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DESCRIPCION

Genes de A-4-desaturasa y usos de los mismos.
Antecedentes de la invencion
Campo técnico

La presente invencion se refiere a la identificacion y aislamiento de genes que codifican enzimas (por ejemplo, A4-
desaturasa de Thraustochytrium aureum, A4-desaturasa de Schizochytrium aggregatum y A4-desaturasa de Isochrysis
galbana) implicadas en la sintesis de dcidos grasos poliinsaturados y a los usos de los mismos. En particular, la A4-
desaturasa cataliza la conversién de, por ejemplo, dcido adrénico (22:4n-6) en 4cido w6-docosapentaenoico (22:5n-
6) y la conversion del 4dcido w3-docosapentaenoico (22:5n-3) en dcido docosahexaenoico (22:6n-3). Después, los
productos convertidos pueden utilizarse como sustratos en la produccién de otros dcidos grasos poliinsaturados (AGP).
El producto u otros dcidos grasos poliinsaturados pueden afiadirse a composiciones farmacéuticas, composiciones
nutricionales, piensos animales, asi como a otros productos tales como cosméticos.

Informacion antecedente

Las desaturasas son criticas en la produccion de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga que tienen muchas
funciones importantes. Por ejemplo, los dcidos grasos poliinsaturados (AGP) son componentes importantes de la
membrana plasmadtica de una célula, donde se encuentran en forma de fosfolipidos. También sirven como precursores
para prostaciclinas, eicosanoides, leucotrienos y prostaglandinas de mamiferos.

Ademais, los AGP son necesarios para el desarrollo apropiado del cerebro del lactante en desarrollo, asi como para
la formacién y reparacién de tejidos. En vista de la importancia biolégica de los AGP, se han realizado intentos de
producirlos, asi como intermedios que conducen a su produccién de una forma eficaz.

El documento WO 98/46764 describe la produccion de AGP de cadena larga, tales como DHA, usando células
vegetales recombinantes que expresan desaturasas de dcidos grasos, por ejemplo, A5-, A6- y Al2-desaturasa de Mor-
tierella alpina. Dicho documento describe aceites vegetales producidos por las células recombinantes y composiciones
que comprenden el aceite o una fraccién del mismo, por ejemplo, formulas para lactantes, complementos dietéticos
y sustitutos dietéticos. La Patente de Estados Unidos N° 5.340.742 describe la produccién de lipidos con elevadas
concentraciones de dcido w3-docosapentaenoico y DHA mediante el cultivo de Thraustochytrium 'y Schizochytrium y
el uso de estos lipidos como aditivos alimentarios o en productos farmacéuticos.

Varias enzimas, mds particularmente desaturasas y elongasas, estdn implicadas en la biosintesis de AGP (véase
la Figura 1). Por ejemplo, la elongasa (elo) cataliza la conversion del acido y-linolénico (GLA) en acido dihomo-y-
linolénico (DGLA) y del 4cido estearidénico (18:4n-3) en dcido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4n-3). El dcido linoleico
(LA, 18:2n-9,12 6 18:2n-6) se produce a partir del acido oleico (18:1-A9) por una Al2-desaturasa. E1 GLA (18:3n-
6,9,12) se produce a partir del 4cido linoleico por una A6-desaturasa.

Debe sefialarse que los animales no pueden desaturar mds alld de la posicién A9 y, por lo tanto, no pueden convertir
el 4cido oleico en 4cido linoleico. Asimismo, el dcido y-linolénico (ALA, 18:3n-9,12,15) no puede sintetizarse por
mamiferos. Sin embargo, el dcido y-linolénico puede convertirse en dcido estearidonico (STA, 18:4n-6,9,12,15) por
una A6-desaturasa (véase la publicacion PCT WO 96/13591 y The FASEB Journal, Resimenes, Parte 1, Resumen
3093, pagina A532 (Experimental Biology 98, San Francisco, CA, 18-22 de abril de 1998); véase también la Patente
de Estados Unidos N° 5.552.306), seguido de su elongacion en acido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4n-8,11,14,17) en
mamiferos y algas. Después, este dcido graso poliinsaturado (es decir, 20:4n-8,11,14,17) puede convertirse en dcido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-5,8,11,14,17) por una A5-desaturasa. Después, el EPA puede convertirse a su vez en
acido w3-docosapentaenoico (22:5n-3) por una elongasa. Nunca se ha descrito el aislamiento de una enzima, o de su
gen codificante, responsable de la conversion del 4dcido w3-docosapentaenoico en dcido docosahexaenoico (22:6n-3).
Se han propuesto dos rutas para esta conversion (véase la Figura 1 y Sprecher, H., Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care,
Vol. 2, pags. 135-138, 1999). Una de ellas implica a una sola enzima, una A4-desaturasa tal como la de la presente
invencién. En la ruta de n-6, el 4cido linoleico de la dieta puede convertirse en dcido adrénico a través de una serie
de etapas de desaturacion y elongacion en mamiferos (véase la Figura 1). Se postula que la produccién del dcido w6-
docosapentaenoico a partir del dcido adrénico estd mediada por la A6-desaturasa que se ha analizado anteriormente.

En el documento WO 98/46764 y Sprecher H. et al., J. Lipid Research, vol. 36, n° 12, diciembre de 1995, pags.
2471-2477, se ha propuesto, pero no se ha demostrado, la existencia de una A4-desaturasa que cataliza la conversién
del 4cido w3-docosapentaenoico en DHA y/o del dcido adrénico en w6-docosapentaenoico. Sprecher H. et al. conclu-
yen que la biosintesis de DHA en animales implica la elongacién del 4cido adrénico y/o docosapentaenoico en el dcido
de 24 carbonos correspondiente, la desaturacién por una A6-desaturasa y la S-oxidacidn, en lugar de la desaturacién
directa por una A4-desaturasa.

Otros eucariotas, incluyendo hongos y plantas, tienen enzimas que desaturan en el carbono 12 (véase la publicacion
PCT WO 94/11516 y la Patente de Estados Unidos N° 5.443.974) y en el carbono 15 (véase la publicacion PCT WO
93/11245). Por lo tanto, los dcidos grasos poliinsaturados fundamentales de animales proceden de la dieta y/o de la
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desaturacion y elongacién del dcido linoleico o del dcido y-linolénico. En vista de estas dificultades, es de un interés
significativo aislar genes implicados en la sintesis de AGP a partir de especies que producen de forma natural estos
dcidos grasos y expresar estos genes en un sistema microbiano, vegetal o animal que puede alterarse para proporcionar
la produccién de cantidades comerciales de uno o méds AGP.

En vista de la discusion anterior, existe una clara necesidad para la enzima A4-desaturasa, los genes respectivos
que codifican esta enzima, asi como para los métodos recombinantes de produccion de esta enzima. Ademads, existe
la necesidad de aceites que contengan niveles de AGP por encima de los presentes de forma natural, asi como los
enriquecidos en nuevos AGP. Dichos aceites pueden prepararse solamente por aislamiento y expresion del gen o genes
de la A4-desaturasa.

Sumario de la invencion

La presente invencion incluye una secuencia de nucleétidos aislada que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido que tiene actividad A4-desaturasa. La secuencia de aminoécidos del polipéptido tiene una
identidad de secuencia de al menos el 70% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo constituido por
la SEC ID N° 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N° 20, SEC ID N°: 21, SEC ID N° 37, SEC ID N 46 y SEC ID N*
55. Ademds, en particular, la presente invencién incluye una secuencia de nucleétidos aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene actividad A4-desaturasa, en la que la secuencia de
aminodcidos de dicho polipéptido tiene una identidad de al menos el 70% con la secuencia de aminodacidos de la SEC
ID N°: 55.

Ademads, la presente invencion incluye una secuencia de nucledtidos aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo constituido por la SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 15 y SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 36, SEC
ID N°: 45 y SEC ID N° 54. En particular, la presente invencién incluye una secuencia de nucleétidos aislada que
comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos el 70% con la secuencia de nucleétidos
de la SEC ID N°: 54.

Cada una de las secuencias descritas anteriormente codifica una A4-desaturasa funcionalmente activa que utiliza
un dcido graso monoinsaturado o poliinsaturado como sustrato. Las secuencias de nucleétidos pueden obtenerse, por
ejemplo, a partir de un hongo o un alga. En particular, cuando la secuencia de nucleétidos comprende la SEC ID
N°: 14, SEC ID N°: 15, SEC ID N° 16, SEC ID N°: 17 o SEC ID N°: 45, puede obtenerse, por ejemplo, del hongo
Thraustochytrium aureum. La secuencia que comprende la SEC ID N°: 36 puede obtenerse, por ejemplo, del hongo
Schizochytrium aggregatum. La secuencia que comprende la SEC ID N°: 54 puede obtenerse, por ejemplo, del alga
Isochrysis galbana. La presente invencion también incluye una proteina purificada codificada por las secuencias de
nucleétidos mencionadas anteriormente.

