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DESCRIPCION

Meétodo para la produccién de acidos grasos poliinsaturados, nuevos genes de biosintesis y nuevos constructos
vegetales de expresion.

La presente invencion se refiere a un método para la preparacion de dcidos grasos poliinsaturados con al menos dos
enlaces dobles y/o un método para la preparacion de triglicéridos con contenido elevado de dcidos poliinsaturados con
al menos dos enlaces dobles. La invencién también se refiere al uso ventajoso de las secuencias de 4cidos nucleicos
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 6 11 en el método y para la preparacién de un organismo transgénico,
preferible de un vegetal transgénico o de un microorganismo transgénico con contenido elevado de 4cidos grados,
aceites o lipidos con dcidos grasos insaturados de C,g, C,9, 0 Cyps.

La invencién también se refiere a desaturasas novedosas con [falta] que en las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQID NO: 5y SEQ ID NO: 11 o sus homélogos, derivados o andlogos y constructos génicos que comprenden
estos genes o sus homoélogos, derivados o andlogos, asi como a su uso solos o en combinacidn con genes de biosintesis
de 4cidos grasos poliinsaturados, tal como se representa ventajosamente en SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 9.

Adicionalmente, la invencién se refiere a secuencias aisladas de dcidos nucleicos; a casetes de expresién que con-
tienen las secuencias de dcidos nucleicos, vectores y organismos transgénicos que contienen al menos una secuencia
de dcidos nucleicos o un casete de expresiéon. Ademds, la invencion se refiere a dcidos grasos insaturados con al menos
dos enlaces dobles y a triglicéridos con un contenido elevado de 4cidos grasos insaturados con al menos dos enlaces
dobles y a su uso.

Ademds, la invencion se refiere a casetes de multiexpresion para la expresion especifica de semillas y a vectores
y a organismos que comprenden un gen de desaturasa solo o en combinacion con otras desaturasas con la secuencia
SEQ ID NO: 7 y/o genes de elongasa con la secuencia ID NO: 9 o sus homdlogos, derivados o andlogos usando dichos
casetes de expresion.

Una serie de productos y productos secundarios de procesos metabdlicos de procedencia natural en microorganis-
mos, células animales y vegetales son aprovechables para muchas ramas de la industria, incluyendo la industria de
forrajes y alimentos para animales, industria de alimentos, cosméticos y farmacéuticos. Estas moléculas, denominadas
de manera general como “productos quimicos finos” incluyen, por ejemplo, lipidos y dcidos grasos, entre los cuales
los 4cidos grasos poliinsaturados son una clase ejemplar. Los dcidos grasos y triglicéridos tienen una gran cantidad
de aplicaciones en la industria de productos alimenticios, de la alimentacion para animales, de la cosmética y en el
campo de la farmacia. Segun si se trata de 4dcidos grasos saturados o insaturados o si se trata de triglicéridos con un
contenido elevado de dcidos grasos saturados o insaturados, éstos son adecuados para las mds diversas aplicaciones;
asi, por ejemplo, los dcidos grasos poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids, PUFAs) se adicionan a la alimentacién
para bebés para elevar el valor nutritivo. Los PUFAs tienen ademas una influencia positiva en el nivel de colesterol en
la sangre de las personas y, por lo tanto, son adecuados para la proteccion frente a enfermedades coronarias. De esta
manera encuentran aplicacién en diversos productos alimenticios dietéticos o en medicamentos.

Microorganismos particularmente adecuados para la produccién de PUFAs son microorganismos tales como cepas
de thraustochytridos o schizochytridos, algas como del tipo Phaeodactylum tricornutum o Crypthecodinium, ciliados
como Stylonychia o Colpidium, hongos como Mortierella, Entomophthora o Mucor. Mediante seleccién de cepas
se ha desarrollado una cantidad de cepas mutantes de los microorganismos correspondientes que producen una se-
rie de compuestos deseables, incluyendo PUFAs. La seleccion de cepas con produccién mejorada de una molécula
determinada es, no obstante, un proceso dificil que quita tiempo.

De manera alterna, la produccién de productos quimicos finos puede llevarse a cabo a gran escala de una manera
adecuada mediante la produccidon de vegetales que se hayan desarrollado de tal modo que produzcan los PUFAs
previamente mencionados. Vegetales adecuados, particularmente buenos para este propdsito, son plantas oleaginosas
que contienen grandes cantidades de compuestos lipidos, tales como colza, canola, linaza, soya, girasol, borraja y
onagra. Pero también son bien adecuadas otras plantas ttiles que contienen aceites o lipidos y 4cidos grasos, tal
como se menciona en la presente descripcion de esta invencién. Por medio de cultivo convencional se ha desarrollado
una serie de plantas mutantes que producen un espectro de lipidos y acidos grasos deseables, co-factores y enzimas.
Sin embargo, la seleccién de nuevas variedades vegetales con producciéon mejorada de una molécula determinada es
un proceso dispendioso y dificil o incluso imposible si el compuesto no tiene lugar de manera natural en la planta
correspondiente, como en el caso de 4cidos grasos poliinsaturados de C,g, Cyy y Cy, y aquellos con cadenas de carbono
mas largas.

Debido a las propiedades positivas de los dcidos insaturados no han faltado intentos en el pasado de poner a dis-
posicion genes que participen en la sintesis de dcidos grasos o triglicéridos para la produccién de aceites en diversos
organismos con contenido modificado de dcidos insaturados. Asi, en WO 91/13972 y su equivalente estadounidense
se describe una A-9-desaturasa. En W093/11245 se reivindica una A-15-desaturasa, en WO 94/11516 se reivindica
una A-12-desaturasa. Se describen A-6-desaturasas en WO 93/06712, US 5,614,393, WO 96/21022 y WO 99/27111.
Otras desaturasas se describen, por ejemplo, en EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO 97/30582, WO 97/21340, WO
95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey y colaboradores, J. Biol. Chem., 265, 1990: 20144-20149, Wada y colaboradores,
Nature 347, 1990: 200-203 o Huang y colaboradores, Lipids 34, 1999: 649-659. En WO 96/13591 se describe y se
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reivindica una A-6-Palmitoil-ACP-desaturasa. No obstante, la caracterizacién bioquimica de las diferentes desaturasas
se ha efectuado hasta ahora de manera insuficiente solo porque las enzimas son muy dificiles de aislar y de caracte-
rizar (McKeon y colaboradores, Methods in Enzymol. 71, 1981: 12141-12147, Wang y colaboradores, Plant Physiol.
Biochem., 26, 1988: 777-792).

En levaduras pudo detectarse tanto un desplazamiento del espectro de dcido graso hacia dcidos grasos insaturados
como también un incremento de la productividad (véase Huang y colaboradores, Lipids 34, 1999: 649-659, Napier
y colaboradores, Biochem. J., Vol. 330, 1998: 611-614). Sin embargo, la expresion de las diversas desaturasas en
vegetales transgénicos no mostro el éxito deseado. Pudo mostrarse un desplazamiento del espectro de dcido graso hacia
dcidos grasos insaturados, pero simultineamente se mostré que el desempefio de sintesis de las plantas transgénicas
decae fuertemente, lo que significa que frente a las plantas de partida pudieron aislarse solo cantidades bajas de aceites.

Ni en levaduras ni en plantas se producen de manera natural 4cidos grasos poliinsaturados de C,, y/o Cy, con al
menos dos enlaces dobles en la molécula de dcido graso, como 4cido araquidénico (ARA) y/o 4cido eicosapentaenoico
(EPA) y/o acido docosahexaenoico (DHA).

Por lo tanto atn existe una gran demanda de genes novedosos, que codifiquen para enzimas, que participen en
la biosintesis de dcidos grasos insaturados y que hagan posible producirlos a una escala industrial. Ninguna de los
procesos biotecnoldgicos conocidos hasta ahora para la produccion de dcidos grasos poliinsaturados proporciona los
acidos grasos ya mencionados en cantidades utilizables econdmicamente.

Por lo tanto, existia el problema de suministrar otras enzimas adicionales para la sintesis de dcidos grasos poliin-
saturados. Y usar opcionalmente estas enzimas con otras enzimas para producir dcidos grasos poliinsaturados. Este
problema fue resuelto mediante el proceso segin la invencién para la produccién de ésteres de acidos grasos con un
contenido elevado de acidos grasos poliinsaturados que tienen al menos dos enlaces dobles, el cual se caracteriza
porque al menos una secuencia de dcidos nucleicos seleccionados del grupo de

a) un 4acido nucleico con la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 11,

b) 4cidos nucleicos que se obtienen debido al cédigo genético degenerado mediante re-traduccién de las secuencias
de aminodcidos representados en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 12,

c¢) Derivados de los dcidos nucleicos representados en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 11, que codifican para partes bioldgicamente activas de una desaturasa y tienen al menos 50% de identidad con
la secuencia de aminodacido de las SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 se introduce en un organismo no humano que produce
ésteres de 4cido graso, se cultiva y se afslan los ésteres de dcido graso contenidos en el organismo.

Las secuencias de 4cidos nucleicos usadas en el proceso de acuerdo con la invencién son secuencias de dcidos
nucleicos aisladas que codifican para polipéptidos que tienen actividad A-5-, A-6- o A-12-desaturasa.

En el proceso de acuerdo con la invencién se producen ventajosamente ésteres de dcido graso con moléculas de
dcidos grasos poliinsaturados de C,g, C, y/0 Cx,, que tienen al menos dos enlaces dobles en el éster de 4cido graso. Es-
tas moléculas de acido graso contienen preferiblemente tres, cuatro o cinco enlaces dobles y conducen ventajosamente
a la sintesis de dcido araquidénico (ARA), dcido eicosapentaenoico (EPA) o 4cido docosahexaenoico (DHA).

Los ésteres de dcido graso con moléculas de 4cido graso poliinsaturados de Cg, Cy y/0 C,, pueden aislarse de los
organismos que se han usado para producir los ésteres de dcidos grasos en forma de un aceite o lipido, por ejemplo
en forma de compuestos como esfingolipidos, fosfoglicéridos, lipidos, glicolipidos, fosfolipidos, monoacilglicéridos,
diacilglicéridos, triacilglicéridos u otros ésteres de dcido graso que contienen acidos grasos insaturados que tienen al
menos dos dobles enlaces.

Como organismo para la produccién en el proceso segtn la invencion se toman en consideracion teéricamente
todos los organismos procariotas o eucariotas, como microorganismos procariotas o eucariotas tales como bacterias
gran-positivas o bacterias gran-negativas, hongos, levaduras, algas, ciliados, células animales o vegetales, animales o
vegetales como musgos, plantas dicotiledéneas o monocotiledéneas. En el proceso de la invencién se usan ventajosa-
mente organismos que pertenecen a los organismos productores de aceite, es decir los que se usan para la produccién
de aceites, como microorganismos tales como crypthecodinium, thraustochytrium, phaeodactylum y mortierella, en-
tomophthora, mucor, crypthecodinium y otras algas u hongos, asi como animales o vegetales, en particular vegetales,
preferiblemente plantas oleaginosas que contienen grandes cantidades de compuestos lipidos, como frijol de soya,
cacahuate, colza, canola, girasol, cdrtamo o alazor, onagra, linaza, soya, borraja, drboles (palma de aceite, coco) o
frutos del campo como maiz, trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, algodén, yuca, pimienta, tagetes, plantas
solandceas como la patata, el tabaco, la berenjena y el tomate, variedades de vicia (algarroba), guisantes (arvejas),
alfalfa o arbustos (café, cacao, té), variedades de salix, arboles (palma de aceite, coco) asi como gramineas perennes
y frutos del campo para forraje. Plantas particularmente preferidas de acuerdo con la invencién son plantas de frutos
oleaginosos, como soya, cacahuate (mani), colza, canola, linaza, onagra, girasol, cartamo (alazor) o arboles (palma de
aceite, coco).
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El proceso segtn la invencién implica, o bien el cultivo de un organismo transgénico adecuado o de un micro-
organismo transgénico, o bien el cultivo de células vegetales transgénicas, de sus tejidos, 6rganos o de las plantas
completas, los cuales comprenden las secuencias de nucleétidos segtin la invencién de las SEQ ID NO: 1, 3,56 11
opcionalmente en compuestos con las secuencias representadas en SEQ ID NO: 7 y/o SEQ ID NO: 9, solas o en com-
binacién con secuencias de constructos de expresiéon de SEQ ID NO: 13-17 o sus homdlogos, derivados o andlogos
o un constructo génico que comprende las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 opcionalmente en compuesto con SEQ ID NO:
7 y/o 9 o sus homdlogos, derivados o andlogos, o un vector que comprende esta secuencia o el constructo génico, el
cual ocasiona la expresion de moléculas de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién, de modo que se produce
un producto quimico fino. En una forma preferida de realizacién el proceso comprende ademads el paso de obtener
una célula que contiene las secuencias de dcidos nucleicos de la invencién; se transforma una célula que tiene una
secuencia de 4cidos nucleicos, un constructo génico o un vector que provocan la expresion de un dcido nucleico de
desaturasa, de acuerdo con la invencién, solo o en combinacién. En otra forma preferida de realizacion este proceso
comprende ademds el paso de obtener los productos quimicos fino a partir del cultivo. En una forma particularmente
preferida de realizacién la célula pertenece al orden de los ciliados, a microorganismos como hongos o al reino vege-
tal, en particular a plantas oleaginosas; particularmente se prefiere microorganismos o plantas oleaginosas, como por
ejemplo cacahuate o mani, colza, canola, linaza, soya, safflower (cartamo o cardo), girasol o borraja.

En el contexto de la invencién debe entenderse por transgénico que los dcidos nucleicos de la invencion no estian en
su sitio natural en el genoma de un organismo y en tal caso los dcidos nucleicos pueden expresarse de manera homdloga
o heter6loga. Pero transgénico también significa que los acidos nucleicos de la invencidn estan en su lugar natural en
el genoma de un organismo que, no obstante, ha modificado la secuencia en comparacion con la secuencia natural y/o
que las secuencias de regulacion de las secuencias naturales se han modificado. Preferiblemente por transgénico debe
entenderse la expresion de los dcidos nucleicos de la invencion en sitios no naturales en el genoma, lo cual significa
que se presenta una expresion homdloga o heteréloga de los dcidos nucleicos. Organismos transgénicos preferidos son
las plantas transgénicas arriba mencionadas, preferible plantas oleaginosas.

De los ésteres de acido graso producidos en el método de la invencién pueden liberarse los dcidos grasos poliinsa-
turados contenidos, por ejemplo mediante tratamiento con dlcali, como KOH o NaOH acuosos, preferible en presencia
de un alcohol como metanol o etanol y aislarse mediante separacion de fases, por ejemplo, y después acidificacién con
H,SO,, por ejemplo.

Otro objeto de la invencién son aceites, lipidos y/o dcidos grasos que contienen al menos dos enlaces dobles en
las moléculas de 4cido graso, preferible tres, cuatro, cinco o seis enlaces dobles, los cuales se han producido segtin
el proceso de la invencion descrito arriba. Las composiciones que contienen los aceites, lipidos y/o 4cidos grasos
mencionados, asi como el uso de aceites, lipidos y/o acidos grasos o de las composiciones en forrajes o alimentos para
animales, productos alimenticios, cosméticos o fairmacos también son otro objeto de la invencién.

Otro aspecto de la invencion se refiere a procesos para la modulacion de la produccién de una molécula mediante
un microorganismo. Estos métodos comprenden poner en contacto la célula con una sustancia que modula la actividad
de desaturasa de acuerdo con la invencién sola o en combinacién o la expresién de dcidos nucleicos de desaturasa
de modo que se modifica una actividad asociada con la célula en relacién con la misma actividad en ausencia de la
sustancia. En una forma preferida de realizacién se modula(n) una o dos rutas de metabolismo de la célula para lipidos
y 4cidos grasos, cofactores y enzimas o se modula el transporte de compuestos por estas membranas, de modo que se
mejore el rendimiento o la rata de la produccién de un producto quimico fino deseado por este microorganismo. La
sustancia que modula la actividad de desaturasa puede ser una sustancia que estimula la actividad de desaturasa o la
expresion de 4cidos nucleicos de desaturasa o que puede usarse como producto intercambio en la biosintesis de dcidos
grasos. Ejemplos de sustancias que estimulan la actividad de desaturasa o la expresion de 4cido nucleico de desaturasa
son, entre otras, pequefias moléculas, desaturasas activas asi como 4cidos nucleicos que codifican desaturasa que se
han introducido a la célula. Ejemplos de sustancias que inhiben la actividad o la expresion de desaturasa son, entre
otras, pequefias moléculas y moléculas de dcidos nucleicos de desaturasa antisense.

Otro aspecto de la invencion se refiere a procesos para la modulacion de los rendimientos de un compuesto deseado
desde una célula, que comprenden la introduccion a un célula de un gen de desaturasa tipo silvestre o mutante que, o
bien se mantiene sobre un plasmido separado o se integra al genoma de la célula huésped. Al integrarse al genoma, la
integracion puede ser aleatoria o puede efectuarse mediante recombinacién de tal modo que el gen nativo se reemplace
por la copia introducida, por lo cual se modula la produccién del deseado compuesto por la célula, o se usa un gen en
trans de modo que el gen con una unidad de expresién funcional que contiene al menos una secuencia que garantiza
la expresion de un gen y al menos una secuencia que garantiza la poliadenilacion de un gen transcrito funcionalmente,
estd enlazado funcionalmente.

En una forma preferida de realizacién se modifican los rendimientos. En otra forma preferida de realizacién se
aumenta el producto quimico deseado y pueden disminuirse los compuestos indeseados que interfieren. En una forma
preferida de realizacidn el producto quimico deseado es un lipido o un dcido graso, un co-factor o una enzima. En una
forma particularmente preferida de realizacion este producto quimico es un dcido graso poli-insaturado. Mds preferi-
blemente éste se selecciona de dcido araquidénico (ARA), 4cido eicosapentaenoico (EPA) o dcido docosahexaenoico
(DHA).
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La presente invencién proporciona novedosas moléculas de 4cidos nucleicos que son adecuadas para identificar y
aislar desaturasas de biosintesis de PUFAs y que pueden usarse para la modificacién de aceites, dcidos grasos, lipidos,
compuestos derivados de lipidos y, lo mas preferible, para la producciéon de dcidos grasos poliinsaturados.

La invencién proporciona ademas casetes de multi-expresion y constructos para la expresion multiparalela especi-
fica para semillas de combinaciones de genes en vegetales.

Microorganismos tales como Crypthecodinium, Thraustochytrium, Phacodactylum y Mortierella, Entomophthora,
Mucor, Crypthecodinium, asi como otras algas y hongos; particularmente las plantas oleaginosas son los organismos
preferidos para el proceso de acuerdo con la invencién.

En WO 98/01572, o en Falciatore y colaboradores, 1999, Marine Biotechnology 1(3): 239-251, y Dunahay y
colaboradores, 1995, Genetic transformation of diatoms, J. Phycol. 31: 10004-1012 y en las referencias alli citadas
se describen vectores de clonacion y técnicaspara la manipulacién genética de los microorganismos y ciliados arriba
mencionados, algas u organismos relacionados tales como Phaeodactylum tricornutum. De esta manera pueden usarse
las moléculas de dcidos nucleicos en el proceso de acuerdo con la invencién modificando los organismos mediante
ingenieria genética de modo que se vuelven productores mejores 0 mds eficientes de uno o varios productos quimicos
finos. Esta produccién mejorada o eficiencia de la produccién de un producto quimico fino pueden provocarse mediante
una accidén directa de la manipulacién de un gen de acuerdo con la invencién o por una accién indirecta de esta
manipulacién. Por productos quimicos finos en el contexto de la invencidn se entienden ésteres de dcidos grasos, que
contienen acidos grasos poliinsaturados con al menos dos enlaces dobles, tales como esfingolipidos, fosfoglicéridos,
lipidos, glicolipidos, fosfolipidos, monoacilglicéridos, diacilglicéridos, diacilglicéridos, triacilglicéridos u otros ésteres
de 4cidos grasos que contienen 4cidos grasos poliinsaturados con al menos dos enlaces dobles. También por estos
deben entenderse compuestos tales como vitaminas, por ejemplo vitamina E, vitamina C, vitamina B2, vitamina B6,
pantolactona, carotinoides como astaxantina, §-caroteno, zeaxantina y otros.

Musgos y algas son los tinicos sistemas vegetales conocidos que producen cantidades sustanciales de dcidos grasos
poliinsaturados tales como 4cido araquidénico (ARA) y/o 4cido eicospentaenoico (EPA) y/o dcido docosahexaenoico
(DHA). Los musgos contienen PUFAs en lipidos de membrana, mientras que las algas, los organismos relacionados
con las algas y algunos hongos también acumulan cantidades significativas de PUFAs en la fraccién de triacilglicerol.
Por lo tanto son adecuadas las moléculas de dcido nucleico que se aislan de tales cepas que también acumulan PUFAs
en la fraccion de triacilglicerol, particularmente de manera ventajosa para la modificacion del sistema de produccién
de lipidos y de PUFAs en un huésped, en particular en microorganismos, como los microorganismos previamente
mencionados, y en plantas como las plantas oleaginosas, por ejemplo colza, canola, linaza, soya, girasol, borraja. Por
eso pueden usarse ventajosamente en el proceso de acuerdo con la invencion.

Por esto también son adecuados los dcidos nucleicos de la invencién de manera particularmente ventajosa para
aislar acidos nucleicos de microorganismos que acumulan triacilglicerol y para la identificacién de aquellas secuencias
de ADN vy de las enzimas codificadas por ellas en otras especies que son adecuadas para modificar la biosintesis de
moléculas precursoras de PUFAs en los organismos correspondientes.

Microorganismos tales como Crypthecodinium cohnii, Thraustochytrium y especies de Phaeodactylum son mi-
croorganismos que son capaces de acumular PUFAs como ARA, EPA o DHA en triacilgliceroles. Thraustochytrias
también estan relacionados estrechamente de manera filogenética con cepas de Schizochytrias. La capacidad de iden-
tificar desaturasas por medio de 4cidos nucleicos de la invencién, por ejemplo la prediccion de la especificidad de
sustrato de las enzimas, puede ser, por lo tanto, de importancia significativa. Estas moléculas de dcido nucleico tam-
bién pueden servir como secuencias de referencia para el mapeo de genomas relacionados o para la derivacion de
cebadores (primers) PCR.

Las moléculas de dcidos nucleicos de la invencidn codifican para proteinas que se denominan desaturasas. Estas
desaturasas pueden, por ejemplo, ejercer una funcién involucrada en el metabolismo (por ejemplo en la biosintesis
o la degradacion) de compuestos requeridos para la sintesis de lipidos o dcidos grasos, tales como PUFAs, o pueden
participar en el transporte a través de la membrana de uno o varios compuestos de lipido/acido graso, ya sea adentro
de la célula o afuera de la célula.

Las secuencias de dcidos nucleicos de acuerdo con la invencion codifican para desaturasas que son adecuadas para
la produccién de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga, preferiblemente con mds de dieciséis, dieciocho o
veinte dtomos de carbono en el esqueleto de carbonos del 4cido graso y/o al menos dos enlaces dobles en la cadena de
carbono; un 4dcido nucleico de acuerdo con la invencién codifica para una enzima capaz de introducir enlaces dobles
en la posicién A-5, en otro caso en la posicién A-6 y en un caso adicional en la posicién A-12. Con la ayuda de estos
dcidos nucleicos pueden obtenerse grandes cantidades de PUFAs en la fraccién de triacilglicerol. Adicionalmente se
han aislado otras desaturasas que, solas o junto con una desaturasa A-4, pueden aprovecharse para un proceso para
producir dcidos grasos poliinsaturados. En tal caso en la solicitud por singular, es decir por un gen o proteina de
desaturasa, también debe entenderse el plural, es decir los genes o las proteinas de desaturasas.

Hasta ahora, con ayuda de desaturasas ha podido mostrarse la produccién de dcido trienoico con cadena de car-
bonos de C5. En estos procesos conocidos en la literatura se ha reivindicado la produccion de 4cido y-linolénico.
Sin embargo, hasta ahora nadie habia podido mostrar la produccién de acidos grasos poliinsaturados de cadenas mas
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largas (con cadena de carbono de C,, y mds larga, asi como de 4cidos trienoicos y de tipos con mayor insaturacion)
solo mediante organismos modificados.

Para la produccién de PUFAs de cadena larga de acuerdo con la invencion, los 4cidos grasos poliinsaturados de C;g
primero deben alargarse en al menos dos dtomos de carbono mediante actividad enzimética de una elongasa. Después
de un ciclo de elongacién, esta actividad enzimdtica conduce a dcidos grasos de C,g, y después de dos, tres y cuatro
ciclos de elongacion hasta dcidos grasos de C,,, Cy4 0 Cy. Las secuencias de acidos nucleicos divulgadas en esta in-
vencidn, las cuales codifican para diversas desaturasas, en conjunto con elongasas pueden conducir a poliinsaturados
de cadenas muy largas. LA actividad de las desaturasas de acuerdo con la invencion conduce preferiblemente a 4cidos
grasos de C,g, Cyy y/0 C,, con al menos dos enlaces dobles en la molécula de 4cido graso, preferentemente con tres,
cuatro, cinco o seis enlaces dobles, particularmente preferible hasta dcidos grasos de C;3 y/o C,y con al menos dos
enlaces dobles en la molécula de dcido graso, preferentemente con tres, cuatro o cinco enlaces dobles en la molécula.
La elongacién de dcido graso puede efectuarse por combinacion de las desaturasas de acuerdo con la invencién con
una actividad de elongasa, y puede usarse ventajosamente la elongasa codificada por SEQ ID NO: 9. Después de que
ha tenido lugar la elongacién con la(s) enzimas de la invencién, pueden efectuarse otros pasos de desaturacion tales
como, por ejemplo, una desaturacién en posicion A-5. También puede usarse la combinacién con otras elongasas como
aquellas que conducen a una elongacién de cadenas de C3 a C, 0 de C,y a Cy,_»4, y/0 puede emplearse ventajosamente
con una desaturasa con actividad para posicién A-4 para obtener los dcidos grasos altamente de-saturados. Por lo tanto,
los productos de las actividades de desaturasa, y de la posible desaturacién adicional, conducen a PUFAs preferidos
con un alto grado de desaturacién, como dcido dihomo-gamma-linolénico, acido docosadienoico, dcido araquidénico,
dcido wb-eicosatriendihomo-y-linolénico, dcido eicosapentaenoico, dcido w3-eicosatrienoico, 4cido w3-eicosatetrae-
noico, dcido docosapentaenoico o dcido docosahexaenoico. Son sustratos de la actividad enzimética de acuerdo con la
invencién, por ejemplo, dcido taxoleico; dcido 6,9-octadecadienoico, acido linoleico, acido pinolénicosiure, acido a-
0 B-linolénico o dcido esteariddnico asi como dcido araquidénico, 4cido eicosatetraenoico, dcido docosapentaenoico,
dcido eicosapentaenoico. Sustratos preferidos son 4cido linoleico, dcido y-dcido linolénico y/o dcido a-linolénico asf
como 4cido araquiddnico, dcido eicosatetraenoico, Acido docosapentaenoico, dcido eicosapentaenoico. Particularmen-
te preferidos como productos del proceso son: dcido araquiddnico, dcido docosapentaenoico, dcido eicosapentaenoico.
Los 4cidos grasos de C;3 con al menos dos enlaces dobles en el 4cido graso pueden elongarse por la actividad enzi-
matica de acuerdo con la invencién en forma del dcido graso libre o en forma de los ésteres tales como fosfolipidos,
glicolipidos, esfingolipidos, fosfoglicéridos, monoacilglicéridos, diacilglicéridos o triacilglicéridos.

Para la alimentacién humana el dcido linoleico conjugado “CLA” es de significado particular. Por CLA se entien-
den en particular dcidos grasos como C18:2° ¢ 11 ans o e] jsdmero C18:2!0 mans 12.¢is " que debido al sistema enzimético
humano pueden desnaturalizarse o alongarse en el cuerpo después de ingerirlos y pueden contribuir a efectos que
incentivan la salud. Con las desaturasas de la invencidn (desaturasas A-12) aquellos dcidos grasos conjugados con al
menos dos enlaces dobles en la molécula se desnaturalizan y de esta manera se introducen a la alimentacién humana
aquellos dcidos grasos que incentivan la salud. Otros ejemplos de dcidos grasos conjugados son dcido alfa-parindrico,
acido punicico, dcido eleoestedrico y 4cido calendilico.

Usando vectores de clonacion en vegetales y en la transformacién de vegetales como aquellas que se han publicado,
y allf se citan: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton, Florida), capitulo 6/7, paginas 71-
119 (1993); F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; en: Transgenic Plants, volumen 1, Engineering and
Utilization, Editado por: Kung y R. Wu, Academic Press, 1993, 15-38; B. Jenes y colaboradores, Techniques for Gene
Transfer, en: Transgenic Plants, volumen 1, Engineering and Utilization, editores: Kung y R. Wu, Academic Press
(1993), 128-143; Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225)), los 4cidos nucleicos
de acuerdo con la invencién pueden usarse para la modificacién por ingenierfa genética de un amplio espectro de
vegetales, de modo que estos se vuelven un productor mejor o mds eficiente de uno o varios productos derivados
de lipidos, tales como PUFAs. Esta produccién o eficiencia mejorada de la produccién de un producto derivado de
lipidos, como PUFA, puede ocasionarse mediante accién directa de la manipulacién o una accién indirecta de esta
manipulacién.

Existe una serie de mecanismos mediante los cuales la modificacién de una proteina de desaturasa de acuerdo con
la invencién puede afectar directamente el rendimiento, produccién y/o eficiencia de la produccién de un producto
quimico fino de una planta oleaginosa o de un microorganismo debido a una proteina modificada. La cantidad o la
actividad de la proteina o del gen de desaturasa, asi como de las combinaciones génicas de desaturasas y elonga-
sas, pueden elevarse de modo que se produzcan de novo cantidades mds grandes de estos compuestos porque a los
organismos les faltaba esta actividad y habilidad para la biosintesis antes de introducir el gen correspondiente. Lo
correspondiente es valido para la combinacién con otras desaturasas o elongasas u otras enzimas del metabolismo de
lipidos. En este caso, también puede ser ventajoso el uso de diferentes secuencias divergentes, es decir secuencias que
difieren al nivel de la secuencia de ADN, o bien el uso de promotores para la expresion génica que hace posible otra
expresion génica temporal, es decir dependiendo por ejemplo del grado de madurez de un tejido o una semilla que
almacena aceite.

Introduciendo un gen de desaturasa o varios genes de desaturasa de la invencidn a un organismo, solo o en com-
binacién con otros genes a una célula, no solo puede elevarse el flujo de la biosintesis hasta el producto final, sino
también elevarse o crearse de novo la composicidn-triacilglicerina correspondiente. Asi mismo, pueden elevarse el
nimero o la actividad de otros genes que participan en la importacién de nutrientes requeridos para la biosintesis de
uno o mas productos quimicos finos (por ejemplo, dcidos grasos, lipidos polares y neutrales), de modo que la concen-
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tracién de los precursores, co-factores o compuestos intermedios dentro de las células o dentro del compartimiento de
almacenamiento, por lo cual se aumenta la capacidad de las células para la produccién de PUFAs se sigue aumentando,
tal como se describe a continuacién. Los dcidos grasos y los lipidos son ellos mismos productos quimicos finos desea-
bles; optimizando la actividad o el incremento del nimero de una o mds desaturasas que participan en la biosintesis
de estos compuestos, o destruyendo la actividad de una o mds desaturasas que participan en la degradacién de estos
compuestos, puede ser posible incrementar el rendimiento, la produccién y/o la eficiencia de produccién de moléculas
de 4cido graso y de lipidos a partir de vegetales o microorganismos.

La mutagénesis de el/los gen(es) de desaturasa de la invencion puede conducir adicionalmente a una proteina de
saturasa con actividades modificadas, las cuales afectan la produccién de uno o varios productos quimicos finos de
manera directa o indirecta. Por ejemplo, el nimero o la actividad del(de) los gene(es) de desaturasa de la invencion pue-
den incrementarse de modo que los residuos normales o los productos secundarios del metabolismo de la célula (cuya
cantidad se eleva posiblemente debido a la sobreproduccién de los productos quimicos finos deseados) se exporten de
manera eficiente antes de que destruyan otras moléculas o procesos dentro de la célula (que disminuiria la viabilidad
de la célula) o interfieran las rutas de biosintesis de los productos quimicos finos (por lo cual se disminuyen el rendi-
miento, la produccién o la eficiencia de la produccion de los productos quimicos finos deseados). Adicionalmente, las
cantidades intracelulares relativamente grandes de los productos quimicos finos deseados pueden ser, por si mismas,
toxicas para la célula o interferir con mecanismos enzimaticos de re-acoplamiento, como la regulacién aloestérica;
aumentando, por ejemplo, la actividad o el nimero de otras enzimas siguientes en sentido contrario o de enzimas de
desintoxicacion de la ruta de PUFA, puede aumentar la cuota de los PUFAs en la fraccion de triacilglicerina , podria
elevarse la viabilidad de células de semilla, lo cual a su vez conduce a un mejor desarrollo de células en cultivo o a
semillas que producen los quimicos finos deseados. El gen de desaturasa de la invencidn también puede manipularse
de tal modo que se produzcan las cantidades correspondientes de las diversas moléculas de lipido y de 4cido graso.
Esto puede tener un efecto profundo en la composicién de lipido de la membrana de la célula y genera nuevos aceites
adicionalmente a la apariciéon de PUFAs recién sintetizados. Puesto que cada tipo de lipido tiene diversas propiedades
fisicas, una modificacion de la composicién del lipido de una membrana puede cambiar significativamente la fluidez
de la membrana. Los cambios de la fluidez de la membrana pueden ejercerse sobre el transporte de moléculas por la
membrana asi como sobre la integridad de la célula, las cuales, ambas, poseen un efecto decisivo en la produccién de
quimicos finos. En vegetales, estos cambios pueden influir ademds en otras caracteristicas como tolerancia frente a
situaciones de estrés abidticas o bidticas.

Tolerancia al estrés bidtica y abidtica es una caracteristica general que se desea transmitir a un amplio espectro
de plantas tales como maiz, trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, frijol de soya, mani o cacahuate, algodén,
lino de aceite y de fibra, colza y canola, linaza, yuca, pimienta, girasol y tagetes, plantas olandceas como patata,
tabaco, berenjena y tomate, variedades de vicia (algarroba), guisantes, alfalfa, arbustos (café, caco, té), variedades
de salix, drboles (palmas ce aceite, coco) y gramineas perennes y frutos del campo para forraje. Como otra forma
de realizacién de acuerdo con la invencidn, estos frutos del campo también son plantas preferidas de destino para la
ingenieria genética. Plantas particularmente preferidas de acuerdo con la invencién son plantas de frutos oleaginosos
tales como frijoles de soya, cacahuate, colza, canola, girasol, linaza, cdrtamo o cardo, drboles (palmas de aceite, coco)
o frutos del campo como maiz, trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, alfalfa, o arbustos (café, cacao, té).

Por consiguiente, un aspecto de la invencién se refiere a moléculas aisladas de acidos nucleicos (por ejemplo,
cADNSs), que comprenden secuencias de nucledtidos que codifican una desaturasa o varias desaturasas o partes bio-
l6gicamente activas de las mismas, o fragmentos de 4cidos nucleicos que son adecuados como cebadores (primer) o
sondas de hibridizacion para la deteccion o para la amplificacion de dcidos nucleicos que codifican desaturasa (por
ejemplo, ADN o mARN). En formas particularmente preferidas de realizacién, la molécula de 4cido nucleico com-
prende una de las secuencias de nucleétidos representadas en la secuencia ID NO: 1 6 3 y 5 o la regién codificante o
un complemento de una de estas secuencias de nucleétidos. En otras formas particularmente preferidas de realizacion,
la molécula aislada de acido nucleico segiin la invencién comprende una secuencia de nucleétidos que se hibrida a una
secuencia de nucleétidos, como se representa en la secuencia SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, o a una parte de la misma o
que tiene al menos aproximadamente 50%, preferible al menos aproximadamente 60%, mas preferible al menos apro-
ximadamente 70%, 80% o0 90% y atin mds preferible al menos aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de
homologia con la misma. En otras formas preferidas de realizacidén, la molécula de acido nucleico aislada codifica una
de las secuencias de aminodcidos representadas en la secuencia SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12. El gen de desaturasa preferido
segun la invencién también posee preferentemente al menos una de las actividades de desaturasa aqui descritas.

