatgctggaccacccctcegtgceccctacatecgecggegtgatgtacctgatcctggtgetgtacy
tgcccaagtccatcatggcectceccagecceccctgaacctgegegecgecaacatcgtgtggaacctyg
ttcctgaccctgttctceccatgtgeggegectactacaccgtgeectacctggtgaaggecttcatgaa
cccecgagatcgtgatggeccgectccggcatcaagetggacgecaacacctcececccatcatcaccecact
ccggcttctacaccaccacctgegeectggeccgactecttctacttcaacggegacgtgggettctgyg
gtggccctgttegeectgtccaagatcecccgagatgatcgacaccgecttectggtgttccagaagaa
gccegtgatcttcectgecactggtaccaccacctgaccgtgatgetgttctgetggttcgectacgtge
agaagatctcctccggectgtggttcegectecatgaactactecgtgcactecatcatgtacctgtac
tacttcgtgtgcgecctgecggccaccgecgectggtgegececttecgececccatcatcaccttegtgea
gatcttccagatggtggtgggcaccatcgtggtgtgectacacctacaccgtgaagcacgtgectgggec
gctcctgcaccgtgaccgacttctccctgcacaccggectggtgatgtacgtgtcctacctgetgetyg

ttctcccagetgttctaccgectectacctgtcccecccgegacaaggecteccatceccccacgtggecge
cgagatcaagaagaaggagT@A

SEQ ID NO: 61 Trypanosoma brucei ELO3 (GenBank N° de acceso AAX70673)

MYPTHRDLILNNYSDIYRSPTCHYHTWHTLIHTPINELLFPNLPRECDFGYDIPYFRGQIDVEDGWSM
IHFTSSNWCIPITVCLCYIMMIAGLKKYMGPRDGGRAPIQAKNY I TAWNLFLSFFSFAGVYYTVPYHL
FDPENGLFAQGFYSTVCNNGAYYGNGNVGFFVWLEIYSKIFELVDTFFLLTIRKNPVIFLHWYHHLTVL
LYCWHAYSVRIGTGIWFATMNYSVHSVMYLYFAMTQYGPSTKKFAKKEFSKFITTIQILOMVVGIIVTE
AAMLYVTFDVPCYTSLANSVLGLMMYASYEFVLEVQOLYVSHYVSPKHVKQE

SEQ ID NO: 62 optimizada por codones Saccharomyces cerevisiae ELO1 (GenBank n° de acceso P39540)
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ATGgtgtccgactggaagaacttctgcecctggagaaggcctceccgcecttceccgececcaccatcgaccgecce
cttcttcaacatctacctgtgggactacttcaaccgcgecgtgggectgggeccaccgecggecgettee
agcccaaggacttcgagttcaccgtgggcaagcageccctgtceccecgageccecgecececgtgetgectgtte
atcgccatgtactacgtggtgatcttcggecggecgectcecctggtgaagtcecctgecaageeccecctgaagcet
gcgcttcatctcccaggtgecacaacctgatgectgaccteccecgtgtectecctgtggetgatecctgatgg
tggagcagatgctgcccatcgtgtaccgccacggectgtacttegecgtgtgcaacgtggagtectgg
acccagcccatggagaccctgtactacctgaactacatgaccaagttcecgtggagttcecgecgacaccgt
gctgatggtgctgaagcaccgcaagctgaccttcctgcacacctaccaccacggecgeccaccgecctge
tgtgctacaaccagctggtgggctacaccgececgtgacctgggtgeccecgtgaccctgaacctggecgtyg
cacgtgctgatgtactggtactacttcctgtccgectceccggecatcecgegtgtggtggaaggectgggt
gacccgcctgcagatcgtgecagttcatgectggacctgatecgtggtgtactacgtgectgtaccagaaga
tcgtggccgcectacttcaagaacgectgcaccecececcagtgecgaggactgectgggectceccatgaccgcec
atcgccgccggcecgeccgceccatcecctgacctectacctgttcectgttcecatcectecttctacatcgaggtgta
caagcgcggctceccgcectececggcaagaagaagatcaacaagaacaacT@

SEQ ID NO: 63 Saccharomyces cerevisiae ELO1 (GenBank n° de acceso P39540)

MVSDWKNECLEKASREFRPTIDRPEENIYLWDYEFNRAVGWATAGREFQPKDFEFTVGKQPLSEPRPVLLE
IAMYYVVIFGGRSLVKSCKPLKLREISQVHNLMLTSVSEFLWLILMVEQMLPIVYRHGLYFAVCNVESW
TOPMETLYYLNYMTKEVEFADTVLMVLKHRKLTFLHTYHHGATALLCYNQLVGYTAVIWVPVTLNLAV
HVLMYWYYFLSASGIRVWWKAWVTRLOIVQFMLDLIVVYYVLYQKIVAAYFKNACTPOQCEDCLGSMTA
IAAGAATLTSYLFLEFISEFYIEVYKRGSASGKKKINKNN

SEQ ID NO: 64

Brassica napus tioesterasa de acil-ACP optimizada por codones (GenBank N° de acceso CAA52070) con 3X FLAG

Tag

ATGctgaagctgtcctgcaacgtgaccaacaacctgcacaccttetecttettetecgactectceect
gttcatccccgtgaaccgceccecgcaccatcgeecgtgtectececgggegegectecccagetgecgcaageceyg
ccctggaccceccctgegegecgtgatectececgecgaccagggcectceccatetecceceeccgtgaactectgeace
cccgcecgaccgcctgecgegcecggecgectgatggaggacggctactecctacaaggagaagttcategt
gcgcectccectacgaggtgggcatcaacaagaccgecaccgtggagaccatcgeccaacctgectgcaggagg
tggcctgcaaccacgtgcagaagtgecggcttcetccaccgacggettcgeccaccaccetgaccatgege
aagctgcacctgatctgggtgaccgcccgecatgecacatcgagatctacaagtacccecgectggtcecga
cgtggtggagatcgagacctggtgccagteccgagggceccgcatcggcaccecgecgegactggatectge
gcgactccgccaccaacgaggtgatcggecgegecacctceccaagtgggtgatgatgaaccaggacacce
cgccgectgecagegegtgaccgacgaggtgecgecgacgagtacctggtgttetgececcegegagecceg
cctggecttcecccgaggagaacaactcectecctgaagaagatcecccaagectggaggaccecgcecccagt

actccatgctggagctgaagccccgecgecgceccgacctggacatgaaccagcacgtgaacaacgtgacce
tacatcggctgggtgctggagtccatcccccaggagatcatcgacacccacgagctgcaggtgatcac
cctggactaccgccgcgagtgccagcaggacgacatcgtggactcecctgaccaccteccgagatcceeg
acgaccccatctccaagttcaccggcaccaacggctccgecatgtcecctccatccagggeccacaacgag
tcccagttcecctgcacatgectgecgectgtccgagaacggccaggagatcaaccgecggecgecaccecagtyg
gcgcaagaagtcctcccgcATGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACATCGACT
ACAAGGACGACGACGACAAGTGA