En particular, la presente invencidon también incluye un polipéptido purificado que desatura 4cidos grasos po-
liinsaturados en el carbono 4 y tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 70%
con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo constituido por la SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 19, SEC
ID N°: 20, SEC ID N°: 21, SEC ID N° 37, SEC ID N° 46 y SEC ID N° 55. En particular, la presente invencién
también incluye un polipéptido purificado que desatura 4cidos grasos poliinsaturados en el carbono 4 y tiene una se-
cuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 70% con la secuencia de aminodcidos de la SEC ID
N°: 55.

Ademés, la presente invencion incluye un Método de produccién de una A4-desaturasa que comprende las etapas
de: aislar una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 70% con una secuencia de aminodcidos
seleccionada del grupo constituido por la SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 21, SEC ID N*:
37, SEC ID N°: 46 y SEC ID N°: 55 (o una identidad de al menos el 70% con la secuencia de aminoécidos de la SEC
ID N°: 55) o que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo constituido por la SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 36, SEC
ID N°: 45 y SEC ID N°: 54 (o que tiene, en particular, una identidad de secuencia de al menos el 70% con la SEC
ID N°: 54); construir un vector que comprende: i) la secuencia de nucleétidos aislada unida operativamente a ii) un
promotor; e introducir dicho vector en una célula hospedadora durante un tiempo y en condiciones suficientes para la
expresion de la desaturasa. La célula hospedadora puede ser, por ejemplo, una célula eucariota o una célula procariota.
En particular, la célula procariota puede ser, por ejemplo, de E. coli, cianobacterias o B. subtilis. La célula eucariota
puede ser, por ejemplo, una célula de mamifero, una célula de insecto, una célula vegetal o una célula de hongo (por
ejemplo, una célula de levadura tal como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Candida spp.,
Lipomyces starkey, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces spp., Hansenula spp., Trichoderma spp. o Pichia spp.).

Ademds, la presente invencién también incluye un vector que comprende: una secuencia de nucledtidos aislada
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que
tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 70% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
constituido por la SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 37, SEC ID N*: 46 y
SEC ID N°: 55 (o, en particular, una identidad de aminodcidos de al menos el 70% con la SEC ID N°: 55) o que tiene
una identidad de secuencia de al menos el 70% con una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo constituido
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por la SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 36, SEC ID N°*: 45 y SEC ID N*:
54 (o, en particular, una identidad de al menos el 70% con la SEC ID N°: 54), unida operativamente a un promotor. La
invencién también incluye una célula hospedadora que comprende este vector. La célula hospedadora puede ser, por
ejemplo, una célula eucariota o una célula procariota. Las células eucariotas y células procariotas adecuadas son como
se han definido anteriormente.

Ademds, la presente invencion también incluye una célula vegetal, planta o tejido vegetal que comprende el vector
anterior, en la que la expresion de la secuencia de nucle6tidos del vector da como resultado la produccién de un acido
graso poliinsaturado por la célula vegetal, planta o tejido vegetal. El dcido graso poliinsaturado puede seleccionarse,
por ejemplo, del grupo constituido por dcido w6-docosapentaenoico o dcido docosahexaenoico.

Ademds, la presente invencién también incluye una planta transgénica que comprende el vector anterior, en la que
la expresion de la secuencia de nucleétidos del vector da como resultado la produccién de un 4cido graso poliinsaturado
en las semillas de la planta transgénica.

La presente invencién también incluye un método (“primer método”) para producir un 4cido graso poliinsaturado
que comprende las etapas de: aislar una secuencia de nucleétidos que comprende o que es complementaria a una se-
cuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de
secuencia de aminodcidos de al menos el 70% con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo constituido
por la SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 46 y SEC ID
N°: 55 (y, en particular, una identidad de secuencia de aminodcidos de al menos el 70% con la SEC ID N°: 55) o
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo
constituido por la SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16 y SEC ID N° 17, SEC ID N°: 36, SEC ID N
45 y SEC ID N°: 54 (y, en particular, de al menos el 70% con respecto a la SEC ID N°: 54); construir un vector que
comprende la secuencia de nucleétidos aislada; introducir el vector en el interior de una célula hospedadora durante un
tiempo y en condiciones suficientes para la expresion de la A4-desaturasa; y exponer la A4-desaturasa expresada a un
acido graso poliinsaturado sustrato para convertir el sustrato en un dcido graso poliinsaturado producto. El 4cido graso
poliinsaturado sustrato puede ser, por ejemplo, dcido adrénico o 4cido w3-docosapentaenoico y el 4cido graso poliin-
saturado producto puede ser, por ejemplo, dcido w6-docosapentaenoico o dcido docosahexaenoico, respectivamente.
Este método puede comprender ademads la etapa de exponer el 4cido graso poliinsaturado producto a otra enzima (por
ejemplo, una A4-desaturasa, una elongasa u otra desaturasa) para convertir el dcido graso poliinsaturado producto en
otro 4cido graso poliinsaturado (es decir, “segundo” método). En este método que contiene la etapa adicional (es decir,
“segundo” método), el dcido graso poliinsaturado producto puede ser, por ejemplo, dcido w6-docosapentaenoico y el
“otro” 4cido graso poliinsaturado puede ser dcido docosahexaenoico.

Ademas, la presente invencién incluye un método de produccién de un acido graso poliinsaturado que comprende
las etapas de: exponer un dcido graso poliinsaturado sustrato a una o mds enzimas seleccionadas del grupo constituido
por una desaturasa y una elongasa para convertir el sustrato en un 4cido graso poliinsaturado producto; y exponer el
dcido graso poliinsaturado producto a una A4-desaturasa que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo constituido por la SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 37, SEC
ID N°: 46 y SEC ID N°: 55, para convertir el 4cido graso poliinsaturado producto en un 4cido graso poliinsaturado
producto final.

Por ejemplo, un 4cido graso poliinsaturado sustrato (por ejemplo, dcido eicosapentaenoico) puede exponerse a
una elongasa o desaturasa (por ejemplo, MELO4 u otras elongasas o desaturasas de importancia en la ruta biosintéti-
ca) para convertir el sustrato en un dcido graso poliinsaturado producto (por ejemplo, dcido w3-docosapentaenoico).
Después, el dcido graso poliinsaturado producto puede convertirse en un dcido graso poliinsaturado producto “final”
(por ejemplo, 4cido docosahexaenoico) por exposicidn a la A4-desaturasa de la presente invencidn (véase la Figura
1). Por lo tanto, la A4-desaturasa se utiliza en la dltima etapa del método para generar el producto deseado “final”.
Como otro ejemplo, se puede exponer dcido linoleico a una A6-desaturasa para generar acido y-linolénico (GLA) vy,
después, exponer el GLA a una elongasa y después a una A5-desaturasa para generar el dcido araquidénico (AA). Des-
pués, el AA puede exponerse a una elongasa para convertirlo en dcido adrénico. Por ultimo, el 4dcido adrénico puede
exponerse a una A4-desaturasa para convertirlo en dcido w6-docosapentaenoico (véase la Figura 1). Por lo tanto, el
método implica la utilizacidn de un sustrato de dcido linoleico y una serie de enzimas desaturasa y elongasa, ademas
de la Ad-desaturasa, para lograr el producto final. Mediante el uso de un método similar, también se puede convertir
el AGP sustrato, dcido y-linolénico, en dcido docosahexaenoico. De nuevo, se usan diversas desaturasas y elongasas
para lograr, en ultima instancia, el dcido w3-docosapentaenoico que después se expone a una o mas A4-desaturasas de
la presente invencién para convertirlo en dcido docosahexaenoico. (Los sustratos posibles incluyen los que se mues-
tran en la Figura 1, por ejemplo, dcido linoleico, dcido y-linolénico, 4dcido esteariddnico, dcido araquidénico, acido
dihomo-y-linolénico, 4cido adrénico, dcido eicosapentaenoico y dcido eicosatetraenoico).

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 ilustra la ruta biosintética de dcidos grasos y el papel de la A4-desaturasa en esta ruta.

La Figura 2 ilustra una comparacién de aminoacidos de A4-desaturasas producidas por cuatro plasmidos diferentes
(SEC ID N°: 18, SECID N°: 19, SEC ID N°: 20 y SEC ID N°: 21).
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La Figura 3 ilustra la secuencia de nucleétidos que codifica la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC
34304) del plasmido pRTAS5 (SEC ID N°: 14).

La Figura 4 ilustra la secuencia de nucleétidos que codifica la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC
34304) del pldsmido pRTA6 (SEC ID N°: 15).

La Figura 5 ilustra la secuencia de nucleétidos que codifica la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC
34304) del plasmido pRTA7 (SEC ID N°: 16).

La Figura 6 ilustra la secuencia de nucleétidos que codifica la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC
34304) del plasmido pRTAS8 (SEC ID N°: 17).