En otra forma de realizacién, la molécula aislada de acido nucleico codifica una proteina o una parte de la misma;
la proteina o la parte de la misma contienen una secuencia de aminodcidos que es suficientemente homdéloga con
una secuencia de aminodcido de la secuencia SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 para que la proteina o la parte de la misma
mantenga una actividad de desaturasa. La proteina, o la parte de la misma, que se codifica por parte de la molécula
de 4cido nucleico, preferentemente mantienen la habilidad de participar en el metabolismo de compuestos requeridos
para la sintesis de membranas celulares de plantas o en el transporte de moléculas a través de estas membranas. En
una forma de realizacién, la proteina codificada por la molécula de 4cido nucleico tiene al menos aproximadamente
50%, preferentemente al menos aproximadamente 60% y mds preferiblemente al menos alrededor 70%, 80% 6 90% y
lo mas preferible al menos aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de homologia con una secuencia de
aminodcidos de secuencia SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12. En otra forma preferida de realizacion, la proteina es una proteina
de longitud completa que es esencialmente en partes homodloga a una secuencia total de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 2, 4, 6 6 12 (que se deriva del marco de lectura mostrada en SEQ ID NO: 1, 3, 5u 11).

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345324 T3

En otras formas de realizacién la desaturasa aislada comprende una secuencia de aminoécidos que tiene al menos
aproximadamente 50% de homologia con una de las secuencias de las SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 y puede participar en
el metabolismo de compuestos requeridos para la sintesis de dcidos grasos en un microorganismo o una célula vegetal
o en el transporte de moléculas a través de estas membranas; se entienden cadenas de carbono desaturadas de C;53 o
Cy0_2 con dobles enlaces en al menos dos posiciones.

En otra forma preferida de realizacion, la molécula aislada de dcido nucleico proviene de Phaeodactylum tricor-
nutum UTEX646 y codifica una proteina (por ejemplo una proteina de fusion desaturasa) que contiene un domino
bioldgicamente activo que tiene una homologia de al menos aproximadamente 50% o mayor con una secuencia de
aminodcidos de la secuencia SEQ ID NR 2, 4, 6 6 12 y mantiene la habilidad de participar en el metabolismo de com-
puestos requeridos en la sintesis de membranas celulares de plantas o en el transporte de moléculas a través de estas
membranas, o tiene al menos una de las actividades de desaturacién que resultan en PUFAs tales como GLA, ALA,
dcido dihomo-gamma linolénico, ARA, EPA o DHA o sus moléculas precursoras, y también comprende secuencias
heter6logas de acidos nucleicos que codifican un polipéptido heterélogo o proteinas regulatorias.

De manera alternativa, la desaturasa aislada puede comprender una secuencia de aminodcidos que se codifica
por una secuencia de nucleétidos que hibrida a una secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, por
ejemplo en condiciones severas, o que tiene una homologia de al menos aproximadamente 50%, preferentemente al
menos alrededor de 60%, mds preferible de al menos aproximadamente 70%, 80% 6 90% y ain mas preferible al
menos aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 mayor homologia con la misma. Asi mismo se prefiere que
las formas de desaturasa preferidas también posean una de las actividades de desaturasa aqui descritas.

En otra forma de realizacién, la molécula aislada de 4cido nucleico tiene una longitud de al menos 15, 25, 50,
100, 250 6 mas nucleétidos e hibrida en condiciones severas a una molécula de dcido nucleico que comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 1, 3, 5 6 17. Preferentemente, la molécula aislada de 4cidos nucleicos corresponde a una
molécula de 4cido nucleico de procedencia natural. Con mds preferencia la molécula aislada de 4cido nucleico codifica
desaturasa Phaeodactylum de procedencia natural o una parte biolégicamente activa de la misma.

Otra forma de realizacién de la invencion son casetes de expresion que hacen posible la expresién de los dcidos
nucleicos de la invencién con las secuencias SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 en los diversos organismos tales como micro-
organismos, por ejemplo bacterias, hongos, levaduras, ciliados, algas o células animales o vegetales o en animales o
plantas.

Por casete de expresion de la invencidn (= constructo o fragmento de dcido nucleico) deben entenderse las secuen-
cias nombradas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 11 que son el resultado del cédigo
genéticos y/o sus derivados funcionales o no funcionales que han sido enlazadas funcionalmente con una o varias
sefiales regulatorias para incrementar ventajosamente la expresion génica y que controlas la expresion de la secuencia
codificante en la célula huésped. Estas secuencias regulatorias deben hacer posible la expresion objetivo de los genes
y de la expresion de proteina. Dependiendo del organismo huésped, esto puede significar, por ejemplo, que el gen
primero se induce y solo luego se expresa y/o se sobre-expresa, o que se expresa y/o se sobre-expresa inmediatamente.
A manera de ejemplo, estas secuencias regulatorias son secuencias a las que se enlazan inductores o represores y de
esta manera regulan la expresién del dcido nucleico. Adicionalmente a estas secuencias regulatorias novedosas, o en
lugar de estas secuencias, antes de los propios genes estructurales la regulacion natural de estas secuencias puede estar
aun presente, y opcionalmente pudo haberse modificado genéticamente de modo que se haya eliminado la regulacién
natural y se haya incrementado la expresién de los genes. Sin embargo, el constructo génico también pueden tener
una construccién mds simple, es decir que no se han insertado sefiales de regulacién adicionales antes de la secuencia
de 4cidos nucleicos o sus derivados. En lugar de eso se mut6 la secuencia natural de regulacién de tal modo que ya
no se efectda una regulacién y/o se incrementa la expresién génica. Para incrementar la actividad, estos promotores
modificados también pueden insertarse antes del gen natural en forma de secuencias parciales (= promotor con partes
de las secuencias de dcidos nucleicos de la invencién) o también solos. El constructo génico también puede contener
ventajosamente ademds una o varias, asi llamadas, “secuencias enhancer” que estdn ligadas funcionalmente con el
promotor que hacen posible una expresion incrementada de la secuencia de 4cidos nucleicos. Secuencias ventajosas
adicionales, tales como otros elementos regulatorios o terminadores, también pueden insertarse en el extremo 3’ de las
secuencias de ADN. Los genes de desaturasa A-5 /desaturasa A-6 y/o desaturasa A-12 pueden estar contenidos en una
0 mads copias en el casete de expresion (= constructo génico).

Tal como se describe arriba, las secuencias o factores regulatorios pueden tener preferiblemente un efecto posi-
tivo sobre la expresion génica de los genes introducidos, incrementdndola. Asi puede efectuarse ventajosamente un
refuerzo de los elementos regulatorios a nivel de transcripcién usando fuertes sefiales de transcripcion, tales como
promotores y/o “enhancers”. Pero ademds, también es posible un refuerzo de la translacién, por ejemplo mejorando la
estabilidad del mARN.

Otro aspecto de la invencién se refiere a vectores, por ejemplo vectores de expresion recombinantes que contienen
al menos una molécula de dcido nucleico segiin la invencion y a células huésped a las que se han introducido estos
vectores, particularmente microorganismos, células vegetales, tejidos vegetales, 6rganos de vegetales o las plantas
enteras. En una forma de realizacion, una célula huésped asi puede almacenar compuestos quimicos finos, en particular
PUFAs; para aislar el compuesto deseado se cosechan las células. El compuesto (aceites, lipidos, triacilglicéridos,
dcidos grasos) o la desaturasa pueden aislarse del medio o de la célula huésped, que en el caso de los vegetales son
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células que contienen los productos quimicos finos, de mayor preferencia células de tejidos de almacenamiento como
las céscaras de semillas, bulbos, epidermis y células de demillas, endosperma o tejidos embrionales.

Un aspecto mds de la invencién se refiere a plantas transgénicas, genéticamente modificada, preferible una planta
oleaginosa, como se mencioné previamente, particularmente preferible una planta de colza o de linaza a la que se
ha introducido un gen de desaturasa. En una forma de realizacion, el genoma de colza o linaza ha sido modificado
introduciendo como transgen una molécula de dcido nucleico de la invencion que codifica un tipo silvestre o una
secuencia de desaturasa mutada. En otra forma de realizacién, un gen enddgeno de desaturasa en el genoma del
organismo donante Phaeodactylum se ha destruido funcionalmente mediante mutagénesis y deteccién por medio de
secuencias de ADN o se ha reprimido por medio de tecnologia antisense. En una realizacién preferida también se
ha usado colza o linaza para la produccién de un compuesto deseado tal como lipidos y dcidos grasos y se prefieren
especialmente PUFAs.

En atin otra forma preferida el musgo Physcomitrella patens puede usarse para demostrar la funcién de un gen de
desaturasa usando recombinacién homdéloga sobre la base de los dcidos nucleicos descritos en la presente invencién.

Otro aspecto mds de la invencién se refiere a un gen aislado de desaturasa o a una parte, por ejemplo una parte
biolégicamente activa, del mismo. En una forma preferida de realizacién, la desaturasa aislada o una parte de la
misma puede participar en el metabolismo de compuestos requeridos para la sintesis de membranas celulares en un
microorganismo o una célula vegetal o en el transporte de moléculas a través de sus membranas. En otra forma de
realizacion preferida, la desaturasa aislada o la parte de la misma tiene suficiente homologia con una secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 para que esta proteina o la parte de la misma mantengan la habilidad de
participar en el metabolismo de compuestos requeridos para la sintesis de membranas celulares en Microorganismos
o células vegetales o en el transporte de moléculas por estas membranas.

La invencién también suministra una preparacion aislada de una desaturasa en forma de un extracto crudo o como
proteina pura.

El polipéptido de desaturasa, o una parte biolégicamente activa del mismo, de manera ventajosa puede estar enla-
zado funcionalmente a otro polipéptido que tiene otra actividad enzimética distinta de aquella de las desaturasas, por
ejemplo una elongasa, aciltransferasa u otra actividad, de modo que se forma una proteina de fusién. Esta proteina de
fusién tiene ventajosamente una actividad que difiere de aquella de la desaturasa sola. En otra forma de realizacion,
esta proteina de fusidn participa en el metabolismo de compuestos que se requieren para la sintesis de lipidos y dcidos
grasos, co-factores y enzimas en microorganismos o plantas, o en el transporte de moléculas por estas membranas. De
manera particularmente ventajosa, la introduccién de esta proteina de fusién a una célula huésped modula la produc-
cién de un compuesto deseado dentro de una célula y por parte de la célula. En una forma de realizacién preferida
estas proteina de fusion también contienen actividades de desaturasa A-4, A-5 6 A-6, A-8, A-15, A-17 6 A-19 solas o en
combinacién. En particular, las formas de realizacién preferidas son aquellas combinacién de genes que se seleccionan
de SEQ ID NO: 7 6 9 o partes de las mismas o sus homoélogos. En particular, se prefieren aquellas combinaciones que
contienen la actividad de proteina completa como en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 y se insertan en casetes de expresion
miuiltiple definidos por SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16 y 17 y son adecuadas para la transformacion vegetales y la expresion
en vegetales.

Descripcion detallada de la invencion

Un objeto de acuerdo con la invencién es/son dcidos nucleicos aislados que codifican para un polipéptido con
actividad de desaturasa, seleccionados del grupo:

a) un 4cido nucleico con la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 6 SEQ ID
NO: 11,

b) 4cidos nucleicos que, debido al cédigo genético degenerado, se obtienen mediante re-traduccion de las secuen-
cias de aminodacidos representadas en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 12,

¢) Derivados de los dcidos nucleicos representados en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO : 5 0 SEQ ID
NO: 11 que codifican para partes biolégicamente activas de una desaturasa y presentan al menos 50% de identidad
con la secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 6 SEQ ID NO: 12.

Adicionalmente, la invencion se refiere a una secuencia de aminodcidos que se codifican por la(s) arriba menciona-
da(s) secuencia(s) de 4cidos nucleicos (en el contexto de la invencidn, el singular debe abarcar el plural y viceversa). La
invencidn se refiere especialmente a secuencias de aminodcidos que se codifican mediante la secuencia representada
en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 6 SEQ ID NO: 11.

La presente invencion proporciona dcidos nucleicos y moléculas de proteina con actividad de desaturasa que par-
ticipan en el metabolismo de lipidos y dcidos grasos, co-factores de PUFA y enzimas en el musgo Physcomitrella
patens o en el transporte de compuestos lipofilicos a través de las membranas. Los compuestos de acuerdo con la
invencion pueden usarse para modular la produccion de productos quimicos finos desde organismos como, por ejem-
plo, microorganismos tales como los ciliados, hongos, levaduras, bacterias, algas y/o plantas tales como maiz, trigo,
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centeno, avena, triticale, arroz, cebada, frijol de soya, cacahuate o mani, algodén, especies de Linum tales como lino
de aceite o de fibra, especies de brassica como colza, canola y nabina, pimienta, girasol, borraja, onagra y tagetes,
plantas solandceas como patata, berenjena y tomate, especies de vicia, guisantes, yuca, alfalfa, arbustos (café, cacao,
té), especies de salix, drboles (palma de aceite, coco) y gramineas perennes y frutos del campo para forraje o alimento
para animales, ya sea directamente (por ejemplo, si la sobreexpresion u optimizacion de una proteina para la sintesis de
acido graso tiene una influencia directa en el rendimiento, produccién y/o eficiencia de la produccién del acido graso
desde organismos modificados) o pueden tener un efecto indirecto que, no obstante, conduzcan a un incremento del
rendimiento, produccién y/o eficiencia de la produccién de un compuesto deseado o a una disminucién de compuestos
indeseados (por ejemplo, si la modulacién del metabolismo de lipidos y dcidos grasos, cofactores y enzimas conduce
a modificaciones del rendimiento, produccién y/o eficiencia de la produccién o a la composicién de los compuestos
deseados dentro de las células, lo cual puede influir a su vez en la produccién de uno o mds productos quimicos finos)
Los aspectos de la invencidn se ilustran con mads detalle a continuacién.

L. Productos quimicos finos y PUFAs

El concepto “producto quimico fino” es conocido en el campo de la técnica y abarca moléculas que han sido
producidas por un organismo y que se usan en una variedad de industrias tales como, por ejemplo pero sin limitar-
se a las mismas, la farmacéutica, la agricola, la alimentaria, la cosmética. Estos compuestos abarcan lipidos, dcidos
grasos, co-factores y enzimas, etc. (como se describe, por ejemplo, en Kuninaka, A. (1996) Nucleotides and rela-
ted compounds, paginas 561-612, en Biotechnology volumen 6, Rehm y colaboradores, Editorial, VCH: Weinheim
y referencias bibliograficas alli contenidas), lipidos, dcidos grasos saturados e insaturados (por ejemplo 4cido ara-
quidénico), vitaminas y co-factores (como se describe en Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, vol. A27,
Vitamins, paginas 443-613 (1996) VCH: Weinheim y citas bibliogréficas alli contenidas; y Ong, A.S., Niki, E., &
Packer, L. (1995) Nutrition, Lipids, Health and Disease Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific and
Technological Associations in Malaysia and the Society for Free Radical Research - Asia, que tuvo lugar del 1 al 3 de
septiembre de 1994 en Penang, Malasia, AOCS Press (1995)), enzimas y todos los otros productos quimicos descritos
por Gutcho (1983) en Chemicals by Fermentation, Noyes Data Corporation, ISBN: 0818805086, y las referencias
bibliograficas alli indicadas. El metabolismo y el uso de determinados productos quimicos finos se ilustran con mayor
detalle a continuacidn.

La combinacién de diversas moléculas precursoras y enzimas de biosintesis conduce a la produccién de diversas
moléculas de dcidos grasos, lo cual tiene un efecto decisivo en la composicién de la membrana. Puede suponerse que
los PUFAs no solo se incorporan a triacilglicerol sino también a los lipidos de membrana.

La sintesis de membranas es un proceso bien caracterizado en el que estd involucrada una cantidad de componentes,
incluyendo lipidos como parte de la membrana de doble capa. La produccién de 4cidos grasos novedosos tales como
PUFAs puede generar, por lo tanto, propiedades novedosas de funciones de membrana dentro de una célula o un
organismo.

Las membranas celulares sirven para un gran nimero de funciones en una célula. Primero y en primera linea, una
membrana delimita los contenidos de una célula del medio ambiente e imparte de esta manera integridad a la célula.
Las membranas también pueden actuar como barreras contra la afluencia de compuestos peligrosos o indeseados o
sino contra la salida de compuestos deseados.

Para descripciones y participaciones mas detalladas de las membranas y los mecanismos involucrados, véase en:
Bamberg, E., y colaboradores (1993) Charge transport of ion pumps on lipid bilayer membranes, Q. Rev. Biophys. 26:
1-25; Gennis, R.B. (1989) Pores, Channels and Transporters, en: Biomembranes, Molecular Structure and Function,
Springer: Heidelberg, paginas 270-322; y Nikaido, H., y Saier, H. (1992) Transport proteins in bacteria: common
themes in their design, Science 258: 936-942, y las citas contenidas en cada una de estas referencias bibliograficas.

La sintesis de lipidos puede dividirse en dos partes: la sintesis de dcidos grasos y su enlazamiento a sn-gliceri-
na-3-fosfato asi como la adicién o modificacién de un grupo polar de cabeza. Lipidos que se usan en membranas
comprenden fosfolipidos, glicolipidos, esfingolipidos y fosfoglicéridos. La sintesis de dcidos grasos inicia con la
transformacion de acetil-CoA en malonil-CoA por la acetil-CoA-carboxilase o en acetil-ACP por la acetiltransacilasa.
Después de una reaccidon de condensacion estas dos moléculas de producto forman juntas acetoacetil-ACP, que se
convierte mediante una serie de reacciones de condensacién, reduccion y deshidratacién para producir una molécula
de 4cido graso saturado con la longitud de cadena deseada. La produccion de los dcidos grasos insaturados a partir
de estas moléculas se cataliza por desaturasas especificas, o bien aerobicamente por medio de oxigeno molecular o
anaerdbicamente (respecto de la sintesis de 4cidos grasos en microorganismos véase F.C. Neidhardt y colaboradores
(1996) E. coli y Salmonella. ASM Press: Washington, D.C., S. 612-636 y las referencias bibliograficas alli contenidas;
Lengeler y colaboradores (editores) (1999) Biology of Procaryotes. Thieme: Stuttgart, New York, y las referencias
bibliogréficas contenidas, asi como Magnuson, K., y colaboradores (1993) Microbiological Reviews 57: 522-542 y las
referencias bibliograficas contenidas).

Precursores para la biosintesis de PUFA son, por ejemplo, 4dcido oleico, 4cido linoleico y acido linolénico. Estos
acidos grasos de C 5 carbonos deben alongarse a C,, y C»,, para que se obtengan dcidos grasos del tipo de cadena eicosa
y docosa. Con ayuda de diversas desaturasas, como enzimas que presentan actividad de desaturasa A-12, desaturasa A-
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15, desaturasa A-6, desaturasa A-5 y A-4 desaturasa, pueden obtenerse dcido araquidénico, dcido eicosapentaenoico y
dcido docosahexaenoico, asi como otros PUFAs diferentes de cadena larga, extraerse y usarse para diversos propositos
en aplicaciones de productos alimenticios, forrajes, cosméticos y productos farmacéuticos.

Para producir PUFAs de cadena larga, los dcidos grasos poliinsaturados de C;3 0 C,y deben polidesaturarse como
se menciond arriba. Las secuencias de acidos nucleicos segtn la invencién codifican primero desaturasas funcional-
mente activas de Phyeodactilum tricornutum, un microorganismo que contiene PUFAs en la fraccion de triacilglicerol.
Pueden introducirse enlaces dobles en la posicién A-5, A-6 6 A12 con las desaturasas segin la invencion. Las acti-
vidades de las desaturasas segun la invencion conducen preferentemente a dcidos grasos de C;3 + C,, con al menos
dos, tres, cuatro o cinco enlaces dobles en la molécula de acido graso, preferentemente a acidos grasos de C,, prefe-
rentemente con tres, cuatro o cinco enlaces dobles en la molécula de dcido graso. La de-saturacion puede efectuarse
antes o después de la elongacion de los dcidos grasos correspondientes. Por lo tanto, los productos de las actividades
de desaturasa y de la posible de-saturacién y elongacién conducen a PUFAs preferidos con un mads alto grado de de-
saturacion, incluyendo una elongacion adicional de 4dcidos grasos de C,y a Cy,, a dcidos grasos tales como 4cido linolei-
co, 4cido docosadienoico, dcido dihomo-y-linolénico, dcido araquidénico, 4cido w6-eicosatriendihomo-y-linolénico,
dcido eicosapentaenoico, dcido w3-eicosatrienoico, dcido w3-eicosatetraenoico, dcido docosapentaenoico o dcido do-
cosahexaenoico. Sustratos de esta actividad enzimética de acuerdo con la invencién son, por ejemplo, dcido taxélico,
dcido 6,9-octadecadienoico, 4cido oleico, 4cido linoleico, 4cido y-linolénico, dcido pinolénico, dcido a-linolénico,
dcido araquidénico, 4cido eicosapentaenoico o dcido estearidonico. Sustratos preferidos son 4cido linoleico, 4cido y-
linolénico y/o dcido a-linolénico, dcido dihomo-y-linolénico o dcido araquidénico, dcido eicosatetraenoico o acido
eicosapentaenoico. Los dcidos grasos de C;g 0 Cyy con al menos dos enlaces dobles en el dcido graso pueden alongarse
por la actividad enzimética de acuerdo con la invencion en forma de acido graso libre o en forma de los ésteres tales
como fosfolipidos, glicolipidos, esfingolipidos, fosfoglicéridos, monoacilglicéridos, diacilglicéridos, triacilglicéridos
u otros ésteres.

Ademds, los dcidos grasos deben transportarse a continuacién a diferentes lugares de modificacion e incorporarse
al lipido de almacenamiento de triacilglicerina. Otro paso importante en la sintesis de lipidos es la transferencia de
dcidos grasos a los grupos polares de cabeza, por ejemplo por la glicerina-acido graso-aciltransferasa (véase Frentzen,
1998, Lipid, 100(4-5): 161-166).

Véanse publicaciones sobre la biosintesis vegetal de dcido graso, de-saturacién, el metabolismo lipidico y el trans-
porte de membrana de compuestos con contenido de grasa, la betaoxidacion, modificacién de dcido graso y co-factores,
almacenamiento y ensamblaje de triacilglicerina, en los siguientes articulos, incluyendo las referencias bibliograficas
de alli: Kinney, 1997, Genetic Engeneering, editor: JK Setlow, 19: 149-166; Ohlrogge y Browse, 1995, Plant Cell 7:
957-970; Shanklin y Cahoon, 1998, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 49: 611-641; Voelker, 1996, Gene-
tic Engeneering, editor: JK Setlow, 18: 111-13; Gerhardt, 1992, Prog. Lipid R. 31: 397-417; Githnemann-Schifer &
Kindl, 1995, Biochim. Biophys Acta 1256: 181-186; Kunau y colaboradores, 1995, Prog. Lipid Res. 34: 267-342;
Stymne y colaboradores, 1993, en: Biochemistry and Molecular Biology of Membrane and Storage Lipids of Plants,
editor: Murata y Somerville, Rockville, American Society of Plant Physiologists, 150-158, Murphy & Ross 1998,
Plant Journal. 13 (1): 1-16.

Vitaminas, co-factores y productos nutracéuticos como PUFAs, comprenden un grupo de moléculas que ya pueden
sintetizar los animales superiores y deben por lo tanto ingerirse o los animales superiores ya no pueden producirlos
por si mismos en cantidad suficiente y deben ingerirse por lo tanto adicionalmente, aunque se sintetizan facilmente
por otros organismos, tales como las bacterias. La biosintesis de estas moléculas en organismos que pueden produ-
cirlas, como en las bacterias, ha sido caracterizada en gran medida (Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry,
“Vitamins”, vol. A27, paginas 443-613, VCH: Weinheim, 1996; Michal, G. (1999) Biochemical Pathways: An Atlas
of Biochemistry and Molecular Biology, John Wiley & Sons; Ong, A.S., Niki, E., & Packer, L. (1995) “Nutrition, Li-
pids, Health and Disease” Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific and Technological Associations in
Malaysia and the Society for Free Radical Research Asia, que tuvo lugar del 1 al 3 de septiembre de 1994 en Penang,
Malasia, AOCS Press, Champaign, IL X, 374 pag).

Las moléculas mencionadas arriba son, o bien ellas mismas biolégicamente activas, o precursores de sustancias
biolégicamente activas que sirven ya sea como vehiculo de electrones o como productos intermedios en una cantidad
de rutas metabdlicas. Estos compuestos tienen, ademds de su valor nutricional, también un valor industrial signifi-
cativo como colorantes, antioxidantes y catalizadores u otros auxiliares de procesamiento (véase una vista general
sobre estructura, actividad y aplicaciones industriales de estos compuestos, por ejemplo, en Ullmann’s Encyclope-
dia of Industrial Chemistry, “Vitamins”, vol. A27, pag. 443-613, VCH: Weinheim, 1996). Los 4cidos grasos poli-
insaturados tienen diversas funciones y efectos que incentivan la salud, por ejemplo en el caso de enfermedad corona-
ria, mecanismos de inflamacién, nutricién infantil, etc. Véanse publicaciones y referencias bibliograficas, incluyendo
citas bibliograficas all{ citadas, en: Simopoulos, 1999, Am. J. Clin. Nutr. 70 (3. Suppl.): 560-569, Takahata y cola-
boradores, Biosc. Biotechnol. Biochem. 1998, 62(11): 2079-2085, Willich y Winther, 1995, Deutsche Medizinische
Wochenschrift (Semanario médico aleman) 120(7):229 y siguientes.
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II. Elementos y métodos de la invencion

La presente invencién se basa entre otras en el descubrimiento de moléculas nuevas que aqui se denominan mo-
Iéculas de acidos nucleicos y proteinas de desaturasa, las cuales ejercen un efecto en la produccién de membranas
celulares y lipidos en Phaeodactilum tricornutum y, por ejemplo, tienen un efecto en el movimiento de moléculas a
través de estas membranas. En una forma de realizacidn, las moléculas de desaturasa participan en el metabolismo de
compuestos requeridos para la sintesis de membranas celulares en organismos, tales como microorganismos y vegeta-
les, o indirectamente afectan el transporte de moléculas por estas membranas. En una forma preferida de realizacion,
las actividad de las moléculas de desaturasa de acuerdo con la invencién para regular la produccién de componentes
de membrana y transporte de membrana tiene un efecto en la produccién del producto quimico fino deseado mediante
este organismo. En una forma particularmente preferida de realizacion, la actividad de las moléculas de desaturasa
de acuerdo con la invencién se modula para que el rendimiento, la produccién y/o la eficiencia de la produccion de
las rutas metabdlicas de microorganismos o vegetales que regulan las desaturasas de la invencion se modulen y se
modifique la eficiencia de transporte de compuestos a través de estas membranas, lo cual directa o indirectamente
modula el rendimiento, produccién y/o eficiencia de la produccién de un producto quimico fino deseado mediante
microorganismos y vegetales.

El término “desaturasa” o “polipéptido de desaturasa” comprende proteinas que participan en la desaturacion de
dcidos grasos. Ejemplos de desaturasas se divulgan en las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 11 o sus homdlogos, derivados o
analogos. Los términos desaturasa o secuencia(s) de acidos nucleicos de desaturasa comprenden secuencias de dcidos
nucleicos que codifican una desaturasa y parte de las cuales puede ser una region codificante y también regiones
correspondientes de secuencia no traducidas 5’ y 3’ . Ejemplos de genes de desaturasa son los que se muestran en las
SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11. Los términos produccion o productividad son conocidos en el campo técnico y abarcan la
concentracion del producto de fermentacién (por ejemplo del producto quimico fino deseado) que se forma dentro de
un periodo especifico y en un volumen especifico de fermentacién (por ejemplo kg de producto por hora por litro). El
término eficiencia de produccién abarca el tiempo requerido para lograr una cantidad de produccién particular (por
ejemplo, el tiempo requerido por la célula para establecer una rata de rendimiento determinada de un producto quimico
fino). El término rendimiento o rendimiento de producto/carbono es conocido en el campo técnico y comprende la
eficiencia de la transformacién de la fuente de carbono en el producto (es decir, en el producto quimico fino). Esto
se expresa usualmente, por ejemplo, en kg de producto por kg de fuente de carbono. Incrementando el rendimiento
o la produccién del compuesto se incrementa la cantidad de las moléculas obtenidas o de las moléculas adecuadas
de este compuesto obtenido en una cantidad determinada de cultivo por un periodo fijado. Los términos biosintesis
o ruta de biosintesis son conocidos en el campo técnico y comprenden la sintesis de un compuesto, preferiblemente
de un compuesto orgédnico, por parte de una célula de compuestos intermedios, por ejemplo en un proceso de pasos
multiples fuertemente regulado. Los términos catabolismo o ruta catabdlica son conocidos en el campo técnico y
comprenden la descomposicién de un compuesto, preferentemente de un compuesto organico, por parte de una célula
en productos de catabolismo (dicho de manera general, moléculas mas pequefias o de menor complejidad) por ejemplo
en un proceso de multiples pasos, fuertemente regulado. El término metabolismo es conocido en el campo técnico
y comprende la totalidad de las reacciones bioquimicas que tienen lugar en un organismo. El metabolismo de un
compuesto determinado (por ejemplo, el metabolismo de un 4cido graso) comprende entonces la totalidad de las rutas
de biosintesis, modificacién y catabolismo de este compuesto en la célula, los cuales se refieren a este compuesto.

En otra forma de realizacion, las secuencias de dcido nucleico de acuerdo con la invencidn, que codifican molécu-
las de desaturasa, pueden modular la produccién de una molécula deseada, como la de un producto quimico fino, en
un microorganismo o en vegetales. Existe una serie de mecanismos por los cuales la modificacién de una secuencia de
la invencién puede afectar directamente el rendimiento, la produccién y/o la eficiencia de produccién de un producto
quimico fino desde un microorganismo o una cepa vegetal que comprende esta proteina modificada. La cantidad o
actividad de desaturasas que participan en el transporte de moléculas de productos quimicos finos dentro o hacia afue-
ra de la célula puede elevarse para que se transporten cantidades mayores de estos compuestos por las membranas, a
partir de las cuales pueden obtenerse y convertirse una en otra de manera mds facil. Adicionalmente, los dcidos grasos,
la triacilglicerina y/o los lipidos son, por si mismos, productos quimicos finos deseables; optimizando la actividad o
aumentando el nimero de una o mds desaturasas segun la invencidn, que participan en la biosintesis de estos compues-
tos, o interfiriendo con la actividad de una o mds desaturasas que participan en el catabolismo de estos compuestos,
puede ser posible incrementar el rendimiento, la produccién y/o la eficiencia de la produccién de moléculas de dcido
graso y de lipidos de organismos tales como microorganismos o vegetales.

La mutagénesis de las secuencias de dcidos nucleicos de acuerdo con la invencién puede generar desaturasas con
actividades modificadas que influyen indirectamente la produccién de uno o mds productos quimicos finos deseados
desde microorganismos o vegetales. Por ejemplo, las desaturasas de acuerdo con la invencién que participan en la
exportacién de productos de desecho pueden exhibir un nimero mayor o actividad superior, de modo que los productos
de desecho catabdlicos de la célula (cuya cantidad puede incrementarse debido a la sobreproduccién del producto
quimico fino deseado) se exportan de manera eficiente antes de que puedan dafiar las moléculas en la célula (lo
que reduciria la viabilidad de la célula) o interfieran con las rutas de biosintesis de los productos quimicos finos (lo
que reduciria el rendimiento, la produccién o la eficiencia de la produccién de un producto quimico fino deseado). Las
cantidades intracelulares relativamente grandes de los productos quimicos finos pueden, por si mismas, ser toxicas para
la célula de modo que incrementar la actividad o nimero de los transportadores capaces de exportar estos compuestos
desde las células da lugar a una viabilidad incrementada de la célula en el cultivo, lo que a su vez conduce a un
nimero mayor de células en el cultivo que producen el producto quimico fino deseado. Las desaturasas de acuerdo

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345324 T3

con la invencién también pueden manipularse de tal manera que se producen las cantidades correspondientes de
las diferentes moléculas de lipidos y las moléculas de 4cido graso. Esto puede tener un efecto considerable en la
concentracion de lipido de la membrana celular. Puesto que cada tipo de lipido tiene propiedades fisicas diferentes,
una modificacién de la composicién de lipido de una membrana puede modificar significativamente la fluidez de la
membrana. Las modificaciones de la fluidez de la membrana pueden afectar el transporte de moléculas a través de la
membrana, asi como a la integridad de la célula, lo cual tiene respectivamente un efecto considerable en la produccién
de productos quimicos finos desde microorganismos y vegetales en un cultivo de fermentacidon a gran escala. Las
membranas vegetales confieren propiedades especificas tales como tolerancia al calor, al frio, a la sal, a la sequia,
asf como tolerancia frente a patdgenos, como bacterias y hongos. Por lo tanto, la modulacién de los componentes de
membrana puede tener un efecto critico en la capacidad de las plantas para sobrevivir bajo los parametros de estrés
arriba mencionados. Esto puede efectuarse mediante modificaciones en sefiales de cascadas o directamente a través de
la composicién modificada de membrana (véase, por ejemplo: Chapman, 1998, Trends in Plant Science, 3(11): 419-
426) y cascadas de sefiales (véase Wang 1999, Plant Physiology, 120: 645-651) o la tolerancia al frio, como se divulga
en WO 95/18222.

Las secuencias aisladas de dcidos nucleicos de acuerdo con la invencién se encuentran, por ejemplo, en el genoma
de una cepa de Phaeodactilum tricornutum UTEX646 que se encuentra disponible por la coleccién de algas de la
University of Texas, Austin.

La secuencia de nucledtidos del ADNc de Phaeodactilum tricornutum y las secuencias de aminodcidos derivadas
de las desaturasas se indican en las SEQ ID NO: 1 a 6 asi como en las 11 y 12. Se han realizado andlisis por or-
denador que clasifican y/o identifican estas secuencias de nucleétidos como secuencias que codifican proteinas que
participan en el metabolismo de componentes de membrana celular o que participan en el transporte de compuestos
por membranas celulares, o en la biosintesis de PUFA. EST’s con la entrada al banco de datos NO: PT001070010R y
PT001078032R por los inventores representan las secuencias de acuerdo con la invencién en SEQ ID NO: 1 y 3. La
secuencia del fragmento de EST PT001070010R fue determinada y es tal como se representa en SEQ ID NO: 5. De
manera andloga la secuencia del clon PT001078032R se representa en SEQ ID NO: 1. Se asignaron nombres de genes
alos clones. Las abreviaturas significan: Pp = Physcomitrella patens, Pt = Phaeodactilum tricornutum. PTO01070010R
de la SEQ ID NO: 5 codifica para un nuevo gen homdlogo a la desaturasa A-12 y PTO01078032R codifica para una
desaturasa A-5 novedosa. Pt_des6 puede aislarse de acuerdo con el ejemplo Sa por medio de una reaccién de cadena
de polimerasa recurriendo a oligonucleétidos degenerados. Un fragmento obtenido asi puede aislarse para clasificar
un banco de ADNc de Phaeodactilum tricornutum y la region codificante de una desaturasa A-6 de Phaeodactilum
tricornutum. Un gen aislado de esta manera se denomina en la tabla 1 como Pt_des6 y se representa en la SEQ ID NO:
3. Las secuencias correspondientes de aminodcidos se obtienen por traduccion del c6digo genético de la secuencia ID
NO: 1, 3y 5y se definen como SEQ ID NO: 2, 4 y 6 (véase también Tabla 1). De la tabla 1 también puede inferirse otra
secuencia de 4cidos nucleicos que codifica para una desaturasa de A-12. Esta lleva el nimero de clon PT001072031R.

TABLA 1
Nombre del gen Nombre del clon | Acido  nucleico | Polipéptido
SEQ ID NO: SEQ ID NO:
Desaturasa D5 Pt _des5 PT001078032R 1 2
Desaturasa D6 Pt _des6 Pt _des6 3 4
Desaturasa D12 | Pt_des12 PT001070010R 5 6
Desaturasa D6 Pp des6 Pp des6 7 8
Elongasa D6 Pp PSE1 PP001019019F 9 10
Desaturasa A12 | Pt des12.2 PT001072013R 11 12

La presente invencion también se refiere a proteinas con una secuencia de aminodcidos que es esencialmente ho-
mdloga a una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 6 o 12. Tal como aqui se usa, una proteina con una
secuencia de aminodcidos que es esencialmente homdloga a una secuencia de aminodcidos seleccionada tiene una ho-
mologia de al menos aproximadamente 50% a la secuencia de aminodcidos seleccionada, por ejemplo la secuencias de
aminodcidos completa seleccionada. Una proteina con una secuencia de aminodcidos, que es esencialmente homdloga
auna secuencia seleccionada de aminoécidos, también puede tener una homologia de al menos aproximadamente 50 a
60%, preferentemente de al menos aproximadamente 60 a 70% y mds preferentemente de al menos aproximadamente
70 a 80%, 80 a 90% 6 90 a 95% y lo mads preferible de al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99% 6 mas
homologia a una secuencia de amino4cidos.