SEQ ID NO: 65
Brassica napus tioesterasa de acil-ACP (Genbank N° de acceso CAA52070) con 3X FLAG Tag
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MLKLSCNVTNNLHTFSFFSDSSLEFIPVNRRTIAVSS@ERA SQLRKPALDPLRAVISADQGSISPVNSCT
PADRLRAGRLMEDGYSYKEKFIVRSYEVGINKTATVETIANLLOEVACNHVOKCGEFSTDGFATTLTMR
KLHLIWVTARMHIEIYKYPAWSDVVEIETWCQOSEGRIGTRRDWILRDSATNEVIGRATSKWVMMNQDT
RRLORVTDEVRDEYLVFCPREPRLAFPEENNSSLKKIPKLEDPAQY SMLELKPRRADLDMNQHVNNVT
YIGWVLESIPQEIIDTHELOVITLDYRRECQODDIVDSLTTSEIPDDPISKETGTNGSAMSSIQGHNE
SQFLHMLRLSENGQE INRGRTOQWRKKS SRMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK

SEQ ID NO: 66
Brassica napus tioesterasa de acil-ACP optimizada por codones (GenBank N° de acceso CAA52070), con péptido de
transito al cloroplasto de desaturasa de estearoil-ACP UTEX 250 (SAD) y 3X FLAG Tag
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ATGgccaccgcatccactttctecggecgttcaatgeccecgectgecggecgacctgegtecgecteggegggete
cgggccceccggcgceccagcgaggecccctcecccegtgecgecgggegegectecccagetgecgcaagecccgece
tggaccccctgcgecgecgtgatctcecgeccgaccagggctecatcteccecgtgaactecctgecaccecce
gccgaccgcctgcgcgceccggeccgectgatggaggacggectactecctacaaggagaagttcategtgeg
ctcctacgaggtgggcatcaacaagaccgccaccgtggagaccatcgceccaacctgectgecaggaggtgg
cctgcaaccacgtgcagaagtgcggcttctccaccgacggcttcgeccaccaccctgaccatgecgecaag
ctgcacctgatctgggtgaccgececgecatgcacatcgagatctacaagtaceceecgectggtecgacgt
ggtggagatcgagacctggtgccagtccgagggccgcatcggcacccgecgecgactggatectgegeg
actccgccaccaacgaggtgatcggccgecgeccacctccaagtgggtgatgatgaaccaggacacccgc
cgcctgcagcegcgtgaccgacgaggtgcgcgacgagtacctggtgttctgecceccecgecgageccecgect
ggccttccccgaggagaacaactcctcecctgaagaagatcecccaagetggaggacceccgeccagtact
ccatgectggagctgaagcecccgecgegecgacctggacatgaaccagecacgtgaacaacgtgaccetac
atcggctgggtgctggagtccatcccccaggagatcatcgacacccacgagectgcaggtgatcacect
ggactaccgccgcgagtgccagcaggacgacatcgtggactccctgaccaccteccgagatecccecgacy
accccatctccaagttcaccggcaccaacggctccgecatgtccteccateccagggeccacaacgagtcec
cagttcctgcacatgctgcgecctgtccgagaacggccaggagatcaaccgecggecgcacccagtggeg
caagaagtcctcccgcATGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACATCGACTACA
AGGACGACGACGACAAGTGA

SEQ ID NO: 67
Brassica napus tioesterasa de acil-ACP (GenBank N° de acceso CAA52070) con péptido de transito al cloroplasto de
desaturasa de estearoil-ACP UTEX 250 (SAD) y 3X FLAG® Tag

MATASTFSAFNARCGDLRRSAGSGPRRPARPLPVRGRA SQLRKPALDPLRAVISADQGSISPVNSCTP
ADRLRAGRLMEDGYSYKEKFIVRSYEVGINKTATVETIANLLOEVACNHVOKCGEF STDGFATTLTMRK
LHLIWVTARMHIEIYKYPAWSDVVEIETWCOSEGRIGTRRDWILRDSATNEVIGRATSKWVMMNQDTR
RLORVTDEVRDEYLVEFCPREPRLAFPEENNSSLKKIPKLEDPAQYSMLELKPRRADLDMNQHVNNVTY
IGWVLESIPQEIIDTHELQVITLDYRRECQQODDIVDSLTTSEIPDDPISKETGTNGSAMSSIQGHNES
QF LHMLRLSENGQEINRGRTQOQWRKKS SRMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK

SEQ ID NO: 68
C. tinctorius FATA optimizada por codones (GenBank N° de acceso AAA33019) con péptido de transito al cloroplasto
de desaturasa de estearoil-ACP UTEX 250 y 3X FLAG® Tag
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ATGgccaccgcatccactttctcggecgttcaatgececcgetgeggegacctgecgtecgectecggegggcte
cgggcccecggcgeccagegaggecccteccecegtgegegggegegecgccaccggecgagecagecctceg
gcgtggcctcecectgecgecgaggeccgacaaggagaagtcecctgggcaaccgectgegectgggecteectg
accgaggacggcctgtcctacaaggagaagttcecgtgatcecgectgectacgaggtgggecatcaacaagac
cgccaccatcgagaccatcgccaacctgctgecaggaggtgggecggecaaccacgeccagggegtgggct
tctccaccgacggcttcgeccaccaccaccaccatgegecaagectgecacctgatctgggtgaccgececgce
atgcacatcgagatctaccgctaccccecgectggteccgacgtgatcgagatcgagacctgggtgecaggg
cgagggcaaggtgggcacccgcecgegactggatcctgaaggactacgceccaacggecgaggtgatcggece
gcgccacctccaagtgggtgatgatgaacgaggacacccgecgcecctgcagaaggtgteccgacgacgtg
cgcgaggagtacctggtgttctgccecececgecaccctgecgectggecttecececcgaggagaacaacaactce
catgaagaagatccccaagctggaggaccccgceccgagtactecececgectgggectggtgececcgecget
ccgacctggacatgaacaagcacgtgaacaacgtgacctacatcggctgggccctggagtecatcceccece
cccgagatcatcgacacccacgagectgcaggeccatcaccctggactaccgecgecgagtgececagegega
cgacatcgtggactccctgacctcececgecgagececctgggecaacgecgecggegtgaagttcaaggaga
tcaacggctccgtgtcccecccaagaaggacgagcaggacctgtcececgettcatgcacctgectgecgectcece
gcecggctceccggectggagatcaaccgcectgecgecaccgagtggecgecaagaageccgecaagcgcATGGA
CTACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGGACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGACAAGTA

SEQ ID NO: 69
C. tinctorius FATA (GenBank N° de acceso AAA33019) con péptido de transito al cloroplasto de desaturasa de
estearoil-ACP UTEX 250

MATASTF SAFNARCGDLRRSAGSGPRRPARPLPVRGRA ATGEQPSGVASLREADKEKSLGNRLRLGSL
TEDGLSYKEKEVIRCYEVGINKTATIETIANLLOEVGGNHAQGVGE STDGFATTTTMRKLHLIWVTAR
MHIEIYRYPAWSDVIEIETWVQGEGKVGTRRDWILKDYANGEVIGRATSKWVMMNEDTRRLOKVSDDV
REEYLVFCPRTLRLAFPEENNNSMKKIPKLEDPAEYSRLGLVPRRSDLDMNKHVNNVTYIGWALESIP
PEIIDTHELQATITLDYRRECQRDDIVDSLTSREPLGNAAGVKFKEINGSVSPKKDEQDLSREMHLLRS
AGSGLEINRCRTEWRKKPAKRMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK

SEQ ID NO: 70
R. communis FATA optimizada por codones (Genbank N° de Acceso ABS30422) con una etiqueta de epitopo 3xFLAG

ATGctgaaggtgccctgctgcaacgccaccgaccccatceccagtcectgtecteccagtgecgettect
gacccacttcaacaaccgcccctacttcaccecgecgececteccateccecaccttcettectectecaaga
actcctccecgectcectgecaggecgtggtgtccgacatctectccgtggagteccgeecgectgegactcc
ctggccaaccgcectgcgectgggcaagetgaccgaggacggcttctectacaaggagaagttcategt
ggggcgcgcccgctectacgaggtgggecatcaacaagaccgecaccgtggagaccatcgecaacctge
tgcaggaggtgggctgcaaccacgcccagteccgtgggcttctccaccgacggcttcgeccaccaccacc
tccatgcgcaagatgcacctgatctgggtgaccgeccgecatgecacatecgagatctacaagtacceecge
ctggtccgacgtggtggaggtggagacctggtgeccagtccgagggccgecatcggecaccecgecgegact
ggatcctgaccgactacgccaccggccagatcatcggeecgegecaccteccaagtgggtgatgatgaac
caggacacccgceccgcctgcagaaggtgaccgacgacgtgcgecgaggagtacctggtgttctgececcyg
cgagctgcgectggcecttccccgaggagaacaaccgctcectccaagaagatctccaagetggaggace
ccgcccagtactccaagectgggectggtgececgecgegecgacctggacatgaaccagecacgtgaac
aacgtgacctacatcggctgggtgectggagtccatccceccaggagatcatcgacacccacgagetgea
gaccatcaccctggactaccgeccgecgagtgccagecacgacgacatcecgtggactccectgacctecgtgyg
agccctceccgagaacctggaggecgtgtccgagectgegeggcaccaacggctccgeccaccaccaccygcec
ggcgacgaggactgccgcaacttcectgecacctgectgcgectgtccggegacggectggagatcaaccyg

cggccgcaccgagtggecgcaagaagtccgcccgCATGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACAAGG
ACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGACAAGT®A
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SEQ ID NO: 71
R. communis FATA (Genbank N° de Acceso ABS30422) con una etiqueta de epitopo 3XFLAG®

MLKVPCCNATDPIQSLSSQCREFLTHEFNNRPYFTRRPSIPTEESSKNSSASLOAVVSDISSVESAACDS
LANRLRLGKLTEDGF SYKEKFIVG@ERA RSYEVGINKTATVETIANLLOQEVGCNHAQSVGE STDGFATTT
SMRKMHLIWVTARMHIEIYKYPAWSDVVEVETWCQOSEGRIGTRRDWILTDYATGQIIGRATSKWVMMN
ODTRRLOKVTDDVREEYLVFCPRELRLAFPEENNRS SKKISKLEDPAQYSKLGLVPRRADLDMNOQHVN
NVIYIGWVLESIPQEIIDTHELQTITLDYRRECQOHDDIVDSLTSVEPSENLEAVSELRGTNGSATTTA
GDEDCRNFLHLLRLSGDGLEINRGRTEWRKKSARMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK

SEQ ID NO: 72

G. mangostana FATAL optimizada por codones (GenBank N° de acceso AAB51523) con etiqueta de epitopo FLAG®

3X

ATGctgaagctgtcctcecctceccecgecteccececectggeeccgecatececcecacccgecccecgecccaactecat
cccceccececegceatcecatcecgtggtgtcectectectecteccaaggtgaaccececctgaagaccgaggecgtgg
tgtcctceccggectggecgaccgectgecgectgggectceccctgaccgaggacggectgtecctacaaggag
aagttcatcgtgcgctgctacgaggtgggcatcaacaagaccgeccaccgtggagaccatcgecaacct
gctgcaggaggtgggctgcaaccacgcccagtccgtgggctactccaccggecggcecttctccaccaccce
ccaccatgcgcaagctgcecgectgatctgggtgaccgececgecatgecacatcgagatctacaagtacccece
gcctggtccgacgtggtggagatcgagtecctggggeccagggecgagggcaagatcggecaccecgecgega
ctggatcctgcgcgactacgccaccggccaggtgatcggeecgegecaccteccaagtgggtgatgatga
accaggacacccgceccgcectgcagaaggtggacgtggacgtgecgegacgagtacctggtgecactgececcce
cgcgagctgcgcectggcecttcececccgaggagaacaactcecteecctgaagaagatctceccaagectggagga
cccctcecceccagtactccaagectgggectggtgeccecgeccgecgecgacctggacatgaaccagecacgtga
acaacgtgacctacatcggctgggtgctggagtccatgeccccaggagatcatcgacacccacgagctg
cagaccatcaccctggactaccgccgecgagtgccagcacgacgacgtggtggactccecctgacctececece
cgagccctccgaggacgeccgaggecgtgttcaaccacaacggecaccaacggcecteecgecaacgtgtecyg
ccaacgaccacggctgccgcaacttcecctgcacctgctgegectgteccggecaacggectggagatcaac
cgcggccgcaccgagtggcecgcaagaageccaccCgCATGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACAA
GGACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGACAAGTA

SEQ ID NO: 73
G. mangostana FATAL (GenBank N° de acceso AAB51523) con etiqueta de epitopo FLAG® 3X eta

MLKLSSSRSPLARIPTRPRPNSIPPRIIVVSSSSSKVNPLKTEAVVSSGLADRLRLGSLTEDGLSYKE
KEIVRCYEVGINKTATVETIANLLQEVGCNHAQSVGYSTGGE STTPTMRKLRLIWVTARMHIEIYKYP
AWSDVVEIESWGQGEGKIGTRRDWILRDYATGQVIGRATSKWVMMNQDTRRLOKVDVDVRDEYLVHCP
RELRLAFPEENNSSLKKISKLEDPSQYSKLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESMPQEITIDTHEL
QTITLDYRRECQHDDVVDSLTSPEPSEDAEAVENHNGTNGSANVSANDHGCRNFLHLLRLSGNGLEIN
RGRTEWRKKPTRMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK

SEQ ID NO: 74
Theobroma cacao FATAL optimizada por codones con etiqueta de epitopo FLAG® 3X
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ATGctgaagctgtcctectgcaacgtgaccgaccagecgeccaggecctggeccagtgecgettecctgge
cccceccgeccecttctecttecgetggegcaccececgtggtggtgtcctgectcecccctecteccgec
ccaacctgtcccceccctgcaggtggtgctgtccggecagecagecaggeecggcatggagetggtggagtec
ggctccggctcecctggeccgaccgectgecgectgggetcectgaccgaggacggectgtectacaagga

gaagttcatcgtgcgctgctacgaggtgggcatcaacaagaccgeccaccgtggagaccatcgeccaace
tgctgcaggaggtgggctgcaaccacgeccagtecegtgggectactccaccgacggettecgecacecace
cgcaccatgcgcaagctgcacctgatctgggtgaccgececcgecatgcacatcgagatctacaagtacce
cgcctggtcececgacgtgatcgagatcgagacctggtgceccagtccgagggecgecatcggcacccgeccgecg
actggatcctgaaggacttcggcaccggcgaggtgatcggeccgecgeccacctccaagtgggtgatgatyg
aaccaggacacccgccgcectgcagaaggtgtccgacgacgtgegecgaggagtacctggtgttctgece
ccgcgagctgcecgectggecttecececcgaggagaacaacaactcecectgaagaagatcgeccaagectggacyg
actccttccagtactccecgectgggectgatgeccececgecgegecgacctggacatgaaccagecacgtyg
aacaacgtgacctacatcggctgggtgctggagtccatgceccccaggagatcatcgacacccacgagcet
gcagaccatcaccctggactaccgccgcgagtgccagecaggacgacgtggtggactccctgacctcecce
ccgagcaggtggagggcaccgagaaggtgtceccgcececatccacggecaccaacggct ccgeccgeccgecccgce
gaggacaagcaggactgccgccagttcctgcacctgctgegectgtcectceccgacggeccaggagatcaa
ccgcggccgcaccgagtggecgecaagaagcecccgcCcgCATGGACTACAAGGACCACGACGGCGACTACA
AGGACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGACAAGT®A

SEQ ID NO: 75
Theobroma cacao FATAL con etiqueta de epitopo FLAG® 3X

MLKLSSCNVTDQROQALAQCRFLAPPAPEFSFRWRTPVVVSCSPSSRPNLSPLOVVLSGQQQAGMELVES
GSGSLADRLRLGSLTEDGLSYKEKFIVRCYEVGINKTATVETIANLLOEVGCNHAQSVGYSTDGEFATT
RTMRKLHLIWVTARMHIEIYKYPAWSDVIEIETWCOSEGRIGTRRDWILKDEGTGEVIGRATSKWVMM
NODTRRLOKVSDDVREEYLVFCPRELRLAFPEENNNSLKKIAKLDDSFQYSRLGLMPRRADLDMNQHV
NNVTYIGWVLESMPOEIIDTHELOQTITLDYRRECQODDVVDSLTSPEQVEGTEKVSATIHGTNGSAAAR
EDKQODCRQFLHLLRLSSDGQEINRGRTEWRKKPARMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK

SEQ ID NO: 76
UTEX 1439, UTEX 1441, UTEX 1435, UTEX 1437 Prototheca moriformis

TGTTGAAGAATGAGCCGGCGACTTAAAATAAATGGCAGGCTAAGAGAATTAATAACTCGAAACCTAAG
CGAAAGCAAGTCTTAATAGGGCGCTAATTTAACAAAACATTAAATAARATCTAAAGTCATTTATTTTA
GACCCGAACCTGAGTGATCTAACCATGGTCAGGATGAAACTTGGGTGACACCAAGTGGAAGTCCGAAC
CGACCGATGTTGAAAAATCGGCGGATGAACTGTGGTTAGTGGTGAAATACCAGTCGAACTCAGAGCTA
GCTGGTTCTCCCCGAAATGCGTTGAGGCGCAGCAATATATCTICGTCTATCTAGGGGTAAAGCACTGTT
TCGGTGCGGGCTATGAAAATGGTACCAAATCGTGGCAAACTCTGAATACTAGAAATGACGATATATTA
GTGAGACTATGGGGGATAAGCTCCATAGTCGAGAGGGAAACAGCCCAGACCACCAGTTAAGGCCCCAA
AATGATAATGAAGTGGTAAAGGAGGTGAAAATGCAAATACAACCAGGAGGTTGGCTTAGAAGCAGCCA
TCCTTTAAAGAGTGCGTAATAGCTCACTG

SEQ ID NO: 77
Cu PSR23 LPAAT2-1

MATAAAAVIFLFGLIFFASGLIINLFQALCEFVLIRPLSKNAYRRINRVFAELLLSELLCLEDWWAGAK
LKLFTDPETFRLMGKEHALVIINHMTELDWMVGWVMGQHEFGCLGSITISVAKKSTKE LPVLGWSMWE SE
YLYLERSWAKDKSTLKSHIERLIDYPLPFWLVIFVEGTRETRTKLLAAQQYAVSSGLPVPRNVLIPRT
KGFVSCVSHMRSEVPAVYDVTVAFPKTSPPPTLLNLFEGQSIMLHVHIKRHAMKDLPESDDAVAEWCR
DKEVEKDALLDKHNAEDTESGOEVCHSGSROLKSLLVVISWVVVTTEFGALKFLOWS SWKGKAF SAIGL
GIVTLLMHVLILSSQAERSNPAEVAQAKLKTGLSISKKVTDKEN
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SEQ ID NO: 78
CuPSR23 LPAAT3-1

MATAAAAVIVPLSLLFEVSGLIVNLVOAVCEVLIRPLSKNTYRRINRVVAELLWLELVWLIDWWAGVK
IKVETDHETFHLMGKEHALVICNHKSDIDWLVGWVLGQRSGCLGSTLAVMKKS SKELPVLGWSMWE SE
YLFLERSWAKDEITLKSGLNRLKDYPLPFWLALFVEGTRETRAKLLAAQQYAASSGLPVPRNVLIPRT
KGEFVSSVSHMRSEVPAIYDVIVAIPKTSPPPTLIRMEKGQOSSVLHVHLKRHLMKDLPESDDAVAQWCR
DIFVEKDALLDKHNAEDTFSGQOELOQETGRPIKSLLVVISWAVLEVEFGAVKFLOWSSLLSSWKGLAEFSG
IGLGVITLLMHILILFSQSERSTPAKVAPAKPKNEGESSKTEMEKEK

SEQ ID NO: 79
Aecuencia de aminoacido para CuPSR23 LPPATX:

MEIPPHCLCSPSPAPSQLYYKKKKHAILQTQTPYRYRVSPTCFAPPRLRKQHPYPLPVLCYPKLLHE'S
OQPRYPLVRSHLAFAGVAYRPGYELLGKIRGVCEFYAVTAAVALLLFQCMLLLHPFVLLFDPFPRKAHHT
IAKLWSICSVSLEFYKIHIKGLENLPPPHSPAVYVSNHOSFLDIYTLLTLGRTFKFISKTEIFLYPIIG
WAMYMLGTIPLKRLDSRSQLDTLKRCMDLIKKGASVFFFPEGTRSKDGKLGAFKKGAF STAAKSKVPV
VPITLIGTGKIMPPGSELTVNPGTVOVIIHKPIEGSDAEAMCNEARATISHSLDD