La Figura 7 ilustra la secuencia de aminodcidos de la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC 34304)
del plasmido pRTAS (SEC ID N°: 18).

La Figura 8 ilustra la secuencia de aminodcidos de la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC 34304)
del plasmido pRTA6 (SEC ID N°: 19).

La Figura 9 ilustra la secuencia de aminodcidos de la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC 34304)
del plasmido pRTA7 (SEC ID N°: 20).

La Figura 10 ilustra la secuencia de aminoécidos de la A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC 34304)
del plasmido pRTA8 (SEC ID N°: 21).

La Figura 11 ilustra las secuencias de nucleétidos y aminoacidos descritas en la presente memoria.
La Figura 12 ilustra la secuencia de aminodcidos codificada por el gen de la elongasa MEL04 de un ratén.

La Figura 13 ilustra la secuencia de ADN de la supuesta A4-desaturasa de ssa.con (SEC ID N°: 24) generada a
partir de los clones saa9 y saa5 de S. aggregatum (ATCC 28209) (véase el Ejemplo VI).

La Figura 14 ilustra la secuencia de aminodcidos (SEC ID N°: 25) de la supuesta A4-desaturasa codificada por la
secuencia de ADN de ssa.con de S. aggregatum (ATCC 28209) (véase el Ejemplo VI).

La Figura 15 ilustra el alineamiento de los aminodcidos procedentes de la traduccidn de las fases de lectura abierta
del ADN de ssa.con de S. aggregatum (ATCC 28209) (SEC ID N°: 25) y pRTA7 (SEC ID N°: 68) (véase el Ejemplo
VD).

La Figura 16 ilustra la secuencia de ADN de la A4-desaturasa de pRSA 1 (SEC ID N°: 36) de S. aggregatum
(ATCC 28209) (véase el Ejemplo VII).

La Figura 17 ilustra la secuencia de aminodcidos (SEC ID N°: 37) de la A4-desaturasa codificada por la secuencia
de ADN de pRSA1 de S. aggregatum (ATCC 28209) (véase Ejemplo VII).

La Figura 18 ilustra la secuencia de ADN de la A4-desaturasa de pRTA11 (SEC ID N°: 45) de T. aureum (BICC
7091) (véase el Ejemplo VII).

La Figura 19 ilustra la secuencia de aminodcidos (SEC ID N°: 46) de la supuesta A4-desaturasa codificada por la
secuencia de ADN de pRTA11 de T. aureum (BICC 7091) (véase el Ejemplo VII).

La Figura 20 ilustra la secuencia de ADN de la A4-desaturasa de Isochrysis galbana (CCMP1323) (SEC ID N°:
54) presente en el clon pRIG6 (véase el Ejemplo IX).

La Figura 21 ilustra la secuencia de aminodcidos (SEC ID N°: 55) de la A4-desaturasa codificada por la secuencia
de ADN de pRIG6 de Isochrysis galbana (CCMP1323) (véase el Ejemplo IX).

La Figura 22 ilustra el porcentaje de identidad entre la nueva A4-desaturasa de 1. galbana (CCMP 1323) (SEC ID
N°: 69) y la Ad-desaturasa de Thraustochytrium aureum (ATCC 34304) (SEC ID N°: 70).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se refiere a las secuencias de nucleétidos y de aminodcidos traducidas del gen de la A4-
desaturasa procedente del hongo Thraustochytrium aureum (BICC 7091), del hongo Schizochytrium aggregatum y
del alga Isochrysis galbana. Ademas, la presente invencidn también incluye usos de estos genes y de las enzimas
codificadas por estos genes. Por ejemplo, los genes y las enzimas correspondientes pueden usarse en la produccién de
acidos grasos poliinsaturados tales como, por ejemplo, dcido w6-docosapentaenoico y/o acido docosahexaenoico, que
pueden afiadirse a composiciones farmacéuticas, composiciones nutricionales y otros productos valiosos.
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Los genes de Ad-desaturasa y las enzimas codificadas por los mismos

Como se ha indicado anteriormente, las enzimas codificadas por los genes de A4-desaturasa de la presente inven-
cién son esenciales en la produccion de 4cidos grasos poliinsaturados altamente insaturados que tienen una longitud
superior a 22 carbonos. Las secuencias de nucleétidos de los genes de A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum
aislados, que se diferenciaban en base al pldsmido generado (véase el Ejemplo III), se muestran en las Figuras 3-6, y
las secuencias de aminodcidos de las proteinas purificadas correspondientes se muestran en la Figura 7-10. Se muestra
una secuencia de nucledtidos de 7. aureum aislada adicional en la Figura 18 (véase el Ejemplo VII), y la secuencia de
aminodcidos codificada se muestra en la Figura 19. Las secuencias de nucleétidos de las secuencias de A4-desaturasa
de Schizochytrium aggregatum aisladas se muestran en las Figuras 13 y 16, y las secuencias de aminoécidos codifi-
cadas se muestran en las Figuras 14 y 17, respectivamente. Ademads, las secuencias de nucledtidos de la secuencia de
la A4-desaturasa de Isochrysis galbana aislada se muestran en la Figura 20, y la secuencia de aminodcidos codificada
por la secuencia de nucleétidos se muestra en la Figura 21.

Como un ejemplo de la importancia de los genes de la presente invencién, los genes de A4-desaturasa aislados
convierten el dcido adrénico en 4cido w6-docosapentaenoico o convierten el dcido w3-docosapentaenoico en acido
docosahexaenoico.

Debe sefialarse que la presente invencion también incluye secuencias de nucledtidos aisladas (y las correspon-
dientes proteinas codificadas) que tienen secuencias que comprenden, se corresponden con, son idénticas a o comple-
mentarias a, con una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 70%, mas preferiblemente de al menos
aproximadamente el 80% y, mas preferiblemente, de al menos aproximadamente el 90%, la SEC ID N°: 14, SEC ID
N°: 15, SEC ID N°: 16 o SEC ID N°: 17 (es decir, las secuencias de nucleétidos del gen de la A4-desaturasa de Thraus-
tochytrium aureum (ATCC 34304), la SEC ID N°: 36 (es decir, la secuencia de nucleétidos del gen de la A4-desaturasa
de Schizochytrium aggregatum (ATCC 28209) o la SEC ID N°: 45 (es decir, la secuencia de nucleétidos del gen de la
A4-desaturasa de Thraustochytrium aureum (BICC 7091)) o la SEC ID N°: 54 (es decir, la secuencia de nucleétidos del
gen de la Ad-desaturasa de Isochrysis galbana), todas descritas en la presente memoria. Con respecto a la secuencia de
I. galbana, en particular, la presente invencion también incluye secuencias de nucleétidos (y las proteinas codificadas
correspondientes) que tienen secuencias que comprenden, se corresponden con, son idénticas a o complementarias
a al menos el 70%, mds preferiblemente al menos el 80% y, mas preferiblemente, al menos el 90% de la secuencia
de nucleétidos de la SEC ID N°: 54. (Todos los nimeros enteros entre el 70% y el 100% también se considera que
estdn dentro del alcance de la presente invencidn con respecto al porcentaje de identidad). Dichas secuencias pueden
obtenerse de cualquier fuente, aislarse a partir de una fuente natural o producirse mediante un ruta semisintética o
sintetizarse de novo. En particular, dichas secuencias pueden aislarse u obtenerse a partir de otras fuentes distintas de
las descritas en los ejemplos (por ejemplo, bacterias, hongos, algas, C. elegans, ratones o seres humanos).

Ademds, la presente invencidon también describe fragmentos y derivados de las secuencias de nucledtidos de la
presente invencion (es decir, la SEC ID N°: 14, SEC ID N° 15, SEC ID N° 16, SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 36,
SEC ID N° 45 o SEC ID N° 54), asi como de las secuencias obtenidas a partir de otras fuentes, y que tienen la
complementariedad, identidad o correspondencia descritas anteriormente y que tienen actividad A4-desaturasa.

Para los fines de la presente invencidn, un “fragmento” de una secuencia de nucleétidos se define como una secuen-
cia contigua de aproximadamente al menos 6, preferiblemente de al menos aproximadamente 8, mds preferiblemente
de al menos aproximadamente 10 nucleétidos y, aun mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 15 nucleé-
tidos que se corresponden con una regién de la secuencia de nucledtidos especificada.