La desaturasa de acuerdo con la invencidn o la parte biolégicamente activa o el fragmento de la misma puede
participar en el metabolismo de lipidos requeridos para la sintesis de membranas o lipidos de almacenamiento en
microorganismos y puede, en combinacién con otros genes, en particular con aquellos con actividad de elongasa,
contribuir a actividades requeridas para la elongaciéon de PUFAs de C,3 0 Cy_5, de modo que se obtienen PUFAs de
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Cig, Cy, Cay 0 Cyy, asi como PUFAs relacionados. En este caso, las desaturasas de acuerdo con la invencién pueden
clonarse en combinacion con elongasas y otras desaturasas en casetes de expresion de acuerdo con la invencién y se
emplean para la transformacion de plantas con la ayuda de Agrobakterium.

Diversos aspectos de la invencion se describen con mds detalle en las siguientes sub-secciones.

A. Moléculas de dcidos nucleicos

Una forma de realizacién de la invencion son dcidos nucleicos que provienen de microorganismos que producen
PUFA y codifican para polipéptidos que desaturan dcidos grasos de C;3 0 Cyy_, con al menos uno, dos, tres o cuatro
enlaces dobles en el 4cido graso.

Otra forma de realizacién de acuerdo con la invencién son dcidos nucleicos que comprenden secuencias de nu-
cleétidos que codifican para polipéptidos que desaturan dcidos grasos C;3 0 C,, con al menos uno, dos, tres o cuatro
enlaces dobles en el 4cido graso y se seleccionan del grupo que se compone

a) una secuencia de dcidos nucleicos con la secuencia representada en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 56 SEQ ID NO: 11,

b) Secuencias de 4cidos nucleicos que debido a la degeneracién del cddigo genético se obtienen mediante re-
traduccion de las secuencias de aminodcidos representadas en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ
ID NO: 12,

c¢) Derivados de las secuencias de acidos nucleicos representadas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
50 SEQ ID NO: 11 que codifican para polipéptidos con las secuencias de aminoacidos representadas en SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 12 y presentan al menos 50% de homologia a nivel de aminoacido
sin que se reduzca esencialmente la accién enzimatica de los polipéptidos.

El 4cido nucleico de acuerdo con la invencién arriba mencionado proviene de organismos como ciliados, hongos,
algas o dinoflagelados que son capaces de sintetizar PUFAs, preferentemente de Phaeodactilum tricornutum o de
organismos estrechamente relacionados.

Un aspecto de la invencién se refiere a moléculas aisladas de 4cido nucleico que codifican polipéptidos de desatu-
rasa o partes biol6gicamente activas de las mismas, asi como a fragmentos de acido nucleico que son suficientes para
usar como muestras de hibridacién o cebadores para identificar o amplificar un acido nucleico que codifica desaturasa
(por ejemplo, ADN de desaturasa). El término “molécula de 4cido nucleico”, tal como aqui se usa, debe comprender
moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN genémico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) asi como
andlogos de ADN o de ARN que se generan por medio de andlogos de nucleétidos. Este término comprende ademas
la secuencia no traducida en los extremos 3’ y 5° de la regién de gen codificante: al menos 500, preferible 200, parti-
cularmente preferible 100 nucledtidos de la secuencia hacia arriba del extremo 5° de la region codificante y al menos
100, preferible 50, particularmente preferible 20 nucleétidos de la secuencia hacia abajo del extremo 3’ de la regién
génica codificante. La molécula de 4cido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferentemente es
ADN bicatenario. Una molécula “aislada” de 4cido nucleico se separan de otras moléculas de dcido nucleicos que es-
tan presentes en la fuente natural del 4cido nucleico. Un 4cido nucleico “aislado” no tiene, preferentemente, secuencias
que flanquean naturalmente el dcido nucleico en el ADN genémico del organismo del cual se deriva el d4cido nucleico
(por ejemplo, secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del 4cido nucleico). En diversas formas de realizacién, la
molécula de 4cido nucleico asilada de desaturasa puede comprender, por ejemplo, menos de aproximadamente 5 kb,
4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 6 0,1 kb de secuencias de nucledtidos, que flanquean naturalmente la molécula de acido
nucleico en el ADN gendmico de la célula, a partir de la cual procede el 4cido nucleico (por ejemplo, una célula de
Physcomitrella patens). Una molécula “aislada” de 4cido nucleico, como una molécula de ADNc, puede estar ademas
esencialmente libre de otro material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o
libres de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién, por ejemplo una molécula de 4cido nucleico con una
secuencia de nucledtidos de 1la SEQ ID NO: 1 o de una parte de la misma, puede aislarse usando técnicas estdndar de
biologia molecular y la informacién de secuencia aqui proporcionada. Con ayuda de algoritmos de comparacién tam-
bién pueden identificarse una secuencia homoéloga o regiones de secuencia homoélogas, conservadas a nivel de ADN o
de aminoécido. Por ejemplo, puede aislarse un ADNc de Phaeodactilum tricornutum de un banco de Phaeodactilum
tricornutum usando las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 completas o una parte de las mismas como sondas de hibridacién
(como, por ejemplo, se describe en Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2.Edicién,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Ademas, pue-
de aislarse una molécula de dcido nucleico que comprende una secuencia completa de SEQ ID NO: 1, 3,5u 11 o una
parte de la misma mediante reaccion en cadena de polimerasa, y se usan cebadores de oligonucledtidos que se generan
sobre la base de esta secuencia o partes de la misma, en particular regiones alrededor de motivos del Ejemplo 5a o
modificaciones de los mismos aminodcidos individuales definidos (por ejemplo, puede aislarse una molécula de 4cido
nucleico, que comprende la secuencia completa de las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 o una parte de la misma, mediante re-
accion en cadena de polimerasa usando cebadores de oligonucleétidos los cuales se han generado a base de esta misma
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secuencia de la SEQ ID NO: 1, 3, 5 6 11). Por ejemplo, ARNm puede prepararse de células (por ejemplo mediante el
método de extraccién de tiocianato de guanidinio de Chirgwin y colaboradores (1979) Biochemistry 18: 5294-5299)
y ADNCc por medio de transcriptasa inversa (por ejemplo transcriptasa inversa MLV de Moloney, disponible de Gib-
co/BRL, Bethesda, MD, o transcriptasa inversa de AMYV, disponible de Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL).
Cebadores sintéticos de oligonucle6tidos para la amplificacién por medio de reaccidn en cadena de polimerasa pueden
generarse sobre la base de una de las secuencias mostradas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, asi como las secuencias mos-
tradas en la Figura 5a o con ayuda de las secuencias de aminodcidos representadas en SEQ ID NO: 2,4, 6 6 12. Un
acido nucleico de acuerdo con la invencién puede amplificarse usando ADNc o, de manera alterna, ADN genémico
como matriz y cebadores adecuados de oligonucle6tidos segin técnicas de amplificaciéon PCR estdndares. El dcido
nucleico amplificado de esta manera puede clonarse en un vector adecuado y caracterizarse mediante andlisis de se-
cuencia de ADN. Oligonucleétidos que corresponden a una secuencia de nucledtidos de desaturasa pueden producirse
mediante procesos de sintesis estandar, por ejemplo con un sintetizador automaticos de ADN.

El ADNc mostrado en SEQ ID NO: 1,3, 5u 11 comprende secuencias que codifican desaturasas (es decir, la “regién
codificante”) asi como secuencias no traducidas 5’ y secuencias no traducidas 3’. De manera alterna, la molécula de
acido nucleico puede comprender solo la regién codificante de una de las secuencias en SEQ ID NO: 1, 3,5u 1l o
puede contener fragmentos genémicos enteros que se aislan de ADN gendmico.

En otra forma preferida de realizaciéon una molécula aislada de dcido nucleico de acuerdo con la invencién com-
prende una molécula de 4dcido nucleico que es un complemento de una secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
NO: 1, 3, 5 u 110 de una parte de la misma. Una molécula de 4cido nucleico, que es complementaria a una de las
secuencias de nucleétidos mostradas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, es luego suficientemente complementaria si puede
hibridizarse con una de las secuencias indicadas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 por lo cual se genera un diplex estable.

Homélogos de las nuevas secuencias de dcidos nucleicos de desaturasa con la secuencia SEQ ID NO: 1,3,5u 11
significan, por ejemplo, variantes alélicas con al menos aproximadamente 50 a 60%, preferentemente al menos aproxi-
madamente 60 a 70%, mas preferible al menos aproximadamente 70 a 80%, 80 a 90% o0 90 a 95% y atin més preferible
al menos aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de homologia a una de las secuencias de nucleétidos
mostradas en SEQ ID NO: 1, 3, 5u 11 o sus homélogos, derivados o andlogos o partes de los mismos. En otra forma
preferida de realizacién una molécula aislada de 4cido nucleico de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
de nucledtidos que hibrida en una de las secuencias de nucleétidos mostradas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 o una parte
de las mismas, por ejemplo en condiciones estrictas. Variantes alélicas comprenden particularmente variantes funcio-
nales que pueden obtenerse mediante delecidn, insercion o sustitucién de nucledtidos desde/a la secuencia mostrada
en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, pero la intencién es que la actividad enzimadtica de las proteinas sintetizadas a partir de
ellas se mantenga ventajosamente para la insercion de uno o varios genes. Las proteinas que mantienen la actividad
enzimadtica de desaturasa, es decir cuya actividad no se reduce esencialmente, significan proteinas con al menos 10%,
preferentemente 20%, particularmente preferible 30%, muy particularmente preferible 40% de la actividad enzimatica
original, comparada con la proteina codificada por SEQ ID NO: 2,4, 6 6 12.

Homélogos de la SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 también significan, por ejemplo, homdlogos bacterianos, de hongos y
vegetales, secuencias truncadas, ADN o ARN monocatenarios de la secuencia de ADN codificante y no codificante.

Homodlogos de la SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 también significan derivados tales como, por ejemplo, variantes de
promotor. Los promotores hacia arriba de las secuencias indicadas de nucle6tidos pueden modificarse mediante una
0 més sustituciones de nucledtidos, mediante insercién(es) y/o delecidn(es), sin que por esto, no obstante, se des-
truya la funcionalidad o actividad de los promotores. Adicionalmente es posible que la actividad de los promotores
se incremente modificando su secuencia o reemplazdndolos completamente por promotores mds activos, incluso de
organismos heterélogos.

Ademais, la molécula de dcido nucleico de acuerdo con la invencidn puede comprender sélo una parte de la regidn
codificante de una de las secuencias en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, por ejemplo un fragmento que puede usarse como
sonda o cebador, o un fragmento que codifica un segmento bioldgicamente activo de una desaturasa. Las secuencias
de nucleétidos determinadas de clonar el gen de desaturasa de Phaeodactilum tricornutum hacen posible la generacién
de sondas y cebadores que estdn configuradas para identificar y/o clonar homélogos de desaturasa en otros tipos de
células y organismos, asi como homdlogos de desaturasa de otras microalgas o especies relacionadas. La sonda/el
cebador comprende usualmente un oligonucleétido purificado esencialmente. El oligonucleétido comprende usual-
mente una regién de secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones severas a al menos aproximadamente 12,
preferentemente aproximadamente 16, mds preferible aproximadamente 25, 40, 50 6 75 nucleétidos sucesivos de un
corddn sense de una de las secuencias indicadas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, de un cordén antisense de una de las
secuencias indicadas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 o sus homdlogos, derivados o andlogos o mutantes de los mismos de
procedencia natural. Pueden usarse cebadores a base de una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, 3,5 u 11len
reacciones PCR para la clonacién de homdélogos de desaturasa. Pueden usarse sondas a base de secuencias de nucled-
tidos de desaturasa para detectar transcriptos o secuencias genémicas que codifican una proteina igual u homdloga. En
formas preferidas de realizacion la sonda comprende ademds un grupo de marcacién enlazada a ella, por ejemplo un
radioisétopo, un compuesto fluorescente, una enzima o un co-factor de enzima. Estas sondas pueden usarse como parte
de un kit de ensayo para marcadores gendmicos para identificar células que malexpresan una desaturasa, por ejemplo
midiendo una cantidad de un 4dcido nucleico que codifica desaturasa en una muestra celular, por ejemplo midiendo el
nivel de ARNm de desaturasa, o para determinar si un gen de desaturasa genémica se muta o de deleta.
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En una forma de realizacién la molécula de 4cido nucleico de acuerdo con la invencién codifica una proteina o
una parte de la misma que comprende una secuencia de aminodcidos, la cual es suficientemente homdloga a una
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 como para que la proteina o la parte de la misma mantengan
la capacidad de participar en el metabolismo de compuestos requeridos para la sintesis de membranas celulares en
microorganismos o vegetales o en el transporte de moléculas por estas membranas. Tal como aqui se usa, el término
“suficientemente homélogo” se refiere a proteinas o a partes de la misma cuyas secuencias de aminoécidos tienen
un ndmero minimo de residuos de aminoacidos idénticos o equivalentes (por ejemplo, un residuo de aminoacido con
una cadena lateral similar, como un residuo de aminodcidos en una de las secuencias de la SEQ ID NO: 2) a una
secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2, de modo que la proteina o la parte de la misma pueden participar en
el metabolismo de compuestos requeridos para la sintesis de membranas celulares en microorganismos o plantas o en
el transporte de moléculas a través de estas membranas. Tal como se describe aqui, los componentes de proteina de
estas rutas metabdlicas para componentes de membrana o sistemas de transporte de membranas pueden desempefiar
un papel en la produccién y secreciéon de uno o mds productos quimicos finos. Ejemplos de estas actividades también
se describen aqui. Asi, la “funcién de una desaturasa” contribuye ya sea directa o indirectamente al rendimiento,
produccién y/o eficiencia de produccién de uno o mas productos quimicos finos. Se indican ejemplos de especificidad
de sustrato de desaturasa de la actividad catalitica en tablas 5 y 6.

En otra forma de realizacién los derivados de la molécula de dcido nucleicos de acuerdo con la invencién codifican
proteinas con al menos aproximadamente 50 a 60%, preferentemente al menos aproximadamente 60 hasta 70% y
mads preferible al menos aproximadamente 70 hasta 80%, 80 hasta 90%, 90 hasta 95% y lo mads preferible al menos
aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99% o mas de homologia a una secuencia completa de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 2. La homologia de la secuencia de aminodcidos puede determinarse por toda la regién de secuencia con
el programa PileUp (J. Mol. Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins y colaboradores, CABIOS, 5, 1989: 151-153)
o BESTFIT o GAP (Henikoff, S. and Henikoff, J. G. (1992). Amino acid substitution matrices from protein blocks.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919.).

Las partes de proteinas que se codifican por las moléculas de dcido nucleico de desaturasa de acuerdo con la in-
vencion son preferentemente partes activas bioldgicamente de una de las desaturasas. Tal como aqui se usa, el término
“parte bioldgicamente activa de una desaturasa” debe comprender un segmento, por ejemplo un dominio/un motivo,
de una desaturasa que puede participar en el metabolismo de compuestos requeridos para la sintesis de membranas
celulares en microorganismos o vegetales o en el transporte de moléculas a través de estas membranas o tiene una ac-
tividad indicada en las Tablas 5 y 6. Para determinar si una desaturasa o una parte bioldgicamente activa de la misma
pueden participar en el metabolismo de compuestos requeridos para la sintesis de membranas celulares en microor-
ganismos o vegetales o en el transporte de moléculas a través de estas membranas puede realizarse un ensayo de la
actividad enzimadtica. Este proceso de ensayo, tal como se escribe detalladamente en el ejemplo 8 de de la seccion de
ejemplos, es corriente para el técnico en la materia. Fragmentos adicionales de acidos nucleicos que codifican seg-
mentos biolégicamente activos de una desaturasa pueden generarse aislando parte de una de las secuencias en SEQ ID
NO: 1, 3, 5 u 11, expresando el segmento codificado de la desaturasa o del péptido (por ejemplo mediante expresién
recombinante in vitro) y determinando la actividad de la parte codificada de la desaturasa o del péptido.

La invencién comprende ademds moléculas de 4cidos nucleicos que se diferencian de una de las secuencias de
nucleétidos mostradas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 (y de partes de las mismas) debido a la degeneracién del c6digo
genético y de este modo, las desaturasas iguales codifican como aquella que se codifica por las secuencias de nucle6-
tidos mostradas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11. En otra forma de realizacién una molécula aislada de 4dcido nucleico
de acuerdo con la invencidn tiene una secuencia de nucledtidos que codifica para una proteina con una secuencia de
aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12. En otra forma de realizacién la molécula de acido nucleico de
acuerdo con la invencion codifica una proteina de desaturasa de longitud completa, la cual es esencialmente homdloga
a una secuencia de aminoécido de la SEQ ID NO: 2,4, 6 6 12 (la cual se codifica por un marco de lectura abierto
mostrado en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11) y la cual puede identificarse y aislarse mediante métodos habituales.

En adicion a las secuencias de nucledtidos de desaturasa mostradas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 el técnico en la
materia reconoce que pueden existir polimorfismos de secuencia de ADN que conducen a cambios en las secuencias
de aminodacidos de las desaturasas dentro de una poblacion (por ejemplo, la poblacién de Phaeodactilum tricornutum).
Estos polimorfismos genéticos en el gen de desaturasa pueden existir entre individuos dentro de una poblacién debido
a la variacién natural. Tal como se usa aqui, los términos “gen” y “gen recombinante” significan moléculas de dcidos
nucleicos con un marco de lectura que codifica una desaturasa, preferentemente una desaturasa de Phaeodactilum
tricornutum. Estas variantes naturales causan usualmente una varianza de 1 hasta 5% en la secuencia de nucleétidos
del gen de desaturasa. Todas estas variaciones de nucleétidos y los polimorfismos de aminoacidos resultantes de las
mismas en la desaturasa, los cuales son el resultado de variacién natural y no modifican la actividad funcional de
desaturasas deben estar contenidos en el alcance de la invencion.

Pueden aislarse moléculas de 4cidos nucleicos que corresponden a variantes naturales y no homoélogos, derivados
o andlogos de Phaeodactilum tricornutum, del ADNc de Phaeodactilum tricornutum, debido a su homologia con el
dcido nucleico de desaturasa de Phaeodactilum tricornutum usando el ADNc de Phaeodactilum tricornutum o de
una parte del mismo como sonda de hibridacién segtin técnicas estdndares de hibridacién en condiciones estrictas de
hibridacién. En otra forma de realizacién, una molécula aislada de 4cido nucleico de acuerdo con la invencion tiene
una longitud minima de 15 nucleétidos e hibrida en condiciones estrictas a una molécula de 4cido nucleico que com-
prende una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11. En otras formas de realizacidn, el 4dcido nucleico
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tiene una longitud de al menos 25, 50, 100, 250 o més nucleétidos. El término “hibrida en condiciones estrictas”, tal
como se usa aqui, debe describir condiciones de hibridacién y de lavado en las que las secuencias de nucleétidos, que
son homologas unas a otras en al menos 60%, usualmente permanecen hibridadas unas en otras. Las condiciones son
preferentemente de tal tipo que las secuencias que tienen una homologia de al menos aproximadamente 65%, mds
preferible de al menos aproximadamente 70% y ain mds preferible de al menos aproximadamente 75% o mas entre
ellas, usualmente se mantienen hibridadas unas a otras. Estas condiciones severas son conocidas para el técnico en
la materia y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-
6.3.6. Un ejemplo preferido, no limitante, de condiciones severas de hibridacién son hibridaciones en 6 x cloruro de
sodio/citrato de sodio (sodium chloride/sodiumcitrate = SSC) a aproximadamente 45°C, seguidas de uno o mds pasos
de lavado en 0,2 x SSC, 0,1% SDS a 50 hasta 65°C. El técnico en la materia conoce que estas condiciones de hibrida-
cidn se diferencian segtin el tipo del dcido nucleico y cuando se encuentran presentes solventes orgdnicos, por ejemplo,
respecto de la temperatura y de la concentracion del bufer. La temperatura se diferencia, por ejemplo, en “condiciones
estdndar de hibridacién” segtin el tipo del dcido nucleico entre 42°C y 58°C en buifer acuoso con una concentracién de
0,1 hasta 5 x SSC (pH 7,2). Si esta presente solvente organico en el biifer arriba mencionado, por ejemplo formamida
al 50%, en condiciones estdndar la temperatura es de aproximadamente 42°C. Preferentemente, las condiciones de
hibridacién para hibridos de ADN:ADN son de, por ejemplo, 0,1 x SSC y 20°C hasta 45°C, preferentemente entre
30°Cy 45°C. las condiciones de hibridacién para hibridos ADN:ARN son preferentemente de, por ejemplo, 0,1 x SSC
y 30°C hasta 55°C, preferentemente entre 45°C y 55°C. Las temperaturas de hibridacién mencionadas previamente
se determinan, por ejemplo, para un 4cido nucleico con aproximadamente 100 bp (= pares de bases) de longitud y
un contenido G + C de 50% en ausencia de formamida. El técnico en la materia sabe cémo pueden determinarse las
condiciones de hibridacién requeridas con referencia a libros de ensefianza como el mencionado previamente o de
los siguientes libros de ensefianza: Sambrook y colaboradores, “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory,
1989; Hames y Higgins (editores) 1985, “Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford
University Press, Oxford; Brown (editores) 1991, “Essential Molecular Biology: A Practical Approach”, IRL Press at
Oxford University Press, Oxford.

Una molécula aislada de acido nucleico de acuerdo con la invencion, que hibrida en condiciones severas a una
secuencia de la SEQ ID NO: 1, 3, 5u 11, corresponde preferentemente a una molécula de dcido nucleico de proceden-
cia natural. Tal como se usa aqui, una molécula de “procedencia natural” se refiere a una molécula de ARN o ADN
con una secuencia de nucleétidos que tiene lugar en la naturaleza (por ejemplo, que codifica una proteina natural). En
una forma de realizacion, el 4cido nucleico codifica una desaturasa de Phyaeodactilum tricornutum de procedencia
natural.

Adicionalmente a las variantes de procedencia natural de la secuencia de desaturasa que pueden existir en la
poblacion, el técnico en la materia reconoce ademds que también pueden introducirse cambios por medio de mutacién a
la secuencia de nucle6tidos de la SEQ ID NO: 1, 3, 5u 11, lo cual conduce a cambios de la secuencia de aminoacidos de
la desaturasa codificada, si que se perjudique la capacidad funcional de la proteina de desaturasa. Por ejemplo, pueden
producirse sustituciones de nucledtidos que conducen a sustituciones de aminodcidos en residuos de aminoacidos “no
esenciales” en una secuencia de las SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12. Un residuo de aminodcido “no esencial” es un residuo
que puede modificarse en una secuencia del tipo silvestre de una de las desaturasas (SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12) sin que
se modifique, es decir sin que se reduzca esencialmente, la actividad de la desaturasa, mientras que para la actividad
de desaturasa se requiere un residuo de aminoacido “esencial”. Otros residuos de aminoacidos (por ejemplo, aquellos
que no se conservan con actividad de desaturasa en el dominio o solo se semiconservan) pueden, sin embargo, no ser
esenciales para la actividad y pueden, por lo tanto, modificarse sin modificar la actividad de desaturasa.

Por consiguiente, otro aspecto de la invencién se refiere a moléculas de dcido nucleico que codifican desaturasas
que comprenden residuos modificados de aminoécidos que no son esenciales para la actividad de desaturasa. Estas
desaturasas se diferencian en la secuencia de aminodcidos de una secuencia en SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 y mantienen
no obstante al menos una de las actividades de desaturasa aqui descritas. La molécula aislada de 4cido nucleico
comprende en una forma de realizacién una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina y la proteina comprende
una secuencia de aminodcidos con al menos aproximadamente 50% de homologia a una secuencia de aminoacidos
de Ia SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 y puede participar en el metabolismo de compuestos para la sintesis de membranas
celulares en Phaeodactilum tricornutum o en el transporte de moléculas a través de estas membranas. La proteina
codificada por la molécula de 4cido nucleico tiene una homologia de preferentemente al menos aproximadamente 50
hasta 60% a una de las secuencias en SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
60 hasta 70% de homologia a una de las secuencias en SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12, atin més preferible de al menos
aproximadamente 70 hasta 80%, 80 hasta 90%, 90 hasta 95% de homologia a una de las secuencias en SEQ ID NO:
2,4,6 6 12 y lo més preferible de al menos aproximadamente 96%, 97%, 98% 6 99% de homologia a una de las
secuencias en SEQ ID NO: 2,4, 6 6 12.

Para la determinacién de la homologia porcentual de dos secuencias de aminodcidos (por ejemplo de una de las
secuencias de la SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 y una forma mutada de la misma) o de dos dcidos nucleicos se escriben
las secuencias una debajo de la otra con el propésito de comparar dptimamente (por ejemplo, pueden introducirse
espacios vacios en la secuencia de una proteina o de un 4cido nucleico para generar una alineacién dptima con la otra
proteina o el otro 4cido nucleico). Los residuos de aminodcidos o nucledtidos se comparan luego en las posiciones
correspondientes de aminodcidos o nucledtidos. Si una posicidn en una secuencia (por ejemplo de una de las secuencias
de la SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12) se ocupa por el mismo residuo de aminodcidos o el mismo nucledtido que la posicién
correspondiente en la otra secuencia (por ejemplo en una forma mutada de la secuencia seleccionada de SEQ ID NO:
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2,4, 6 6 12), entonces las moléculas son homdlogas en esta posicién (es decir, “homologia” de aminodcido o de dcido
nucleico, tal como aqui se usa, corresponde a “identidad” de aminodcido o de 4cido nucleico). La homologia porcentual
entre ambas secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas que son comunes a las secuencias (es decir
homologia %= nimero de las posiciones idénticas/nimero total de las posiciones x 100). Los términos homologia e
identidad deben considerarse como sinénimos.

Una molécula aislada de acido nucleico que codifica una desaturasa que es homdloga a una secuencia de proteina
de las SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 puede generarse introduciendo una o mds sustituciones, adiciones o deleciones de
nucledtidos en una secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 de modo que una o varias sustituciones,
adiciones o deleciones de aminodcidos se introducen en la proteina codificada. Pueden introducirse mutaciones en
una de las secuencias de las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11 mediante técnicas estdndar, como mutagénesis especifica de la
posicion y mutagénesis mediada por PCR. Preferentemente se producen sustituciones conservativas de aminoacidos
en uno o mds de los residuos de aminodcidos no esenciales previamente dichos. En una “sustitucion conservativa de
aminodcidos” el residuo de aminodcido se intercambia por un residuo de aminodcido con una cadena lateral similar.
En el campo técnico se han definido familias de residuos de aminodcidos con cadenas laterales similares. Estas fami-
lias comprenden aminodcidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
dcidas (por ejemplo, dcido aspargico, dcido glutdmico), cadenas polares descargadas (por ejemplo glicina, asparagi-
na, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales apolares, (por ejemplo, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo treonina, va-
lina, isoleucina) y cadenas laterales aromdticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Un residuo
de amino4cido no esencial previamente dicho en una desaturasa se intercambia de esta manera, preferentemente, por
otro residuo de aminoacido de la misma familia de cadena lateral. De manera alterna, en otra forma de realizacidn,
las mutaciones pueden introducirse aleatoriamente por toda la secuencia que codifica desaturasa o por una parte de
ella, por ejemplo mediante mutagénesis de saturacién, y los mutantes resultantes pueden analizarse en cuanto a la
actividad de desaturasa para identificar mutantes que mantienen actividad de desaturasa. Después de la mutagénesis
de una de las secuencias de la SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, proteina codificada puede expresarse de manera recombinan-
te, y puede determinarse la actividad de la proteina, usando por ejemplo los ensayos descritos aqui (véase la seccién
de ejemplos).

Adicionalmente a las moléculas de dcido nucleicos que codifican las desaturasas descritas previamente, otro as-
pecto de la invencién se refiere a moléculas aisladas de acidos nucleicos que son “antisense” para las secuencias de
dcidos nucleicos de acuerdo con la invencién. Un dcido nucleico “antisense” comprende una secuencia de nucledtidos
que es complementaria a un acido nucleico “sense” que codifica una proteina, por ejemplo complementaria al cordén
codificante de una molécula de ADNc bicatenaria o complementaria a una secuencia de ARNm. Un 4cido nucleico
antisense puede enlazarse, por lo tanto, mediante enlaces de puente de hidrégeno a un 4cido nucleico. El 4cido nuclei-
co antisense puede ser complementario a un cordén completo que codifica desaturasa o solo a una parte del mismo.
En una forma de realizaciéon una molécula de 4dcido nucleico antisense es “antisense” a una “region codificante” del
cordén codificante de una secuencia de nucledtidos que codifica una desaturasa. La expresion “region codificante” se
refiere a la region de la Secuencia de nucleétidos que comprende codones que se traducen a residuos de aminoacidos
(por ejemplo,, la regién codificante completa que inicia y finaliza con el stop coddn, es decir el dltimo codén antes
del stopcodon). En otra forma de realizacién, la molécula de dcido nucleico antisense es “antisense” a una “regién no
codificante” del cordén codificante de una secuencia de nucledtidos que codifica la desaturasa. La expresion “region
no codificante” se refiere a secuencias 5’y 3’que flanquean la region codificante y no se traducen en aminoacidos (es
decir, las que también se denominan como regiones no traducidas 5’ y 3°).

Condicionando las secuencias aqui divulgadas del cordén codificante que codifican desaturasas (por ejemplo, las
secuencias representadas en SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11) pueden configurarse 4cidos nucleicos antisense de acuerdo con
la invencién de conformidad con las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick. La molécula de dcido nucleico
antisense puede ser complementaria a toda la region codificante de desaturasa-ARNm, pero se prefiere mas un oli-
gonucleétido que es complementario solo a una parte de la regién codificante o no codificante de ARNm-desaturasa
“antisense”. El oligonucledtido antisense puede ser complementario, por ejemplo, a la regién que circunda la posicién
de inicio de traduccion de ARNm-desaturasa. Un oligonucleétido antisense puede tener, por ejemplo, una longitud de
aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 y mas nucleétidos. Un dcido nucleico antisense de acuerdo con
la invencion puede estructurarse mediante procesos conocidos en la técnica usando sintesis quimica y reacciones de
enlazamiento enzimatico. Un 4cido nucleico antisense (por ejemplo un oligonucleétido antisense) puede, por ejemplo,
sintetizarse quimicamente usando nucledtidos que tienen lugar naturalmente o nucleétidos modificados de manera
variada, los cuales estidn configurados de tal manera que incrementan la estabilidad bioldgica de las moléculas o in-
crementan la estabilidad fisica del diplez formado entre el 4cido nucleico antisense y el sense; por ejemplo, pueden
usarse los derivados de fosforotioato y los nucleétidos sustituidos con acridina. Ejemplos de nucleétidos modificados
que pueden usarse para la generacion de 4cido nucleico antisense son, entre otros, S-fluoruracilo, 5-bromouracilo,
5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximeti-
laminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-
isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcito-
sina, S-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-
D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, S-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopentiladenina, 4cido uracil-5-
oxiacético (v), wybutoxosina, desaturasaudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiou-
racilo, 5-metiluracilo, éster metilico de dcido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo,
3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w y 2,6-diaminopurina. El dcido nucleico antisense puede producirse
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de manera alterna biolégicamente usando un vector de expresion que el que se ha subclonado un 4cido nucleico en
direccién antisense (es decir que el ARN que se transcribe por parte del dcido nucleico introducido se orienta ha-
cia un 4cido nucleico objetivo de interés en direccién antisense, lo cual se describe en la sub-seccién que sigue a
continuacién).

Las moléculas de dcido nucleico antisense de acuerdo con la invencidn usualmente se administran a una célula o
se generan in situ de modo que hibridan con, o se enlazan con, el ARNm celular y/o el ADN gendmico que codifica
una desaturasa, inhibiendo asi la expresion de la proteina, por ejemplo inhibiendo transcripcién y/o traduccion. La
hibridacién puede efectuarse mediante complementariedad de nucleétido convencional con la formacién de un diplex
estable o, por ejemplo en el caso de una molécula de dcido nucleico antisense que enlaza duplicados de ADN , mediante
interacciones especificas en el surco mayor de la hélice doble. La molécula antisense puede modificarse de tal manera
que se enlace especificamente con un receptor o con un antigeno expresado en la superficie celular seleccionada,
enlazdndose por ejemplo la molécula del 4cido nucleico antisense con un péptido o un anticuerpo que se enlaza a un
receptor de superficie celular o a un antigeno. La molécula de 4cido nucleico antisense también puede introducirse a
las células usando los vectores aqui descritos. Para alcanzar concentraciones intracelulares suficientes de la molécula
antisense se prefiere constructos de vectores en los que la molécula de dcido nucleico antisense se encuentra bajo el
control de un promotor procariético, viral o eucariético, incluso vegetal, fuerte.

En otra forma de realizacion, la molécula antisense de acido nucleico de acuerdo con la invencidn es una molécula
de 4cido nucleico a-anomérica. Una molécula de 4cido nucleico @-anomérica forma hibridos bicatenarios especificos
con ARN complementario y los cordones corren paralelos unos a otros en contraste con las habituales S-unidades.
(Gaultier y colaboradores (1987) Nucleic Acids Res. 15: 6625-6641). La molécula de dcido nucleico antisense puede
abarcar ademads un 2’-o-metilribonucleétido (Inoue y colaboradores (1987) Nucleic Acids Res. 15: 6131-6148) o
andlogos quiméricos de ARN-ADN (Inoue y colaboradores (1987) FEBS Lett. 215: 327-330).

En otra forma de realizacién, un acido nucleico antisense de acuerdo con la invencion es una ribozima. Ribozimas
son moléculas cataliticas de ARN con actividad de ribonucleasa que pueden descomponer un dcido nucleico monoca-
tenario, como un ARNm, hacia el cual tienen una regién complementaria. De esta manera, los ribozimas (por ejemplo,
ribozimas Hammerhead o cabeza de martillo (descritos en Haselhoff y Gerlach (1988) Nature 334: 585-591)) pueden
usarse para la descomposicion catalitica de transcriptos de ARNm-desaturasa, con el fin de inhibir la traduccién de
ARNm-desaturasa. Una ribozima con especificidad para un dcido nucleico que codifica desaturasa puede configurarse
a base de la secuencia de uno de los nucledtidos de un ADNc-desaturasa divulgados en SEQ ID NO: 1, 3, 5u 11
(es decir, a base de una secuencia heteréloga a aislar de acuerdo con los procesos ensefiados en esta invencidn. Por
ejemplo, puede construirse un derivado de un ARN Tetrahimena-L-19-IVS donde la secuencia de nucleétidos de la
posicién activa es complementaria a la secuencia de nucle6tidos que debe descomponerse en un ARNm que codifica
desaturasa. Véase, por ejemplo, Cech y colaboradores, patente de Estados Unidos No. 4,987,071 y Cech y colabora-
dores, patente de Estados Unidos No. 5,116,742. De manera alterna puede usarse ARNm-desaturasa para la seleccién
de un ARN catalitico con una actividad especifica de ribonucleasa de un acervo (pool) de moléculas de ARN. Véase,
por ejemplo, Bartel, D., y Szostak, J.W. (1993) Science 261: 1411-1418.

De manera alterna puede inhibirse la expresion de gen-desaturasa dirigiendo las secuencias de nucleétidos que son
complementarias hacia la region regulatoria de una secuencia de nucleétidos -desaturasa (por ejemplo, a un promotor-
y/o enhancer-desaturasa) de tal manera que se formen estructuras de hélices triples que inhiban la transcripcién de un
gen-desaturasa. Véase, en general, Helene, C. (1991) Anticancer Drug Res. 6(6) 569-84; Helene, C., y colaboradores
(1992) Ann. N. Y. Acad. Sci. 660: 27-36; y Maher. L.J. (1992) Bioassays 14(12): 807-815.