SEQ ID NO: 80
Secuencia de ADNc para la region de codificacion CuPSR23 LPAATX

ATGGAGATCCCGCCTCACTGTCTCTGTTCGCCTTCGCCTGCGCCTTCGCAATTGTA
TTACAAGAAGAAGAAGCATGCCATTCTCCAAACTCAAACTCCCTATAGATATAG
AGTTTCCCCGACATGCTTTGCCCCCCCCCGATTGAGGAAGCAGCATCCTTACCCT
CTCCCTGTCCTCTGCTATCCAAAACTCCTCCACTTCAGCCAGCCTAGGTACCCTCT
GGTTAGATCTCATTTGGCTGAAGCTGGTGTTGCTTATCGTCCAGGATACGAATTA
TTAGGAAAAATAAGGGGAGTGTGTTTCTATGCTGTCACTGCTGCCGTTGCCTTGC
TTCTATTTCAGTGCATGCTCCTCCTCCATCCCTTTGTGCTCCTCTTCGATCCATTTC
CAAGAAAGGCTCACCATACCATCGCCAAACTCTGGTCTATCTGCTCTGTTTCTCTT
TTTTACAAGATTCACATCAAGGGTTTGGAAAATCTTCCCCCACCCCACTCTCCTGC
CGTCTATGTCTCTAATCATCAGAGTTTTCTCGACATCTATACTCTCCTCACTCTCG
GTAGAACCTTCAAGTTCATCAGCAAGACTGAGATCTTTCTCTATCCAATTATCGG
TTGGGCCATGTATATGTTGGGTACCATTCCTCTCAAGCGGTTGGACAGCAGAAGC
CAATTGGACACTCTTAAGCGATGTATGGATCTCATCAAGAAGGGAGCATCCGTCT
TTTTCTTCCCAGAGGGAACACGAAGTAAAGATGGGAAACTGGGTGCTTTCAAGA
AAGGTGCATTCAGCATCGCAGCAAAAAGCAAGGTTCCTGTTGTGCCGATCACCCT
TATTGGAACTGGCAAGATTATGCCACCTGGGAGCGAACTTACTGTCAATCCAGGA
ACTGTGCAAGTAATCATACATAAACCTATCGAAGGAAGTGATGCAGAAGCAATG
TGCAATGAAGCTAGAGCCACGATTTCTCACTCACTTGATGATTAA

SEQ ID NO: 81
Secuencia de ADNc para la regién de codificacion CuPSR23 LPAAT 2-1
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ATGGCGATTGCAGCGGCAGCTGTCATCTTCCTCTTCGGCCTTATCTTCTTCGCCTC
CGGCCTCATAATCAATCTCTTCCAGGCGCTTTGCTTTGTCCTTATTCGGCCTCTTT
CGAAAAACGCCTACMGGAGAATAAACAGAGTTTTTGCAGAATTGTTGTTGTCGG
AGCTTTTATGCCTATTCGATTGGTGGGCTGGTGCTAAGCTCAAATTATTTACCGAC
CCTGAAACCTTTCGCCTTATGGGCAAGGAACATGCTCTTGTCATAATTAATCACA
TGACTGAACTTGACTGGATGGTTGGATGGGTTATGGGTCAGCATTTTGGTTGCCT
TGGGAGCATAATATCTGTTGCGAAGAAATCAACAAAATTTCTTCCGGTATTGGGG
TGGTCAATGTGGTTTTCAGAGTACCTATATCTTGAGAGAAGCTGGGCCAAGGATA
AAAGTACATTAAAGTCACATATCGAGAGGCTGATAGACTACCCCCTGCCCTTCTG
GTTGGTAATTTTTGTGGAAGGAACTCGGTTTACTCGGACAAAACTCTTGGCAGCC
CAGCAGTATGCTGTCTCATCTGGGCTACCAGTGCCGAGAAATGTTTTGATCCCAC
GTACTAAGGGTTTTGTTTCATGTGTAAGTCACATGCGATCATTTGTTCCAGCAGTA
TATGATGTCACAGTGGCATTCCCTAAGACTTCACCTCCACCAACGTTGCTAAATC
TTTTCGAGGGTCAGTCCATAATGCTTCACGTTCACATCAAGCGACATGCAATGAA
AGATTTACCAGAATCCGATGATGCAGTAGCAGAGTGGTGTAGAGACAAATTTGT
GGAAAAGGATGCTTTGTTGGACAAGCATAATGCTGAGGACACTTTCAGTGGTCA
AGAAGTTTGTCATAGCGGCAGCCGCCAGTTAAAGTCTCTTCTGGTGGTAATATCT

TGGGTGGTTGTAACAACATTTGGGGCTCTAAAGTTCCTTCAGTGGTCATCATGGA
AGGGGAAAGCATTTTCAGCTATCGGGCTGGGCATCGTCACTCTACTTATGCACGT
ATTGATTCTATCCTCACAAGCAGAGCGGTCTAACCCTGCGGAGGTGGCACAGGC
AAAGCTAAAGACCGGGTTGTCGATCTCAAAGAAGGTAACGGACAAGGAAAACTA
G

SEQ ID NO: 82
Secuencia de ADNc para la regién de codificacion CuPSR23 LPAAX 3-1

ATGGCGATTGCTGCGGCAGCTGTCATCGTCCCGCTCAGCCTCCTCTTCTTCGTCTC
CGGCCTCATCGTCAATCTCGTACAGGCAGTTTGCTTTGTACTGATTAGGCCTCTGT
CGAAAAACACTTACAGAAGAATAAACAGAGTGGTTGCAGAATTGTTGTGGTTGG
AGTTGGTATGGCTGATTGATTGGTGGGCTGGTGTCAAGATAAAAGTATTCACGGA
TCATGAAACCTTTCACCTTATGGGCAAAGAACATGCTCTTGTCATTTGTAATCAC
AAGAGTGACATAGACTGGCTGGTTGGGTGGGTTCTGGGACAGCGGTCAGGTTGC
CTTGGAAGCACATTAGCTGTTATGAAGAAATCATCAAAGTTTCTCCCGGTATTAG
GGTGGTCAATGTGGTTCTCAGAGTATCTATTCCTTGAAAGAAGCTGGGCCAAGGA
TGAAATTACATTAAAGTCAGGTTTGAATAGGCTGAAAGACTATCCCTTACCCTTC
TGGTTGGCACTTTTTGTGGAAGGAACTCGGTTCACTCGAGCAAAACTCTTGGCAG
CCCAGCAGTATGCTGCCTCTTCGGGGCTACCTGTGCCGAGAAATGTTCTGATCCC
GCGTACTAAGGGTTTTGTTTCTTCTGTGAGTCACATGCGATCATTTGTTICCAGCCA
TATATGATGTTACAGTGGCAATCCCAAAGACGTCACCTCCACCAACATTGATAAG
AATGTTCAAGGGACAGTCCTCAGTGCTTCACGTCCACCTCAAGCGACACCTAATG
AAAGATTTACCTGAATCAGATGATGCTGTTGCTCAGTGGTGCAGAGATATATTCG
TCGAGAAGGATGCTTTGTTGGATAAGCATAATGCTGAGGACACTTTCAGTGGCCA
AGAACTTCAAGAAACTGGCCGCCCAATAAAGTCTCTTCTGGTTGTAATCTCTTGG
GCGGTGTTGGAGGTATTTGGAGCTGTGAAGTTTCTTCAATGGTCATCGCTGTTAT
CATCATGGAAGGGACTTGCATTTTCGGGAATAGGACTGGGTGTCATCACGCTACT
CATGCACATACTGATTTTATTCTCACAATCCGAGCGGTCTACCCCTGCAAAAGTG
GCACCAGCAAAGCCAAAGAATGAGGGAGAGTCCTCCAAGACGGAAATGGAAAA
GGAAAAGTAG