La invencién también incluye un polipéptido purificado que desatura dcidos grasos poliinsaturados en la posicién
del carbono 4 y tiene una similitud o identidad de aminoécidos de al menos aproximadamente el 70%, preferiblemente
una similitud de identidad de amino4cidos de al menos aproximadamente el 80% y, més preferiblemente, una similitud
o identidad de aminoécidos de al menos el 90% con las secuencias de aminodcidos (es decir, SEC ID N°: 18 (que
se muestra en la Figura7), SEC ID N°: 19 (que se muestra en la Figura 8), SEC ID N° 20 (que se muestra en la
Figura 9), SEC ID N° 21 (que se muestra en la Figura 10), SEC ID N°: 37 (que se muestra en la Figura 17), SEC
ID N°: 46 (que se muestra en la Figura 19) y SEC ID N° 55 (que se muestra en la Figura 21) de las proteinas
seflaladas anteriormente que, a su vez, estdn codificadas por las secuencias de nucledtidos descritas anteriormente.
En particular, con respecto a la secuencia de aminodacidos de la A4-desaturasa de 1. galbana, la presente invencién
incluye un polipéptido purificado que desatura dcidos grasos poliinsaturados en la posicién del carbono 4 y tiene
una similitud o identidad de aminoécidos de al menos aproximadamente el 70% vy, preferiblemente, una similitud o
identidad de aminodcidos de al menos aproximadamente el 90% con la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 55
(es decir, la secuencia de aminodcidos de la A4-desaturasa de I. galbana que se muestra en la Figura 21). (Todos los
nimeros enteros entre el 70% y el 100% de similitud o identidad también se incluyen dentro del alcance de la presente
invencion).

El término “identidad” se refiere a la relacién entre dos secuencias en base a nucleétido por nucleétido a lo lar-
go de una ventana o segmento de comparacion en particular. Por lo tanto, la identidad se define como el grado de
igualdad, correspondencia o equivalencia entre las mismas cadenas (con sentido o antisentido) de dos segmentos
de ADN (o dos secuencias de aminodcidos). El “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula por comparacién
de dos secuencias Optimamente alineadas a lo largo de una region particular, determinacién del nimero de posi-
ciones en las que aparecen bases o aminoacidos idénticos en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones
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emparejadas, divisién del nimero de dichas posiciones por el nimero total de posiciones en el segmento que se esté
comparando y multiplicacién del resultado por 100. El alineamiento 6ptimo de secuencias puede realizarse median-
te el algoritmo de Smith y Waterman, Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de Needleman y Wunsch,
J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el método de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85: 2444
(1988) y mediante programas informaticos que aplican los algoritmos pertinentes (por ejemplo, Clustal Macaw Pileup
(http://cmgm.stanford.edu/biochem218/1 1Multiple.pdf; Higgins et al., CABIOS. 5L.151-153 (1989)), FASTDB (Inte-
lligenetics), BLAST (National Center for Biomedical Information; Altschul ez al., Nucleic Acids Research 25: 3389-
3402 (1997)), PILEUP (Genetics Computer Group, Madison, WI) o GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA (Wiscon-
sin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, Madison, WI). (Véase la Patente de Estados
Unidos N° 5.912.120).

Para los fines de la presente invencién, la “complementariedad” se define como el grado de relacién entre dos
segmentos de ADN. Se determina por medicion de la capacidad de la cadena con sentido de un segmento de ADN
para hibridar con la cadena antisentido del otro segmento de ADN en condiciones apropiadas para formar una doble
hélice. Un “complementario” se define como una secuencia que se empareja con una secuencia dada en base a las
reglas candnicas de emparejamiento de bases. Por ejemplo, una secuencia A-G-T en una cadena de nucledtidos es
“complementaria” a T-C-A en la otra cadena.

En la doble hélice, si aparece adenina en una cadena, aparece timina en la otra cadena. De forma similar, alli donde
se encuentra guanina en una cadena, se encuentra citosina en la otra. Cuanto mayor sea la relacion entre las secuencias
de nucledtidos de dos segmentos de ADN, mayor serd la capacidad de formar diplex hibridos entre las cadenas de los
dos segmentos de ADN.

La “similitud” entre dos secuencias de aminodcidos se define como la presencia de una serie de restos aminoacidi-
cos idénticos, asi como conservados, en ambas secuencias. Cuando mayor sea el grado de similitud entre dos secuen-
cias de aminodcidos, mayor serd la correspondencia, igualdad o equivalencia de las dos secuencias. (La “identidad”
entre dos secuencias de aminodcidos se define como la presencia de una serie de restos aminoacidicos exactamente
iguales o invariables en ambas secuencias). Las definiciones de “complementariedad”, “identidad” y “similitud” son
bien conocidas por los especialistas en la técnica.

La expresi6n “codificado por” se refiere a una secuencia de dcido nucleico que codifica una secuencia polipeptidica,
en la que la secuencia polipeptidica o una porcién de la misma contiene una secuencia de aminodcidos de al menos 3
aminodcidos, mds preferiblemente de al menos 8 aminoécidos y, atin mds preferiblemente, de al menos 15 aminodcidos
de un polipéptido codificado por la secuencia de dcido nucleico.

La presente invencion también describe una secuencia de nucleétidos aislada que codifica una actividad desaturasa
de AGP y que es hibridable en condiciones moderadamente rigurosas con un dcido nucleico que tiene una secuencia
de nucledtidos que comprende o que es complementaria a las secuencias de nucle6tidos descritas anteriormente. Una
molécula de 4cido nucleico es “hibridable” con otra molécula de 4cido nucleico cuando una forma monocatenaria de
la molécula de 4cido nucleico puede hibridar con la otra molécula de acido nucleico en las condiciones apropiadas
de temperatura y fuerza iénica (véase Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Segunda Edicién
(1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York). Las condiciones de temperatura y
fuerza i6nica determinan la “rigurosidad” de la hibridacién. La “hibridacion” requiere que dos dcidos nucleicos con-
tengan secuencias complementarias. Sin embargo, dependiendo de la rigurosidad de la hibridacién, pueden aparecer
emparejamientos erréneos entre bases. La rigurosidad apropiada para la hibridacién de 4cidos nucleicos depende de
la longitud de los 4cidos nucleicos y del grado de complementariedad. Dichas variables se conocen bien en la técnica.
Mis especificamente, cuanto mayor sea el grado de similitud u homologia entre dos secuencias de nucledtidos, mayor
serd el valor de la Tm para hibridos de 4cidos nucleicos que tengan esas secuencias. Para hibridos de mas de 100
nucledétidos de longitud, se han obtenido ecuaciones para el cdlculo de la Tm (véase Sambrook et al., anteriormen-
te). Para la hibridacion con dcidos nucleicos mds cortos, la posicién de los emparejamientos erroneos se vuelve mas
importante y la longitud del oligonucleé6tido determina su especificidad (véase Sambrook et al., anteriormente).

Como se usa en la presente memoria, un “fragmento o secuencia de acido nucleico aislado” es un polimero de ARN
o ADN que es monocatenario o bicatenario, que opcionalmente contiene bases de nucleétidos sintéticos, no naturales
o modificados. Un fragmento de 4cido nucleico aislado en la forma de un polimero de ADN puede estar compuesto por
uno o mas segmentos de ADNc, ADN gendmico o ADN sintético. (Un “fragmento” de un polinucleétido determinado
se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende una secuencia contigua de aproximadamente al menos
aproximadamente 6 nucleétidos, preferiblemente de al menos aproximadamente 8 nucledtidos, mas preferiblemente de
al menos aproximadamente 10 nucleétidos y, ain mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 15 nucleétidos
y, mds preferiblemente, de al menos aproximadamente 25 nucledtidos idénticos o complementarios a una regién de
la secuencia de nucledtidos determinada.) Se hace referencia a los nucleétidos (que habitualmente se encuentran
en su forma 5’-monofosfato) por su denominacién de una sola letra de la forma siguiente: “A” para adenilato o
desoxiadenilato (para ARN o ADN, respectivamente), “C” para citidilato o desoxicitidilato, “G” para guanilato o
desoxiguanilato, “U” para uridilato, “T” para desoxitimidilato, “R” para purinas (A o G), “Y” para pirimidinas (C o
T), “K” paraGo T, “H” para A o C o T, “T” para inosina y “N” para cualquier nucleétido.

Las expresiones “fragmento o subfragmento que es funcionalmente equivalente” y “fragmento o subfragmento
funcionalmente equivalente” se usan indistintamente en la presente memoria. Estas expresiones se refieren a una
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porcién o subsecuencia de un fragmento de dcido nucleico aislado en el que se conserva la capacidad de modificar
la expresion génica o producir un fenotipo determinado independientemente de que el fragmento o subfragmento
codifique una enzima activa. Por ejemplo, el fragmento o subfragmento puede usarse en el disefio de construcciones
quiméricas para producir el fenotipo deseado en una planta transformada. Pueden disefiarse construcciones quiméricas
para el uso en la cosupresion o terapia antisentido por unién a un fragmento de dcido nucleico o subfragmento del
mismo, independientemente de que codifique o no una enzima activa, en la orientacién apropiada con respecto a una
secuencia promotora vegetal.