B. Constructo génico (= constructo o fragmento de dcido nucleico o casete de expresion)

Por casetes de expresion de acuerdo con la invencién deben entenderse las secuencias nombradas en SEQ ID NO:
1, SEQID NO: 3, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 11 que son el resultado del c6digo genético y/o sus derivados funcio-
nales o no funcionales que se han enlazado ventajosamente de manera funcional con una o mds sefiales regulatorias
para incrementar la expresién génica y que controlan ventajosamente la expresion de la secuencia codificante en la
célula huésped. Estas secuencias regulatorias deben hacer posible la expresion dirigida de los genes y de la expre-
sién de proteina. Dependiendo del organismo huésped esto puede significar, por ejemplo, que el gen se expresa y/o
sobre-expresa solo después de la induccién o que se expresa y/o sobre-expresa inmediatamente. Por ejemplo, estas
secuencias regulatorias son secuencias a las que se enlazan inductores o represores y regulan asf la expresion del acido
nucleico. Adicionalmente a estas nuevas secuencias de regulacidn o en lugar de estas secuencias, la regulacién natural
de estas secuencias atin puede estar presente antes de los propios genes estructurales y pueden opcionalmente haberse
modificado de modo se haya eliminado la regulacion natural y se haya incrementado la expresién de los genes. El
constructo génico puede, sin embargo, tener una estructura mds simple, es decir que no deben haberse insertado sefia-
les regulatorias adicionales antes de la secuencia de dcido nucleico o sus derivados y no se ha removido el promotor
natural junto con su regulacién. En vez de esto, la secuencia regulatoria natural ha mutado de tal manera que ya no
se efectia la regulacién y/o se aumenta la expresion génica. Estos promotores modificados también pueden introdu-
cirse en forma de secuencias parciales (= promotor con partes de la secuencia de dcidos nucleicos segtn la invencion)
solas antes del gen natural para incrementar la actividad. Ademads, el constructo génico también puede contener de
manera ventajosa una o varias de las llamadas “secuencias de enhancer” vinculadas funcionalmente con el promotor,
las cuales hacen posible una expresion elevada del 4cido nucleico. También es posible insertar secuencias adicionales

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345324 T3

ventajosas en el extremo 3’ de las secuencias de ADN, asi como elementos regulatorios o terminadores. Los genes de
desaturasa A5/desaturasa A6 y/o desaturasa A12 pueden estar contenidas en una o mas copias en el casete de expresion
(= constructo génico).

En este caso, las secuencias regulatorias o factores pueden preferiblemente influir positivamente y elevar asi la
expresion génica de los genes introducidos, tal como se ha descrito arriba. De este modo puede efectuarse ventajosa-
mente un refuerzo de los elementos regulatorios al nivel de la transcripcién usando sefiales fuertes de transcripcién
como promotores y/o “enhancers”. Ademads, también es posible un refuerzo de la traduccién, por ejemplo mejorando
la estabilidad del ARNm.

Otra forma de realizacién de la invencién son uno o mas constructos génicos que contienen una o mas secuencias
que se definen por SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9 u 11 y codifican polipéptidos segiin SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10 6 12. En
tal caso, las SEQ ID NO: 1, 3,5, 7y 11 se derivan de desaturasas mientras que la SEQ ID NO: 9 codifica para una
elongasa. Desaturasas codifican enzimas que introducen un enlace doble en posicién A-5, A-6 o A-12 y el sustrato
tiene uno, dos, tres o cuatro enlaces dobles. La secuencia representada en SEQ ID NO: 9 codifica para una actividad
enzimdtica que alarga un 4cido graso en al menos dos dtomos de carbono, y sus homdlogos, derivados o andlogos
que estan vinculados funcionalmente a una o mds sefiales regulatorias para incrementar ventajosamente la expresion
de genes. Ejemplos de estas secuencias de regulacién son secuencias a las que se enlazan inductores o represores y
regulan asi la expresion del dcido nucleico. Adicionalmente a estas nuevas secuencias de regulacion, atin puede estar
presente la regulacion natural de estas secuencias antes de los propios genes de estructura y, si es adecuado, pueden
haber sido modificada genéticamente de modo que la regulacién natural ha sido eliminada y la expresion de los genes
se ha incrementado.

El constructo génico también puede tener, sin embargo, una estructura mas simple, es decir que no se han insertado
sefiales de regulacién adicionales antes de la secuencia SEQ ID NO: 1, 3, 5u 11 o sus homélogos y no se ha deletado
el promotor natural con su regulacién. En lugar de esto se ha mutado la secuencia de regulacion natural de tal manera
que ya no tiene lugar una regulacién y se intensifica la expresion génica. El constructo génico puede comprender
ademds ventajosamente una o mds de las llamadas secuencias enhancer que estdn enlazadas funcionalmente con el
promotor y hacen posible la expresién incrementada de la secuencia de dcidos nucleicos. También es posible insertar
adicionalmente secuencias ventajosas en el extremo 3’ de la secuencia de ADN, por ejemplo otros elementos de
regulacién o terminadores. Los genes de desaturasa y los genes de elongasa pueden estar presentes en el constructo
génico en una o més copias. Pueden presentarse en un constructo génico o mds constructos génicos. Este constructo
génico o los constructos génicos pueden expresarse juntos en el organismo huésped. En tal caso, el constructo génico,
o los constructos génicos, puede insertarse en uno o varios vectores y estar presente libre en la célula o, no obstante,
insertarse en el genoma. Es ventajoso para la insercién de otros genes en organismos si otros genes estan presentes en
el constructo génico.

Secuencias ventajosas de regulacion para el nuevo proceso se encuentran presentes, por ejemplo, en promotores
como el promotor cos, tac, trp, tet, trp-tet, lpp, lac, Ipp-lac, lacl®", T7, TS, T3, gal, trc, ara, SP6, 1-Pz- 0 A-P. y se
aplican ventajosamente en bacterias Gram-negativas. Otras secuencias de regulacién ventajosas estin presentes, por
ejemplo, en los promotores Gram-positivos amy y SPO2, en los promotores de levaduras u hongos ADC1, MFa, AC,
P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH o en los promotores vegetales CaMV/35S [Franck y colaboradores, Cell 21
(1980) 285-294], PRP1 [Ward y colaboradores, Plant. Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, nos
o promotor en la ubiquitina o faseolina. En este contexto también son ventajosos los promotores inducibles como los
promotores descritos en EP-A-0 388 186 (inducible por benzilsulfonamida), Plant J. 2, 1992: 397-404 (Gatz y cola-
boradores, inducible por tetraciclina), EP-A-0 335 528 (inducible por dcido abscisico) o WO 93/21334 (inducible por
etanol o ciclohexanol). Otros promotores vegetales adecuados son el promotor de la fase FB citosélica o el promotor
ST-LSI de la patata (Stockhaus y colaboradores, EMBO 1J. 8, 1989, 2445), el promotor de fosforibosilpirofosfata-
midotransferasa de glicina max (Ntimero de acceso del banco genético U87999) o el promotor especifico de nodos
descrito en EP-A-0 249 676. Promotores particularmente ventajosos son promotores que hace posible la expresién en
tejidos que participan en la biosintesis de acido graso. Son muy particularmente ventajosos los promotores especificos
de semillas, como los promotores USO de acuerdo con la descripcidon pero también otros promotores como el LeB4
(Baeumlein y colaboradores, Plant J., 1992, 2 (2) (2): 233-239), DC3 (Thomas, Plant Cell 1996, 263: 359-368), pro-
moter faseolina o napina. Otros promotores particularmente ventajosos son promotores especificos de semillas que
pueden usarse para plantas monocotiledéneas o dicotiledéneas y se describen en US 5,608,152 (promotor-napina de
colza), WO 98/45461 (promotor oleosina de arabidopsis), US 5,504,200 (promotor faseolina de Faseolus vulgaris),
WO 91/13980 (promotor Bce4 de brassica), de Baeumlein y colaboradores, Plant J., 1992, 2 (2): 233-239 (promo-
tor LeB4 de una leguminosa); estos promotores son adecuados para dicotiledoneas. Los siguientes promotores son
adecuados, por ejemplo, para monocotiledéneas promotor 1pt-2 o 1pt-1 de cebada (WO 95/15389 y WO 95/23230),
promotor Hordein de cebada y otros promotores adecuados descritos en WO 99/16890.

En teorfa para el nuevo proceso es posible usar todos los promotores naturales con sus secuencias de regulacién
como las arriba mencionadas. Asi mismo es posible y ventajoso usar adicionalmente promotores sintéticos.

Tal como se describe arriba, el constructo génico también puede comprender otros genes que deben introducirse
en los organismos. Es posible y ventajoso introducir a los organismos huésped, y expresar alli, genes regulatorios tales
como genes para inductores, represores o enzimas que, debido a la actividad enzimatica, intervienen en la regulacién
de uno o mas genes de una ruta biosintética. Estos genes pueden ser de origen heterélogo u homélogo. Ademads, en
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el constructo de 4cido nucleico o el constructo génico pueden estar contenidos ventajosamente otros genes de bio-
sintesis del metabolismo de 4cido graso o de lipido o, no obstante, estos genes pueden encontrarse en otro y otros
varios constructos de 4cido nucleico. Como genes de biosintesis del metabolismo de 4dcido graso o de lipido se usa
un gen seleccionado ventajosamente del grupo de acil-CoA-dehidrogenasa(s), acil-ACP[= acyl carrier protein]-des-
aturasa(s), acil-ACP-tioesterasa(s), dcido graso-aciltransferasa(s), dcido graso-sintasa(s), 4cido graso-hidroxilasa(s),
acetil-coenzima A-carboxilasa(s), acil-coenzima, A-oxidasa(s), dcido graso-desaturasa(s), dcido graso-acetilenasas,
lipoxigenasas, triacilglicerol-lipasas, alendxido-sintasas, hidroperéxido-lipasas o dcido graso-elongasa(s) o sus com-
binaciones. Para expresar los otros genes presentes los constructos génicos comprenden ventajosamente otras secuen-
cias de regulacién 3’- y/o 5’-terminales para el incremento de la expresion, los cuales se seleccionan dependiendo
del organismo huésped elegido y del gen o genes para la expresién 6ptima. Como ya se menciond, estas secuencias
de regulacion deben hacer posible la expresion de los genes y la expresion de proteina. Dependiendo del organismo
huésped, esto puede significar que el gen se expresa o sobre-expresa solo después de induccién o que se expresa y/o
sobre-expresa inmediatamente.

Las secuencias o factores de regulacidon pueden tener ademds un efecto ventajoso en la expresion de los genes intro-
ducidos y de esta manera incrementarlos. De este modo es posible que los elementos de regulacién se refuercen usando
seflales mds fuertes de transcripcion, tales como promotores y/o enhancers, ventajosamente a nivel de transcripcion.
Sin embargo, también es posible reforzar la traduccién, por ejemplo mejorando la estabilidad de ARNm.

C. Vectores de expresion recombinantes y células huésped

Otro aspecto de la invencion se refiere a vectores, preferentemente vectores de expresion que contienen un acido
nucleico que codifica una desaturasa sola (o una parte de la misma) o un constructo de dcido nucleico descrito bajo el
punto B en el que el dcido nucleico de acuerdo con la invencién estd contenido solo o en combinacion con otros genes
de biosintesis del metabolismo de dcido graso o de lipido, tales como desaturasas o elongasas. Tal como aqui se usa,
el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico que puede transportar otro 4cido nucleico al cual esta
enlazado. Un tipo de vector es un “pldsmido”, el cual representa un bucle de ADN bicatenario circular al cual pueden
ligarse segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es u vector viral y es posible que segmentos adicionales de
ADN se liguen al genoma viral. Determinados vectores pueden replicarse autonomamente en una célula huésped a la
que se han introducido (por ejemplo, vectores de bacterias con origen bacterial de replicacién y vectores episomales
de mamiferos). Otros vectores (por ejemplo vectores de mamiferos no episomales) se integran al genoma de una célula
huésped al introducirse a la célula huésped y de esa manera se replican con el genoma huésped. Ademads, determinados
vectores pueden controlar la expresion de genes con los que estdn enlazados funcionalmente. Estos vectores se de-
nominan aqui “vectores de expresion”. Habitualmente, los vectores de expresion que son adecuados para técnicas de
recombinacién de ADN tienen la forma de plasmidos. En la presente descripcion pueden intercambiarse “pldsmido”
y “vector” puesto que el plasmido es la forma de vector que se usa con mayor frecuencia. Sin embargo, la invencién
debe comprender estas otras formas de vector de expresién, como vectores virales (por ejemplo, retrovirus deficientes
de replicacion, adenovirus y virus adeno-relacionados), que ejercen funciones similares. Ademads, el término vector
también debe comprender otros vectores que son conocidos para la persona técnica en la materia, como fagos, virus
tales como SV40, CMYV, baculovirus, adenovirus, transposones, IS-elementos, fdsmidos, fagémidos, cdsmidos, ADN
lineales o circulares.

Los vectores de expresién recombinantes de acuerdo con la invencién comprenden un 4cido nucleico de acuerdo
con la invencién o un constructo génico de acuerdo con la invencién en una forma que es adecuada para la expresion del
dcido nucleico en una célula huésped, lo cual significa que los vectores de expresion recombinantes comprenden una
o mds secuencias de regulacion seleccionadas sobre la base de las células huésped usadas para la expresion, las cuales
se enlazan funcionalmente con la secuencia de dcidos nucleicos a expresar. En un vector de expresién recombinante,
“enlazado funcionalmente” significa que la secuencia de nucledtidos de interés estd enlazada de tal forma a la(s)
secuencia(s) de regulacién que es posible la expresion de la secuencia de nucledtidos y se enlazan unas con otras
para que ambas secuencias cumplan la funcién predicha que se atribuye a la secuencia (por ejemplo, en un sistema de
transcripcion in vitro/traduccién o en una célula huésped, si el vector se introduce en la célula huésped). El término
“secuencia de regulacion” debe comprender promotores, enhancers y otros elementos de control de expresién (por
ejemplo, sefiales de poliadenilizacion). Estas secuencias de regulacién se describen, por ejemplo, en Goeddel: Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990), o véase: Gruber y
Crosby, en: Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnolgy, CRC Press, Boca Raton, Florida, editores: Glick y
Thompson, capitulo 7, 89-108, incluyendo las referencias bibliograficas de alli. Secuencias de regulacién comprenden
aquellas que controlan la expresion constitutiva de una secuencia de nucledtidos en muchos tipos de células huésped
y aquellas que controlan la expresion directa de la secuencia de nucleétidos solo en determinadas células huésped en
determinadas condiciones. El técnico en la materia sabe que la configuracion del vector de expresiéon puede depender
de factores tales como la seleccién de la célula huésped a transformar, la extensidn a la cual se expresa la proteina
deseada, etc. Los vectores de expresion de acuerdo con la invencion pueden introducirse en células huésped para que
de esta manera producir proteinas o péptidos, incluyendo proteinas o péptidos de fusién que se codifican por los dcidos
nucleicos, tal como los descritos (por ejemplo, desaturasas, formas mutantes de desaturasas, proteinas de fusidn, etc.).

Los vectores de expresion recombinantes de acuerdo con la invencién pueden configurarse para la expresion de
desaturasas y elongasas en células procaridticas o eucaridticas. Por ejemplo, los genes de desaturasa pueden expre-
sarse en células bacterianas como C. glutamicum, células de insectos (usando vectores de expresion de baculovirus),
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levaduras y otras células de hongos (véase Romanos, M.A., y colaboradores (1992) “Foreign gene expression in yeast:
areview”, Yeast 8: 423-488; van den Hondel, C.A.M.J.J., y colaboradores (1991) “Heterologous gene expression in
filamentous fungi”, en: More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, editores, piginas 396-428:
Academic Press: San Diego; y van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, PJ. (1991) “Gene transfer systems and vector de-
velopment for filamentous fungi”, en: Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J.F., y colaboradores, editores,
paginas 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), algas (Falciatore y colaboradores, 1999, Marine Biotech-
nology.1, 3: 239-251), ciliados de los tipos: holotrichia, peritrichia, spirotrichia, suctoria, tetrahymena, paramecium,
colpidium, glaucoma, platyophrya, potomacus, pseudocohnilembus, euplotes, engelmaniella y stilonychia, en espe-
cial del género stilonychia lemnae, usando vectores segin un método de transformacién como se describe en WO
98/01572, asi como células de vegetales multicelulares (véase Schmidt, R. y Willmitzer, L. (1988) “High efficienci
Agrobacterium tumefaciens - mediated transformation of Arabidopsis thaliana leaf and cotiledon explants” Plant Cell
Rep.: 583-586; Plant Molecular Biology and Biotechnology, C Press, Boca Raton, Florida, capitulo 6/7, paginas 71-
119 (1993); EF. White, B. Jenes y colaboradores, Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic Plants, volumen 1,
Engineering and Utilization, editores: Kung y R. Wu, Academic Press (1993), 128-43; Potrikus, Annu. Rev. Plant
Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225 (y las referencias bibliogréficas alli citadas)) o células de mamiferos.
Células huésped adecuadas se discuten adicionalmente en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzy-
mology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). De manera alterna, el vector de expresién recombinante puede
transcribirse in vitro y traducirse usando, por ejemplo, secuencias de regulacién-promotor-T7 y polimerasa-T7.

La expresion de proteinas en procariotas se efectiia en la mayoria de casos con vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles, los cuales controlan la expresion de proteinas de fusién o de no fusién. Los vectores de
fusién afiaden una serie de aminodcidos a una proteina alli codificada, usualmente en el terminal amino de la proteina
recombinante, pero también en el terminal C o fusionada dentro de una regién adecuada en las proteinas. Estos vectores
de fusion tienen usualmente tres tareas: 1) el refuerzo de la expresion de proteina recombinante; 2) el incremento de
la solubilidad de la proteina recombinante y 3) el apoyo a la purificacion de la proteina recombinante por efecto como
ligando en la purificacion de afinidad. En el caso de vectores de expresion de fusidon con frecuencia se introduce una
posicion de escision proteolitica en la posicién del compuesto de la unidad de fusién y de la proteina recombinante,
de modo que la separacién de la proteina recombinante de la unidad de fusién es posible después de la purificacién
de la proteina de fusién. Estas enzimas y sus secuencias correspondientes de reconocimiento comprenden factor Xa,
trombina y enterocinasa.

Vectores de fusion tipicos son, entre otros, pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B., y Johnson, K.S. (1988)
Gene 67: 31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ), en los que la
transferasa-S-glutationa (GST), proteina que enlaza maltosa E o proteina A se fusiona a la proteina recombinante
objetivo. En una forma de realizacion, la secuencia que codifica desaturasa se clona en un vector de expresién pGEX,
de modo que se genera un vector que codifica proteina de fusidn, la cual comprende proteina -X- posicién de escisién
GST-trombina, desde el N-terminal hasta el C-terminal. La proteina de fusién puede purificarse mediante croma-
tograffa de afinidad usando resina de agarosa-glutaniona. Desaturasa recombinante que no se fusiona a GST puede
obtenerse descomponiendo la proteina de fusién con trombina.

Ejemplos de vectores de expresion de E. E. coli inducibles de no fusién son, entre otros, pTrc (Amann y cola-
boradores (1988) Gene 69: 301-315) y pET 11d (Studier y colaboradores, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89). La expresion génica objetivo del vector pTrc
se basa en la transcripcion por la polimerasa de ARN huésped de un promotor de fusién trp-lac hibrido. La expresion
génica objetivo del vector pET 11d se basa en transcripcion de un promotor de fusién T7-gn10-lac que se transmite
por una polimerasa de ARN viral co-expresada (T7 gnl). Esta polimerasa viral se suministra por las cepas huésped
BL21 (DE3) o HMS174 (DE3) de un profago A residente que alberga un gen T7 gnl bajo el control de transcripcién
del promotor lacUV 5.

Otros vectores que son adecuados en organismos procaridticos son conocidos al técnico en la materia; estos vec-
tores son, por ejemplo, en E. coli pLG338, pACIC184, la serie pBR, como pBR322, la serie pUC, como pUC18 o
pUC19, la serie M113mp, pKC30, pRep4, pHS1, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-IIT'"*-B1, Agt11
o pBdClI, en Streptomyces plJ101, plJ364, plJ702 o plJ361, en bacilos pUB110, pC194 o pBD214, en corynebacte-
rium pSA77 o pAJ667. Una estrategia para maximizar la expresion de proteina recombinante es expresar la proteina
en una bacteria huésped cuya habilidad para descomponer proteoliticamente la proteina recombinante es destruida
(Gottesman, S., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California
(1990) 119-128). Otra estrategia es la modificacién de la secuencia de 4cidos nucleicos del 4cido nucleico a insertar
en un vector de expresion, de modo que los codones individuales para cada aminodcido son aquellos que se usan
preferentemente en una bacteria seleccionada para expresion, tal como C. glutamicum (Wada y colaboradores (1992)
Nucleic Acids Res. 20: 2111-2118). Esta modificacion de la secuencia de acidos nucleicos de la invencion se efectiia
mediante técnicas de sintesis de ADN estdndar.

En otra forma de realizacién el vector de expresion de desaturasa es un vector de expresion de levadura. Ejemplos
de vectores para expresion en la levadura S. cerevisiae comprenden pYeDesaturasecl (Baldari y colaboradores (1987)
Embo J. 6: 229-234), pMFa (Kurjan y Herskowitz (1982) Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schultz y colaboradores (1987)
Gene 54: 113-123) asi como pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Vectores y métodos para la construccion
de vectores que son adecuados para usar en otros hongos, como los hongos filamentosos, comprenden aquellos que
se describen detalladamente en: van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1991) “Gene transfer systems and vector
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development for filamentous fungi”, en: Applied Molecular Genetics of fungi, J.F. Peberdy y colaboradores, editores,
paginas 1-28, Cambridge University Press: Cambridge, o en: More Gene Manipulations in Fungi [J.W. Bennet &
L.L. Lasure, Editores, paginas 396-428: Academic Press: San Diego]. Otros vectores adecuados de levadura son, por
ejemplo, pAG-1, YEp6, YEp13 o pEMBLYe23.

De manera alterna, las desaturasas de acuerdo con la invencion pueden expresarse en células de insectos usando
vectores de expresion de baculovirus. Vectores de baculovirus que se encuentran disponibles para expresar proteinas
en células de insecto cultivadas (por ejemplo, células Sf9), comprenden la serie pAc (Smith y colaboradores (1983)
Mol. Cell Biol.. 3: 2156-2165) y la serie pVL (Lucklow y Summers (1989) Virology 170: 31-39).

Los vectores arriba mencionados son solo una pequeia sinopsis de posibles vectores adecuados. Otros plasmidos
son conocidos para el técnico en la materia y se describen, por ejemplo, en: Cloning Vectors (Editores Pouwels, P.H.,
y colaboradores, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985, ISBN 0 444 904018).

En una modalidad mds, se expresa un dcido nucleico de acuerdo con la invencion en células de mamifero usando
un vector de expresion de mamifero. Se entienden por mamiferos en el sentido de la invencién todos los mamiferos no
humanos. Ejemplos de vectores de expresiéon de mamiferos comprenden pCDMS8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840)
y pMT2PC (Kaufman y colaboradores (1987) EMBO J. 6: 187-195). En el caso del uso en células de mamiferos,
las funciones de control del vector de expresion se suministran frecuentemente por elementos regulatorios virales.
Promotores que se usan usualmente se derivan, por ejemplo, de polioma, adenovirus 2, citomegalovirus y virus 40
Simian. Otros sistemas de expresién adecuados para células procariétidas y eucaridtidas pueden encontrarse en los
capitulos 16 y 17 de Sambrook, J., Fritsch, E.F., y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Edici6n,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

En otra forma de realizacién, el vector de expresién recombinante de mamifero puede controlar la expresién del
acido nucleico preferible en un tipo de célula especifico (por ejemplo, elementos regulatorios especificos de tejido se
usan para expresar el dcido nucleico). En la técnica se conocen elementos regulatorios especificos de tejido. Ejemplos
no limitantes de promotores especificos de tejido son, entre otros, el promotor de albiimina (especifico de higado;
Pinkert y colaboradores (1987) Genes Dev. 1: 268-277), promotores especificos de linfoide (Calame y Eaton (1988)
Adyv. Immunol. 43: 235-275), en particular promotores de receptores de células T (Winoto y Baltimore (1989) EMBO
J. 8: 729-733) e inmmunoglobulinas (Banerji y colaboradores (1983) Cell 33: 729-740; Queen y Baltimore (1983) Cell
33: 741-748), promotores especificos de neuronas (por ejemplo promotor de neurofilamento; Byrne y Ruddle (1989)
PNAS 86: 5473-5477), promotores especificos de pancreas (Edly y colaboradores, (1985) Science 230: 912-916) y
promotores especificos de gldndula mamaria (por ejemplo, promotor de suero lictico; patente de Estados Unidos
No. 4,873,316 y publicacién de solicitud europea de patente No. 264,166). También estan incluidos los promotores
regulados por desarrollo, por ejemplo los promotores hox de ratén (Kessel y Gruss (1990) Science 249: 374-379) y el
promotor de proteina de feto (Campes y Tilghman (1989) Genes Deyv. 3: 537-546).

En otra forma de realizacién, las desaturasas de acuerdo con la invencién pueden expresarse en células vegetales
unicelulares (como algas), véase Falciatore y colaboradores, 1999, Marine Biotechnology 1 (3): 239-251 y los datos
bibliogréficos alli citados, y células vegetales de vegetales superiores (por ejemplo, espermatofitos tales como frutos
del campo). Ejemplos de vectores de expresion vegetales comprenden aquellos que se describen detalladamente en:
Becker, D., Kemper, E., Schell, J., y Masterson, R. (1992) “New plant binary vectors with selectable markers located
proximal to the left border”, Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197; y Bevan, M.W. (1984) “Binary Agrobacterium vectors
for plant transformation”, Nucl. Acids Res. 12: 8711-8721; Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; en: Transgenic
Plants, volumen 1, Engineering and Utilization, Editores: Kung y R. Wu, Academic Press, 1993, paginas 15-38.

Un casete de expresion de vegetales contiene preferentemente secuencias de regulacién que pueden controlar la
expresion génica en células vegetales y se enlazan de manera funcional de modo que cada secuencia pueda desem-
pefiar su funcién, como terminacion de la transcripcion, por ejemplo sefiales de poliadenilacion. Sefiales preferidas
de poliadenilacién son aquellas que provienen de agrobacterium tumefaciens-t-ADN, tal como el gen 3, conocido
como octopinsintasa, del Ti-plasmido pTiACHS5 (Gielen y colaboradores, EMBO J. 3 (1984) 835ff.) o equivalentes
funcionales de la misma pero también son adecuadas todos los otros terminadores funcionalmente activos en vegetales.

Puesto que la expresion génica vegetal con mucha frecuencia no se limita al nivel de transcripcién , un casete
de expresion vegetal comprende preferiblemente otras secuencias enlazadas funcionalmente, tal como enhancers de
traduccion, por ejemplo la secuencia overdrive, que contienen la secuencia lider 5’-no traducida del virus mosaico
de tabaco, la cual eleva la proporcion proteina/ARN (Gallie y colaboradores, 1987, Nucl. Acids Research 15: 8693-
8711).

La expresion génica vegetal debe enlazarse funcionalmente con un promotor adecuado que realice expresion génica
de una manera especifica para célula o tejido en el tiempo correcto. Promotores preferidos son aquellos que causan
expresion constitutiva (Benfey y colaboradores, EMBO J. 8 (1989) 2195-2202), como aquellos que se derivan de virus
vegetales tales como 35S CAMYV (Franck y colaboradores, Cell 21 (1980) 285-294), 19S CaMV (véase también US
5352605 y WO 84/02913) o promotores vegetales como el descrito en US 4,962,028 de la pequefia subunidad de
RuBisCo.
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Otras secuencias preferidas para el uso para el enlazamiento funcional en casetes de expresién génicos son secuen-
cias targeting (direccionadoras) que se requieren para dirigir el producto génico hacia su correspondiente comparti-
miento celular (véase una sinopsis en Kermode, Crit. Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996) 285-423 y referencias bibliograficas
allf citadas), por ejemplo a la vacuola, el nicleo, todos los tipos de plastidos tales como amiloplastos, cloroplastos,
cromoplastos, el espacio eextracelular, la mitocondria, el reticulo endoplasmatico, oleoplastos, peroxisomas y otros
compartimientos de las células vegetales.

La expresion génica vegetal puede facilitarse mediante un promotor inducible quimicamente (véase una sinopsis
en Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48: 89-108). Los promotores quimicamente inducibles
son adecuados particularmente si se desea que tenga lugar expresion génica de una manera especifica en el tiempo.
Ejemplos de tales promotores son un promotor inducible por dcido salicilico (WO 95/19443), un promotor inducibles
por tetraciclina (Gatz y colaboradores (1992) Plant J. 2, 397-404) y un promotor inducible por etanol.

Otros promotores adecuados también son promotores que reaccionan a condiciones de estrés bidticas o abidticas,
por ejemplo el promotor de gen PRP1 inducido por patégeno (Ward y colaboradores, Plant. Mol. Biol. 22 (1993)
361-366), el promotor hsp80 del tomate, inducido por calor, (US 5,187,267), el promotor de alfaamilasa de la patata,
inducido por frio, (WO 96/12814) o el promotor pinllI incible por heridas (EP-A-0 375 091).

En particular se prefieren aquellos promotores que ocasionan la expresion génica en tejidos y érganos en los que
tiene lugar la biosintesis de lipidos y aceite, en células de semillas, como en las células del endosperma y del embrién
que se desarrolla. Promotores adecuados son el promotor de gen napina de la colza (US 5,608,152), el promotor USP
de Vicia faba o haba (Baeumlein y colaboradores, Mol Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67), el promotor oleosina de
arabidopsis (WO 98/45461), el promotor faseolina de Faseolus vulgaris (US 5,504,200), el promotor Bce4 de Brassica
(WO 91/13980) o el promotor B4 de legumina (LeB4; Baeumlein y colaboradores, 1992, Plant Journal, 2 (2): 233-
9), asi como promotores que ocasionan expresion especifica de semillas en plantas monocotiledéneas, tales como
maiz, cebada, trigo, centeno, arroz, etc. Promotores adecuados notables son promotor - gen Ipt2 o Iptl de cebada (WO
95/15389 y WO 95/23230) o los promotores descritos en WO 99/16890 (promotores del gen hordeina de la cebada,
del gen glutelina de arroz, del gen orizina de arroz, del gen prolamina de arroz, del gen gliadina de trigo, del gen
glutelina de trigo, del gen zeina de maiz, del gen glutelina de avena, del gen casirina de sorgo, del gen secalina de
centeno).

En especial la expresion multiparalela de las desaturasas de acuerdo con la invencidn, sola o en combinacién con
otras desturasas o elongasas, puede ser deseable. La introduccién de unos casetes de expresion asi puede efectuarse
por una transformacion simultdnea de varios constructos de expresion sobre un constructo. Varios vectores también
pueden transformarse con varios casetes de expresion respectivamente y transferirse a la célula huésped.

Asi mismo son particularmente adecuados aquellos promotores que conducen a una expresion especifica de plés-
tico ya que los plastidos son el compartimiento en el que se sintetizan los precursores y algunos productos finales de
biosintesis lipidica. Promotores adecuados como el promotor de polimerasa ARN viral se describen en WO 95/16783
y WO 97/06250, y el promotor clpP de arabidopsis, descrito en WO 99/46394.

La invencién proporciona ademads un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de ADN de
acuerdo con la invencidn, la cual se clona en direccién antisense en el vector de expresion. Es decir que la molécula
de ADN se enlaza funcionalmente con una secuencia regulatoria de tal modo que se hace posible la expresién (por
transcripcion de la molécula de ADN) de una molécula de ARN, que es “antisense” para la desaturasa de ARNm.
Pueden seleccionarse secuencias de regulacidon que se enlazan funcionalmente con un dcido nucleico clonado en
direccién antisense y que controlan la expresion continua de la molécula de ARN antisense en un gran nimero de
tipos de células, por ejemplo pueden seleccionarse promotores y/o enhancers virales o secuencias regulatorias, los
cuales controlan la expresion constitutiva, especifica de tejido o especifica del tipo de célula de ARN antisense. El
vector de expresion antisense puede presentarse en forma de un plasmido recombinante, fagémido o virus atenuado en
el que se produzcan los 4cidos nucleicos antisense bajo el control de una regién regulatoria altamente efectiva, cuya
actividad puede determinarse por el tipo de célula al cual se ha introducido el vector. Véase una explicacién de la
regulacién de la expresion génica por medio de genes antisense en Weintraub, H., y colaboradores, Antisense-RNA as
a molecular tool for genetic analysis, Reviews - Trends in Genetics, volumen 1(1) 1986.

Otro aspecto de la invencion se refiere a células huésped a las cuales se ha introducido un vector de expresion
recombinante de acuerdo con la invencién. Los términos “célula huésped” y “célula huésped recombinante” se usan
aqui de manera intercambiable una por otra. Obviamente estos términos se refieren no solo a las células objetivo
determinadas sino también a la descendencia o la descendencia potencial de esta célula. Puesto que pueden ocurrir
modificaciones especificas en generaciones sucesivas debido a mutacién o a efectos ambientales, esta descendencia
no es necesariamente idéntica a la célula parental aunque permanece dentro del alcance del término tal como aqui se
usa.

Por recombinante o transgénico, por ejemplo vector de expresion recombinante o anfitrién o células huésped
recombinantes en el sentido de la invencion debe entenderse que los dcidos nucleicos de acuerdo con la invencion y/o
sus secuencias naturales de regulacion en posicion 5’ y 3’ de los dcidos nucleicos no estan en su ambiente natural, lo
que significa que o bien se ha modificado la locacién de las secuencias en el organismo original, o bien han mutado en
él las secuencias de dcido nucleico y/o las secuencias regulatorias, o se han transferido las secuencias de 4cido nucleico
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segun la invencién hacia un organismo distinto del organismo original o sus secuencias de regulacién. También son
posibles combinaciones de estas modificaciones. Por ambiente natural debe entenderse la locacién de una secuencia
de 4cidos nucleicos en un organismo tal como tiene lugar en la naturaleza.

Una célula huésped puede ser una célula procariétida o eucariétida. Por ejemplo, una desaturasa puede expresarse
en células bacterianas tales como C. glutamicum, células de insectos, células de hongos o células de mamiferos (co-
mo células de ovario de hamster chino (CHO) o células de COS), algas, ciliados, células vegetales, hongos u otros
microorganismos, como C. glutamicum. Otras células huésped adecuadas son corrientes para el técnico en la materia.

El ADN de vector puede introducirse a células procariétidas o eucariétidas mediante técnicas convencionales
de transformacién o trasnfeccion. Los términos “transformacién” y “transfeccién”, conjugacién y transduccion, tal
como se usan en el presente contexto estan dirigidos a abarcar un gran nimero de métodos conocidos en el campo
técnico para introducir dcido nucleico ajeno (por ejemplo, ADN) a una célula huésped, incluyendo coprecipitacién
por fosfato de calcio o por cloruro de calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, lipofeccién, competencia
natural, transferencia mediada quimicamente, electroporacién o bombardeo de particulas. Pueden encontrarse métodos
adecuados para la transformacién o transfeccién de células huésped, incluyendo células vegetales en Sambrook y
colaboradores (Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 2. Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) y otros manuales de laboratorio, tales como Methods in
Molecular Biology, 1995, volumen 44, Agrobacterium protocols, editores: Gartland y Davey, Humana Press, Totowa,
New Jersey.

A través de la transfeccion estable de células de mamiferos se conoce que dependiendo del vector de expresion
usado y de la técnica de transfeccién usada solo una pequefia parte de la célula integra el ADN ajeno a su genoma. Para
identificar y seleccionar estos integrantes usualmente se introduce un gen que codifica un marcador seleccionable (por
ejemplo, resistencia frente a antibiéticos), junto con el gen de interés a las células huésped. Marcadores seleccionables
preferidos comprenden aquellos que confieren resistencia frente a medicamentos tales como G418, higromicina y
metotrexato, o en vegetales aquellos que confieren resistencia frente a un herbicida, como glifosato o glufosinato.
Otros marcadores adecuados son, por ejemplo, marcadores que codifican genes que participan en rutas de biosintesis de
azucares o aminodcidos, por ejemplo, tales como S-galactodsidasa, ura3 o ilv2. Asi mismo son adecuados marcadores
que codifican genes como luciferasa, gfp u otros genes de fluorescencia. Estos marcadores pueden usarse en mutantes
en los que estos genes no son funcionales puesto que éstos hab sido deletados mediante métodos convencionales, por
ejemplo. Adicionalmente, en el mismo vector pueden introducirse marcadores que codifican un 4cido nucleico a una
célula huésped como aquella que codifica una desaturasa, o pueden introducirse en un vector separado. Las células que
han sido transfectadas de manera estable con el dcido nucleico introducido pueden identificarse mediante seleccion de
medicamentos (por ejemplo, sobreviven células que tienen integrados los marcadores seleccionables, mientras que las
otras mueren).