181



ES 2 744 868 T3

SEQ ID NO: 83

Secuencia de ADNc para CuPSR23 LPAATX region de codificacion optimizada por codones para Prototheca
moriformis
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ATGgagatccecceccactgectgtgcteececteccecgeccectcccagcetgtactacaagaagaagaageacgceatce

ctgcagacccagaccccctaccgctaccgegtgteccccacctgcttcgeeececceccgectgegecaageageaccectacce
cctgccegtgctgtgctaccccaagcetgctgeacttctcccagecccgcetacceectggtgegceteccacctggecgaggecg

gegtggcectaccgececggetacgagcetgctgggcaagatccgeggegtgtgctictacgecgtgaccgecgeegtggeect
gctgctgttccagtgcatgctgctgctgecaccccttcgtgcetgctgttcgaccecttcccccgeaaggceccaccacaccatcge

caagctgtggtccatctgciccgtgtecctgtictacaagatccacatcaagggectggagaacctgcccecccccccacteee

ccgecgtgtacgtgtccaaccaccagtecttcctggacatctacaccctgctgaccctgggcecgeaccttcaagttcatctecca
agaccgagatcttcctgtaccccatcatcggcetgggcecatgtacatgcetgggeaccatccccctgaagegcectggacteeeg

ctcccagcetggacaccctgaagegctgecatggacctgatcaagaagggcgcectecgtgttcticttccccgagggeacccgce
tccaaggacggcaagctgggcgccttcaagaagggcegccttctccatcgecgecaagteccaaggtgeccgtggtgceccatce
accctgatcggcaccggcaagatcatgccccccggctecgagcetgaccgtgaaccccggeaccgtgeaggtgatcatceecac
aagcccatcgagggctcecgacgccgaggecatgtgecaacgaggccecgegecaccatcteccactecectggacgacTGA

SEQ ID NO: 84

Secuencia de ADNc para CuPSR23 LPAAT 2-1 regién de codificacién optimizada por codones para Prototheca
moriformis

ATGgcgatcgeggecgeggceggtgatcttcctgtteggectgatcticttcgectecggectgatecatcaacctgttccagge
gctgtgcttcgtectgatccgeccectgteccaagaacgcctaccgecgeatcaaccgcgtgticgeggagcetgcetgctgteeg
agctgctgtgcctgttcgactggtgggcgggcgcgaagctgaagctgticaccgaccccgagacgticcgectgatgggea
aggagcacgccctggtcatcatcaaccacatgaccgagctggactggatggtgggctgggtgatgggccagcacttcgge
tgcctgggcteccatcatcteccgtcgecaagaagtccacgaagticctgeecgtgcetgggcetggtececatgtggtictecgagta
cctgtacctggagcgctectgggccaaggacaagtcecaccctgaagtceccacatcgagegectgatcgactaccccctgecce
ttctggctggteatcttcgtcgagggcacccgcticacgegecacgaagcetgcetggeggeccageagtacgeggtetecteeg
gcectgecegtecceccgeaacgtectgatecceccecgeacgaagggcticgtetectgegtgtecccacatgegcetecttcgtececeg
cggtgtacgacgtcacggtggcgttccccaagacgtccccecceccccacgcetgctgaacctgttcgagggccagtccateat
gctgcacgtgcacatcaagcgcecacgccatgaaggacctgcecgagtccgacgacgeegtcgeggagtggtgecgegac
aagttcgtcgagaaggacgccctgctggacaagcacaacgcggaggacacgttctccggecaggaggtgtgcecactecg
gctececgecagcetgaagteectgetggtegtgatctectgggtegtggtgacgacgttcggegecctgaagttecctgeagtgg
tectectggaagggcaaggcegttctecgecatecggcectgggceatcgtcaccectgcetgatgcacgtgctgatectgtecteeeca

ggccgagcgctccaaccccgecgaggtggceccaggcecaagcetgaagaccggcectgtecatectccaagaaggtgacggac
aaggagaacTGA

SEQ ID NO: 85

Secuencia de ADNc para la region de codificacion CuPSR23 LPAAXx 3-1 optimizada por codones para Prototheca
moriformis
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ATGgccatcgeggeggceegeggtgategtgececctgteectgctgttcttcgtgteceggectgategtecaacctggtgecagge
cglctgcttcgtectgatccgeccectgtccaagaacacgtaccgecgeatcaaccgegtggtegeggagcetgctgtggctgg
agctggtgtggctgatcgactggtgggcgggcgtgaagatcaaggtcttcacggaccacgagacgttccacctgatgggce

aaggagcacgccctggtcatctgcaaccacaagtccgacatcgactggctggtcggctgggtectgggecagcegcetececggce
tgcctgggctccaccctggcggtecatgaagaagtcctccaagttcctgcecgtectgggctggtececatgtggttcteccgagta

cctgttcctggagcegctectgggccaaggacgagatcacgcetgaagtccggectgaaccgectgaaggactacceectgec
cttctggctggcgctgticgtggagggcacgcgcttcacccgegegaagcetgcetggeggegecageagtacgecgcegtectcec
ggcctgcecegtgecccgeaacgtgcetgatccecccgeacgaagggcticgtgtectecgtgtecccacatgegcetecettcgtgece
gcgatctacgacgtcaccgtggccatccccaagacgtcecceccecececccacgcetgatecgeatgttcaagggecagteeciceg

tgctgcacgtgcacctgaagcgccacctgatgaaggacctgecccgagtccgacgacgecgtcgegeagtggtgecgegac

atcttcgtggagaaggacgcgctgctggacaagcacaacgccgaggacaccttctccggeccaggagctgcaggagaccg
gccgcecccatcaagteectgetggtegteatctectgggceegtectggaggtgttcggegecgtecaagttecctgecagtggtect
ccetgctgtectectggaagggcectggcegttctccggceateggectgggcegtgatcaccctgcetgatgecacatectgatectgt
tctecccagtecgagcegcteccaccececgecaaggtggeccccgegaagceccaagaacgagggcgagtecteccaagaccgag
atggagaaggagaag TGA