Los términos “homologia”, “homdlogo”, “sustancialmente similar” y “que se corresponde sustancialmente” se
usan indistintamente en la presente memoria. Se refieren a fragmentos de acido nucleico en los que los cambios en
uno o mds bases nucleotidicas no afectan a la capacidad del fragmento de 4cido nucleico para mediar la expresion
génica o producir un fenotipo determinado. Estos términos también se refieren a modificaciones de los fragmentos
de 4cido nucleico descritos en la presente invencion, tales como delecién o insercién de uno o mds nucleétidos,
que no alteran sustancialmente las propiedades funcionales del fragmento de 4cido nucleico resultante con respecto
a fragmento inicial no modificado. Por lo tanto se entiende, como apreciardn los especialistas en la técnica, que la
invencién describe mas que las secuencias ejemplares especificas.

El término “gen” se refiere a un fragmento de 4cido nucleico que expresa una proteina especifica, incluyendo las
secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5’ no codificantes) y que siguen (secuencias 3’ no codificantes) a la
secuencia codificante.

La expresién “gen nativo” se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza, con sus propias secuencias
reguladoras. Por el contrario, la expresion “construccién quimérica” se refiere a una combinacién de fragmentos
de 4cidos nucleicos que normalmente no se encuentran juntos en la naturaleza. Por consiguiente, una construccién
quimérica puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que proceden de diferentes fuentes, o
secuencias reguladoras y secuencias codificantes que proceden de la misma fuente, pero organizadas de una forma
diferente a la que se encuentra normalmente en la naturaleza. (El término “aislada” significa que la secuencia se retira
de su entorno natural).

Un gen “extrafio” se refiere a un gen que normalmente no se encuentra en el organismo hospedador, pero que se
introduce en el organismo hospedador por transferencia génica. Los genes extrafios pueden comprender genes nativos
insertados en un organismo no nativo o construcciones quiméricas. Un “transgén” es un gen que se ha introducido en
el genoma mediante un procedimiento de transformacion.

La “secuencia codificante” se refiere a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminodcidos especi-
fica. Las “secuencias reguladoras” se refieren a secuencias de nucleétidos localizadas cadena arriba (secuencias 5° no
codificantes), en el interior o cadena abajo (secuencias 3’ no codificantes) de una secuencia codificante y que influyen
en la transcripcion, procesamiento o estabilidad del ARN, o en la traduccién de la secuencia codificante asociada. Las
secuencias reguladoras pueden incluir, pero sin limitacién, promotores, secuencias lider de la traduccién, intrones y
secuencias de reconocimiento de poliadenilacién.

El término “promotor” se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresién de una secuencia codifi-
cante o de ARN funcional. La secuencia promotora consiste en los elementos cadena arriba proximales y mds distales,
los tdltimos elementos denominados con frecuencia potenciadores. Por consiguiente, un “potenciador” es una secuen-
cia de ADN que puede estimular la actividad promotora y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento
heter6logo insertado para potenciar el nivel o la especificidad de tejido de un promotor. También pueden localizarse
secuencias promotoras en el interior de las porciones transcritas de genes y/o cadena abajo de las secuencias trans-
critas. Los promotores pueden proceder en su totalidad de un gen nativo o estar compuestos por diferentes elementos
procedentes de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN
sintético. Se entiende por los especialistas en la técnica que promotores diferentes pueden dirigir la expresion de un
gen en diferentes tejidos o tipos celulares, o en fases del desarrollo diferentes, o en respuesta a diferentes condiciones
ambientales. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoria de tipos celulares hospedadores casi todo
el tiempo se denominan comuinmente como “promotores constitutivos”. Constantemente se estan descubriendo nuevos
promotores de diversos tipos Utiles en células vegetales; pueden encontrarse numerosos ejemplos en la recopilacion de
Okamuro y Goldberg (1989) Biochemistry of Plants 15: 1-82. Se reconoce ademds que, puesto que la mayoria de los
casos no se han definido completamente los limites exactos de las secuencias reguladoras, fragmentos de ADN con
alguna variacién pueden tener una actividad promotora idéntica.

Un “intrén” es una secuencia intermedia en un gen que no codifica una porcién de la secuencia proteica. Por lo
tanto, dichas secuencias se transcriben en un ARN pero después se escinden y no se traducen. El término también se
usa para las secuencias de ARN escindidas. Un “exén” es una porcién de la secuencia génica que se transcribe y que se
encuentra en el ARN mensajero maduro procedente del gen, pero que no es necesariamente una parte de la secuencia
que codifica el producto génico final.

La “secuencia lider de traduccién” se refiere a una secuencia de ADN localizada entre la secuencia promotora
de un gen y la secuencia codificante. La secuencia lider de traduccion estd presente en el ARNm completamente
procesado cadena arriba de la secuencia de inicio de la traduccién. La secuencia lider de traduccidn puede afectar al
procesamiento del transcrito primario en ARNm, a la estabilidad del ARNm o a la eficacia de la traduccién. Se han
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descrito ejemplos de secuencias lider de traduccién (Tuner, R. y Foster, G. D. (1995) Molecular Biotechnology 3:
225).

Las “secuencias 3’ no codificantes” se refieren a secuencias de ADN localizadas cadena debajo de una secuencia
codificante e incluyen sitios de reconocimiento de poliadenilacién y otras secuencias que codifican sefiales reguladoras
capaces de afectar al procesamiento del ARNm o a la expresion génica. La sefial de poliadenilacién se caracteriza
habitualmente por que afecta a la adicién de extensiones de dcido poliadenilico en el extremo 3’ del precursor de
ARNm. El uso de diferentes secuencias 3’ no codificantes se ejemplifica por Ingelbrecht et al., (1989) Plant Cell 1:
671-680.

La expresion “transcrito de ARN” se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por ARN polime-
rasa de una secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de
ADN, se denomina como transcrito primario, o puede ser una secuencia de ARN procedente del procesamiento pos-
transcripcional del transcrito primario y se denomina como ARN maduro. La expresién “ARN mensajero (ARNm)” se
refiere al ARN que carece de intrones y que puede traducirse en una proteina por la célula. E1 “ADNc” se refiere a un
ADN que es complementario a y se sintetiza a partir de un molde de ARNm usando la enzima transcriptasa inversa.
El ADNc puede ser monocatenario o convertirse en la forma bicatenaria usando el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I. E1 ARN “con sentido” se refiere al transcrito de ARN que incluye el ARNm y que puede traducirse
en una proteina en el interior de una célula o in vitro. El “ARN antisentido” se refiere a un transcrito de ARN que
es complementario a todo o a una parte de un transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresién de un
gen diana (Patente de Estados Unidos N° 5.107.065). La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con
cualquier parte del transcrito génico especifico, es decir, en la secuencia 5’ no codificante, secuencia 3’ no codificante,
intrones o en la secuencia codificante. La expresion “ARN funcional” se refiere a ARN antisentido, ARN de ribozima
u otro ARN que puede no traducirse pero que atin asi tiene un efecto sobre los procesos celulares. Las expresiones
“complementario” y “complementario inverso” se usan indistintamente en la presente memoria con respecto a los
transcritos de ARNm y pretenden definir al ARN antisentido del mensaje.

La expresion “ARN enddgeno” se refiere a cualquier ARN que estd codificado por cualquier secuencia de 4cido
nucleico presente en el genoma del hospedador antes de la transformacién con la construccién recombinante de la
presente invencion, ya sea de origen natural o no natural, es decir, introducido por medios recombinantes, mutagénesis,
etc.

La expresion “de origen no natural” significa artificial, que no concuerda con el que se encuentra normalmente en
la naturaleza.

La expresién “unido operativamente” se refiere a la asociacion de secuencias de dcido nucleico en un Unico frag-
mento de 4cido nucleico, de tal modo que la funcién de uno esté regulada por el otro. Por ejemplo, un promotor
estd unido operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de regular la expresién de esa secuencia
codificante (es decir, que la secuencia codificante estd bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias
codificantes pueden estar unidas operativamente a secuencias reguladoras en una orientacién con sentido o antisentido.
En otro ejemplo, las regiones de ARN complementarias de la invencién pueden estar unidas operativamente, directa-
mente o indirectamente, al 5° de la ARNm diana o al 3° del ARNm diana, o en el interior del ARNm diana, o una
primera regién complementaria es 5° y su complementario es 3° al ARNm diana.

El término “expresidén”, como se usa en la presente memoria, se refiere a la produccién de un producto final fun-
cional. La expresién de un gen implica la transcripcién del gen y la traduccién del ARNm en una proteina precursora
o madura. La “inhibicidn antisentido” se refiere a la produccién de transcritos de ARN antisentido capaces de suprimir
la expresion de la proteina diana. La “cosupresién” se refiere a la produccién de transcritos de ARN con sentido capa-
ces de suprimir la expresion de genes extrafios o endégenos idénticos o sustancialmente similares (Patente de Estados
Unidos N° 5.231.020).