Para generar un microorganismo recombinado de manera homéloga, se genera un vector que contiene al menos
un segmento de un gen de desaturasa al cual se ha introducido una delecidn, adicién o sustitucién para modificar el
gen desaturasa, por ejemplo para destruirlo funcionalmente. Este gen desaturasa es preferentemente un gen desaturasa
de Phaeodactilum tricornutum, aunque puede usarse un homélogo o andlogo de otros organismos, incluso de una
fuente de mamiferos, hongos o insectos. En una forma preferida de realizacion se configura el vector de tal manera
que se destruye funcionalmente la desaturasa endégena durante la recombinacién homologa (es decir, ya no codifica
una proteina funcional, también denominada vector knock-out). De manera alterna, el vector puede configurarse de
tal manera que el gen desaturasa endégeno muta durante la recombinacién homéloga o se modifica de otra manera,
pero siempre codifica todavia una proteina funcional (por ejemplo, la regién regulatoria ubicada hacia arriba puede
modificarse de tal manera que se modifique asi la expresion de la desaturasa enddgena). Para generar una mutacién
puntual por recombinacién homéloga también pueden usarse hibridos de ADN-ARN conocidos como quimeraplastos,
los cuales se conocen de Cole-Strauss y colaboradores, 1999, Nucleic Acids Research 27(5);1323-1330 y Kmiec,
Gene therapy, 19999, American Scientist, 87(3): 240-247.

En el vector para la recombinacién homdloga, el segmento modificado del gen desaturasa estd flanqueado en su
extremo 5’ y 3’ por acido nucleico adicional del gen desaturasa, de modo que es posible una recombinacién homdéloga
entre el gen desaturasa exdgeno, que se encuentra presente en el vector, y un gen desaturasa en un microorganismo o un
vegetal. El 4cido nucleico de desaturasa que flanquea adicionalmente es suficientemente largo para una recombinacién
homéloga exitosa con el gen endégeno. Habitualmente en el vector estdn contenidos ADN que flanquean de varios
cientos de pares de bases hasta kilobases (tanto en el extremo 5’ como también en el 3”) (véase una descripcion de
vectores para la recombinaciéon homoéloga, por ejemplo, en Thomas, K.R., y Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503 o
para la recombinacioén en Physcomitrella patens a base de ADNc véase en Strepp y colaboradores, 1998, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95 (8): 4368-4373). El vector se introduce a un microorganismo o a una célula vegetal (por ejemplo
por medio de ADN mediado por polietilenglicol), y se seleccionan células en las que el gen desaturasa introducido se
recombina con el gen desaturasa endégeno de manera homdéloga, usando técnicas conocidas en el campo técnico.

En otra forma de realizacion, pueden generarse organismos recombinantes, tales como microorganismos, que con-
tienen sistemas seleccionados que hacen posible una expresion regulada del gen introducido. La inclusion de un gen
desaturasa en un vector, cuando se ha introducido bajo el control del lac-operon, hace posible por ejemplo la expresion
del gen desaturasa solo en presencia de IPTG. Estos sistemas de regulacion se conocen en el campo técnico.
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Pueden usarse células huésped de acuerdo con la invencién, como una célula huésped procariétida o eucariétida,
que crecen en cultivo o en un campo,para la produccién (es decir, expresion) de una desaturasa. En las plantes puede
aplicarse un método alterno mediante transferencia directa de ADN a flores que se desarrollan mediante electropora-
cién o transferencia génica por medio de agrobacterium. Por lo tanto, la invencién proporciona ademds métodos para
la produccién de desaturasas usando células huésped de la invencidon. En una forma de realizacién, el método com-
prende hacer crecer la célula huésped de la invencion (a la que se ha introducido un vector de expresion recombinante
que codifica una desaturasa, o a cuyo genoma se ha introducido un gen que codifica un tipo silvestre o una desaturasa
modificada) en un medio adecuado, hasta que se ha producido la desaturasa. El método comprende en otra forma de
realizacién el aislamiento de la desaturasa del medio o de la célula huésped.

Células huésped que son adecuadas para recibir en principio el 4cido nucleico de la invencion, el producto génico
o el vector de acuerdo con la invencién, son todos organismos procariétidos o eucariétidos. Los organismos usados
de manera ventajosa son organismos como bacterias, hongos, levaduras, células animales o vegetales. Otros organis-
mos ventajosos son animales o preferentemente vegetales o partes de éstos. Hongos, levaduras o vegetales se usan
preferentemente, particularmente preferible hongos o vegetales, muy particularmente se prefiere usar vegetales como
plantas de frutos oleaginosos, los cuales contienen grandes cantidades de compuestos lipidicos, como colza, onagra,
canola, mani o cacahuate, lino, soya, cartamo ocardo, girasol, borraja o plantas como maiz, trigo, centeno, avena,
triticale, arroz, cebada, algoddn, yuca, pimienta, tagetes, plantas solandceas como patata, tabaco, berenjena y tomate,
variedades de vicia, guisantes, alfalfa, arbustos (café, cacao, té), variedades de salix, drboles (plasma de aceite, coco)
asf como gramineas perennes y frutos de campo para forraje o alimento de animales. De acuerdo con la invencidn se
prefieren particularmente plantas de frutos oleaginosos como soya, mani, colza, canola, lino, onagra, girasol, cartamo,
arboles (palma de aceite, coco).

D. Desaturasas aisladas

Otro aspecto de la invencién se refiere a desaturasas aisladas y partes bioldgicamente activas de las mismas. Una
proteina “aislada” o “purificada” o una parte biolégicamente activa de la misma estd esencialmente libre de material
celular, si se produce por técnicas de recombinacién de ADN, o de precursores quimicos u otros productos quimicos,
si se sintetiza quimicamente. El término “esencialmente libre de material celular” comprende preparaciones de desa-
turasa en las que se separa la proteina de componentes de las células en las que se produce la desaturasa de manera
natural o recombinante. En una forma de realizacion, la expresion “material esencialmente libre de material celular”
comprende preparaciones de desaturasa con menos de aproximadamente 30% (respecto del peso seco) de no desa-
turasa (denominado aqui también como “proteina contaminante”), mas preferido menos de aproximadamente 20%
de no desaturasa, atin mas preferido menos de aproximadamente 10% de no desaturasa y lo mas preferido menos de
aproximadamente 5% de no desaturasa. Si la desaturasa o una parte biolégicamente activa de la misma se ha pro-
ducido de manera recombinante, esta también se encuentra esencialmente libre de medio de cultivo si el medio de
cultivo constituye menos de aproximadamente 20%, mads preferible menos de aproximadamente 10% y lo mas pre-
ferido menos de aproximadamente 5% del volumen de la preparacion de proteina. La expresion “esencialmente libre
de precursores quimicos u otros productos quimicos” comprende preparaciones de desaturasa en las que se separa la
proteina de precursores quimicos u otros productos quimicos que participan en la sintesis de la proteina. En una for-
ma de realizacién la expresion “esencialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos” comprende
preparaciones de desaturasa con menos de aproximadamente 30% (respecto del peso seco) de precursores quimicos o
productos quimicos que no son desaturasa, mds preferido menos de aproximadamente 20% de precursores quimicos
o productos quimicos que no son desaturasa, atin mds preferido menos de aproximadamente 10% de precursores qui-
micos o productos quimicos que no son desaturasa y lo mas preferido menos de aproximadamente 5% de precursores
quimicos o productos quimicos que no son desaturasa. En formas preferidas de realizacion, las proteinas aisladas,
o las partes biolégicamente activas de las mismas, no tienen proteinas contaminantes del mismo organismo del cual
proviene la desaturasa. Estas proteinas se producen habitualmente mediante expresion recombinante de desaturasa de
Phaeodactilum tricornutum, por ejemplo, en vegetales como Physcomitrella patens o las arriba mencionadas o micro-
organismos, por ejemplo bacterias como E. coli, Bacillus subtilis, C. glutamicum, hongos como mortierella, levaduras
como saccharomyces, o ciliados como colpidium o algas como Phaeodactilum.

Una desaturasa aislada de acuerdo con la invencién o una parte de la misma también puede participar en el me-
tabolismo de compuestos necesarios para la sintesis de membranas celulares en Phaeodactilum tricornutum o en el
transporte de moléculas por estas membranas. En formas preferidas de realizacion, la proteina, o la parte de la misma,
comprende una secuencia de aminodcidos que es lo suficientemente homdloga a una secuencia de aminodcidos de
las SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12 para que la proteina, o parte de la misma, mantenga la habilidad de participar en el
metabolismo de compuestos necesarios para la sintesis de membranas celulares en Phaeodactilum o en el transporte
de moléculas a través de estas membranas. La parte de la proteina es preferentemente una parte bioldgicamente activa,
tal como se describe aqui. En otra forma preferida de realizacién una desaturasa de acuerdo con la invencién tiene una
secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 12. En otra forma preferida de realizacidn, la desaturasa
tiene una secuencia de aminodacidos, que se codifica por una secuencia de nucleétidos que se hibrida en una secuencia
de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11, por ejemplo en condiciones estrictas. En otra forma preferida més
de realizacion la desaturasa tiene una secuencia de aminoacidos que se codifica por una secuencia de nucleétidos que
tiene una homologia de al menos aproximadamente 50 hasta 60%, preferentemente de al menos aproximadamente 60
hasta 70%, més preferible de al menos aproximadamente 70 hasta 80%, 80 hasta 90%, 90 hasta 95% y ain més preferi-
ble de al menos aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99% o atin mas homologia a una de las secuencias de aminoacidos
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de las SEQ ID NO: 2, 4, 6 6 18. La desaturasa preferida de acuerdo con la invencién también posee preferentemente
al menos una de las actividades de desaturasa aqui descritas. Por ejemplo una desaturasa preferida de acuerdo con la
invencién comprende una secuencia de aminodcidos que se codifica por una secuencia de nucleétidos, que se hibrida
a una secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1, 3, 5 u 11en condiciones estrictas, por ejemplo y puede participar
en el metabolismo de compuestos necesarios para la sintesis de membranas celulares en Phaeodactilum tricornutum
o en el transporte de moléculas por estas membranas o introduce un enlace doble a un dcido graso con uno, dos, tres o
cuatro enlaces dobles y una longitud de cadena de Cg, C55 6 Co,.

En otras formas de realizacidon, la desaturasa es esencialmente homoéloga a una secuencia de aminodcidos de las
SEQ ID NO: 2, 4 6 6 y mantiene la actividad funcional de la proteina de una de las secuencias de las SEQ ID NO:
2,4 6 6, aunque su secuencia de aminodcidos se diferencia debido a la mutacion natural o a la mutagénesis, tal como
se ha descrito detalladamente en la subseccién I de arriba. En otra forma de realizacidn, la desaturasa es por lo tanto
una proteina que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene una homologia de al menos aproximadamente
50 hasta 60%, preferentemente de al menos aproximadamente 60 hasta 70% y mas preferido de al menos aproxima-
damente 70 hasta 80%, 80 hasta 90%, 90 hasta 95% y lo mds preferido de al menos aproximadamente 96%, 97%,
98%, 99% o mas de homologia a una secuencia completa de aminodcidos de las SEQ ID NO: 2,4 6 6 y tiene al menos
una de las actividades de desaturasa aqui descritas. En otra forma de realizacién la invencidn se refiere a una proteina
completa de Phaeodactilum tricornutum que es esencialmente homoéloga a una secuencia completa de aminoécidos de
las SEQID NO: 2,4 6 6.

Las partes biolégicamente activas de una desaturasa comprenden péptidos que comprenden secuencias de amino4-
cidos que se derivan de la secuencia de aminodcidos de una desaturasa, por ejemplo una secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 2, 4 6 6 o la secuencia de aminodcidos de una proteina que es homdloga a una desaturasa,
las cuales comprenden menos aminoacidos que la desaturasa de longitud completa o la proteina de longitud completa,
la cual es homdloga a una desaturasa, y tienen al menos una actividad de una desaturasa.

Habitualmente, las partes activas biolégicamente (péptidos, por ejemplo péptidos, que tienen una longitud, por
ejemplo, de 5, 10, 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 100 o mds aminodcidos) comprenden un dominio o un
motivo con al menos una actividad de una desaturasa. Ademads, mediante técnicas recombinantes pueden producirse
otras partes biolégicamente activas en las que se han deletado otras regiones de la proteina, e investigarse respecto
de una o varias de las actividades aqui descritas. Las partes activas bioldgicamente de una desaturasa comprenden
preferiblemente uno o varios dominios/motivos seleccionados o partes delos mismos con actividad bioldgica.

Las desaturasas se producen preferentemente mediante técnicas de recombinacién de ARN. Por ejemplo, se clona
una molécula de 4cido nucleico que codifica la proteina en un vector de expresion (tal como se describid previamente),
el vector de expresion se introduce a una célula huésped (como se describi6 previamente), y se expresa la desatura-
sa en la célula huésped. Entonces la desaturasa puede aislarse de las células a través de un esquema de purificacién
mediante técnicas de purificacion estandar. De manera alterna a la expresion recombinante una desaturasa, un polipép-
tido desaturasa o un péptido desaturasa pueden sintetizarse quimicamente por medio de técnicas estdndar de sintesis
de péptidos. Ademas, pueden aislarse desaturasas nativas de células (por ejemplo, células endotélicas) usando, por
ejemplo, un anticuerpo anti-desaturasa, que puede producirse mediante técnicas estdndar, y se usa una desaturasa de
acuerdo con la invencién o un fragmento de la misma.

La invencién también proporciona proteinas desaturasas quiméricas o proteina de fusién desaturasas. Tal como
aqui se usa, una “protefna desaturasa quimérica” o una “proteina de fusién -desaturasa” comprende un polipéptido
desaturasa que estd funcionalmente enlazado con un polipéptido no desaturasa. Un “polipéptido desaturasa” se refiere
a un polipéptido con una secuencia de aminodcidos que corresponde a una desaturasa, mientras que un “polipéptido
no desaturasa” se refiere a un polipéptido con una secuencia de aminodcidos que corresponde a una proteina que es
esencialmente no homdloga a la desaturasa; por ejemplo, una proteina que se diferencia de la desaturasa y proviene del
mismo o de otro organismo. Dentro de la proteina de fusién la expresién “enlazado funcionalmente” debe significar
que el polipéptido desaturasa y el polipéptido no desaturasa estin fusionados uno con otro de tal modo que ambas
secuencias cumplen la funcién predicha, atribuida a la secuencia usada. El polipéptido no desaturasa puede estar
fusionado en el terminal N o en terminal C del polipéptido desaturasa. En una forma de realizacién, la proteina de
fusioén es, por ejemplo, una proteina de fusién desaturasa GST, en la que las secuencias desaturasa se fusionan en
el terminal C de las secuencias GST. Estas proteinas de fusién pueden facilitar la purificacién de las desaturasas
recombinantes. En otra forma de realizacion, la proteina de fusién es una desaturasa que tiene una secuencia de
sefial heter6loga en su terminal N. En determinadas células huésped (por ejemplo, células huésped de mamiferos) la
expresion y/o secrecion de una desaturasa puede incrementarse usando una secuencia de sefial heteréloga.

Una proteina desaturasa quimérica o proteina de fusién desaturasa de acuerdo con la invencién se produce mediante
técnicas de recombinacién de ADN estandar. Por ejemplo, los fragmentos de ADN que codifican diversas secuencias
de polipéptidos, se ligan unos a otros segtin técnicas convencionales en el marco de lectura empleando, por ejemplo,
extremos lisos o que sobresalen colgando para la ligazén, descomposicién de enzima de restriccién para proporcionar
extremos adecuados , llenado de extremos cohesivos, como se requiera, tratamiento con fosfatasa alcalina para impe-
dir enlazamientos indeseados y ligazén enzimadtica. En otra forma de realizacién, el gen de fusién puede sintetizarse
mediante técnicas convencionales, incluyendo sintetizadores automaticos de ADN. De manera alterna, una amplifi-
cacion PCR de fragmentos de gen puede realizarse usando cebadores anclas que generan sobresalientes que cuelgan
entre fragmentos de gen sucesivos que pueden hibridarse y reamplificarse unos con otros a continuacién, de modo
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que se genera una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, Editores
Ausubel y colaboradores, John Wiley & Sons: 1992). Ademds, pueden obtenerse comercialmente muchos vectores de
expresion que ya codifican una unidad de fusién (por ejemplo, un polipéptido GST). Un 4cido nucleico que codifica
desaturasa puede clonarse en un vector de expresion asi, de modo que la unidad de fusion se enlaza en el marco de
lectura con la proteina desaturasa.

Pueden generarse homoélogos de la desaturasa mediante mutagénesis, por ejemplo mediante mutacién puntual es-
pecifica o truncacion de la desaturasa. El término “homoélogos”, tal como se usa aqui, se refiere a una forma variante
de la desaturasa que actia como agonista o antagonista de la actividad desaturasa. Un agonista de la desaturasa puede
mantener esencialmente la misma actividad que la parte o una parte de las actividades bioldgicas de la desaturasa.
Un antagonista de la desaturasa puede inhibir una o varias actividades de la forma que existe de manera natural de la
desaturasa mediante, por ejemplo, enlace competitivo a un elemento ubicado hacia abajo o hacia arriba de la cascada
metabdlica para componentes de membrana celular que comprende la desaturasa, o mediante enlace a una desaturasa
que facilita el transporte de compuestos por las membranas celulares, por lo cual se inhibe la translocacién. En una
forma alterna de realizacién, pueden identificarse homélogos de la desaturasa mediante clasificacién de bancos com-
binatorios de mutantes, por ejemplo mutantes de truncacién de la desaturasa con respecto a la actividad agonista o
antagonista. En una forma de realizacion se genera una banco variegado de variantes de desaturasa mediante muta-
génesis combinatoria a nivel de dcido nucleico y se codifica por un banco génico variegado. Un banco variegado de
variantes desaturasas puede generarse, por ejemplo, mediante ligazon enzimdtica de una mezcla de oligonucleétidos
sintéticos a secuencias génicas de modo que pueda expresarse un juego de secuencias potenciales de desaturasa como
polipéptidos individuales o, de manera alterna, como un juego de proteinas de fusién mds grandes (por ejemplo para
display de fago) las cuales comprenden este juego de secuencias de desaturasa. Existe un gran nimero de métodos que
pueden usarse para generar bancos de homdlogos potenciales de desaturasa a partir de una secuencia degenerada de
oligonucle6tidos. La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada puede realizarse en un sintetizador de ADN
y el gen sintético puede luego ligarse a un vector de expresion adecuado. El uso de un juego degenerado de genes hace
posible el suministro en una mezcla de todas las secuencias que codifican el juego deseado en secuencias potenciales
de desaturasa. En el campo técnico son conocidos métodos para la sintesis de oligonucleétidos degenerados (véase,
por ejemplo, Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura y colaboradores (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323;
Itakura y colaboradores, (1984) Science 198:1056; Ike y colaboradores (1983) Nucleic Acids Res. 11:477).

Adicionalmente, pueden usarse bancos de fragmentos de desaturasa para preparar una poblacién variegada de
fragmentos de desaturasa para la clasificacion y para la seleccion enseguida de homdlogos de una desaturasa. En una
forma de realizacién, un banco de fragmentos de la secuencia que codifica puede generarse mediante tratamiento de
un fragmento PCR bicatenario de una secuencia desaturasa codificante con una nucleasa en condiciones en las que se
efectdan rupturas bicatenarias solo aproximadamente una vez por molécula, desnaturalizacién del ADN bicatenario,
renaturalizaciéon del ADN con la formaciéon de ADN bicatenario que puede comprender pares sense/antisense de
diversos productos con rupturas bicatenarias, remocion de secciones monocatenarias de duplices recién formados
mediante tratamiento con nucleasa S1, y ligazén del banco de fragmentos resultante en un vector de expresiéon. Con
este método puede derivarse un banco de expresion que codifica terminales N, terminales C y fragmentos internos de
la desaturasa de diversos tamafios.

En el campo técnico se conocen varias técnicas para la clasificacién de productos génicos en bancos combinatorios
que se han producido por mutaciones puntuales o truncacion, y para la clasificacion de bancos de ADNc para productos
génicos con una propiedad seleccionada. Estas técnicas pueden adaptarse a clasificacion rdpida de los bancos de genes
que se han generado por mutagénesis combinatoria de homoélogos de desaturasa. Las técnicas més frecuentemente usa-
das para clasificar bancos génicos grandes, que pueden someterse a andlisis de alto rendimiento, usualmente abarcan la
clonacién del banco génico en vectores de expresion replicables, la transformacidn de células adecuadas con el banco
de vectores resultante y la expresion de los genes combinatorios en condiciones en las que la deteccién de la actividad
deseada facilita el aislamiento del vector que codifica el gen cuyos productos han sido detectados. Recursive-Ensem-
ble-Mutagenese (REM), una nueva técnica que eleva la frecuencia de mutantes funcionales en los bancos, puede usarse
en combinacién con los ensayos de clasificacion para identificar homélogos de desaturasa. (Arkin y Yourvan (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave y colaboradores (1993) Protein Engineering 6(3): 327-331).

Otra técnica conocida para la modificacién de propiedades cataliticas de enzimas o de sus genes codificantes
es “gen-shuffling” (barajar genes) (véase por ejemplo en Stemmer, PNAS 1994, 91: 10747-10751, W0O9720078 o
W09813487), que representa una combinacion de fragmentos de gen y esta nueva combinacion puede variarse adicio-
nalmente mediante reacciones en cadena fallidas y de esta manera se crea una alta diversidad de secuencia a ensayarse.
Sin embargo, el prerrequisito para usar un un planteamiento asi es un sistema adecuado de clasificacion para ensayar
la diversidad de genes resultante para funcionalidad.

En particular para clasificar actividades de desaturasa un prerrequisito para el método de clasificacion es que capte
la(s) actividad(es) enzimética(s) PUFA-dependientes. Respecto de las actividades de desaturasa con una especificidad
por PUFAs, puede aprovecharse la toxicidad del dcido araquidénico en presencia de un metabolito téxico (aqui: dcido
salicilico o derivados de &cido salicilico) en especies Mucor que pueden transformarse con constructos deseado de
genes mediante métodos conocidos de transformacion (Eroshin y colaboradores, Mikrobiologiya, Vol. 65, No.1 1996,
paginas 31-36), para realizar un clasificacién primaria basada en crecimiento. Pueden analizarse entonces clones resul-
tantes para sus componentes lipidicos por medio de cromatografia de gases y espectroscopia de masas para identificar
la naturaleza y la cantidad de los materiales iniciales y los productos.
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En otra forma de realizacién pueden aprovecharse ensayos sobre la base celular para analizar un banco variegado
de desaturasa usando otros métodos conocidos en el campo técnico.

E. Usos y métodos de acuerdo con la invencion

Las moléculas de acido nucleico, las proteinas, los homoélogos de proteinas, las proteinas de fusion, los ceba-
dores, los vectores y las células huésped descritos aqui pueden usarse en uno o mas de los métodos que siguen:
identificacién de Phaeodactilum y organismos relacionados, mapeo de genoma de organismos que se relacionan con
Phaeodactilum tricornutum, identificacién y localizacién de Phaeodactilum tricornutum, identificacién y localizacion
de secuencias de interés, estudios de evolucion, determinacion de regiones de proteina desaturasa requeridos para
la funcién, modulacién de una actividad desaturasa, modulacién del metabolismo de uno o mas de los componen-
tes de membrana celular, modulacién del transporte transmembrana de uno o mds compuestos, y modulacién de la
produccion celular de un compuesto deseado tal como un producto quimico fino. Las moléculas de 4cido nucleico de-
saturasa segun la invencion tienen un gran nimero de usos. Primero, pueden usarse para identificar un organismo como
Phaeodactylum tricornutum o un derivado cercano del mismo. También pueden usarse para identificar la presencia de
Phaeodactylum tricornutum o de un pariente del mismo en una poblacién mixta de microorganismos. La invencién
suministra las secuencias de dcido nucleico de una serie de genes de Phaeodactilum tricornutum; la presencia o
la ausencia de este organismo puede determinarse mediante clasificacion del ADN gendmico extraido de un cul-
tivo de una poblaciéon uniforme o mezclada de microorganismos en condiciones rigurosas con una sonda que cu-
bre una regién de un gen de Phaeodactilum tricornutum o partes del mismo, el cual es Unico para este organismo.
Phaeodactilum tricornutum mismo se usa para la produccién comercial de dcidos poliinsaturados y adicionalmente
también es adecuado para la produccién de PUFAs en otros organismos, en particular cuando se deba lograr que los
PUFAs resultantes se incorporen también a la fraccién de triacilglicerol.

Adicionalmente, las moléculas de dcido nucleico y proteina segtin la invencién pueden actuar como marcadores
para regiones especificas del genoma. Esto es adecuado no solo para mapear el genoma sino también para proteina
funcionales de Phaeodactilum tricornutum. Para identificar la regién de genoma a la que se enlaza una proteina deter-
minada de Phaeodactylum tricornutum que enlaza ADN, el genoma de Phaeodactilum tricornutum podria escindirse,
por ejemplo, y los fragmentos se incubarfan con la proteina que enlaza ADN. Aquellos que enlazan la proteina pueden
sondearse adicionalmente con las moléculas de dcido nucleico segun la invencion, preferiblemente con marcadores
detectables facilmente; el enlazamiento de una molécula de 4cido nucleico asi al fragmento de genoma hace posible
la localizacién del fragmento en el mapa de genoma de Phaeodactylum tricornutum y, si esto se realiza repetidamente
con diferentes enzimas, facilita una determinacién rdpida de la secuencia de dcido nucleico a la cual se enlaza la pro-
teina. Ademads, las moléculas de 4cido nucleico segtn la invencién pueden tener suficiente homologia a las secuencias
de especies relacionadas para que estas moléculas de acido nucleico sean capaces de actuar como marcadores para la
construccién de un mapa gendmico en hongos o algas relacionados.

Las moléculas de acido nucleico desaturasa de acuerdo con la invencién son adecuadas también para estudios
de evolucion y estudios de la estructura de proteina. Los procesos metabdlicos y de transporte en los que participan
las moléculas segiin la invencién se utilizan por muchas células procaridtidas y eucaridtidas; el grado evolutivo de
la familiaridad de los organismos puede determinarse comparando las secuencias de las moléculas de 4dcido nucleico
seglin la invencién con aquellas que codifican enzimas similares de otros organismos. De manera correspondiente, una
comparacion asi hace posible la determinacion de cudles regiones de secuencia se conservan y cudles no, lo cual puede
ser de ayuda en la determinacion de regiones de la proteina que son esenciales para la funcién enzimatica. Este tipo de
determinacidn es valioso para estudios de ingenieria de proteina y pueden suministrar una clave de cuanta mutagénesis
puede tolerar la proteina sin perder la funcién.

La manipulacion de las moléculas de 4cido nucleico desaturasa segtin la invencién puede llevar a la produccién
de desaturasas con diferencias funcionales frente a las desaturasas de tipo silvestre. La eficiencia o actividad de estas
proteinas puede mejorarse, pueden estar presentes en la célula en cantidades mds grandes que lo usual, o su eficiencia
o actividad puede reducirse. Una eficiencia o mejoradas significa, por ejemplo, que la enzima tenga una selectividad
y/o actividad mads altas, preferible una actividad que es al menos 10% superior, especialmente preferible una actividad
que es al menos 20% superior, muy especialmente preferible una actividad que es al menos 30% superior que aquella
de la enzima original.

Existe una serie de mecanismos por los que la modificacién de una desaturasa segtn la invencién puede afectar
directamente el rendimiento, la produccién y/o la eficiencia de produccién de un producto quimico fino que compren-
de una proteina modificada asi. La obtenciéon de compuestos quimicos finos a partir de cultivos de ciliados, algas u
hongos a gran escala se mejora significativamente cuando la célula secreta los compuestos deseados, puesto que estos
compuestos pueden aislarse facilmente a partir del medio de cultivo (en contraste con la extraccién desde la biomasa
de las células cultivadas). Por otro lado, la purificacién puede mejorarse cuando la célula almacena compuestos in vivo
en un compartimiento especializado con un tipo de mecanismo de concentracion. En plantas que expresan desaturasas,
un transporte incrementado puede conducir a una mejor distribucién dentro del tejido vegetal y los érganos vegetales.
Aumentar el nimero o la actividad de moléculas transportadoras que exportan productos quimicos finos desde la cé-
Iula puede permitir que se incremente la cantidad de los productos quimicos finos producidos que estdn presentes en
el medio extracelular, facilitando asf cosechar y purificar o, en el caso de plantas, distribuir mas eficientemente. Por
lo contrario, para la sobreproduccién eficiente de uno o mas productos quimicos finos se requieren cantidades aumen-
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tadas de co-factores, moléculas precursoras e intermediarios para las rutas adecuadas de biosintesis. Aumentando el
nimero y/o la actividad de proteinas transportadoras involucradas en la importacién de nutrientes tales como fuentes
de carbono (es decir, azicares), fuentes de nitrégeno (es decir, aminodcidos, sales de amonio), fosfato y azufre, puede
mejorar la produccién de un quimico fino debido a la eliminacién de todas las limitaciones de los nutrientes dispo-
nibles en el proceso de biosintesis. Acidos grasos, como PUFAs, y lipidos que contienen PUFAs son por s{ mismos
productos quimicos finos deseables; optimizando la actividad o aumentando el nimero de una o varias desaturasas
de acuerdo con la invencion que participan en la biosintesis de estos compuestos, o interfiriendo en la actividad de
una o mds desaturasas que participan en el catabolismo de estos compuestos, es posible aumentar de esta manera el
rendimiento, la produccién y/o la eficiencia de la producciéon de moléculas de 4cido graso y lipidos en ciliados, algas,
vegetales, hongos, levaduras u otros microorganismos.

La manipulacién de uno o v arios genes desaturasa de acuerdo con la invencién también puede conducir a desatu-
rasas con actividades modificadas que afectan indirectamente la produccién de uno o varios productos quimicos finos
deseados a partir de algas, vegetales, ciliados u hongos. Los procesos metabdlicos bioquimicos normales conducen,
por ejemplo, a la produccién de una gran nimero de productos residuales (por ejemplo, peréxido de hidrégeno y otras
especies reactivas de oxigeno) que pueden interferir activamente en estos procesos metabdlicos (por ejemplo, pero-
xinitrito se conoce por nitrar cadenas laterales de tirosiina, desactivando asi algunas enzimas que tienen tirosina en
el centro activo (Groves, J.T. (1999) Curr. Opin. Chem. Biol. 3(2);226-235)). Estos productos residuales se excretan
normalmente, pero las células usadas para la produccién fermentativa a gran escala se optimizan para la sobre-pro-
duccion de uno o varios productos quimicos finos y de esta manera pueden producir mas productos residuales de lo
que es usual para una célula de tipo silvestre. Optimizando la actividad de una o més desaturasas segtin la invencién
que participan en la exportacidon de moléculas residuales, es posible mejorar la viabilidad de la célula y mantener una
actividad metabdlica eficiente. La presencia de cantidades intracelulares altas de los productos quimicos finos también
puede ser toxica en la realidad, de modo que la viabilidad de la célula puede mejorarse incrementando la capacidad de
la célula de secretar estos compuestos.

Las desaturasas de acuerdo con la invencién pueden ademds manipularse de tal manera que se modifican las canti-
dades relativas de diversos lipidos y moléculas de dcido graso. Esto puede tener un efecto decisivo en la composicién
de lipidos de la membrana celular. Puesto que cada tipo de lipido tiene diferentes propiedades fisicas, una modifica-
cién de la composicién de lipidos puede cambiar significativamente la fluidez de la membrana. Las modificaciones
de la fluidez de la membrana pueden afectar el transporte de moléculas a través de la membrana, tal como se explica
previamente, lo cual puede modificar la exportaciéon de productos residuales o del quimico fino producido o la im-
portacién de nutrientes indispensables. Estos cambios en la fluidez de la membrana también pueden tener un efecto
decisivo en la integridad de la célula; células con membranas comparativamente mds débiles son mds susceptibles a
condiciones de estrés abidticas o bidticas que pueden dafiar o matar la célula. Manipulando desaturasas que participan
en la produccién de acidos grasos y lipidos para la sintesis de membrana, de modo que la membrana resultante tenga
una composiciéon de membrana que es mds susceptible a las condiciones ambientales reinantes en los cultivos que se
usan para la produccién de quimicos finos, debe sobrevivir una mayor fraccién de las células y multiplicarse. Canti-
dades mayores de células productoras deben manifestarse en rendimientos mayores, produccion mds alta o eficiencia
de produccion mads alta de los quimicos finos del cultivo.

Las estrategias de mutagénesis mencionadas previamente para desaturasas dirigidas a conducir hacia un rendi-
miento elevado de un producto quimico fino no deben interpretarse de manera limitante; para el técnico en la materia
son facilmente obvial las variaciones de estas estrategias. Usando estos mecanismos y con la ayuda de los mecanis-
mos alli divulgados, las moléculas de dcido nucleico y proteinas segin la invencién pueden usarse para generar algas,
ciliados, vegetales, animales, hongos u otros microorganismos tales como C. glutamicum, los cuales expresan mo-
léculas de 4cido nucleico y proteina desaturasas mutadas de modo que se mejore el rendimiento, la produccién y/o
eficiencia de produccién de un compuesto deseado. Este compuesto deseado puede ser cualquier producto natural de
algas, cilicados, vegetales, animales, hongos o bacterias que comprenden los productos finales de rutas de biosintesis
e intermedios de rutas metabdlicas que se dan de manera natural, y también moléculas que no se producen de manera
natural en el metabolismo de estas células pero que se producen por células segtn la invencién.

Otra forma de realizacién de acuerdo con la invencién es un proceso para la produccién de PUFAs que comprende
cultivar un organismo que contiene un dcido nucleico segin la invencién, un constructo génico segtn la invencién o
un vector segin la invencién que codifican un polipéptido que alarga dcidos grasos de Cg, Cyy 0 Cy, con al menos dos
enlaces dobles en el molécula de dcido graso en al menos dos d&tomos de carbono en condiciones en las que se producen
PUFAs en el organismo. Los PUFAs producidos mediante este proceso pueden aislarse cosechando los organismos
ya sea desde el cultivo en el que crecen o desde el campo y quebrando y/o extrayendo el material cosechado con un
solvente orgdnico. De este solvente puede extraerse el aceite que contiene lipidos, fosfolipidos, esfingolipidos, glico-
lipidos, triacilglicerina y/o dcidos grasos libres con contenido superior de PUFAs. Mediante hidrdlisis basica o dcida
de los lipidos, fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos, triacilglicerina pueden aislarse acidos grasos con contenido
superior de PUFAs. Un contenido superior de PUFAs significa al menos 5%, preferentemente 10%, particularmen-
te preferido 20%, muy particularmente preferido 40% mas de PUFAs que el organismo original que no posee acido
nucleico adicional que codifique desaturasa de acuerdo con la invencion.

Los PUFAs producidos mediante este proceso son preferentemente moléculas de 4cido graso de Cjz 0 de Cyy_»
con al menos dos enlaces dobles en la molécula de acido graso, preferiblemente tres, cuatro, en combinacion con otra
elongasa y una desaturasa A4, cinco o seis enlaces dobles. Estas moléculas de acido graso de C;3 0 de Cyy_», pueden
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aislarse del organismo en forma de un aceite, lipido o un 4cido graso libre. Ejemplos de organismos adecuados son
aquellos mencionados arriba. Los organismos preferidos son plantas transgénicas.

Una forma de realizacién de acuerdo con la invencion son aceites, lipidos o 4cidos grasos o fracciones de los
mismos que se han producido mediante el proceso arriba descrito, particularmente preferible un aceite, lipido o una
composicion de dcido graso, que comprenden PUFAs y que provienen de plantas transgénicas.

Otra forma de realizacién de acuerdo con la invencién es el uso de aceite, lipido o de la composicién de acido
graso en forrajes, productos alimenticios, cosméticos o fairmacos.

Otro objeto de la definicién es un proceso para la identificacién de un antagonista o agonista de desaturasas que
comprende

a) poner en contacto las células que expresan el polipéptido de la presente invencién con una sustancia candidato;
b) ensayar la actividad de desaturasa;

¢) comparar la actividad de desaturasa en ausencia de la sustancia candidata; un incremento en la actividad de
desaturasa mds all4 del estdndar indica que el material candidato es un agonista y una reduccién en la actividad de
desaturasa indica que el material candidato es un antagonista.

La sustancia candidata mencionada puede ser una sustancia que se ha sintetizado quimicamente o producida por
microbios y puede darse, por ejemplo, en extractos celulares de, por ejemplo, plantas, animales o microorganismos.
Ademds, la sustancia mencionada aunque puede ser conocida en el estado de la técnica, puede no ser conocida hasta
ahora como la que incrementa la actividad de las desaturasas. La mezcla de reaccién puede ser un extracto desprovisto
de células o comprender una célula o cultivo celular. Los métodos adecuados son conocidos por el técnico en la
materia y se describen en términos generales, por ejemplo, en Alberts, Molecular Biology the cell, 3rd Edition (1994),
por ejemplo capitulo 17. Las sustancias mencionadas pueden adicionarse, por ejemplo, a la mezcla de reaccién o al
medio de cultivo o también inyectadas a las células o aspergidas sobre una planta.