SEQ ID NO: 86

Secuencia de acidos nucléicos de codificacion 14: O-tioesterasa ACP, Cuphea palustris (cpal FATB2, AAC49180
adhesion) que contiene un péptido de transito heterélogo extendido desde C. protothecoides y una extension N-
terminal de 41 aminoacidos derivada de la secuencia nativa Cpal FATB2 en constructo D1481 [pSZ2479]
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GCGCACCCCAAGGCGAACGGCAGCGCGGTGTCGCTGAAGTCGGGCTCCCTGGAGACCCAGGAGGACAA
GACGAGCAGCTCGTCCCCCCCCCCCCGCACGTTCATCAACCAGCTGCCCGTGTGGAGCATGCTGCTGT
CGGCGGTGACCACGGTCTTCGGCGTGGCCGAGAAGCAGTGGCCCATGCTGGACCGCAAGTCCAAGCGC
CCCGACATGCTGGTCGAGCCCCTGGGCGTGGACCGCATCGTCTACGACGGCGTGAGCTTCCGCCAGTC
GTTCTCCATCCGCAGCTACGAGATCGGCGCCGACCGCACCGCCTCGATCGAGACGCTGATGAACATGT
TCCAGGAGACCTCCCTGAACCACTGCAAGATCATCGGCCTGCTGAACGACGGCTTCGGCCGCACGCCC

GAGATGTGCAAGCGCGACCTGATCTGGGTCGTGACCAAGATGCAGATCGAGGTGAACCGCTACCCCAC
GTGGGGCGACACCATCGAGGTCAACACGTGGGTGAGCGCCTCGGGCAAGCACGGCATGGGCCGCGACT
GGCTGATCTCCGACTGCCACACCGGCGAGATCCTGATCCGCGCGACGAGCGTCTGGGCGATGATGAAC
CAGAAGACCCGCCGCCTGTCGAAGATCCCCTACGAGGTGCGCCAGGAGATCGAGCCCCAGTTCGTCGA
CTCCGCCCCCGTGATCGTGGACGACCGCAAGTTCCACAAGCTGGACCTGAAGACGGGCGACAGCATCT
GCAACGGCCTGACCCCCCGCTGGACGGACCTGGACGTGAACCAGCACGTCAACAACGTGAAGTACATC
GGCTGGATCCTGCAGTCGGTCCCCACCGAGGTGTTCGAGACGCAGGAGCTGTGCGGCCTGACCCTGGA
GTACCGCCGCGAGTGCGGCCGCGACTCCGTGCTGGAGAGCGTCACGGCCATGGACCCCTCGAAGGAGG
GCGACCGCTCCCTGTACCAGCACCTGCTGCGCCTGGAGGACGGCGCGGACATCGTGAAGGGCCGCACC
GAGTGGCGCCCCAAGAACGCCGGCGCCAAGGGCGCCATCCTGACGGGCAAGACCAGCAACGGCAACTC
GATCTCCTGA

SEQ ID NO: 87

Secuencia de acido amino de 14: O-tioesterasa ACP, Cuphea palustris (CPAL FATB2, adhesion AAC49180) que
contiene un péptido de transito heter6logo extendido desde C. protothecoides y una extension N-terminal de 41
aminoacidos derivada de la secuencia nativa Cpal FATB2 codificada por constructo D1481 [pSZ2479]

AHPKANGSAVSLKSGSLETQEDKTSSSSPPPRTE INQLPVWSMLLSAVTTVEGVAEKQOWP
MLDRKSKRPDMLVEPLGVDRIVYDGVSEFROSEFSIRSYEIGADRTASIETLMNMEQETSLN
HCKIIGLLNDGFGRTPEMCKRDLIWVVTKMOIEVNRYPTWGDTIEVNTWVSASGKHGMGR
DWLISDCHTGEILIRATSVWAMMNOQKTRRLSKIPYEVROQEIEPQFVDSAPVIVDDRKEHK
LDLKTGDSICNGLTPRWTDLDVNQHVNNVKYIGWILOSVPTEVEFETQELCGLTLEYRREC
GRDSVLESVTAMDPSKEGDRSLYQHLLRLEDGAD IVKGRTEWRPKNAGAKGAILTGKTSN
GNSIS

SEQ ID No: 88
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Secuencia de acido nucleico de codificacion de 14: O-tioesterasa ACP, Cuphea palustris (Cpal FATB2, adhesién
AAC49180) que contiene un péptido de transito heterélogo extendido de C. protothecoides, una extension N-terminal
de 41 aminoacidos derivada de la secuencia nativa FATB2 Cpal, y una etiqueta de epitopo FLAG C-terminal en
constructo D1482 [pSZ2480]

GCGCACCCCAAGGCGAACGGCAGCGCGGTGTCGCTGAAGTCGGGCTCCCTGGAGACCCAGGAGGACAA
GACGAGCAGCTCGTCCCCCCCCCCCCGCACGTTCATCAACCAGCTGCCCGTGTGGAGCATGCTGCTGT
CGGCGGTGACCACGGTCTTCGGCGTGGCCGAGAAGCAGTGGCCCATGCTGGACCGCAAGTCCAAGCGC
CCCGACATGCTGGTCGAGCCCCTGGGCGTGGACCGCATCGTCTACGACGGCGTGAGCTTCCGCCAGTC
GTTCTCCATCCGCAGCTACGAGATCGGCGCCGACCGCACCGCCTCGATCGAGACGCTGATGAACATGT
TCCAGGAGACCTCCCTGAACCACTGCAAGATCATCGGCCTGCTGAACGACGGCTTCGGCCGCACGCCC
GAGATGTGCAAGCGCGACCTGATCTGGGTCGTGACCAAGATGCAGATCGAGGTGAACCGCTACCCCAC
GTGGGGCGACACCATCGAGGTCAACACGTGGGTGAGCGCCTCGGGCAAGCACGGCATGGGCCGCGACT
GGCTGATCTCCGACTGCCACACCGGCGAGATCCTGATCCGCGCGACGAGCGTCTGGGCGATGATGAAC
CAGAAGACCCGCCGCCTGTCGAAGATCCCCTACGAGGTGCGCCAGGAGATCGAGCCCCAGTTCGTCGA
CTCCGCCCCCGTGATCGTGGACGACCGCAAGTTCCACAAGCTGGACCTGAAGACGGGCGACAGCATCT
GCAACGGCCTGACCCCCCGCTGGACGGACCTGGACGTGAACCAGCACGTCAACAACGTGAAGTACATC
GGCTGGATCCTGCAGTCGGTCCCCACCGAGGTGTTCGAGACGCAGGAGCTGTGCGGCCTGACCCTGGA
GTACCGCCGCGAGTGCGGCCGCGACTCCGTGCTGGAGAGCGTCACGGCCATGGACCCCTCGAAGGAGG
GCGACCGCTCCCTGTACCAGCACCTGCTGCGCCTGGAGGACGGCGCGGACATCGTGAAGGGCCGCACC
GAGTGGCGCCCCAAGAACGCCGGCGCCAAGGGCGCCATCCTGACGGGCAAGACCAGCAACGGCAACTC
GATCTCCatggactacaaggaccacgacggcgactacaaggaccacgacatcgactacaaggacgacyg
acgacaagtga