La proteina “madura” se refiere a un polipéptido procesado postraduccionalmente; es decir, uno del que se ha
eliminado cualquier prepéptido o propéptido presente en el producto de traduccién primario. La proteina “precursora”
se refiere al producto primario de la traducciéon de ARNm; es decir, con prepéptidos y propéptidos todavia presentes.
Los prepéptidos y propéptidos pueden ser, pero sin limitacién, sefiales de localizacién intracelular.

La expresion “transformacion estable” se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico al interior de
un genoma de un organismo hospedador que da como resultado una herencia genéticamente estable. Por el contrario,
la expresion “transformacion transitoria” se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico al interior del
nicleo o de un orgdnulo que contiene ADN de un organismo hospedador que da como resultado la expresién génica
sin integracién o herencia estable. Los organismos hospedadores que contienen los fragmentos de dcido nucleico
transformados se denominan como organismos ‘“transgénicos”’. El método preferido de transformacién de células
de arroz, maiz y otras monocotiledéneas es el uso de la tecnologia de transformacién de particulas aceleradas o
“pistola génica” (Klein et al., (1987) Nature (Londres) 327: 70-73; Patente de Estados Unidos N° 4.945.050) o un
método mediado por Agrobacterium usando un plasmido Ti apropiado que contiene el transgén (Ishida Y. et al., 1996,
Nature Biotech. 14: 745-750). El término “transformacién”, como se usa en la presente memoria, se refiere tanto a la
transformacion estable como a la transformacion transitoria.
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Las técnicas de ADN recombinante y de clonacién molecular convencionales usadas en la presente memoria son
bien conocidas en la técnica y se describen mds completamente en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, 1989 (en lo sucesivo,
“Sambrook™).

El término “recombinante” se refiere a una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia separados de otro
modo, por ejemplo, mediante sintesis quimica o mediante la manipulacién de segmentos de dcidos nucleicos aislados
por técnicas de ingenieria genética.

La “PCR” o “reaccién en cadena de la polimerasa” es una técnica para la sintesis de grandes cantidades de seg-
mentos de ADN especificos que consiste en una serie de ciclos repetitivos (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk,
CT). Tipicamente, el ADN bicatenario se desnaturaliza por calor, los dos cebadores complementarios a los limites
3’ del segmento de diana se hibridan a baja temperatura y después se extienden a una temperatura intermedia. Un
conjunto de estas tres etapas consecutivas se denomina como ciclo.

La reaccién en cadena de la polimerasa (“PCR”) es una técnica potente usada para amplificar ADN millones
de veces mediante la replicacién repetida de un molde en un corto periodo de tiempo. (Mullis et al, Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 263-273 (1986); Erlich et al, Solicitud de Patente Europea 50.424; Solicitud de Patente
Europea 84.796; Solicitud de Patente Europea 258.017, Solicitud de Patente Europea 237.362, Mullis, Solicitud de
Patente Europea 201.184; Mullis et al, Patente de Estados Unidos N° 4.683.202; Erlich, Patente de Estados Unidos N°
4.582.788; y Saiki et al, Patente de Estados Unidos N° 4.683.194). El proceso utiliza conjuntos de oligonucleétidos
sintetizados in vitro especificos para cebar la sintesis de ADN. El disefio de los cebadores depende de las secuencias
de ADN que se desea analizar. La técnica se lleva a cabo mediante muchos ciclos (habitualmente 20-50) de fusién del
molde a una temperatura elevada, permitiendo que los cebadores hibriden con las secuencias complementarias dentro
del molde y, después, replicacién del molde con ADN polimerasa.

Los productos de las reacciones de PCR se analizan por separacion en geles de agarosa seguida de tincién con
bromuro de etidio y visualizacion con transiluminaciéon UV. Como alternativa, pueden afiadirse dNTP radiactivos a la
PCR para incorporar un marcador en los productos. En este caso, los productos de PCR se visualizan por exposicién
del gel a una pelicula de rayos x. La ventaja anadida del radiomarcaje de productos de PCR es que pueden cuantificarse
los niveles de productos de amplificacién individuales.

Las expresiones “construccién recombinante”, “construccion de expresién” y “construccion de expresién recombi-
nante” se usan indistintamente en la presente memoria. Estas expresiones se refieren a una unidad funcional de material
genético que puede insertarse en el genoma de una célula usando una metodologia convencional bien conocida por
un especialista en la técnica. Dicha construccién puede usarse en solitario o junto con un vector. Si se usa un vector,
entonces la eleccion del vector depende del método que se usard para transformar plantas hospedadoras, como bien
saben los especialistas en la técnica. Por ejemplo, puede usarse un vector plasmidico. El especialista es bien consciente
de los elementos genéticos que deben estar presentes en el vector para transformar, seleccionar y propagar con éxito
células hospedadoras que comprendan cualquiera de los fragmentos de dcido nucleico aislados de la invencién. El es-
pecialista también reconocera que diferentes acontecimientos de transformacion independientes dardn como resultado
niveles y patrones de expresién diferentes (Jones et al., (1985) EMBO J. 4: 2411-2418; De Almeida et al., (1989)
Mol. Gen. Genetics 218: 78-86) y, por lo tanto, que deben explorarse miltiples acontecimientos para obtener lineas
que presenten el nivel y el patrén de expresion deseado. Dicha exploracién puede llevarse a cabo mediante andlisis
de Southern de ADN, andlisis de Northern de la expresion de ARNm, andlisis de Western de la expresién proteica o
analisis fenotipico.

Produccion de la enzima A4-desaturasa

Una vez que se ha aislado el gen que codifica la enzima A4-desaturasa, puede introducirse después en una célula
hospedadora procariota o eucariota mediante el uso de un vector o construccion. El vector, por ejemplo, un bacterié-
fago, c6smido o pldsmido, puede comprender la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima A4-desaturasa, asi
como cualquier secuencia reguladora (por ejemplo, promotora) que sea funcional en la célula hospedadora y que sea
capaz de provocar la expresion de la desaturasa codificada por la secuencia de nucleétidos. La secuencia reguladora
(por ejemplo, un promotor) estd en una asociacién operativa con o unida operativamente a la secuencia de nucleoti-
dos. (Se dice que un promotor estd “unido operativamente” con una secuencia codificante si el promotor afecta a la
transcripcion o expresion de la secuencia codificante). Los promotores adecuados incluyen, por ejemplo, los de genes
que codifican la alcohol deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglucoisomerasa, fosfoglicerato
quinasa, fosfatasa acida, T7, TPI, lactasa, metalotioneina, promotor inmediato temprano de citomegalovirus, protei-
na 4cida del suero, glucoamilasa y promotores activados en presencia de galactosa, por ejemplo, GAL1 y GALI0.
Ademads, también pueden incluirse dentro del vector secuencias de nucleétidos que codifican otras proteinas, oligosa-
céridos, lipidos, etc., asi como otras secuencias reguladoras tales como una sefial de poliadenilacién (por ejemplo, la
sefial de poli A del antigeno SV-40T, ovoalbimina u hormona del crecimiento bovino). La seleccién de las secuencias
presentes en la construccion depende de los productos de expresion deseados, asi como de la naturaleza de la célula
hospedadora.

Como se ha sefialado anteriormente, una vez que se ha construido el vector, entonces puede introducirse en la
célula hospedadora de eleccién por métodos conocidos por los especialistas en la técnica que incluyen, por ejemplo,
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transfeccidn, transformacién y electroporacién (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* ed., Vol. 1-3,
ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). Después, la célula hospedadora se cultiva en
condiciones adecuadas que permitan la expresién de los genes que conducen a la produccién del AGP deseado, que
después se recupera y se purifica.

Los ejemplos de células hospedadoras procariotas adecuadas incluyen, por ejemplo, bacterias tales como Esche-
richia coli, Bacillus subtilis, asi como Cyanobacteria, tal como Spirulina spp. (es decir, algas verdeazuladas). Los
ejemplos de células hospedadoras eucariotas adecuadas incluyen, por ejemplo, células de mamifero, células vege-
tales, células de levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Lipomyces starkey,
Candida spp., tales como Yarrowia (Candida) lipolytica, Kluyveromyces spp., Pichia spp., Trichoderma spp o Han-
senula spp., o células de hongos tales como células de hongos filamentosos, por ejemplo, Aspergillus, Neurospora y
Penicilium. Preferiblemente, se utilizan células de Saccharomyces cerevisiae (levadura de panaderia).