Si se ha identificado una muestra que comprende una sustancia activa segtin el método de la invencidn, es posible
aislar directamente la sustancia de la muestra original, o bien la muestra puede dividirse en diversos grupos, por
ejemplo cuando se compone de un gran nimero de diversos componentes, para reducir el nimero de las diversas
sustancias por muestra y luego repetir el método segin la invencién con una “submuestra” de la muestra original.
Dependiendo de la complejidad de 1a muestra, pueden repetirse varias veces los pasos descritos arriba, preferiblemente
hasta que la muestra identificada de conformidad con el método de la invencién solo contenga un pequefio niimero
de sustancias o solo una sustancia. Preferiblemente, la sustancias identificadas de conformidad con el método de la
invencién, o derivados de la misma, se siguen formulando de modo que sean adecuadas para usar en la reproduccién
de vegetales o cultivo de células o tejidos vegetales.

Las sustancias que se han ensayado e identificado de conformidad con el método de la invencién pueden ser:
bibliotecas de expresion, por ejemplo bibliotecas de expresién de ADNc, péptidos, proteinas, dcidos nucleicos, anti-
cuerpos, pequefias sustancias orgdnicas, PNAs o similares (Milner, Nature Medicin 1 (1995), 879-880; Hupp, Cell.
83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell. 79 (1994), 193-198 y referencias alli citadas). Estas sustancias también pueden ser
derivados o andlogos funcionales de inhibidores o activadores conocidos. Los métodos para preparar derivados o and-
logos quimicos son conocidos para el técnico en la materia. Los derivados y andlogos mencionados pueden ensayarse
de conformidad con métodos del estado de la técnica. Ademds, el disefio apoyado en ordenador o la péptido mimética
pueden usarse para producir derivados y andlogos adecuados. Las célula o el tejido que pueden usarse para el méto-
do de la invencidn es preferiblemente una célula huésped, una célula vegetal o un tejido vegetal, de acuerdo con la
invencion, tal como se describe en las formas de realizacion arriba mencionadas.

De manera correspondiente la presente invencién también se refiere a una sustancia que ha sido identificada de
conformidad con los métodos de la invencidn. La sustancias es, por ejemplo, un homélogo de las desaturasas de la
invencion. Pueden generarse homologos de desaturasas mediante mutagénesis, por ejemplo mediante mutacién puntual
o delecién de las desaturasas. El término “homdlogo” tal como se usa aqui denota una forma variante de las desaturasas
que actiia como agonista o antagonista para la actividad de las desaturasas. Un agonista puede tener esencialmente la
misma actividad bioldgica, o parte de ella, de las desaturasas. Un antagonista de las desaturasas puede inhibir una o
mads actividades de las formas que se dan naturalmente de las desaturasas, por ejemplo puede enlazarse de manera
competitiva a un miembro ubicado hacia abajo o hacia arriba (downstream o upstream) de la ruta metabdlica de la
sintesis de 4cido graso, las cuales incluyen las desaturasas o enlazarse a desaturasas y reducir o inhibir la actividad.

Ademds, la presente invencién también se refiere a un anticuerpo o a un fragmento del mismo, tal como se han
descrito aqui, que inhibe la actividad de las desaturasas de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo que reconoce o enlaza especificamente agonistas
o antagonistas de acuerdo con la invencién arriba descritos.
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Otro aspecto se refiere a una composicién que comprende el anticuerpo, el stop identificado segiin el método de la
invencion o la molécula antisense.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a un kit que comprende el 4cido nucleico de la in-
vencion, el constructo génico seguin la invencidn, la secuencia de aminodcido segun la invencién, la molécula de 4cido
nucleico antisense segin la invencion, el anticuerpo y/o la composicién segiin la invencién, un antagonista o agonista
preparados por el método de la invencidn, y/o aceites, lipidos y/o 4cidos grasos de acuerdo con la invencién o una
fraccién de los mismos. Igualmente, el kit puede comprender las células huéspedes, organismos, vegetales segtin la
invencion o partes de los mismos, partes cosechables de las plantas segin la invencidon o material de propagacién o
bien el antagonista o agonista segtn la invencién. Los componentes del kit de la presente invencién pueden empa-
carse en contenedores adecuados, por ejemplo con o en buferes u otras soluciones. Uno o mds de los componentes
arriba mencionados pueden empacarse en un contenedor o el mismo contenedor. Adicionalmente, o como alterna-
tiva, uno o mds de los componentes arriba mencionados puede adsorberse sobre una superficie sélida, por ejemplo
filtros de nitrocelulosa, ldminas de vidrio, chips, membranas de nylon o placas de microtitulacién. El kit puede usar-
se para cualquiera de los métodos y modalidad descritas aqui, por ejemplo para la produccién de células huésped,
plantas transgénicas, para la deteccion de secuencias homdélogas, para la identificacidon de antagonistas o agonistas
y similares. Ademds, el kit puede comprender instrucciones para el uso del kit para una de las aplicaciones arriba
mencionadas.

Esta invencion se ilustra con mayor detalle mediante los ejemplos siguientes, los cuales no deben ser conside-
rados limitantes. El contenido de todas las referencias bibliograficas, solicitudes de patentes, patentes y solicitudes
publicadas de patentes, citadas en esta solicitud de patente, debe incorporarse aqui por referencia.

Seccién de ejemplos
Ejemplo 1
Meétodos generales
a) Métodos generales de clonacion:

Se llevaron a cabo métodos de clonacién tales como, por ejemplo, escisiones de restriccion, electroforesis en gel
de agarosa, purificacion de fragmentos de ADN, transferencia de 4cidos nucleicos a nitrocelulosa y membranas de
nylon, enlazamiento de fragmentos de ADN, transformacién de células de Escherichia coli y de levadura, cultivo de
bacterias y andlisis de secuencias de ADN recombinante, tal como se describen en Sambrook y colaboradores (1989)
(Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6) o Kaiser, Michaelis y Mitchell (1994) “Methods in
Yeast Genetics” (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-451-3). La transformaci6n y cultivo de algas
como Clorella o Phaeodactilum se realizan tal como se describe por El-Sheekh (1999), Biologia Plantarum 42: 209-
216; Apt y colaboradores (1996) Molecular and General Genetics 252 (5): 872-9.

b) Sustancias quimicas

Si no se indica algo diferente en el texto, las sustancias quimicas usadas se obtuvieron de calidad analitica de las
empresas Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) y Sigma (Deisenhofen). Se pre-
pararon soluciones usando agua pura libre de pir6genos, denominada en el texto que sigue como H,0, de una unidad
de purificacién de agua del sistema de agua Milli-Q (Millipore, Eschborn). Se compraron nucleasas de restriccion,
enzimas modificadoras de ADN y kits de biologia molecular de las empresas AGS (Heidelberg), Amersham (Bruns-
wick), Biometra (Gottingen), Boehringer (Mannheim), Genomed (Bad Oeynhausen), New England Biolabs (Schwal-
bach/ Taunus), Novagen (Madison, Wisconsin, Estados Unidos de America), Perkin-Elmer (Weiterstadt), Pharmacia
(Freiburg), Qiagen (Hilden) y Stratagene (Amsterdam, Holanda). Si no se indica otra cosa, se han usado segtin las
indicaciones del fabricante.

¢) Material celular

Las secuencias aisladas de 4cidos nucleicos de acuerdo con la invencién estdn contenidas en el genoma de un
Phaeodactilum tricornutum de cepa UTEX646, el cual se encuentra disponible de la coleccién de algas de la University
of Texas, Austin.

Phaeodactilum tricornutum se cultivé a 25°C con un ritmo de luz/oscuridad de 14:10 horas a 22°C y 35 micro-

Einstein (corresponde a micromol de fotones por metro cuadrado y segundo) en tubos de vidrio, por los cuales se hizo
pasar aire.
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Como medio de cultivo para Phaeodactilum tricornutum se us6 el medio de cultivo /2 con 10% de medio organico
segun Guillard, R.R.L. (1975; Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates. En: Smith, W.L. and Chanley,
M.H. (Eds.) Culture of marine Invertebrate animals, NY Plenum Press, pp. 29-60.): contiene

995,5 ml de agua marina (artificial)

1 ml de NaNO; (75 g/1), 1 ml de NaH,PO, (5 g/1), 1 ml de solucién de microelementos (o de trazas), 1 ml de tris/Cl
pH 8.0, 0.5 ml de solucién vitaminica f/2

Solucién de microelementos: Na,EDTA (4,36 g/l), FeCl; (3,15 g/l), microelementos primarios: CuSO, (10 g/l),
ZnSO, (22 g/,

CoCl, (10 g/1), MnCl, (18 g/1), NaMoO, (6,3 g/1)

Solucién vitaminica f/2: biotina: 10 mg/l, tiamina 200 mg/1, Vit B12 0,1 mg/1

Medio orgénico: Na-acetato (1 g/l), glucosa (6 g/1), Na-succinato (3 g/l), bacto-triptona (4 g/1), extracto de levadura
2 g/.
Ejemplo 2

Aislamiento de ADN total de Phaeodactilum tricornutum UTEX646 para experimentos de hibridacion

Los detalles del aislamiento de ADN total se refieren al procesamiento de material vegetal con un peso fresco de
un gramo.

Bufer de CTAB: 2% (peso/vol.) bromuro de N-acetil-N,N,N-trimetilamonio (CTAB); 100 mM tris-HCI, pH 8,0;
1,4 M NaCl; 20 mM EDTA.

Bufer de N-laurilsarcosina: 10% (peso/vol) de N-laurilsarcosina; 100 mM tris-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA.

Material celular de Phaeodactilum tricornutum fue triturado en un mortero bajo nitrégeno liquido de modo que se
obtuvo un polvo fino que fue transferido a envases Eppendorf de 2 ml. El material vegetal congelado se cubri6 luego
con una capa de 1 ml de bufer de desintegracién (1 ml de bifer CTAB, 100 ml de bufer N-laurilsarcosina, 20 ml de -
mercaptoetanol y 10 ml de solucién K de proteinasa, 10 mg/ml) y se incub6 a 60°C por una hora agitando continua-
mente. El homogeneizado obtenido se distribuy6 en dos envases Eppendorf (2 ml) y se extrajo dos veces agitando con
un volumen igual de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Para la separacién de fases se realiz6 una centrifugacién a
8000 x g y TA (= temperatura ambiente = ~ 23°C) en cada caso por 15 minutos. Luego se precipité el ADN por 30
minutos a -70°C usando isopropanol helado. El ADN precipitado se sediment6 por 30 minutos a 10 000 g a 4°C y se
resuspendi6 en 180 ml de bifer TE (Sambrook y colaboradores, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-
87969-309-6). Para purificacién adicional se traté el ADN con NaCl (1,2 M de concentracién final) y nuevamente se
precipita por 30 min usando el doble de volumen de etanol absoluto a -70°C. Después de un paso de lavado con etanol
al 70%, se secé el ADN y a continuacién se llevé a 50 ml de H,O + RNAsa (50 mg/ml de concentracidn final). El
ADN se disolvié por toda una noche a 4°C y se llevé a cabo la escisién de RNAsa a continuacién por 1 hora a 37°C.
La conservacion del ADN se efectud a 4°C.

Ejemplo 3

Aislamiento del ARN total y poli(A)*-ARN de vegetales y Phaeodactilum tricornutum

El aislamiento de ARN total de vegetales como lino y colza, etc. se efectia segin uno de los métodos descritos
por Logemann et al (1987, Anal. Biochem. 163, 21). E1 ARN total de musgo puede obtenerse de tejido de protonema
usando el método GTC (Reski y colaboradores, 1994, Mol. Gen. Genet., 244: 352-359).

Aislamiento de ARN de Phaeodactilum tricornutum

Muestras de algas congeladas (-70°C) se trituraron en un mortero helado bajo nitrégeno liquido hasta un polvo
fino. Medio de homogenizacién de 2 volimenes (12,024 g de sorbitol, 40,0 ml de 1M tris-HCI, pH 9 (0,2 M); 12,0
ml de 5 M NaCl (0,3 M), 8,0 ml de 250 mM EDTA, 761,0 mg de EGTA, 40,0 ml de SDS al 10% se llenaron a 200
ml con H,O y el pH se ajustd a 8,5) y se adicionaron 4 volimenes de fenol con mercaptoetanol al 0,2% a 40 hasta
50°C mezclando bien hasta un polvo de células congelado. Después se adicionaron 2 volimenes de clororformo y se
revolvieron vigorosamente por 15 minutos. Se centrifugdé por 10 minutos a 10000 g y la fase acuosa se extrajo con
fenol/cloroformo (2 volimenes) y finalmente con cloroformo.
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El volumen obtenido de la fase acuosa se mezclé con 1/20 de volumen de acetato de sodio de 4 M (pH 6) y
1 volumen de isopropanol (helado) y los 4cidos nucleicos se precipitaron a -20°C durante una noche (= UN). A
continuacién se centrifugé por 30 min a 10000 g y se succiond el sobrenadante. A esto le siguié un paso de lavado
con EtOH al 70% EtOH y nuevamente una centrifugacion. El sedimento se llevé a bufer de tris-borato (bufer de tris-
borato de 80 mM, EDTA de 10 mM, pH 7,0). Luego se mezclé el sobrenadante con 1/3 de volumen de LiCl de 8 M,
mezclado se incubé por 30 min a 4°C. Después de centrifugar nuevamente el sedimento se lavé con etanol al 70%, se
centrifugd y se disolvi6 el sediento en agua libre de RNAsa.

El aislamiento de poly(A)*-ARN se efectué usando Dyna Beads® (Dynal, Oslo, Finnland) segin las indicaciones
en el protocolo del fabricante.

Después de la determinacién de la concentracién de ARN o poli(A)*-ARN, el ARN se precipit6 por adicién de
1/10 de volumen de acetato de sodio de 3M, pH 4,6, y 2 volimenes de etanol y se conservo a -70°C.

Para el andlisis se separaron respectivamente 20 g de ARN en un gel de agarosa al 15% que contiene formaldehido
y se transfirieron a membranas de nylon (Hybond, Amersham). Se realiz6 la deteccién de transcriptos especificos tal
como se describe por Amasino ((1986) Anal. Biochem. 152, 304)).

Ejemplo 4
Construccion del banco de ADNc

Para la construccién del banco de ADNc de Phaeodactilum tricornutum la sintesis del primer cordén se llevé a cabo
usando transcriptasa inversa del virus de leucemia en ratones (Roche, Mannheim, Alemania) y oligo-d(T)-cebadores,
la sintesis del segundo cordén se logré por incubacién con ADN-polimerasa I, enzima Klenow y H-escisiéon ARNasa a
12°C (2 horas), 16°C (1 hora) y 22°C (1 hora). La reaccién se detuvo por incubacién a 65°C (10 min) y a continuacién se
transfiere a hielo. Las moléculas de ADN bicatenario se provisionaron con T4-ADN-polimerasa (Roche, Mannheim)
a 37°C (30 min) con extremos lisos. Los nucledtidos se retiraron por extraccién con fenol/cloroformo y columnas de
centrifugacion Sefadex-G50. Adapatadores EcoRI/Xhol (Pharmacia, Freiburg, Alemania) se ligaron a los extremos
de ADNc por medio de 4-ADNIligasa (Roche, 12°C, por una noche) a los extremos de ADNCc, se recorté con Xhol y
se fosforild por incubacién con polinucleotidocinasa (Roche, 37°C, 30 min). Esta mezcla se someti6 a la separacién
sobre un gel de agarosa con punto bajo de fusién. Las moléculas de ADN con mds de 300 pares de bases se eluyeron
sobre sobre el gel, se extrajo con fenol se concentrd en columnas Elutip-D (Schleicher y Schiill, Dassel, Alemania)
y se ligd a brazos de vector y se empacé en fagos lambda-ZAP-Express usando el Gigapack Gold-Kits (Stratagene,
Amsterdam, Holanda); se usé el material del fabricante y se siguieron sus indicaciones.

Ejemplo 5
Secuenciacion de ADN y andlisis en ordenador

Bancos de ADNc, como los descritos en el ejemplo 4, se usaron para la secuenciacion de ADN segiin métodos
estandar, en especial el método de terminacidn de cadena usando el ABI PRISM Big Dye Terminator Cicle Sequencing
Ready Reaction-Kit (Perkin-Elmer, Weiterstadt, Alemania). La secuenciacion de de clones aleatorios individualizados
se llevo a cabo a continuacion de la obtencién preparativa de plasmido a partir de bancos de ADNCc por excision in vivo
y retransformacién de DH10B sobre placas de agar (detalles sobre el material y el protocolo: Stratagene, Amsterdam,
Holanda). Se preparé6 ADN de pldsmido a partir de cultivos de E. coli reproducidos durante una noche en caldo de
Luria con ampicilina (véase Sambrook y colaboradores (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-
309-6)), en un robot de preparacién de ADN de Qiagen (Qiagen, Hilden) segiin los protocolos del fabricante. Se usaron
cebadores de secuencia con las siguientes secuencias de nucledtidos:

5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’
5’-CTAAAGGGAACAAAAGCTG-3’
5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’

Las secuencias se procesaron y anotaron usando el paquete de software estindar EST-MAX, que se suministra
comercialmente por Bio-Max (Munich, Alemania). Aprovechando algoritmos comparativos usando la secuencia de
bisqueda mostrada en SEQ ID NO: 8, se buscaron genes homélogos con ayuda del programa BLAST (Altschul y
colaboradores (1997) “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”,

Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402.). Se caracterizaron detalladamente dos secuencias de Phaeodactilum tricornutum
con homologias hacia la secuencia de busqueda de Physcomitrella patens.
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Ejemplo 5a

Aislamiento de desaturasas de Phaeodactilum tricornutum por reaccion en cadena de polimerasa con ayuda de
oligonucledtidos degenerados

Con ayuda de desaturasas publicadas pudieron identificarse motivos que son tipicos para desaturasas A-5 y A-6.
En lo sucesivo se representan secuencias de oligonucledtidos con posibles variaciones. Bajo la secuencia de oligonu-
cleétidos, el aminoacido del cual puede derivarse la combinacién base se representa en el cddigo de una letra. Por
ejemplo, A/G significa que en esta posicién durante la sintesis de la unidad estructural, una A o una G se incorporan
aleatoriamente en el oligonucledtido, puesto que la tripleta base derivada del aminoécido correspondiente puede ser
AAA o AAG. La secuencia de ADN también puede contener una inosina (i) si la determinacién de una base en esta
posicion permite tres o cuatro bases diferentes debido al cédigo genético. Pueden usarse las siguientes secuencias y
cebadores (primers):

5’-adelante-cebador:

Fla: TGG TGG AA A/G TGG AAi CA T/C BAA

Flb: TGG TGG AR A/G TGG ACi CA T/C AA

Fla: W W K W  N/T H K/N

Fib: W W K W K H K/N

F2a: Gi TGG AA A/G GAi A/C 2i CA T/C 2A

F2b: Gi TGG AA A/G TTG A/C AL CA T/C AA

F2a: G/W W K E/D K/Q/N H K/N

F2b: G/W W K W  K/Q/N H K/N

F3a: T A/T i TTG AALi A/C A A/G C/A G/A i CA
F3b: T A/T i TTG AAi A/C A A/G CAi CA
Fla: W W K/N H/N R/Q H
F3b: Y W K/N H/N R/Q H
Fla: GTi TGG A A/T G/A GA A/G CA A/G CA
Fdb: GTi TGG A A/T G/A A/T A T/C CA A/G CA
Fda: v W K/M E 0 H
Fib: v w K/M N/Y Q H
F5al: CA T/C TA T/C TGG AA A/G AA T/C CA G C
FSal: CA T/C TA T/C TGG AA A/G BA T/C CA A C
F5al: H Y W K N o) H/Q
F6a: TTG TTG 2Aai A/C A A/G AR i CA T/C AA
Féa: W W K/N H/N K/N H K/N
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3’-reversa cebador

Rlb: GG A/G AA iAG G/A TG G/A TG T/C TC

Rilb: GG A/G AA irA G/A TG G/A TG T/C TC

Rla: P F L H H E

Rlb: P F F H H E

R2al: AA iAG A/G TG A/G TG ia C/7T iA/G T/C TG
R2a2: AA T/C RA A/G TG A/G TG iA C/T iA/G T/C TG
R2al: F L H H v/1 V/A Q
R3al: AT iTG iGG A/G AA iAA A/G TG A/G TG

R3a2: AT A/G TT iGG A/G AA iAA A/G TG A/G TG

R3a3: AT iTG iGG A/G AA iAG A/G TG A/G TG

R3a4: AT A/G TT iGG A/G AA 1AG A/G TG A/G TG

R3al: I/M H/Q P F F H H

R3aZ2: I/M N P F L H H

R4al: cT iGG A/G BRA 1A A/G A/G TG A/G TG

R4a2: GA iGG A/G AA iA A/G RA/G TG A/G TG

R4a3: GT iGG A/G AA 1A A/G A/G TG A/G TG

R4al: = T/R/S P F F/L H H

R5al: AA iAA A/G TG A/G TG T/C TC T/A/G AT T/C TG
R5a2: AA iAG A/G TG A/G TG T/C TC T/A/G AT T/C TG
R5al: F F H H E I Q
R5a2: F L H H E I Q
R6al: T iGG iA A/G iaa A/G TG A/G TG 1iAC

Ré6al: T iGG iA A/G iAG A/G TG A/G TG 1iAC

R6al: T/N P L F/L H H \Y%

Debido a las diversas posibilidades de variaciones son posibles muchos oligonucleétidos derivados, aunque ha sido
encontrado de manera sorprendente que los oligonucle6tidos representados pueden ser particularmente adecuados para
el aislamiento de desaturasas.

Los cebadores pueden aplicarse en todas las combinaciones para reacciones en cadena de polimerasa. Con ayuda
de combinaciones individuales pudieron aislarse fragmentos de desaturasa cuando se tuvieron en cuenta las siguientes
condiciones: Para reacciones PCR se emplearon en cada casol0 nMol de cebador y 10 ng de un banco de plasmidos
obtenidos por excision in vivo. El banco de plasmidos pudo aislarse segtin protocolos del fabricante (Stratagene) a
partir del banco de fagos. La reaccién PCR se realiz6 en un termociclador (Biometra) con la Pfu-ADN-polimerasa
(Stratagene) y el siguiente programa de temperaturas: 3 min a 96°C, seguido de 35 ciclos con 30 s a 96°C, 30 s a 55°C
y 1 min a 72°C. Después del primer paso a 55°C, la temperatura de adhesion se redujo a pasos en cada caso de 3°C y
después del quinto ciclo, se mantuvo una temperatura de adhesioén de 40°C. Finalmente, se llevé a cabo un ciclo de 10
minutos a 72°C y la reaccién se detuvo enfriando a 4°C.

Las combinaciones de cebadores F6a y R4a2 se resaltan en el texto subrayados y pueden aprovecharse exitosamente
para el aislamiento de un fragmento de desaturasa. El fragmento resultante pudo verificarse por secuenciacién y
mostré homologias con una desaturasa con el No. de acceso al banco génico T36617 de Streptomyces coelicolor.
La homologia se obtuvo con ayuda del programa BLASTP. La comparacién se representa en la Figura 4. Resultaron
identidades de 34% y una homologia de 43% con la secuencia T36617. El fragmento de ADN se emple6 de acuerdo
con la invencién como se muestra en el ejemplo 7 en un experimento de hibridacién para el aislamiento de un gen de
longitud completa en condiciones estdndar.

La regién de codificacién de una secuencia de ADN aislada de esta manera se obtuvo traduciendo el cédigo
genético a una secuencia de polipéptidos. En SEQ ID NO: 3 se representa una secuencia de 1434 pares de bases de
longitud que pudo aislarse por el método descrito. La secuencia posee un codén de inicio en posicién 1 a 3 y un codén
stop en posicién 1432-1434 y pudo traducirse a un polipéptido de 477 aminodcidos de longitud. Comparando con
una secuencia génica descrita en WO 98 46763 se ha encontrado que un fragmento no idéntico pero homélogo de
Phaeodactilum tricornutum que codifica para 87 aminodcidos ya habfa sido designado. Sin embargo, WO 98/46763
no divulga una desaturasa completa, funcionalmente activa ni especificidad por posicién o sustrato. Esto también se ha
hecho claro por el hecho de que tanto la homologia con desaturasa A-5 como con A-6 de Mortierella alpina se reportan
sin indicar una funcién especifica. La secuencia segiin la invencion, por lo contrario, codifica una desaturasa de A-6
acil lipido funcionalmente activa.
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Ejemplo 6

Identificacion de secuencias de ADN que codifican para desaturasas de Phaeodactilum tricornutum

La secuencia de longitud completa de la desaturasa A-6-acil lipido Pp_des6 AJ222980 (NCBI No. de acceso al
banco génico) del musgo Physcomitrella patens (véase también Tabla 1) asi como la secuencia de desaturasa A-12-acil
lipido (Tabla 1, véase Ma_des12) de Mortierella alpina AF110509 (AF110509 NCBI No de acceso al banco génico)
se emplearon para alineamiento de secuencia con la ayuda del algoritmo de bisqueda TBLASTN.

Las secuencias EST PT0010070010R, PT001072031R y PT001078032R se consideraron primero como gen ob-
jetivo entre otros genes candidatos debido a homologia débiles con las secuencias de bisqueda de Physcomitrella y
Mortierella. En las figuras 1 y 2 asi como en la figura 2a se muestra el resultado de las dos secuencias EST encontra-
das. Las secuencias encontradas son parte de los 4dcidos nucleicos de la invencién de SEQ ID NO: 1 (nombre de gen:
Pt_des5, No. del banco de datos propio del inventor PT001078032R), SEQ ID NO: 5. (nombre del gen: Pt_des12, No.
del banco de datos propio del inventor PTO010070010R) y SEQ ID NO: 11 (nombre del gen: Pt_des12.2, banco de
datos propio del inventor PT001072031R). las letras indican aminodcidos idéntico mientras que el signo més significa
un aminodcido quimicamente similar. Las identidades u homologias de todas las secuencias encontradas de acuerdo
con la invencidn se infieren de la recopilacién de la tabla 2.

Las desaturasas pueden presentar dominios citochrom b5 que también se dan en otros genes que no codifican
desaturasas. Dominios citochrom b5 muestran asi altas homologias, aunque se trate de funciones génicas diferentes.
Dentro de regiones conservadas débilmente, las desaturasas pueden identificarse solo como genes candidatos putati-
vos y deben ensayarse para la actividad enzimatica y la especificidad para la posicién de la funcidén enzimatica. Por
ejemplo, diversas hidroxilasas, acetilenasas y epoxigenasas, como desaturasas, muestran también motivos de histi-
din-box, de modo que debe probarse experimentalmente una funcién especifica y solo la verificacién adicional del
enlace doble hace posible una actividad enzimdtica garantizada y una especificidad para posicién de una desaturasa.
Sorprendentemente se ha encontrado que desaturasas A6 y A5 segun la invencion tienen especificidades de sustrato
particularmente adecuadas y son particularmente adecuadas para aprovecharlas, en combinacién con una elongasa A6
de Physomitrella, para producir dcidos grasos poliinsaturados tales como 4cido araquidénico, acido eicosapentanoico
y 4cido docosahexanoico.

La secuenciacién del fragmento completo de ADN del clon PT001078032R dio lugar a una secuencia de 1652
pares de bases de longitud. La secuencia codifica para un polipéptido de 469 aminodcidos representada en SEQ ID
NO: 2. Esta se obtuvo traduciendo el cddigo genético de SEQ ID NO: 1 con un codén de inicio en posicién de par
de base 115-117 y y con un codén stop en posicion de par de base 1522-1524. El clon comprende un polipéptido
desaturasa completo, como puede verse de la alineacién de secuencia en la figura 3. Las rayas denotan aminodcidos
idénticos, mientras que los dos puntos y los puntos representan aminodcidos quimicamente intercambiables, es decir
quimicamente equivalentes. La comparacion se realiz6 usando matriz de intercambio BLOSUMG62 para aminoacidos
segtin Henikoff & Henikoff:((1992) Amino acid substitution matrices from protein blocks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89: 10915-10919). Parametros usados:

Gap Weight: 8; Average Match: 2.912, Length Weight: 2, Average Mismatch: -2.003.

En la figura 6 y figura 7 se representa la comparacién de la secuencia de péptidos MA_des12 con las secuencias
encontradas.

La secuenciacién del fragmento completo de ADNc del clon PT0010070010R dio lugar a una secuencia represen-
tada en SEQ ID NO: 5 con 1651 pares de bases de longitud, con un codén de inicio en posicién 67-69 y un codén
de pare en posicién 1552-1554. La secuencia de polipéptidos de acuerdo con la invencién se representa en SEQ ID
NO: 6.

La secuenciacién del fragmento completo de ADNc del clon PT0010072031R dio lugar a una secuencia repre-
sentada en SEQ ID NO: 11 con 1526 pares de bases de longitud, con un codén de inicio en posicién 92-94 y un
codon de pare en posicion 1400-1402. La secuencia de polipéptidos de acuerdo con la invencidn se representa en SEQ
ID NO: 12.

En la Tabla 2 se representan las identidades y homologias de las desaturasas de acuerdo con la invencién unas
con otras y con la desaturasa de Physcomitrella patens y Mortierella alpina. Los datos se obtuvieron con la ayuda
del programa Bestfit bajo los pardmetros dados tal como se define abajo como un programa parcial del siguiente
software: Wisconsin Package Version 10.0 (Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisc., USA). Henikoff, S.
and Henikoff, J.G. (1992). Amino acid substitution matrices from protein blocks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
10915-10919.

Adicionalmente en la figura 5 se representa la comparacion de la desaturasa A-6-acil lipido de Physcomitrella
patens con la secuencia de polipéptido del clon Pt_des6.
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TABLA 2
Homologia/identidad en % Secuencia de busqueda | Secuencia de busqueda
Pp_deso6 Ma_desl2
Pt_des> 34.92/26.37 nr.
Pt_des6 50.69/41.06 nr.
Pt_des12 nr 48.58/38.92
Pt_des12.2 nr. 48.37/41.60
n.r. = no realizado

Con la ayuda del algoritmo TBLASTN 2.0.10: Altschul ef al 1997, “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402 se identificaron secuencias con
homologia, o identidad, superior de secuencia por medio de una comparacién local de banco de datos. Los resultados
se representan en la siguiente Tabla 2A.

TABLA 2A

Homdlogos con las homologias o identidades de secuencia mds altas a las secuencias de polipéptidos segiin la
invencion de SEQ NO. 2,4, 6 6 12

Homologia / | Secuencia de | Secuencia de | Secuencia de | Secuencia de
identidad (%) | busqueda busqueda busqueda busqueda Pt_
PT001070010R PT001072031R PT001078032R des6

L26296: Fad2 | 50 % /37 % nr. nr. nr.

A. thaliana
U86072 I 51/40 I I

Petroselinum

crispum Fad2
AL358652 L. nr. nr. 45/30 nr.
major

putative
desaturase
AB020032 M. | n.r. nr. nr. 53/38
alpina

delta 6
desaturase

Ejemplo 7
Identificacion de genes por medio de hibridacion

Pueden usarse secuencias génicas para la identificacion de genes homélogos o heterélogos de bancos de ADNc o
gendémicos.

Genes homdlogos (es decir, clones de ADNc de longitud completa que son homélogos, u homélogos) pueden
aislarse mediante hibridacién de dcido nucleico, usando por ejemplo bancos de ADNCc: en particular el método puede
usarse para el aislamiento de genes de longitud completa funcionalmente activos de las que se muestran en la SEQ
ID NO: 3. Dependiendo de la frecuencia del gen de interés, se colocan sobre la placa 100000 hasta 1000000 de
bacteriofagos recombinantes y se trasladan a una membrana de nylon. Después de la desnaturalizacion con 4lcali, se
inmovilizé el ADN sobre la membrana, por ejemplo mediante reticulacién UV. La hibridacién se realiza en condiciones
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altamente severas. En solucién acuosa se realizan la hibridacién y los pasos de lavado a una fuerza iénica de NaCl
de 1 M y una temperatura de 68°C. Se han producido sondas de hibridacién, por ejemplo, mediante marcacién por
medio de nick-transcripcion radioactiva (**P-) (High Prime, Roche, Mannheim, Alemania). Las sefiales se detectan
por medio de autoradiografia.

Genes parcialmente homoélogos o heter6logos que estdn relacionados, pero no son idénticos, pueden identificarse
de manera andloga al método descrito arriba usando condiciones de hibridacion y de lavado de baja severidad. Pa-
ra la hibridacién acuosa se mantuvo la fuerza iénica habitualmente a NaCl de 1 M y la temperatura se disminuy6
gradualmente de 68 a 42°C.

El aislamiento de secuencias génicas que solo exhiben homologias con un dominio individual de, por ejemplo, 10
a 20 aminoécidos puede realizarse usando sondas de oligonucleétidos sintéticas, marcadas radioactivamente. Oligonu-
cleétidos marcados radioactivamente se producen por medio de fosforilacion del extremo 5’ de dos oligonucleétidos
complementarios con T4-polinucledtidocinasa. Los oligonucle6tidos complementarios se hibridan y se ligan unos a
otros de moso que surgen concatémeros. Los concatémeros bicatenarios se marcan radiactivamente por nicktrans-
cripcién. La hibridacién se efectia habitualmente en condiciones de baja severidad usando concentraciones altas de
oligonucledtidos.

Solucién de hibridacién de oligonucledtidos:
6 x SSC
0,01 M fosfato de sodio
1 mM EDTA (pH 8)
0,5% SDS
100 microg/ml de ADN de esperma desnaturalizado de salmén

0,1% leche seca magra

Durante la hibridacién la temperatura baja a pasos a 5 hasta 10°C por debajo de la Tm calculada de oligonucleétido
o hasta temperatura ambiente (a menos que se especifique otra cosa TA = ~ 23°C en todos los experimentos), seguido
de pasos de lavado y autoradiografia. El lavado se efectia a severidad extremadamente baja, por ejemplo tres pasos de
lavado usando 4xSSC. Otros detalles son tal como se describe por Sambrook, J., y colaboradores (1989), “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o Ausubel, EM., y colaboradores (1994)
“Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons.

Ejemplo 8
Identificacion de genes objetivo mediante clasificacion de bancos de expresion con anticuerpos

Para generar proteina recombinante, por ejemplo E. coli, se usaron secuencias de ADNc (por ejemplo Qiagen
QIAexpress pQE-System). Las proteinas recombinantes se purificaron por afinidad habitualmente mediante cromato-
grafia de afinidad Ni-NTA (Qiagen). Las proteinas recombinantes se usaron entonces para la produccién de anticuerpos
especificos, usando por ejemplo técnicas estdndar para la inmunizacioén de conejos. A continuacidn, los anticuerpos se
purificaron por afinidad usando una columna Ni-NTA que se desatura con antigeno recombinante, tal como se describe
por Gu y colaboradores, (1994) BioTechniques 17: 257-262. El anticuerpo puede usarse entonces para expresion de
cribado de los bancos de ADNc de expresion por medio de clasificacion inmunolégica (Sambrook, J., y colaborado-
res (1989), “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o Ausubel, EM., y
colaboradores (1994) “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons).

Ejemplo 9
Transformacion de Agrobacterium

La transformacién vegetal mediada por Agrobacterium puede realizarse, por ejemplo, usando la cepa Agrobacte-
rium tumefaciens GV3101-(pMP90-) (Koncz y Schell, Mol. Gen. Genet. 204 (1986) 383-396) o LBA4404 (Clontech)

0 C58C1 pGV2260 (Deblaere et al 1984, Nucl. Acids Res. 13, 4777-4788). LA transformacién puede realizarse me-
diante técnicas estandar de transformacién (también Deblaere y colaboradores 1984).
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Ejemplo 10
Transformacion vegetal

La transformacién vegetal mediada por Agrobacterium puede realizarse usando técnicas estindar de transforma-
cién y de regeneracion (Gelvin, Stanton B., Schilperoort, Robert A., Plant Molecular Biology Manual, 2. Edicién,
Dordrecht: Kluwer Academic Publ., 1995, en Sect., Ringbuc Zentrale Signatur: BT11-P ISBN 0-7923-2731-4; Glick,
Bernard R., Thompson, John E., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Boca Raton: CRC Press,
1993, 360 S., ISBN 0-8493-5164-2).

Por ejemplo, colza puede transformarse mediante transformacién de cotiledéneas o hipocotiledéneas (Moloney y
colaboradores, Plant Cell 8 (1989) 238-242; De Block y colaboradores, Plant Physiol. 91 (1989) 694-701). El uso de
antibidticos para la seleccién de Agrobacterium y de vegetales depende del vector binario usado para la transformacién
y de la cepa de Agrobacterium. La seleccion de colza se realiza habitualmente usando canamicina como marcador
vegetal seleccionable.