SEQ ID NO: 89

Secuencia de aminoéacido de 14: O-tioesterasa ACP, Cuphea palustris (CPAL FATB2, adhesion AAC49180) que
contiene un péptido de transito heterélogo extendido de C. protothecoides, una extension N-terminal de 41
aminoacidos derivada de la secuencia FATB2 Cpal nativa, y una etiqueta de epitopo FLAG C-terminal codificada por
constructo D1482 [pSZ2480]
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AHPKANGSAVSLKSGSLETQEDKTSSSSPPPRTFINQLPVWSMLLSAVITVEGVAEKQOWP
MLDRKSKRPDMLVEPLGVDRIVYDGVSFROSEFSIRSYEIGADRTASIETLMNMEFQETSLN
HCKIIGLLNDGEGRTPEMCKRDLIWVVTKMQIEVNRYPTWGDTIEVNTWVSASGKHGMGR
DWLISDCHTGEILIRATSVWAMMNQKTRRLSKIPYEVROQEIEPQFVDSAPVIVDDRKEHK
LDLKTGDSICNGLTPRWIDLDVNQHVNNVKYIGWILOSVPTEVEETQELCGLTLEYRREC
GRDSVLESVTAMDPSKEGDRSLYQHLLRLEDGADIVKGRTEWRPKNAGAKGATILTGKTSN
GNSISMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de microalgas oleaginosas del género Prototheca, que comprende opcionalmente un gen de la invertasa
de sacarosa exdgena de manera que la célula puede crecer en sacarosa como Unica fuente de carbono, la célula
comprende un gen heterélogo exégeno que codifica una enzima LPAAT activo, la célula productora de un aceite
consistente en triglicéridos, en el que el aceite es, en virtud de la actividad LPAAT:

(a) enriquecido en triglicéridos con acidos grasos de cadena media; o
(b) enriquecido en triglicéridos del tipo saturado-insaturado-saturado.

2. La célula de la reivindicacién 1, en la que los triglicéridos del aceite comprenden 40, 50, 60, 70, o 80% o mas de
C8: 0, C10: 0, C12: 0, C14: 0, 0 C16: 0 acidos grasos.

3. La célula de la reivindicacion 1 o 2, donde la célula comprende ademas:

(a) un gen exdgeno que codifica una tioesterasa de acil-ACP graso activo, y, opcionalmente, los triglicéridos
del aceite estan enriquecidos en acidos grasos de cadena media por mayor que 70%, como consecuencia
de la expresion de la LPAAT exdgena y tioesterasa de acil-ACP;

(b) &cidos nucleicos recombinantes que pueden funcionar para codificar una enzima exoégena KAS | o KAS
IV o para reducir la actividad de una enzima enddgena KAS I; y/

(c) acidos nucleicos que pueden funcionar para reducir la expresion de una desaturasa de 4cido graso delta
12, opcionalmente a través de un promotor regulable, a fin de producir un aceite con acidos linoleico y
linolénico por un total de 5 por ciento en area o0 menos por FAME GC/FID.

4. La célula de la reivindicacion 1, en la que el aceite se enriquece en SOS, POS, y/o POP, opcionalmente en el que
el aceite comprende triglicéridos que contienen al menos 50% de SOS y, opcionalmente, menos del 10% SSS.

5. La célula de la reivindicacion 4, que comprende ademas:

(a) un knockout o knockdown de un gen de desaturasa de estearoil-ACP, tioesterasa de acil-ACP graso de
genes, 0 ambos; y/o
(b) &cidos nucleicos recombinantes operables para aumentar actividad de sintasa cetoacil-ACP (KAS).

6. La célula de la reivindicacion 4 0 5, en la que:

(a) la relacion de estearato de oleato en el aceite es de 3: 1 + 20%;

(b) POP, SOS, y POS en el aceite comprenden al menos 30% en suma;

(c) el aceite comprende al menos 30% POS;

(d) el aceite comprende POP a 16%+20%, POS a 38%+20%, y SOS en 23% + 20%; y/o
(e) el perfil de acidos grasos del aceite comprende acido araquidico 1 a 4%.

7. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en la que:

(a) la célula comprende ademas &cidos nucleicos que pueden funcionar para reducir la expresién de una
desaturasa de acido graso delta 12, opcionalmente a través de un promotor regulable, a fin de producir un
aceite con linoleico y linolénico por un total de 5 por ciento de area o menos;

(b) el aceite tiene mas de 65% de SOS, menos de 45% de acido graso insaturado, menos del 5% de acidos
grasos poliinsaturados, menos de 1% de acido laurico, y los acidos grasos trans de menos de 2%; y/o

(c) la LPAAT tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78 o SEQ ID NO: 79 o una secuencia que
tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 78 o SEQ ID NO: 79.

8. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la célula es Prototheca moriformis.

9. Un método para producir un aceite que comprende proporcionar o cultivar una célula de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8, y la extraccion del aceite, la célula se cultiva heterétrofa.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el aceite comprende uno o mas de: al menos 10%
ergosterol; ergosterol y B-sitosterol, donde la relacion de ergosterol a B-sitosterol es mayor que 25: 1; ergosterol y
brasicasterol; ergosterol, brasicasterol, y poriferasterol; y en el que el aceite es opcionalmente libre de uno o mas de
B-sitosterol, campesterol, y estigmasterol.

11. El método de la reivindicacion 10 en el que el aceite (a) forma cristales B-polimorfos, opcionalmente en el que los
cristales tienen una estructura 2L laminillas o una estructura 3L laminillas; o (b) en donde las formas de
petréleocristales B-polimorfo, opcionalmente en donde los cristales tienen una estructura de laminillas 2L o una
estructura de laminillas 3L.
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12. El método de la reivindicacion 10 o 11, en el que:

(a) los triglicéridos tienen un perfil de &acidos grasos caracterizado porque la suma del porcentaje de
estearato y palmitato es igual al porcentaje de oleato multiplicado por 2,0 +/- 40%;

(b) el aceite tiene mas que 65% de triglicéridos SOS, acido graso insaturado de menos de 45%, menos de
5% de acidos grasos insaturados, menos de 1% de acido laurico, y menos de 2% de acidos grasos trans;
(c) la suma del estearato y palmitato en el perfil de acidos grasos es el doble del porcentaje de oleato, + 20%,
opcionalmente en el que el perfil sn-2 tiene al menos 40% de oleato;

(d) el aceite es al menos 40, 50, 60, 70, 80, 0 90% de SOS; y/o

(e) el aceite es un plato de acortamiento que tiene una temperatura de fusiéon de entre 30°C y 40°C,
opcionalmente:

(i) que comprende cristales 8’ polimorficos;

(i) que tiene un contenido de grasa sélida de menos de 15% a 35°C; y/o

(iii) que comprende 15 a 20% de C8 a C14 de 4cidos grasos, &cidos grasos de 45-50% de C16 y
mas, y/o acidos grasos insaturados de 30-25%.

13. Un método en el que el aceite obtenido por el método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 se utiliza
para producir un alimento, combustible o producto quimico.

14. Un constructo, vector, cromosoma o célula huésped que comprende &cidos nucleicos que codifican una proteina
que tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 77 a 79, que tiene opcionalmente % de identidad, al menos
95% de identidad o al menos 98% de identidad a SEQ ID NO: 77 a 79.

15. El constructo, vector, cromosoma, o célula huésped de la reivindicacion 14, que comprende &cidos nucleicos que

tienen al menos 80, 90, 95, 96, 97, 98, 0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 80-85 o secuencias
equivalentes en virtud de la degeneracion del codigo genético.
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