La expresion en una célula hospedadora puede lograrse de una forma transitoria o estable. La expresion transitoria
puede producirse a partir de construcciones introducidas que contengan sefiales de expresion funcionales en la célula
hospedadora, pero de construcciones que no se repliquen y que rara vez se integren en la célula hospedadora, o
cuando la célula hospedadora no esté proliferando. La expresion transitoria también puede lograrse por induccién
de la actividad de un promotor regulable unido operativamente al gen de interés, aunque tales sistemas inducibles
presentan frecuentemente un bajo nivel de expresion basal. La expresion estable puede lograrse por introduccion de
una construccion que puede integrarse en el genoma hospedador o que se replique de forma auténoma en la célula
hospedadora. La expresion estable del gen de interés puede seleccionarse mediante el uso de un marcador de seleccién
localizado en o transfectado con la construccion de expresion, seguido de la seleccion para las células que expresen el
marcador. Cuando la expresion estable es el resultado de la integracion, el lugar de la integracion de la construccién
puede suceder de forma aleatoria dentro del genoma hospedador o puede estar dirigido por el uso de construcciones
que contienen regiones de homologia con el genoma hospedador suficientes para dirigir la recombinacién con el locus
hospedador. Cuando las construcciones se dirigen a un locus endégeno, todas o algunas de las regiones reguladoras de
la transcripcidn y traduccién pueden proporcionarse por el locus endégeno.

También puede usarse un mamifero transgénico para expresar la enzima de interés (es decir, la A4-desaturasa)
y, en udltima instancia, el o los AGP de interés. M4s especificamente, una vez que se genera la construccion descrita
anteriormente, puede insertarse en el prontcleo de un embrién. Después, el embrién puede implantarse en una hembra
receptora. Como alternativa, también podria utilizarse un método de transferencia nuclear (Schnieke et al., Science
278: 2130-2133 (1997)). Después se permite la gestacion y el nacimiento (véase, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos N° 5.750.176 y la Patente de Estados Unidos N°® 5.700.671). Después, la leche, el tejido u otras muestras de
fluido de la descendencia deberian contener niveles alterados de AGP en comparacién con los niveles que normal-
mente se encuentran en el animal no transgénico. Pueden controlarse las generaciones posteriores para determinar la
produccion de los niveles alterados o aumentados de AGP y, por lo tanto, la incorporacién del gen que codifica la
enzima desaturasa deseada en sus genomas. El mamifero utilizado como el hospedador puede seleccionarse del grupo
constituido por, un ratén, una rata, un conejo, un cerdo, una cabra, una oveja, un caballo y una vaca. Sin embargo,
puede usarse cualquier mamifero con tal de que tenga la capacidad de incorporar el ADN que codifica la enzima de
interés en su genoma.

Para la expresion de un polipéptido de desaturasa, las regiones funcionales de inicio y terminacion de la transcrip-
cién y de la traduccidn estdn unidas operativamente al ADN que codifica el polipéptido de desaturasa. Las regiones de
inicio y terminacién de la transcripcidn y de la traduccion proceden de una diversidad de fuentes no excluyentes, que
incluyen el ADN que se va a expresar, genes que se sabe o se sospecha que son capaces de la expresion en el sistema
deseado, vectores de expresion, sintesis quimica o de un locus endégeno en una célula hospedadora. La expresion en
un tejido vegetal y/o parte de una planta presenta unos rendimientos determinados, particularmente cuando el tejido
o parte es uno que se recoge de forma temprana, tal como semillas, hojas, frutos, flores, raices, etc. La expresién
puede dirigirse a esa localizacién dentro de la planta mediante la utilizacién de una secuencia reguladora especifica
tal como las de las Patentes de Estados Unidos N° 5.463.174, 4.943.674, 5.106.739, 5.175.095, 5.420.034, 5.188.958
y 5.589.379. Como alternativa, la proteina expresada puede ser una enzima que produzca un producto que puede in-
corporarse, directamente o después de modificaciones adicionales, en una fraccién fluida de la planta hospedadora. La
expresion de un gen de desaturasa o de transcritos de desaturasa antisentido puede alterar los niveles de AGP especifi-
cos o de derivados de los mismos que se encuentran en partes de plantas y/o en tejidos vegetales. La regién codificante
del polipéptido de desaturasa puede expresarse en solitario o con otros genes para producir tejidos y/o partes de plantas
que contienen mayores proporciones de los AGP deseados, o en los que la composicién de AGP se asemeja mas a la
de la leche materna humana (Prieto et al., publicacion PCT WO 95/24494). La region de terminacion puede proceder
de la region 3’ del gen del que se obtuvo la regién de inicio o de un gen diferente. Se sabe y se ha descubierto que un
gran nimero de regiones determinacion son satisfactorias en una diversidad de hospedadores del mismo y de diferente
género y especie. Habitualmente, la regién de terminacién se selecciona como una cuestiéon de conveniencia en lugar
de por cualquier propiedad particular.

Como se ha indicado anteriormente, también puede utilizarse una planta (por ejemplo, Glycine max (soja) o Bras-
sica napus (colza)) o tejido vegetal como un hospedador o célula hospedadora, respectivamente, para la expresiéon de
la enzima desaturasa que, a su vez, puede utilizarse en la produccién de dcidos grasos poliinsaturados. Mds especifi-
camente, los AGP deseados pueden expresarse en las semillas. Se conocen en la técnica métodos de aislamiento de
aceites de semillas. Por lo tanto, ademds de proporcionar una fuente de AGP, los componentes de aceites de semillas
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pueden manipularse mediante la expresion del gen de la desaturasa, asi como de quizds otros genes de desaturasa y
genes de elongasa, para proporcionar aceites de semillas que pueden afiadirse a composiciones nutricionales, compo-
siciones farmacéuticas, piensos animales y cosméticos. De nuevo, un vector que comprende una secuencia de ADN
que codifica la desaturasa unida operativamente a un promotor se introducird en el tejido vegetal o planta durante un
tiempo y en condiciones suficientes para la expresion del gen de la desaturasa. El vector también puede comprender
uno o mds genes que codifican otras enzimas, por ejemplo, A5-desaturasa, elongasa, Al2-desaturasa, Al5-desatura-
sa, Al7-desaturasa y/o A19-desaturasa. El tejido vegetal o planta puede produ01r el sustrato pertinente (por ejemplo
dcido adrénico o dcido w3-docosapentaenoico) sobre el que actia la enzima, o un vector que codifica enzimas que
producen dichos sustratos puede introducirse en el tejido vegetal, célula vegetal o planta. Ademads, el sustrato puede
pulverizarse sobre tejidos vegetales que expresen las enzimas apropiadas. Usando estas diversas técnicas, se pueden
producir AGP (por ejemplo, dcidos grasos n-6 insaturados tales como 4cido w6-docosapentaenoico, o 4cidos grasos n-
3 tales como 4cido docosahexaenoico) mediante el uso de una célula vegetal, tejido vegetal o planta. Deberia sefialarse
que la invencién también incluye una planta transgénica que comprende el vector descrito anteriormente, en el que la
expresion de la secuencia de nucleétidos del vector da como resultado la produccién de un dcido graso poliinsaturado,
por ejemplo, en las semillas de la planta transgénica.

Se conoce bien en la técnica la regeneracion, desarrollo y cultivo de plantas a partir de transformantes de proto-
plastos vegetales individuales o de diversos explantes transformados (Weissbach y Weissbach, en: Methods for Plant
Molecular Biology (Eds.), Academic Press, Inc., San Diego, CA (1988)). Este proceso de regeneracion y crecimiento
tipicamente incluye las etapas de seleccion de células transformadas, cultivo de las células individualizadas a través
de las fases habituales de desarrollo embrionario hasta la fase de plantula enraizada. Los embriones y semillas trans-
génicos se regeneran de forma similar. Los brotes enraizados transgénicos resultantes se plantan después en un medio
de crecimiento de plantas apropiado, tal como suelo.

Se conoce bien en la técnica el desarrollo o la regeneracién de plantas que contienen el gen exégeno extrafio que
codifica una proteina de interés. Preferiblemente, las plantas regeneradas se autopolinizan para proporcionar plantas
transgénicas homocigotas. De otra forma, el polen obtenido a partir de las plantas regeneradas se cruza con plantas
cultivadas a partir de semillas de lineas agricolamente importantes. Por el contrario, el polen de plantas de estas lineas
importantes se usa para polinizar las plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invencién que contiene
un polipéptido deseado se cultiva usando métodos bien conocidos por un especialista en la técnica.

Existe una diversidad de métodos para regeneracion de plantas a partir de tejido vegetal. El método particular de
regeneracion dependerd del tejido vegetal de partida y de la especie vegetal particular que se vaya a regenerar.

Se han publicado métodos para transformar dicotiledéneas, principalmente mediante el uso de Agrobacterium tu-
mefaciens, y obtener plantas transgénicas para algodén (Patentes de Estados Unidos N° 5.004.863, Patente de Estados
Unidos N° 5.159.135, Patente de Estados Unidos N° 5.518.908); soja (Patente de Estados Unidos N° 5.569.834, Pa-
tente de Estados Unidos N° 5.416.011, McCabe et. al., Biol Technology 6: 923 (1988), Christou et al., Plant Physiol.
87: 671-674 (1988)); cruciferas (Patente de Estados Unidos N° 5.463.174); cacahuete (Cheng et al., Plant Cell Rep.
15: 653-657 (1996), McKently et al., Plant Cell Rep. 14: 699-703 (1995)); papaya; y guisante (Grant et al., Plant Cell
Rep. 15: 254-258, (1995)).