La transferencia de genes mediada por Agrobacterium en lino (Linum usitatissimum) puede realizarse usando, por
ejemplo, una técnica descrita por Mlynarova y colaboradores (1994) Plant Cell Report 13: 282-285.

La transformacion de soya puede realizarse usando, por ejemplo, una técnica descrita en EP-A-0 0424 047 (Pioneer
Hi-Bred International) o en EP-A-0 0397 687, US 5,376,543, US 5,169,770 (University Toledo).

La transformacién de vegetales usando bombardeo de particulas, absorcién de ADN mediante polietilenglicol
o mediante la técnica de fibra de carbonato de silicio se describe, por ejemplo por Freeling y Walbot “The maize
handbook” (1993) ISBN 3-540-97826-7, Springer Verlag New York).

Ejemplo 11
Pldsmidos para la transformacion de vegetales

Para la transformacién de vegetales pueden usarse vectores binarios, como pBinAR (Hofgen y Willmitzer, Plant
Science 66 (1990) 221-230) o pGPTV (Becker et al 1992, Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197) o derivados de los mismos.
La construccién de los vectores binarios puede efectuarse mediante lizagén del ADNc en orientacidn sense o antisense
en T-ADN. 5’ del ADNCc, un promotor vegetal activa la transcripcién del ADNc. Una secuencia de poliadenilacion se
encuentra 3’ del ADNc. Los vectores binarios pueden tener diferentes genes marcadores. En particular, el gen marcador
nptll que codifica para resistencia de canamicina, mediada por neomicina fosfotransferasa puede intercambiarse por
la forma resistente a herbicidas de un gen sintasa acetolactato (abreviatura: AHAS o ALS). El gen ALS se describe
en Ott y colaboradores, J. Mol. Biol. 1996, 263: 359-360. El promotor v-ATPasa-cl puede clonarse al plasmido
pBin19 o pGPTV y se aprovecha para expresion génica de marcador mediante clonacidn antes de la region codificantes
ALS. El promotor nombrado corresponde a un fragmento de pares de bases 1153 de beta-Vulgaris (Plant Mol Biol,
1999, 39: 463-475). Tanto sulfonilureas e imidazolinonas tales como imazetapir o sulfonilureas pueden usarse como
antimetabolitos para seleccion.

La expresion especifica para tejido puede lograrse usando un promotor especifico para tejido. Por ejemplo, la
expresion especifica de semillas puede alcanzarse clonando el promotor DC3 o el LeB4 o el USP o el promotor
5’ de faseolina del ADNc. También pueden usarse cada otro elemento promotor especifico para semillas, como por
ejemplo el promotor aapina o arcelina (Goossens y colaboradores 1999, Plant Phys. 120(4): 1095-1103 y Gerhardt y
colaboradores 2000, Biochimica et Biophysica Acta 1490(1-2): 87-98). Para la expresion constitutiva en las plantas
completas puede usarse el promotor CaMV-35S o un promotor de v-ATPasa C1.

En particular pueden clonarse a un vector binario genes que codifican desaturasas y elongasas, mediante construc-
cion de varios casetes de expresion unos tras otros, con el fin de imitar la ruta metabélica en vegetales.

Dentro de un casete de expresion la proteina a expresarse pude dirigirse hacia un compartimiento celular usando
un péptido de sefial, por ejemplo para plastidos, mitocondrias o el reticulo endoplasmdtico (Kermode, Crit. Rev. Plant
Sci. 15, 4 (1996) 285-423). La sefial de péptido se clona a 5’ en el marco de lectura con el ADNc con el fin de alcanzar
la localizacién subcelular de la proteina de fusion.

Ejemplos de casetes de multiexpresion se dan a continuacion

1.) Casetes promotor-terminador

Los casetes de expresion estdn compuestos de al menos dos unidades funcionales, tales como un promotor y un
terminador. Entre el promotor y el terminador pueden insertarse otras secuencias génicas deseadas como secuencias
targeting (direccionadoras), regiones codificadoras de genes o partes de los mismos, etc. Para la estructuracion de

casetes de expresion, se aislan promotores y terminadores (Promotor de USP: Baecumlein y colaboradores, Mol Gen

40



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345324 T3

Genet, 1991, 225 (3): 459-67); Terminator de OCS: Gielen y colaboradores EMBO J. 3 (1984) 835 y siguientes)
con la ayuda de la reaccion en cadena de polimerasa y se corta a la medida con secuencias flanqueadoras a base de
oligonucleétidos sintéticos.
Pueden usarse los siguientes oligonucledétidos, por ejemplo:
USP1 frente: CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA
USP2 frente: CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA
USP3 frente: CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA
USP1 atrés: AAAACTGCAGGCGGCCGCCCACCGCGGTGGGCTGGCTATGAAGAAATT
USP2 atrés: CGCGGATCCGCTGGCTATGAAGAAATT
USP3 atrés: TCCCCCGGGATCGATGCCGGCAGATCTGCTGGCTATGAAGAAATT
OCSI1 frente: AAAACTGCAGTCTAGAAGGCCTCCTGCTTTAATGAGATAT
OCS2 frente: CGCGGATCCGATATCGGGCCCGCTAGCGTTAACCCTGCTTTAATGAGATAT
OCS3 frente: TCCCCCGGGCCATGGCCTGCTTTAATGAGATAT
OCS1 atrds: CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA
OCS2 atrds:  CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA

OCS3 atrds:  CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA

Los métodos son conocidos para el técnico en la materia en en general son conocidos en la literatura.

En un primer paso se amplifican un promotor y un terminador mediante PCR. Luego se clona el terminador en un
pldsmido receptor y en un segundo paso se inserta el promotor antes del terminador. Con esto se obtiene un casete
de expresion sobre un plasmido soporte. Los plasmidos pUT1, pUT2 y pUT3 se generan sobre la base de plasmido
pUCI09.

Los constructos se definen de acuerdo con la invencién en SEQ ID NO: 13, 14y 15. Con base en pUC19 contienen
el promotor USP y el terminador OCS. Con base en estos plasmidos se genera el constructo pUT12 cortando pUT1
mediante Sall/Scal y cortando pUT2 mediante Xhol/Scal. Los fragmentos que contienen casetes de expresion se ligan
y se transforman en E. coli XLI blue MRF. Después de separar colonias resistentes a ampicilina se prepara ADN y
mediante andlisis de restriccion se identifican aquellos clones que comprenden dos casetes de expresion. La ligazén
de extremos compatibles ha eliminado los dos sitios de escicién Xhol/Sall. Esto da lugar al pldsmido pUT12 que se
define en SEQ ID NO: 16. A continuacion, as u vez se corta pUT12 por medio de Sal/Scal y se corta pUT3 por medio
de Xhol/Scal. Los fragmentos que contienen casetes de expresion se ligan y se transforman en E. coli XLI blue MRF.
Después de separar colonias resistentes a ampicilina se prepara ADN y mediante andlisis de restriccion se identifican
aquellos clones que contienen tres casetes de expresion. De esta manera se logra un conjunto de casetes multiexpresion
los cuales pueden aprovecharse para la insercién de ADN deseado y se describe en la tabla 3 y adicionalmente puede
incorporar otros casetes de expresion mas.

Estos contienen los siguientes elementos:
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TABLA 3
Derivado Sitios de escisidn | Sitios de  escision  clonacién | Sitios de escision
de pUC19 | antes del promotor | multiples dentras del
USP terminador OCS
pUT1 EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | BstXI/Notl/Pstl/Xbal/Stul Sall/EcoR1/Sacl/As
cl/
HindIII
pUT2 EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | BamHI/EcoRV/Apal/Nhel/ Sall/EcoR1/Sacl/As
Hpal el/
HindIII
pUT3 EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | Bglll/Nael/Clal/Smal/Ncol Sall/Sacl/Ascl/Hin
dIIt
pUTI12 EcoRI/Ascl/ BstXI/Notl/Pstl/Xbal/Stul Sall/EcoRI/Sacl/As
Doble Sacl/Xhol y BamHI/EcoRV/Apal/ cl/
casete de BstXI Nhel/Hpal HindIII
expresion
pUT123 EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | 1.BstXI/Notl/ Pstl/Xbal/ Sall/Sacl/Ascl/Hin
Triple Stul dIII
casete de y
expresion 2 BamHI/EcoRV/ Apal/
Nhel/ Hpal
y
3 Bglll/Nael/ Clal/Smal/
Ncol

Adicionalmente, otros casetes de multiexpresion pueden describirse y especificarse mds detalladamente como en

la tabla 4 con la ayuda de

i) el promotor USP o con la ayuda de

ii) el fragmento 3’ con alrededor de 700 del promotor LeB4 o generarse con la ayuda de

iii) el promotor DC3 y emplearse para expresion génica especifica de semilla.

El promotor DC3-P se describe en Thomas, Plant Cell 1996, 263: 359-368 y se compone solo de la regién -117
hasta +27 por lo que con esto representa uno de los promotores mas pequefios conocidos. Los casetes de expresion

pueden contener varias veces el mismo promotor o estar construidos por tres promotores diferentes.

TABLA 4

Casetes de expresion miiltiples

Nombre de | Sitios de escisidon antes | Sitios de  escisidn | Sitios de  escision
plasmido del | del promotor | clonacién multiples detrds del terminador
derivado pUC19 respectivo OCS

pUTI EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | (1) Sall/EcoRI/Sacl/Ascl/
(PUC19 con USP- BstXI/Notl/Pstl/Xbal/ | HindIII

OCS1) Stul

pDCT EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | (2) Sall/EcoRI/Sacl/Ascl/
(PUCI9 con DC3- BamHI/EcoRV/Apal/ | HindIII

0CS) Nhel/Hpal
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Nombre de | Sitios de escisidon antes | Sitios de  escisidn | Sitios de  escision
plasmido del | del promotor | clonacién multiples detrds del terminador
derivado pUC19 respectivo OCS
pLeBT EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | (3) Sall/Sacl/Ascl/HindIII
(pUC19-mit LeB4 Bglll/Nael/Clal/Smal/
(700)-0CS) Ncol
pUD12 EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | (1) Sall/EcoRI/Sacl/Ascl/
(pUCI19 mit con BstXI/Notl/Pstl/Xbal/ | HindIII
USPOCSI y con Stul y
DC3-0CS) 2)

BamHI/EcoRV/Apal/

Nhel/Hpal
pUDL123 EcoRI/Ascl/Sacl/Xhol | (1) Sall/Sacl/Ascl/HindIII
Casete de expresion BstXI/Notl/Pstl/Xbal/
triple Stul y
(pUCI19 con (2) BamHI/
USP/DC3 y (EcoRV#*)/Apal/
LeB4-700) Nhel/Hpal y

3)

Bglll/Nael/Clal/Smal/

Ncol
* Sitio de escision EcoRV corta en el fragmento de 700 pares de bases del promotor LeB4 (LeB4-
700)

De manera andloga otros promotores pueden generarse para constructos multigénicos, especialmente usando
a) el fragmento de 2,7 kB del promotor LeB4-P con la ayuda del
b) promotor faseolina o con la ayuda del

¢) Promotor constitutivo v-ATPasa cl.

Puede ser deseable en particular usar otros promotores particularmente adecuados para la estructuracién casetes de
expresion especificos de semillas, como por ejemplo el promotor napina o el promotor arcelina-5.

ii) Generacion de constructos de expresion en derivados pUCI9 o pGPTV que obtienen promotor y terminador y
contienen en combinacion con secuencias génicas deseadas para la expresion génica de PUFA en casetes de expresion
vegetales

Los casetes de multiexpresion pueden insertarse por medio de Ascl directamente de derivados pUC19 de la tabla 3
al vector pGPTV+Ascl (véase iii.)) por la posicién de corte Ascl y se encuentran s disposicidn para insercion de genes
objetivos. Los constructos génicos correspondientes (pBUT1 estd representado en SEQUENZ ID NO: 20, pBUT2 en
SEQUENZ ID NO: 21, pBUT 3 en SEQUENZ ID NO: 22, pBUT12 en SEQUENZ ID NO: 22 y pBUT123 en SE-
QUENZ ID NO: 24) est4n disponibles segtin la invencién como kits. De manera alterna pueden insertarse secuencias
génicas a los casetes de expresion basados en pUC19 y pueden emplearse como fragmento Ascl en pGPTV+Ascl.

En pUT12 primero se inserta a través de BstXI y Xbal la A-6-elongasa Pp_PSEl al primer casete. Luego la A-6-
desaturasa de musgo (Pp_des6) se inserta a través de BamHI/Nael al segundo casete. Se genera el constructo pUT-
ED. El fragmento Ascl del plasmido pUT-ED se inserta al vector pGPTV+Ascl cortado con Ascl y se determina la
orientacién del fragmento insertado mediante restriccién o secuenciacion. Se genera el plasmido pB-DHGLA, cuya se-
cuencia completa se representa en SEQUENZ ID NO. 25. La regién codificadora de la Physcomitrella delta 6 elongasa
se representa en SEQUENZ ID NO. 26, la de 1a la delta 6 desaturasa de Physcomitrella en SEQUENZ ID NO: 27.
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En pUT123 primero se inserta a través de BstXI y Xbal la A-6-elongase Pp_PSEI al primer casete. Luego se
inserta la A-6-desaturasa de musgo (Pp_des6) a través de BamHI/Nael al segundo casete y finalmente se inserta la
A-5-desaturasa de Phaeodactilum (Pt_des5) a través de BglII al tercer casete. El constructo triple obtiene el nombre
pARAL. Tomando en cuenta posiciones de escision de restriccion especificos de secuencia, pueden generarse otros
casetes de expresion seglin como se representan en la tabla 5 con la denominacién pARA2, pARA3 y pARA4.

El fragmento Ascl del plasmido pARAI1 se inserta al vector pPGPTV+Ascl cortado con Ascl y se determina la
orientacion del fragmento insertado por medio de restriccion o secuenciacion. La secuencia total del plasmido resul-
tante pBARALI se representa en SEQUENZ ID NO. 28. La region codificadora de la Physcomitrella delta 6 alongasa
se representa en SEQUENZ ID NO. 29, la de la delta 6 desaturasa de Physcomitrella en SEQUENZ ID NO: 30 y la de
la delta-5 desaturasa de Phaeodactilum tricornutum en SEQUENZ ID NO: 31.

TABLA 5
Plasmido de gen | Desaturasa-A-6 | Desaturasa-A-5 | Elongasa-A-6
1 PUT-ED Pp_des6 - Pp_PESI1
2 pARAL1 Pt_des6 Pt_des5 Pp PES1
3 PARA2 Pt_des6 Ce _des5 Pp PES1
4 PARA3 Pt_des6 Ce _des5 Pp PES1
5 pARA4 Ce_deso6 Ce _des5 Ce PESI1
6 PBDHGLA Pt_des6 - Pp_PESI1
7 PBARAI Pt_des6 Pt_des5 Pp PES1

Plasmidos 1 hasta 5 son derivados de pUC, plasmidos 6 hasta 7 con vectores binarios de transformacién vegetal

Pp = Physcomitrella patens, Pt = Phaeodactilum tricornutum Pp_PSE]1 corresponde a la secuencia de SEQ ID NO:

PSE = PUFA A-6-elongasa Ce_des5 = A-5-desaturasa de Caenorhabditis elegans (No de acceso de banco genético
AF078796).

Ce_des6 = A-6-desaturasa de Caenorhabditis elegans elegans (No de acceso a banco genético AF031477, bases
11-1342).

Ce_PSEI1 = A-6-elongasa de Caenorhabditis elegans (No de acceso a banco genético AF244356, bases 1-867).
Otras secuencias de desaturasas o de elongasas también pueden insertarse a casetes de expresion del tipo descri-

to, como por ejemplo No de acceso a banco genético AF231981, NM_013402, AF206662, AF268031, AF226273,
AF110510 o AF1105009.

iii) Transferencia de casetes de expresion a vectores para la transformacion de Agrobakterium tumefaciens y para
la transformacion de vegetales

Constructos génicos quiméricos a base de de aquellos descritos en pUC19 pueden insertarse al vector binario
pGPTV por medio de Ascl. Para este propdsito se extiende la secuencia de clonacién multiple en una posicién de
escision Ascl. Para este propdsito recién se sintetiza el polylinker (polienlazador) como oligonucleé6tidos bicatenarios
y se agrega adicionalmente una secuencia ADN Ascl. El oligonucleétido se inserta al vector pGPTV por medio de
EcoRI y HindIIl. Se genera el plasmido pGPTV+Ascl. Las técnicas de clonacién requeridas son conocidas por el
técnico en la materia y pueden consultarse simplemente como se describe en el ejemplo 1.

Ejemplo 12
Mutagénesis in vivo

La mutagénesis in vivo de microorganismos puede efectuarse por medio del paso del ADN del pldsmido (u de
otro vector) por E. coli u otros microorganismos (por ejemplo Bacillus spp. o levaduras como Saccharomyces cere-

visiae), en los que se hayan interrumpido las capacidades de mantener la integridad de la informacién genética. Las
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cepas usuales mutadoras tienen mutaciones en los genes para el sistema de reparacién de ADN (por ejemplo mutHLS,
mutD, mutT etc.; como referencia bibliografica véase Rupp, W.D. (1996) DNA repair mechanisms, en: Escherichia
coli and Salmonella, paginas 2277-2294, ASM: Washington). Estas cepas son conocidas para el técnico en la mate-
ria. El uso de estas cepas es, por ejemplo, ilustrado en Greener, A., y Callahan, M. (1994) Strategies 7: 32-34. La
transferencia de moléculas mutadas de ADN a vegetales se efectia preferiblemente después de seleccionar y ensa-
yar los microorganismos. Se generan plantas trangénicas segtin diversos ejemplos en la seccidon de ejemplos de este
documento.

Ejemplo 13
Estudio de la expresion de un producto génico recombinante en un organismo transformado

La actividad de un producto génico recombinante en el organismo huésped transformado puede medirse al nivel
de transcripcién y/o traduccion.

Un método adecuado para determinar la cantidad de transcripcién del gen (que indica la cantidad de ARN dispo-
nible para traduccién del producto génico) es llevar a cabo un Northern blot tal como se especifica aqui abajo (véase
Ausubel y colaboradores (1988) Current Protocols in Molecular Biology, Wiley: New York como referencia o la sec-
cion de ejemplos arriba mencionada), en el que un cebador que se configura de tal modo que enlace al gen de interés se
marca con una marcacién detectable (habitualmente radioactiva o quemoluminiscentemente), de tal modo que cuando
el ARN total de u cultivo del organismo se extrae, se separa sobre un gel, se transfiere a una matriz estable y se incuba
con esta sonda, el enlazamiento y la medida del enlazamiento de la sonda indican la presencia y también la cantidad
del ARNm para este gen. Esta informacion indica el grado de transcripcion del gen transformado. E1 ARN celular
total puede prepararse a partir de células, tejidos u érganos mediante un gran nimero de métodos, todos los cuales
son conocidos en el estado de la técnica, tales como por ejemplo el método de Bormann, E.R., y colaboradores (1992)
Mol. Microbiol. 6: 317-326.

Hibridacion Northern

Para la hibridacién de ARN se separaron 20 ug de ARN total o 1 ug de poli(A)*ARN fueron separados median-
te electroforesis en gel de agarosa con una fuerza del 1,25% usando formaldehido como se describe por Amasino
(1986, Anal. Biochem. 152, 304), transferidos a membranas de nylon cargadas positivamente (Hybond N+, Amers-
ham, Braunschweig) por medio de atraccién capilar usando 10 x SSC, inmovilizados mediante luz UV y prehibrizados
por 3 horas a 68°C usando biifer de hibridacion (sulfato de dextran al 10% peso/vol, NaCl de 1 M, SDS al 1%, 100 mg
de ADN de esperma de arenque). La marcacion de la sonda de ADN con el kit de etiquetado Highprime DNA (Roche,
Mannheim, Alemania) se efectud durante la pre-hibridacién usando alfa-*>P-dCTP (Amersham, Braunschweig, Ale-
mania). La hibridacidn se realizé por toda una noche después de la adicién de la sonda de ADN marcada en el mismo
biufer a 68°C. Los pasos de lavado se realizaron dos veces por 15 min usando 2 X SSC y dos veces por 30 min usando
1 X SSC, SDS al 1%, a 68°C. La exposicién de los filtros cerrados se realizé a -70°C por un lapso de tiempo de 1 hasta
14 dias.

Para el estudio de la presencia o de la cantidad relativa de proteina traducida desde este ARNm pueden emplearse
técnicas estdndar tales como un Western blot (véase, por ejemplo, Ausubel y colaboradores (1988) Current Protocols
in Molecular Biology, Wiley: New York). En este método se extrae el total de proteina celular, se separa por medio de
electroforesis en gel, se transfiere a una matriz como nitrocelulosa y se incuba con una sonda tal como un anticuerpo
que se enlaza especificamente a la proteina deseada. Esta sonda se suministra usualmente con una etiqueta luminiscente
o colorimétrica que puedan detectarse facilmente. La presencia y la cantidad de la etiqueta observadas indican la
presencia y la cantidad de la proteina mutada deseada que estd presente en la célula.

Ejemplo 14
Andlisis del efecto de la proteina recombinante sobre la produccion del producto deseado

El efecto de la modificacién genética en plantas, hongos, algas, ciliados o en la produccién de un compuesto
deseado (tal como un 4cido graso) puede determinarse haciendo crecer los microorganismos deseados o la planta
modificada en condiciones adecuadas (tales como aquellas descritas arriba) y analizando el medio y/o los componen-
tes de la célula para la produccién incrementada del producto deseado (es decir, de lipidos o un 4cido graso). Estas
técnicas analiticas son conocidas para la persona técnica en la materia y comprenden espectroscopia, cromatografia
de capa delgada, diversos métodos de tinturado, métodos enzimdticos y microbiolégicos y cormatografia analitica tal
como cromatografia liquida de alto rendimiento (véase por ejemplo Ullman, Encyclopedia of Industrial Chemistry,
Bd. A2, paginas 89-90 y paginas 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., y colaboradores, (1987) “Applications
of HPLC in Biochemistri” en: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, volumen 17; Rehm
y colaboradores (1993) Biotechnology, volumen 3, Capitulo III: “Product recovery and purification”, paginas 469-
714, VCH: Weinheim; Belter, P.A., y colaboradores (1988) Bioseparations; downstream processing for Biotechno-
logy, John Wiley and Sons; Kennedy, J.F., y Cabral, J.M.S. (1992) Recovery processes for biological Materials, John
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Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A., y Henry, J.D. (1988) Biochemical Separations, en: Ullmann’s Encyclopedia of In-
dustrial Chemistry, volumen B3; Capitulo 11, paginas 1-27, VCH: Weinheim; y Dechow, F.J. (1989) Separation and
purification techniques in biotechnology, Noyes Publications).

Ademds de los métodos arriba mencionados, los lipidos vegetales se extraen a partir de materiales vegetales tal
como se describe por Cahoon y colaboradores (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (22): 12935-12940, y Browse
y colaboradores (1986) Analytic Biochemistry 152: 141-145. El andlisis cualitativo y cinatitativo de lipidos y 4cidos
grasos se describe en Christie, William W., Advances in Lipid Metodology, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid
Library; 2); Christie, William W., Gas Chromatography and Lipids. A Practical Guide - Ayr, Scotland: Oily Press,
1989, Repr. 1992, IX, 307 pag. (Oily Press Lipid Library; 1); “Progress in Lipid Research, Oxford”: Pergamon Press,
1 (1952)-16 (1977) bajo el titulo: Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids CODEN.

Adicionalmente a la medicién del producto final de la fermentacién, para determinar la eficiencia total de produc-
cion del compuesto también es posible analizar otros componentes de las rutas metabdlicas que se usan para producir
el compuesto deseado, tales como intermedios o productos secundarios. Los métodos analiticos abarcan mediciones
de las cantidades de nutrientes en el medio (por ejemplo, azicares, hidrocarburos, fuentes de nitrégeno, fosfato y otros
ionnes), mediciones de concentracién y crecimiento de biomasa, andlisis de la produccién de metabolitos usuales de
las rutas biosintéticas y mediciones de gases que se generan durante la fermentacioén. Se describen métodos estandar
para estas mediciones en Applied Microbial Physiology; A Practical Approach, PM. Rhodes y P.F. Stanbury, Editores,
IRL Press, S. 103-129; 131-163 y 165-192 (ISBN: 0199635773) y las citas bibliograficas alli indicadas.

Un ejemplo es el andlisis de 4cidos grasos (abreviaturas: FAME, éster metilico de 4cido graso; GC-MS, cromato-
grafia de gas-liquido-espectroscopia de masas; TAG, triacilglicerina; TLC, cromatografia de capa delgada).

La detecciéon no ambigua de la presencia de productos de dcido graso puede obtenerse analizando organismos
recombinantes mediante métodos analiticos estindar: GC, GC-MS o TLC, tal como se describen en diversas oca-
siones por Christie y las referencias bibliograficas de alli (1997, en: Advances on Lipid Metodology, 4°. Edicién:
Christie, Oily Press, Dyee, 119-169; 1998, Métodos de cromatografia de gas-espectroscopia de masas, Lipidos 33:
343-353).

El material a analizar puede quebrarse por ultrasonido, molienda en un molino de vidrio, nitrégeno liquido y
molienda o mediante otros métodos aplicables. Después de quebrar, el material debe centrifugarse. El sedimento se
resuspende en agua destilada, se calienta por 10 minutos a 100°C, se enfria con hielo y se recentrifuga, le sigue una
extraccién en dcido sulfiirico de 0,5 M en metanol con dimetoxipropano al 2% durante 1 hora a 90°C, lo cual conduce a
aceite hidrolizado y a compuestos lipidicos lo cual da lipidos transmetilados. Estos ésteres metilicos de acido graso se
extraen en éter de petrdleo y se someten finalmente a andlisis de GC usando una columna capilar (Chrompack, WCOT
Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 micrémetors, 0,32 mm) con un gradiente de temperatura entre 170°C y 240°C por
20 min y 5 min a 240°C. La identidad del éster metilico del 4cido graso obtenido debe definirse usando estindares que
pueden conseguirse de fuentes comerciales (es decir Sigma).

En el caso de 4cidos grasos para los que no hay estdndares disponibles la identidad debe demostrarse por deri-
vatizacion seguida de andlisis de GC/MS. Por ejemplo, la localizacién de dcidos grasos con enlace triple deben de-
mostrarse mediante GC/MS seguido de derivatizaciéon con derivado de 4,4-dimetoxioxazolina (Christie, 1998, véase
arriba).

Constructos de expresion en cepas de sistemas microbianos heterdlogos, condiciones de lavado y pldsmidos

La cepa de Escherichia coli XL1 Blue MRF’ kan (Stratagene) se us6 para subclonar las nuevas desaturasas pPDe-
saturasal de Physcomitrella patens. Para la expresion funcional de este gen nosotros usamos la cepa de Saccharomyces
cerevisiae INVSc 1 (Invitrogen Co.). Se cultivé E. coli en caldo de Luria-Bertini (LB, Duchefa, Haarlem, Holanda)
a 37°C. Cuando fue necesario se adicioné ampicilina (100 mg/litro), y se adicion6 agar al 1,5% (peso/ volumen) area
medios s6lidos LB. S. cerevisiae se hizo crecer a 30°C, o bien en medio de YPG, o en medio minimo completo sin
uracilo (CMdum; véase en: Ausubel, FE.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A., Struhl,
K., Albright, L.B., Coen, D.M., y Varki, A. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
New York) con rafinosa o glucosa al 2% (peso/vol). Para medios sélidos se agregaron 2% (peso/vol) de agar Bacto™
(Difco). Los plasmidos usados para la clonacién y la expresion son pUC18 (Pharmacia) y pYES2 (Invitrogen Co.).

Ejemplo 16

Clonacion y expresion de desaturasas especificas de PUFA de Phaeodactilum tricornutum

Para la expresion en levaduras primero se modificaron los clones de ADNc de Phaeodactilum tricornutum de
las Seq ID NO: 1, 3, 5 6 11 o las secuencias de SEQ ID NO: 7 6 9 u otras secuencias deseadas de tal manera que
solo se amplifican las regiones codificadoras por medio de reaccién en cadena de polimerasa con la ayuda de dos
oligonucle6tidos. En este caso se presté cuidado de que se mantuviera una secuencia de consenso antes del codén
de inicio para la traduccién (translation) eficiente. Para este fin se seleccioné la serie de bases ATA o AAA y se
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inserta a la secuencia antes de la ATG (Kozak, M. (1986) Point mutations define a sequence flanking the AUG initiator
codon that modulates translation by eukaryotic ribosomes, Cell 44, 283-292). Adicionalmente antes de la tripleta de
consenso se introdujo un sitio de escisién de restriccién que debe ser compatible con el sitio de escisién del vector
objetivo al cual debe clonarse el fragmento y con su ayuda debe efectuarse la expresiéon génica en microorganismos o
vegetales.

La reaccién PCR se realizé con ADN de plasmido como matriz en un termociclador (Biometra) usando polimerasa
de ADN Pfu (Stratagene) y el siguiente programa de temperatura: 3 min a 96°C, seguido de 30 ciclos con 30 s a
96°C, 30 s a 55°C y 2 min a 72°C, 1 ciclo con 10 min a 72°C y parada a 4°C. La temperatura de adhesion se varid
dependiendo de los oligonucledsidos elegidos. Puede tomarse un tiempo de sintesis de aproximadamente de un minuto
por pares pares de kilobase. Otros pardmetros que tienen un un efecto sobre la PCR, tales como por ejemplo iones
de Mg, sal, polimerasa de ADN y similares son corrientes para el técnico en la materia y pueden variarse segin la
necesidad.

El tamafio correcto del fragmento de ADN amplificado se confirmé por medio de electroforesis en gel TBE de
agarosa. El ADN amplificado se extrajo del gel usando el kit de extraccién de gel QIAquick (QIAGEN) y se ligé al
sitio de restricciéon Smal del vector defosforilado pUC18 usando el kit Sure Clone Ligations Kit (Pharmacia), y se
obtuvieron los derivados pUC. Después de la transformacién E. coli XL.1 Blue MRF’ kan se realiz6é una miniprepara-
cién de ADN (Riggs, M.G., & McLachlan, A. (1986) A simplified screening procedure for large numbers of plasmid
minipreparation. BioTechniques 4, 310-313) en transformantes resistentes a ampicilina y se identificaron clones po-
sitivos mediante andlisis de restricciéon de BamHI. Se confirmé la secuencia del producto PCR clonado por medio de
resecuenciacion usando el kit ABI PRISM Big Dye Terminator Cicle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer,
Weiterstadt).

AS Acil Lipid desaturasa, Pt_des5

Cebador 1 GAG CTC ACA TAA TGG CTC CGG ATG CGG ATA AGC

Cebador 2 CTC GAG TTA CGC CCG TCC GGT CAA GGG

El fragmento PCR (1428bp) se cloné con la ayuda del Sure Clone Kit (Pharmacia) a pUC 18, el fragmento insertado
se digeri6 con Sacl/Xhol y el fragmento se insert6 a pYES2 o pYES6 con la ayuda de sitios de escisién de restriccion
adecuados.

A6 Acil Lipid desaturasa, Pt_des6

Cebador 3 GGA TCC ACA TAA TGG GCA AAG GAG GGG ACG CTC GGG

Cebador 4 CTC GAG TTA CAT GGC GGG TCC ATC GGG

El fragmento PCR (1451 bp) se cloné a pUC18 con la ayuda del Sure Clone Kit (Pharmacia), el fragmento insertado
Bamtil/Xhol se digeri6 y se insert el fragmento a pYES2 o pYESG6 con la ayuda de sitios de escisioén de restriccion
correspondientes.

A12 Acil Lipid desaturasa, Pt_des12

Cebador 5 GGA TCC ACA TAA TGG TTC GCT TTT CAA CAG CC

Cebador 6 CTC GAG TTA TTC GCT CGA TAA TTT GC

A12 Acil Lipid desaturasa, Pt_des12.2

Cebador 7 GGA TCC ACA TAA TGG GTA AGG GAG GTC AAC G

Cebador 8 CTC GAG TCA TGC GGC TTT GTT TCG C

El fragmento PCR (1505bp) se cloné a pUC 18 con la ayuda del Sure Clone Kit (Pharmacia), el fragmento inser-
tado se digeri6 con BamHI/Xhol y el fragmento se insert6 a pYES2 o pYES6 con la ayuda de sitios de escicién de

restriccion correspondientes.

El ADN de plasmido se escindié con enzima(s) de restriccidon para hacer coincidir el sitio de escision introducido
de la secuencia de cebador, y el fragmento obtenido se ligd a sitios de restricciéon compatibles del vector shuttle de
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levadura defosforilada- E. coli pYES2 o pYES®, en lo cual se obtienen derivados de pYES. Después de la transfor-
macién de E. coli y de la minipreparacién de ADN de los transformandos se verificé la orientacion del fragmento de
ADN en el vector por medio de escision de restriccién o secuenciacidon. Para la maxipreparacion de ADN se usé un
clon con el kit de extraccién de ADN de pldsmido Nucleobon® AX 500 (Macherey-Nagel, Diiringen).

Saccharomyces cerevisiae INVScl se transformé con los derivados pYES y el vector vacio pYES por medio de
un protocolo de PEG/acetato de litio (Ausubel y colaboradores, 1995). Después de la seleccién sobre placas de agar
CMdum con glucosa al 2% se seleccion6 transformandos derivados de pYES y un transformando pYES?2 para seguir
cultivando y expresar funcionalmente. En derivados pYES6 se usé blasticidina como antimetabolito. En el caso de
coexpresion a base de pYES2 y pYESG6 se seleccioné con blasticidina en medio minimo.

Expresion funcional de una actividad desaturasa en levaduras
Precultivo

20 ml de Cmdum liquido sin uracilo pero con rafinosa al 2% (peso/vol) se inocularon con clones transgénicos
de levadura (pYES2) y se hicieron crecer por 3 dias a 30°C, 200 rpm hasta lograr una densidad éptica a 600 nm
(ODyqp) de 1,5 hasta 2. Si se usé como vector pYES6, entonces se selecciond adicionalmente sobre blasticidina como
antimetabolito.

Cultivo principal

Para la expresion se suplementaron 20 ml de medio liquido CMdum sin uracilo pero con 2% de rafinosa y 1%
(vol./vol.) de Tergitol NP-40 con sustratos de 4cido graso a una concentracion final de 0,003% (peso/vol). Los medios
se inocularon con los precultivos hasta una ODygy, de 0,05. La expresién se indujo por 16 horas a una ODgy, de 0,2 con
galactosa al 2% (peso/vol) por 16 horas, después de lo cual se cosecharon los cultivos a una ODg, de 0,8-1,2.

Andlisis de dcido graso

Se extrajo el total de los dcidos grasos de los cultivos de levadura y se analizaron por medio de cromatografia de
gases. De esto se cosecharon células de 5 ml de cultivo por medio de centrifugacién (1000 x g, 10 min, 4°C) y se lavd
una vez con NaHCO; de 100 mM, pH 8,0 con el fin de retirar el medio residual y loes 4cidos grasos. Para producir del
éster metilico de 4cido graso (FAMEs o, en singular, FAME) se trataron los sedimentos celulares con H,SO, de 1 M en
metanol y dimetoxipropano al 2% (vol./vol.) durante 1 hora a 80°C. Los FAMES se extrajeron dos veces con 2 ml de
éter de petréleo, una vez con NaHCO; de 100 mM, pH 8,0, y se lav6 una vez con agua destilada y se sec6 con Na,SO;,.
El solvente organico se evapord bajé una corriente de argén y los FAMES se disolvieron en 50 uL de éter de petréleo.
Las muestras se separaron en una columna capilar Wax ZEBRON-ZB (30 m, 0,32 mm, 0,25 micro m; Fenomenex) en
un cromatédgrafo de gases Hewlett Packard-6850 con un detector de ionizacién por llama. La temperatura del horno se
programé desde 70°C (1 min sostenida) hasta 200°C con una velocidad de 20°C/min, luego a 250°C (5 min sostenida)
con una velocidad de 5°C/min y finalmente a 260°C con una velocidad de 5°C/min. Se usé nitrégeno como gas de
soporte (4,5 ml/min a 70°C). Se identificaron los 4cidos grasos mediante comparacién con tiempos de retencién de de
los FAMEs estdndares.