También se ha descrito la transformacion de monocotiledéneas usando electroporacion, bombardeo de particulas y
Agrobacterium. Se ha conseguido la transformacién y la regeneracién de plantas en esparragos (Bytebier et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 84: 5354, (1987)); cebada (Wan y Lemaux, Plant Physiol 104: 37 (1994)); Zea mays (Rhodes
et al., Science 240: 204 (1988), Gordon-Kamm et al., Plant Cell 2: 603-618 (1990), Fromm et al., Biol Technology 8:
833 (1990), Koziel et al., Biol Technology 11: 194, (1993), Armstrong et al., Crop Science 35: 550-557 (1995)); avena
(Somers et al., Biol Technology 10: 1589 (1992)); dactilo (Horn et al., Plant Cell Rep. 7: 469 (1988)); arroz (Toriyama
et al., Theor Appl. Genet. 205: 34 (1986); Part et al., Plant Mol. Biol. 32: 1135-1148, (1996); Abedinia et al., Aust. J.
Plant Physiol. 24: 133-141 (1997); Zhang y Wu, Theor. Appl. Genet. 76: 835 (1988); Zhang et al. Plant Cell Rep. 7:
379, (1988); Battraw y Hall, Plant Sci. 86: 191-202 (1992); Christou et al., Bio/Technology 9: 957 (1991)); centeno
(De la Pena et al., Nature 325: 274 (1987)); cafia de azicar (Bower y Birch, Plant J. 2: 409 (1992)); festuca alta (Wang
et al., Biol Technology 10: 691 (1992)) y trigo (Vasil ez al., Biol Technology 10: 667 (1992); Patente de Estados
Unidos N° 5.631.152).

Se han desarrollado ensayos para la expresion génica basados en la expresion transitoria de construcciones de
acidos nucleicos clonados mediante la introduccién de las moléculas de dcido nucleico en las células vegetales por
tratamiento con polietilenglicol, electroporacién o bombardeo de particulas (Marcotte et al., Nature 335: 454-457
(1988); Marcotte et al., Plant Cell 1: 523-532 (1989); McCarty et al., Cell 66: 895-905 (1991); Hattori et al., Genes
Dev. 6: 609-618 (1992); Goff et al., EMBO J. 9: 2517-2522 (1990)).

Pueden usarse sistemas de expresion transitoria para diseccionar funcionalmente construcciones génicas (véase,
en general, Maliga et al., Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press (1995)). Se entiende que
cualquiera de las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencidn puede introducirse en una célula vegetal de
una forma permanente transitoria en combinacién con otros elementos genéticos tales como vectores, promotores,
potenciadores, etc.
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Ademais de los procedimientos analizados anteriormente, los facultativos estdn familiarizados con los materiales
de recurso convencionales que describen condiciones y procedimientos especificas para la construccién, manipulacién
y aislamiento de macromoléculas (por ejemplo, moléculas de ADN, pldsmidos, etc.), la generaciéon de organismos
recombinantes y la deteccién y aislamiento de clones (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1989); Maliga et al., Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring
Harbor Press (1995); Birren et al., Genome Analysis: Detecting Genes, 1, Cold Spring Harbor, Nueva York (1988);
Birren et al., Genome Analysis: Analyzing DNA, 2, Cold Spring Harbor, Nueva York (1998), Plant Molecular Biology:
A Laboratory Manual, eds. Clark, Springer, Nueva York (1997)).

Los sustratos que pueden producirse por la célula hospedadora de forma natural o transgénicamente, asi como las
enzimas que pueden codificarse por secuencias de ADN presentes en el vector que se introduce posteriormente en la
célula hospedadora, se muestran en la Figura 1.

Usos del gen de la A4-desaturasa y de la enzima codificada por el mismo

Como se ha indicado anteriormente, los genes de desaturasa aislados y las enzimas desaturasa codificadas por los
mismos tienen muchos usos. Por ejemplo, el gen y la enzima correspondiente pueden usarse indirectamente o directa-
mente en la produccion de dcidos grasos poliinsaturados, por ejemplo, la A4-desaturasa puede usarse en la produccién
de 4cido w6-docosapentaenoico o dcido docosahexaenoico. El término “directamente” pretende incluir la situacién
en la que la enzima convierte directamente el dcido en otro acido, utilizindose este dltimo en una composicion (por
ejemplo, la conversion de dcido adrénico en 4dcido wb6-docosapentaenoico). La expresion “indirectamente” pretende
incluir la situacién en la que un dcido se convierte en otro acido (es decir, una ruta intermedia) mediante la desatu-
rasa (por ejemplo, 4cido adrénico en 4cido wb6-docosapentaenoico) y después este tltimo 4cido se convierte en otro
dcido mediante el uso de una desaturasa o enzima no desaturasa (por ejemplo, dcido w6-docosapentaenoico en dcido
docosahexaenoico mediante una A19-desaturasa). Ademas, la presente invencién incluye situaciones “indirectas”, en
las que el AGP se convierte primero en otro dcido graso poliinsaturado mediante una enzima que no es A4-desaturasa
(por ejemplo, una elongasa u otra desaturasa) y después se convierte en un producto final mediante una A4-desaturasa.
Por ejemplo, el 4cido eicosapentaenoico puede convertirse en dcido w3-docosapentaenoico mediante una elongasa y
después convertirse en dcido docosahexaenoico mediante una A4-desaturasa. Estos dcidos grasos poliinsaturados (es
decir, los producidos directa o indirectamente mediante la actividad de la enzima desaturasa) pueden anadirse a, por
ejemplo, composiciones nutricionales, composiciones farmacéuticas, cosméticos y piensos animales, incluyéndose
todos en la presente invencion. Estos usos se describen con detalle a continuacion.

Composiciones nutricionales

La presente invencién incluye métodos para producir un acido graso poliinsaturado que puede usarse en com-
posiciones nutricionales. Dichas composiciones incluyen cualquier alimento o preparacién para consumo humano,
incluyendo para consumo enteral o parenteral, que cuando se suministra al cuerpo (a) sirve para nutrir o construir
tejidos o suministrar energia y/o (b) conservar, restaurar o mantener un estado nutricional o una funcién metabdlica
adecuados.

La composicién nutricional comprende al menos un aceite o dcido producido directa o indirectamente mediante
el uso del gen de la desaturasa, de acuerdo con la presente invencion, y puede estar en una forma sélida o liquida.
Ademads, la composicién puede incluir macronutrientes, vitaminas y minerales comestibles en cantidades deseadas
para un uso particular. La cantidad de dichos ingredientes variard dependiendo de si la composicion se desea para uso
con lactantes o nifios sanos normales o adultos que tienen necesidades especiales, tales como las que acompafian a
determinadas afecciones metabdlicas (por ejemplo trastornos metabdlicos).

Los ejemplos de macronutrientes que pueden afiadirse a la composicién incluyen, pero sin limitacién, grasas, hi-
dratos de carbono y proteinas comestibles. Los ejemplos de dichas grasas comestibles incluyen, pero sin limitacion,
aceite de coco, aceite de borraja, aceite de hongos, aceite negro corriente, aceite de soja y monoglicéridos y diglicéri-
dos. Los ejemplos de dichos hidratos de carbono incluyen, pero sin limitacién, glucosa, lactosa comestible y almidén
hidrolizado. Ademas, los ejemplos de proteinas que pueden utilizarse en la composicién nutricional incluyen, pe-
ro sin limitacidn, proteinas de soja, suero electrodializado, leche desnatada electrodializada, suero de la leche o los
hidrolisados de estas proteinas.

Con respecto a las vitaminas y minerales, pueden afiadirse los siguientes a las composiciones nutricionales:

calcio, fésforo, potasio, sodio, cloro, magnesio, manganeso, hierro, cobre, cinc, selenio, yodo y vitaminas A, E,
D, Cy el complejo B. También pueden afiadirse otras vitaminas y minerales de este tipo. Los componentes utilizados
en las composiciones nutricionales serdn de origen semipurificado o purificado. Por semipurificado o purificados
se entiende un material que se ha preparado por purificaciéon de un material natural o por sintesis. Los ejemplos
de composiciones nutricionales incluyen, pero sin limitacion, férmulas para lactantes, complementos dietéticos (por
ejemplo, productos nutricionales para adultos y aceite), sustitutos dietéticos y composiciones de rehidratacién. Las
composiciones nutricionales de particular interés incluyen, pero sin limitacién, las utilizadas para la suplementacién
enteral y parenteral en lactantes, férmulas para lactantes especiales, suplementos para personas mayores y suplementos
para los que tiene