Andlisis de expresion

Se determinaron las proporciones de los sustratos de 4cido graso adicionados y recuperados y de esta manera se
registran la cantidad y la calidad de la reaccién de desaturasa segtin las Tablas 6 a 8.
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El resultado de la expresién de una desaturasa A-6-acil lipido de Phaeodactilum tricornutum en levadura:

TABLA 6
Acido graso pYes2  pYes2-alimentado con

- - +18:2 +18:3
16:0 13,3 18,9 28.4 16,7
16:1D9 454 447 12,5 16,9
16:2D6.9 - 43 - -
18:0 4.9 6,3 10,4 9,1
18:1D9 36,4 241 6.8 11,8
18:2D6.9 - 1.8 - -
18:2D9,12 - - 33.4 -
18:3D6,12,15 - - 4.9 -
18:3D9,12,15 - - 43,1
18:4D6,9,12,15 2.3

Los datos representan % molar de los dcidos grasos cis correspondientes.

El resultado de la expresion de una desaturasa A-5-acil lipido de Phaeodactilum tricornutum en levadura:

TABLA 7
pYES2 Constructo Pyes PtD5 alimentado con
Acido graso Vacio | Control | 18:2 18:3 | 20:1 | -20:1 | 20:2 20:3 | 20:3
A8 All | All,14 | Q3 Q6
16:0A 16,9 20,4 27,7 244 (162 |21 17.6 19,5 | 22.8
16:1A9 447 441 13,2 9,6 374 1394 |[383 36,9 |30.7
18:0 6,1 6.9 10,54 9.8 4,7 7.9 6,3 6.8 8.2
18:1A9 31,72 | 28,1 8,77 6 15 26 29,5 25,6 | 21,1
18:2A5,9 0,17 0 0 0 0,09 |0,21 0,09 |9
18:2A9,12 - 39.7 - - - - - -
18:3A9,12,15 - 499 | -- - - - -
20:1A8 - - 25,5 | - - - -
20:1A11 - - - 541 | - - -
20: 2A5,11 - - - 021 |- - -
20:2A11,14 - - - - - 6,48 - -
20:3A5,11,4 - 0,76 - -
20:3A11,14,17 - - - - - - 9.83 | -
20:3A8,11,14 - - - - - - - 13,69
20:4A5,11,14,17 - - - - - - 1,26 | -
20:4A5,8,11,14 - - - - - - - 3,08

Los datos representan el % molar de 4cidos grasos de dcidos grasos cis.
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A partir de més experimentos de alimentacion se encontrd que C18:1A9 no se desatura en la presencia de dcidos
grasos de C18:2A9,11 o C18:A9,12,15 o C20:1A8 mientras que en presencia de C20:1A11, C20:2 Al1, 14 y C20:3
A8,11,14 también se desatura C18:1. Asi mismo, no se efectudé una desaturacioén en presencia de C20:3A8,11,14.

Al usar la cepa de levadura deficiente de proteasa C13BYS86 (Kunze I. y colaboradores, Biochemica et Biophy-
sica Acta (1999) 1410: 287-298) para la expresion de la A-5-desaturasa de Phaeodactilum tricornutum sobre medio
completo con blasticidina se encontré que C20:4 A8,11,14,17 como sustrato de la A-5-desaturasa dio una rata de
conversion de 20% e igualmente bien se convirtié como C20:3 A8,11,14. De manera alterna, para expresion génica
pueden usarse los marcadores de auxotrofismo leu2, ura3 o his.

En otro experimento de coexpresion de A-5 desaturasa de Phaeodactilum y A-6 elongasa de Physcomitrella se
utilizé la cepa UTL7A (Warnecke y colaboradores, J. Biol. Chem. (1999) 274(19): 13048-13059), y la A-5 desaturasa
se convirti aproximadamente 10% C20:3 A8, 11, 14 a C20:4 A5,8,11,14.

Pueden realizarse otros experimentos de alimentacién con dcidos grasos muy diversos, solos o en combinacién
(por ejemplo 4cido linoleico, 20:3 A-5,11,14-4cido graso, 4cido alfa- o gamma linolénico, 4cido estearidénicosdure,
dcido araquiddnico, dcido eicosapentaenoico etc.) para la confirmacion detallado de la selectividad y especificidad por
sustrato de estas desaturasas.

TABLA 8

Resultado de la co-expresion de una desaturasa de A-5-acilo lipido de Phaeodactylum tricornutum y de una
elongasa A-6 de musgo en levadura sobre la base de vectores de expresion pYes2 y pYes6

pYes2-Elo pYes2-Elo y pYes6-PtdS
+18:3 +18:4 +18:3 +18:4
16:0 15,0 14,8 15,6 15,1
16:1A9 27,7 29,2 27,5 29,0
18:0 5,6 6,3 5,7 6.4
18:1A 17,1 30,8 27,4 31,6
18:3A 7,60 - 7.8 -
18:4A - 6,71 - 6.4
20:3A 15,92 - 13,55 -
20:4A - - 1,31 -
20:4A - 11,4 10,31
20:5A - - - 0,53

De la conversidn de sustrato se infiere que la A-5-desaturasa de Phaeodactilum y la A-6-elongasa de Physcomitrella
patens respecto de la actividad de sustrato y especialmente de la especificidad de sustrato son adecuadas para producir
dcido araquidénico o 4cido eicosapentaenoico con la ayuda de las secuencias de acuerdo con la invencién.

Los patrones de fragmentacién y los espectros de masas de los derivados de AMOX de estandares y también las
fracciones de pico de los 4cidos grasos identificados mediante GC que se muestran en las tablas 6, 7 y 8, muestran
resultados idénticos comparativamente, por lo cual se asegurd la posicion respectiva del enlace doble mds alld de la
simple deteccién con GC.

Ejemplo 17
Purificacion del producto deseado de organismos transformados

La recuperacion del producto deseado del material vegetal o de hongos, algas, ciliados, células animales o del
sobrenadante de los cultivos que se describieron antes puede efectuarse por diferentes métodos conocidos en el cam-
po técnico. Si el producto deseado no se secrea por las células, pueden cosecharse las células del cultivo mediante
centrifugacién de baja velocidad, pueden lisarse las células mediante técnicas estandar, tales como fuerza mecénica o
por ultrasonido. Pueden separarse 6rganos de plantas de manera mecdnica de otros tejidos u otros érganos. Después
de homogenizar, se retiran los detritos celulares mediante centrifugacién y se conserva la fraccién sobrenadante que
contiene las proteinas disueltas para seguir purificando el compuesto deseado. Si el producto es secretado de las cé-
lulas deseadas, las células se retiran mediante centrifugacion lenta y se mantiene la fraccidn sobrenadante para seguir
purificando.
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La fraccion sobrenadante de cada método de purificacion se somete a una cromatografia con una resina adecuada
y la molécula deseada, o bien se retiene sobre la resina de cromatografia, aunque muchas impurezas en la muestra
no, o bien se quedan las impurezas en la resina mientras que la muestra no. Si es necesario pueden repetirse estos
pasos de cromatografia y se usan resinas de cromatografia iguales o diferentes. La persona técnica en la materia estd
familiarizada en la seleccion de resinas adecuadas de cromatografia y su aplicacién mds efectiva para una determinada
molécula a purificarse. El producto purificado puede concentrarse mediante filtracion o ultrafiltracién y mantenerse a
una temperatura a la que la estabilidad del producto es maxima.

En el campo técnico se conoce un amplio espectro de métodos de purificacion y el método de purificacion previo
no debe limitarse. Estos métodos de purificacion se describen, por ejemplo, en Bailey, J.E., & Ollis, D.F., Biochemical
Engineering Fyamentals, McGraw-Hill: New York (1986).

La identidad y la pureza de los compuestos aislados puede determinarse mediante técnicas estdndar del campo
técnico. Estos incluyen cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), métodos espectroscépicos, métodos de
tinturacién, cromatografia de capa delgada, en particular cromatograffa de capa delgada y deteccién por ionizacién
de llama (IATROSCAN, Iatron, Tokio, Japén), NIRS, ensayo por ensayo enzimdtico o microbiolégicamente. Véase
una recopilacién de estos métodos de andlisis en: Patek y colaboradores (1994) Appl. Environ. Microbiol. 60: 133-
140; Malakhova y colaboradores (1996) Biotekhnologiya 11: 27-32; y Schmidt y colaboradores (1998) Bioprocess
Engineer. 19: 67-70. Ulmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry (1996) vol. A27, VCH: Weinheim, pdginas 89-
90, paginas 521-540, paginas 540-547, paginas 559-566, 575-581 y péaginas 581-587; Michal, G (1999) Biochemi-
cal Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, John Wiley and Sons; Fallon, A., y colaboradores
(1987) Applications of HPLC in Biochemistry en: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,
volumen 17.

Equivalentes
La persona técnica en la materia reconoce o puede establecer muchos equivalentes de las modalidades especificas

de acuerdo con la invencién aqui descritas usando solo experimentos rutinarios. Estos equivalentes deben abarcarse
por las reivindicaciones de la patente.
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REIVINDICACIONES
1. Método para producir ésteres de 4cido graso con un contenido elevado de dcidos grasos poliinsaturados con

al menos dos enlaces dobles caracterizado porque se introduce a un organismo no humano, productor de ésteres de
acido graso, al menos un 4cido nucleico seleccionado del grupo de

a) Un 4cido nucleico con la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 11,

b) Acidos nucleicos que se obtienen debido al cédigo degenerado mediante retraduccién de las secuencias de
aminodcidos representadas en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 0o SEQ ID NO: 12,

¢) Derivados de los dcidos nucleicos representados en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 11 que codifican para partes biolégicamente activas de una desaturasa y presentan al menos 50% de identidad a
la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2,4,6 6 12,

se hace crecer el organismo y se aislan los ésteres de 4cido graso obtenidos del organismo.

2. Método segtin la reivindicacién 1, en el cual los ésteres de dcidos grasos producidos mediante el método contie-
nen moléculas de de 4cido graso poliinsaturadas de C,q, Cyy 0 C,, con al menos dos enlaces dobles en el éster de dcido

graso.

3. Método segtn la reivindicacién 1 6 2, en el que las moléculas de 4cido graso de Cig, C5 0 Cy, se aislan del
organismo en forma de un aceite o lipido.

4. Método segun las reivindicaciones 1 hasta 3, en el que el organismo es un microorganismo, un animal no humano
o un vegetal.

5. Método segtn las reivindicaciones 1 hasta 4, en el que el organismo es una planta transgénica.

6. Método segtin las reivindicaciones 1 hasta 5, en el que los ésteres de 4cido graso contienen dcidos grasos de Cg,
Cyy 0 Cy, con tres, cuatro o cinco enlaces dobles en el éster de dcido graso.

7. Método segtn las reivindicaciones 1 hasta 6, caracterizado porque se liberan los acidos grasos poliinsaturados
contenidos en los ésteres de dcido graso.

8. Acido nucleico aislado que codifica para un polipéptido con actividad de desaturasa y que se selecciona del
grupo de:

a) Un 4cido nucleico con la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 11,

b) Acidos nucleicos que se obtienen debido al cédigo genético degenerado mediante retraduccién de las secuencias
de aminodacidos representadas en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 12,

¢) Derivados de los dcidos nucleicos representados en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 11,

que codifican para partes biolégicamente activas de una desaturasa y al menos 50% de identidad a la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 2,4, 6 0 12.
9. Polipéptido codificado por una secuencia de dcidos nucleicos segun la reivindicacién 8.

10. Polipéptido segtin la reivindicacién 9 codificado por la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
3,SEQ ID NO: 50 SEQ ID NO: 11.

11. Constructo de dcido nucleico que contiene un dcido nucleico segun la reivindicacion 8, y el dcido nucleico estd
conectado con una o varias sefiales de regulacion.

12. Constructo de 4cido nucleico segun la reivindicacion 11, y en el constructo de 4cido nucleico se encuentran
contenidos genes adicionales de biosintesis del metabolismo de 4cido graso o lipido.
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13. Constructo de dcido nucleico segun la reivindicacién 11 6 12, y como gen de biosintesis del metabolismo de
dcido graso o lipido que estd contenido en el constructo de dcido nucleico se selecciona un gen del grupo acil-CoA-de-
hidrogenasa(s), acil-ACP[= acil carrier protein]-desaturasa(s), acil-ACP-tioesterasa(s), dcido graso-acil-transferasa(s),
dcido graso-suntasa(s), 4cido graso-hidroxilasa(s), acetil-coenzima A-carboxilasa(s), acil-coenzima A-oxidasa(s), aci-
do graso-desaturasa(s), 4cido graso-acetilenasas, lipoxigenasas, triacilglicerol-lipasas, alenoxid-sintasas, hidroperéxi-
do-liasas o 4cido graso-elongasa(s).

14. Vector que contiene un acido nucleico segtn la reivindicacién 8 o un constructo de 4cido nucleico segtin la
reivindicacién 11.

15. Planta transgénica que contiene un dcido nucleico segtn la reivindicacién 8, un constructo de 4cido nucleico
segun la reivindicacion 11 o un vector segun la reivindicacién 14.

16. Uso de un 4cido nucleico segun la reivindicacién 8 o de un constructo de dcido nucleico segtn la reivindicacién
11 para la produccién de plantas transgénicas.

17. Anticuerpo que enlaza especificamente un polipéptido que se codifica por uno de los 4cidos nucleicos segin la
reivindicacién 8 a) o b).

18. Molécula de acido nucleico antisense que comprende la secuencia complementario del 4cido nucleico segin la
reivindicacion 8.

19. Kit que comprende el 4cido nucleico segin la reivindicacién 8, el constructo de dcido nucleico segtn las
reivindicaciones 11 hasta 13, el anticuerpo segin la reivindicacién 17, o la molécula de dcido nucleico antisense segtin
la reivindicacién 18.

20. Composicién que contiene el anticuerpo segun la reivindicacién 17 o constructo de 4dcido nucleico antisense
segtin la reivindicacion 18.
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Figura 1: Comparacién de polipéptidos de la region codificadora de Pp_des 6 (serie superior) con la
secuencia EST de PT001078032R

398 WEPLYWMAYTE LM ML LGPy F VL S HNGE VYRS CEEF SR 0T - —— = —— e ——— = VETR 444
W+ + o+ + L. +F LEHN + E+ +h + v
430 WRVFGNIMLMGVLESLALAVLFSLEHK=~—~FESADRDEFTAFLEKTSERPVIWFRTOVETS 263
445 DIKGHIFMDWFTGGLNROIEHHLEF P TMPRHNLNE IAFRVEVFCKFHGLYY 494

G +  PTEILE Q+EHHLFPR B IapP+V O EHCH+ ¥
262 OTYEEFLAGCPYSOLMPOVEHHLFPRME SAWNY Y Y TAPEVREEICARHOVHY 113

Figura 2: Comparacién de polipéptidos de la regién codificadora de Ma_des12 (secuencia superior)
con PTO01070010R

105 GVWWVLAHECGHQSFSTSKTLNN 126
G WWLAHECGH +FS +4++L +
533 GEWVLAHECGHGAFSKHRSLOD 5398

Figura 2a: Comparacion de polipéptidos de 1a region codificadora de Ma_des12 (secuencia superior)
con PT001072031R

117 SPSTSETLMNNTVGHITHSMLLVEYHSHRESHSKHE 151

++5 5+T M+ VGC+I+H LLVEY +W+ +H+EHH

485 AYSDSQTEFNDVVEFIVHQALLVEYFANDYTHAKHH 569
Figura 3: Comparacién de polipéptidos de la region codificadora de un producto de PCR a partir de un
par de cebadores F6a y R4a2 que codifica para un fragmento de desaturasa (serie superior) de
Phaodactylum con la secuencia T36617 de Streptomyces coelicolor (serie inferior)

x W R EHNGHHAVENLEC S S A RO DD PO DTHPLLAWSVOOLOS TRELOADGELDSOLVEE 60

M++¥H HHA PH . +D LPDY LL WS Qa++ +30L +
114 WUQDHHTRHEANEN--—————— TEDLOPDICE-DPiL VNS POOAR AR ——— e ——— TELERL 15&
6l MIRNGSYFYFPILLLARLSWLNESFRCAFGLGAASEMARLELKAKGLOYPLLEKAGILLH 120
+ B Q++ +FP+L L EF G A N L+ +2 L+ & 4L H
157 LERWOAFLFFPLLTL-—=————= EGFNLAVASCRAMANRR LR AR ==~ TLDERT LLEH 202
121 AWML, TV B S QR G R 3O s O S X G FL LA TVRGLGHNCMATYHADAR PDEWELD 1580
A LT F G L E i GM AD EFDE +

203 CAVYLTAL—-FWVLPPRILT AFLAVHOC LGV LGSAFAPIHEGMP ILTRAODEFDFLERD 260
181 VITTRMVTGGHGFPQAFVEWFCGGLYYOVDEBHLFPS 216

V TRNV GG F D GEL +0++HHLFPS
251 VLTSENVHGE————= LEPTLLALGGALNHOT FHELEES 1493

Figura 4. Comparacion de polipéptidos de la regidén codificadora de Pp des6 (serie superior)
comparada con Pt_des6 (seric inferior)
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SUR PR N O Y PR N Y P R RINERE

112 KLIMMGNFYSNEWFYVYKCLSNMA IWARACALVF Y SDRFWVELASAVMLG 161

. - - -
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N TR T S T S R B R N B E N A N
162 TFFOOSCNLANDELHHQVPTKREAGDLGGLPWELMOGEY SVONNIITHENG 211

254 HHARPN.ECDOTY . OPIDELTDTLFLIRNE. .. ... .KEDILATVENKTFL 334

LEE Y T TN

212 HHAVPNLHCESAVAQLGD PR IDIHPLLANSVOOACSYRELOADGRDSGLY 261

335 R.ILoYOHLE FMGELPFARGEWLIHEWE . . .. . .. YPEITRVLEFVDR, .. 373

N L AR S I .
252 EFNIRNOSYFYFPILLLART SWLNESFXCARGLOAASENART RLEAKGLEG 31)

374 . LLEKGTVLTHYFWFVGETAC . YLLPGHKPLVWMAVTELMS . GMLLEFVE 419

- - N N R

312 YPLLEEAGTIYLLHYawWMLTVSSGFGRFSFAY TAFYFLTaATASCOFLLATIVE 361
420 VLSHENGMEVYNWSS . (EEFWERDTIVWSTEDTIRE, ., . . NIFNDWFTGCGLIRY 462

R AL 1 O P B S N Py e
362 GLGHNGMATYNADARPDFWELQVTTTRNVTGCHGP PQAFVDWFCGGLOYQ 411

- +*

453 TEHHLFPTMPRHENLNEILPRVEVEFCKEHGLVYEDVEIATGTCEVLKALEE 512

S BRI S A 1 I IR B I
412 VDHHLFPSLPRHNLAKTHALVESFCKEWGV)YHEADLVDGTMEVLHHLGS 261

F13 VABRRAREQHATTS.... 525

i1 |
462 VASEFVWDFVRDGTAM. 477

Figura 5: Comparacién de regiones codificadoras de Pp_des6 (serie superior) comparadas con Pt_des5
(serie inferior)
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Figura 6: Comparacion de polipéptidos de las regiones codificadoras de la desaturasa A-12 de
Mortierella alpina (Ma_des12) seric superior con la secuencia homdloga de Phacodactylum
tricornutum (Pt_des12) en la serie inferior
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PT001012031R (Pt _des12.2) en la serie inferior
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Val Cys Glu

gaa
Glu

tgg
Trp
130

tac

gga
Gly

cac
His

ggt
Gly

tgg
Trp
210

ttt
Phe

cce
Pro

gtc
vVal

gac
Asp

gct
Ala
290

tae
Tvr

gaa
Glu

gte
val
115

ttc
Phe

cat
His

ate

Ile

ggg
Gly

gcd
Ala
185

acec
Thr

ggt
Gly

gct
Ala

ttg
Leu

ctc
Leu
275

tte
Phe

100

tte
Phe

ttc
Phe

tgg
Trp

tce
Ser

goec
Ala
180
gat
Asp

cac
His

gec
Ala

cgt
Arg

gct
Ala
260

cag
Gln

att
Ile

att. gecg
Ile Ala

tgyg teco
Trp Ser

Tyr Lys Phe Agp Thr Glu Phe Glu aArg

aag
Lys

cgt
Arg

gte
val

caa
Gln
165

acc
Thr

ttt
Phe

cac
His

gaa
Glu
acc

245

gga
Gly

caa
Gin

cac
His

gty
Val

tog
Trp
325

att
Ile

gcg
2Ala

acc
Thr
150

gcg
Ala

tce
Sexr

att
Ile

gct
Ala

cca
Pro
230

tgg
Trp

tac
Tvr

cgc
Arg

tcg
Ser

aac
Asn
310

cgt
Arg

gtg
vVal

ttt
Phe
135

acg
Thr

atg
Met

aag
Lys

ggt
Gly

tac

Tyr
215

atg
Met

cta
Leu

tgg

ggc
Gly

cga
Arg
295

gty
Val

gte
val

cga
Arg
1290

tgc
Cys

gga
Gly

att
Ile

cgt
Arg

ggt
Gly
200

acc

cre
Leu

cat
His

ttg
Leu

gca
Ala
280

cgc
Arg

att
Ile

tte
Phe

105

cga ggc
Arg Gly

tac att
Tyr Ile

ace tet
Thr Ser

gge atg
Gly Met
170

‘cee tgg

Pro Trp
185

tcee aag
Ser Lys

aat cac
Asn His

cta tte
Leu Phe

cge ttt
Arg Phe
250

tcec get
Ser Ala
265

ctt tec
Leu Ser

aag tat
Lys Tvr

gct ccg
Ala Pro

gga aac
Gly Asn
330

aag
Lys

gcc
Ala

tyg
Trp
135

aat
Asn

gte
val

tag
Trp

gee
Ala

aac
Asn
233

caa
Gln

gtc
val

gte
VvVal

acg
Ala

ttt
FPhe
315

atc
Ile

gat ttec
Asp Phe
125

att ttc
Ile Phe
140

¢ty ctg
Leu Len

agtc cag
vVal Gln

aac gac
Asn Asp

cte tgg
Leu Trp
205

gag atg
Glu Met
220

gac tat
Asp Tyr

gca ttc
Ala Phe

ttc aat
Phe Asn

ggt atc
Gly Ile
285

gtt ttc
Val Phe
300

Glu Ile
110

ggt act
Gly Thr

tEtc tac
Phe Tyr

gce gtg
Ala val

cac gat
His Asp
175

atg cta
Mebt Leu
190

cag gaa
Gln Glu

gat cco
Asp Pro

cce ttg
Pro Leu

£ttt tac

Phe Tyr
255

cca caa
Pro Gln
270

cgt cte
Arg Leu

tgg cgg
Trp Arg

Lys

ttg
Leu

ctg
Leu

gec
Ala
160
gcc
Ala
ggce
Gly
caa

Gln

gat

gat
240
atg

Met

att
Ile

gac
Asp

gct
Alz

Arg

gga
Gly

cag
Gln
145

tac

aac
Asn

cte
Leu

cac
Hig

agc
Ser
225

cat
His

CGC
Pro

ctt
Leu

aac
Agn

gtg
Val
305

tac aca aac tec gge cto
Tyr Thr Asn Ser Gly Leu
3290

atg ctec atg ggt gtg geg
Met Leu Met Gly Val ala

335

453

501

549

597

645

693

741

789

837

885

933

981

1029

1077

1125



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345324 T3

gaa tcg cke gog ctg geg gtc ctg ttt toy ttg teg cac

Glu Ser Leu Ala Leu Ala Val Leu FPhe
340 345

tce gog gatk cge gat ccg acc goe cca
Ser Ala Asp Avg asp Pro Thr ala Pro
355 360

gtc gac tgg tte aag aca cag gte gaa
Val Asp Trp Phe Lys Thr Gln Val Glu
370 375

tte ctt t¢e ggb tge Lte acg gya ggt
FPhe Leu Ser Gly Cys Phe Thr Gly Gly
390

cdec ttg tte cea cge atg age age get
His Leu Phe Pro Arg Met Ser SeY Ala
405 410

aag gtc cge gea att tge goc aaa cac
Lys Val Arg Glu Ile Cys Ala Lys His
420 425

ccg tygyg atce cac caa aac bttt cte tec
Pro Trp Ile His Gln Asn Phe Leu Ser
435 440

gcc ggg acc ggh goc aac tgg ege <ag
Ala Gly Thr Gly Ala aAsn Trp Arg Gln
450 455

Ser

ctg
Leu

act
Thx

cte
Leu
38%

tog

agc
Gly

aceg
Thr

atg
Met

Leu

aaa
Lys

tec
Ser
380

azac

Asn

tat

gtc
val

gtc
Val

gcc
Ala
460

Ser

aag
Lys
365

tgc
Cys

£ttt
Fhe

coc
Pro

cac
His

cge
Arg
445

aga
Arg

His
350

acy
Thr

act

cag
Gln

tac

+fac
430
tac

Tyx

gaa
Glu

aat
Asn

gaa
Gly

tac
YT

gt
val

att
Ile
415

gco
Ala

atg
Met

aat
Asn

ttc
Phe

gaa
Glu

ggt
Gly

gaa
Glu
490

gcc
Ala

tac

Tyxr

cac
His

coe
Pro

gasa
Glu

cca
Pro

gga
Gly
385

cac
His

cee
Pro

ftac
T™yr

gcg
Ala

ttg
Leu
465

acc gga cogg gcg taa aagtacacga cacgaccaaa ggtggegtat ggtgatctct

Thr Gly Arg Ala
470

-1173

1317

1365

1413

1461

1509

1564

agaasacaga catagcctac tggaaatabtc gacgbccaaa caataatttt asagactatt 1624

tttetgegta aaaasaaaaa azadazaaz

<210>2

<211> 469

<212> PRT

<213> Phaeodactilum tricornutum

<400> 2

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu
1 5

Ala Lys His Asn Ala Ala Thr Ile
20

‘Arg Gln Arg Gln Thr Thr
10

1652

Ala Val
15

Ser Thr Gin Glu Arg Leu Cys Ser
25

30

Leu Ser Ser Leu Lys Gly Glu Glu Val Cys Ile Asp Gly Ile

35 40

Asp Leu Gln Ser Phe Asp His Pro

45

Gly Gly Glu Thr Ile Lys

Iie Tyr

Met Phe



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gly
65

Fhe

Gly

Gln
145

Tyr

Asn

Leu

His

Ser

225

His

Pro

50

Gly

Glu

Val

Glu

Trp
130
Tyr
Gly
His

Gly

Trp
210
Phe

Pro

val

Asn

Lys

Cys

Val

115

Phe

His

Ile

Gly

2la

i85

Thr

Gly

Alz

Leu

Asp

His

Glu

100

Phe

Phe

Trp

Ser

Ala

180

Asp

His

Ala

Ala

Val

Leu
8%

Tvr

Lys

Arg

val

Gln

165

Thx

Fhe

His

Glu

Thr

245

Gly

ES 2345324 T3

Thr

70

Giu

Lys

ITle

Ala

Thr

154G

Ser

Ile

Ala

Pro
230

Trp

Tvr

558

Val

Lys

Phe

Val

Phe

135

Met

Lys

Gly

215

Met

Trp

Gln

Met

Asp

Arg

120

Cys

Gly

Ile

Gly
2900
Thr

Leu

Leu

Tyr

Lys

Thr

108

Arg

Thx

Gly

Fro

185

Ser

Leu

Arg

Ser

Lvs

Arg

290

Glu

Gly

Ile

Ser

Het

170

Trp

Lys

His

Phe

Ehe

250

ala

Met

75

val

Fhe

Lys

Ala

Trp

iz5

Asn

Val

Trp

Ala

Asn

235

Glno

val

€0

ile

Gly

Glu

ASp

Ile

140

Leuy

val

Asn

Leu

Glu

220

Asp

Ala

FPhe

His

Lvs

Phe

125

Phe

Leu

Gln

Asp

Trp

205

Met

Phe

Fro

val

Glu

110

Gly

Phe

Ala

His

Met

190

Gln

Asp

Pro

Phe

Pro

Twr

Thr

25

Ile

Thr

Ty

val

Asp

175

Leu

Glu

Pro

Leu

Tyr
255

Gln

His

80

ASp

Lys

Leu

Lau

Ala

160

Ala

Gly

Gln

Asp

Asp

240

Met

Ile



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu

Asn

Val

305

Leu

Ala

Glu

Preo

Gly

385

His

Pro

Tyr

Ala

Leu
465

<210>3
<211> 1434
<212> DNA

ASH

Ala
230

TvYr

Glu

Gla

Ser

Val

370

Phe

His

Lys

Pro

Ala

450

Thy

Leu

275

Phe

Ile

Trp

Ser

Ala

355

ASD

Leu

Leu

Val

Trp
435

Gly

Gly

260

Gln

Ile

Ala

Ser

Leu

340

ASp

Trp

Ser

Phe

Arg

420

Iie

Arg

Gln

His

val

Trp

325

Ala

Arg

Phe

Gly

Pro

405

Glu

His

Gly

Ala

<213> Phaeodactilum tricornutum

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1434)

Arg

Ser

ASn

310

Arg

Leu

Asp

Lys

Cys

390

Arg

Ile

Gln

Ala

ES 2345324 T3

Gly

Arg

295

Val

Val

Ala

Pro

3758

FPhe

Met

Cys

Asn

Asn
455

Ala

280

Arg

Tie

Phe

Val

Thr

380

Gln

Thr

Ser

aAla

Phe
440

Trp

265

Leu
Livs
Ala
Gly
Leu
345
Ala
val
Gly
Ser
Lys
425

Leu

Arg

Ser

Tyr

Bro

Asn

330

Bhe

Pro

Glu

Gly

Ala

410

His

Ser

Gln

val

Ala

FPhe

315

Ile

Ser

Leu

Thr

Leu
385

Trp

Gly

Thr

Met

Gly

val
300

Tyr

Met

Leun

Lys

Ser

380

Ast

Tyr

Val

Val

Ala
460

Ile
285

Phe

Leu

Ser

Lys

365

Cys

FPhe

Pro

His

Arg

445

Arg

270

Arg

Trp

Met
His
350

Thr

Gln

Ty

Tyr
430

Glua

Leu

Arg

Sar

Gly

335

Asn

Gly

Tvr

Val

Tle

415

Ala

Met

Asn

Asp

Ala

Gly

320

Vail

Phe

Glu

Gly

Glu

400

Ala

His

Pro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 3
atg
Met

cgc
Arg

geo
aAla

gasa
Glu

acg
Thr
65

aag
Lys

ceyg

ggc
Gly

aag
Lys

tgg
Trp

cat
His
50

gac
Asp

aag
Lys

cag

asa
Lys

atc
Ile

atc
Ile
35

cCC
Pro

att
Ile

Lec
Phe

caa

gga
Gly

agt
Ser
20

att
Ile

gga
Gly

tte
Phe

tac
Tyr

atc

aggg
Gly

tag
Trp

cac
His

ggc
Gly

gct
Alz

att
Ile
85

gcc

gac
Asp

cag
Gln

tea
Ser

gce
Ala

gce
Ala
70

ggc
Gly

ttt

ES 2345324 T3

gct
Ala

gaa
Glu

aat
Asn

gte
Val
55

ELt
Phe

gaa
Glu

gaa

cgg
Arg

gte
val

aag
Lys

att
Ile

cac
His

ttyg
Leu

aag

gce
Ala

aaq
Lys

gtc
Val

ttc
Phe

geca
Ala

cte
Leu

ggc

tcg
Ser
310

acc

tag
v

acg
Thr

cee
Pro

ccg
Ero
90

tac

aag
Lys

cac
His

gac
Asp

cac
His

gga
Gly
75

gaa
Glu

cgce

ggc
Gly

gcg
Ala

gtg
vVal

gee
Ala
60

teg
Ser

ace
Thr

gat

tca
Ser

tet
Ser

tce
Ser
45

ggt
Gly

cac
Gln

acc

ctg

acyg
Thr

ccg
Pro
30

aac
Asn

gac
Asp

tcg
Ser

ggc
Gly

agc

gcyg
Ala
15

gag
Glu

tgg
Trp

gac
Asp

ctec
Leu

aay
Lys

£ce

got
ala

gac
AsSp

cac
His

atyg
Met

atg
Met
80

gag
Glu

aaa

48

96

144

182

240

288

336



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro

cte
Leu

aag
Lys

Tttt
FPhe
145

gga
Gly

cac
Hie

tgg
Trp

cac
His

gcg
Ala
225

tce
Ser

gat
Asp

ttt
Phe

aag
Lys

cte
Leu
305

ctyg
Len

Gln

ate
Ile

tgc
Cys
3¢

tac

aca

cag
Gln

ggyg
Gly

aac
Asn
210

caa
Glin

gtc
val

flale
Ser

cca
Pro

tgc
Qvs
290

aay

Lys

ctyg
Leu

Gln

atyg
Met
115

ctc
Leu

tcg
Ser

tte
Fhe

gte
Val

a2ac
Asn
185

gga
Gly

gat
Asp

cag
Gln

ggt
Giy

atc
Ile
275

gcc

Ala

gce
Ala

cac
Hisg

Ile
1q00

atyg
Met

age
Ser

gac
Asp

ok o% 21
Fhe

ttc
Phe
180

cie

Leu

cac
His

a9d
Gly

caa
Gln

Lty
Leu
2560

ttg
Leu

ttt
Phe

aag
Lys

tac

Ala

ggc
Gly

aac
Ban

cge

cag
Gln
165

ace
Thr

atg
Met

cac
His

gac
Asp

gee
Ala
245

gte
Val

ttg
Leu

999
Gly

ggt
Gly

gct
ala
325

ES 2345324 T3

Phe Glu Lys

atg ttc aag
Met Phe Lys
120

atg goee att
Met Ala Ile
135

tte tgg gta
Phe Trp Vval
150

cag tcg gga
Gln Ser Gly

aag cgc aag
Lys Arg Lys

cag ggt tac

Gln Gly Tyr
2040

gce gte cca
Ala vVal Pro
215

cecg gac atc
Pro Asp Ile
230

cag tet tac
Gln Ser Tyr

aag ttc atg
Liys Phe Met

ctc gee cgo
Leu Ala Arg
280

ctt gga gct
Leu Gly Ala
295

ctt cag tac
Leu Gln Tvr
310

tgg atg ctt
Trp Met Leu

Gly
105

tce
Ser

tog
Trp

cac
His

tgo
Trp

cac
Hig
185

tac
Ser

aac
Asn

gat
ASp

<gyg
ATy

atc
Ile
265

ctg

Leu

gcg
Ala

cCco
Pro

aca
Thr

™r Arg

aac aag
Asn Lys

gce gec
Ala Ala

ctg geo
Leu Ala
155

ttg gca
Leu Ala
170

ggg gat
Gly Rsp

gta cag
val Gln

cto cac
Leu His

acc atyg
Thr Met
235

gaa ctc
Glu Leu
250

cgt =zac
Arg Asn

teg tgg
Sexr Trp

tcg gag
Ser Glu

ctt ttg
Leu Leu
315

gtt teg
val Ser
330

Asp

tgg
Trp

gcc
Ala
1la0

age
Ser

Cad
His

cte
Leu

‘tgg
Trp

tgc

Cys
220

coo
Pro

caa
Gln

caa
Gln

ttg
Leu

aac
Asn
300

gaa

Glu

tco
Ser

deu

tte
Phe
125

tgt
Cys

gco
Ala

gac
ASp

gga
Gly

tgg
Trp
205

tco
Ser

¢ttt
Leu

goe
Ala

tce
Ser

aac
Asn
285

gct
Ala

aad
Lys

ggc
Gly

Arg
110

tac

Tyr

gct
Ala

gtc
val

ol ol o
Fhe

gga
Gly
150

aaa
Lys

tce
Ber

oLe
Leu

gac
ASD

tac

Tyr
270

gag
Glu

get
Ala

gct
2la

ttt
Phe

Ser Lvys

gte tac
Val Tyr

cte gte
Leu Val

atg ctg
Met Leu
160

ctg cac
Lew His
175

ctc sttt
L.eu Phe

aac aag
Asn Lys

gca gtc
Ala val

goe tog
Ala Trp
240

gga aag
Gly Lys
2535

ttt tac
Phe Tvr

tece tte
Ser Phe

ctc gaa
Leu Glu

ggc atc
Gly Ile
320

gga cge
Gly Arg
335

384

432

480

528

376

624

672

720

768

816

864

D12

9690

1008
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tte teg tte
Phe Ser FPhe

tgt gga ttc
Cys Gly Phe

355

gce acc tac
Ala Thr Tyr
370

ace acg act
Thr Thr Thr

385

gte gac tgg
vVal Asp Trp

ttc ce¢ age
Phe Pro Ser

gaa tcg ttce
Glu Ser Fhe

435

gtg gac ggg
vVal asp Gly
450

gaa tte gteo
Glu Phe Val

4465

<210> 4
<211> 477
<212> PRT

gy
2Ala
340

ttg
Leu

aat
AsT

cge
Arg

tte
Phe

ctyg
Leu
420

tge
Cys

ace
Thr

gtg
val

tac
Tyr

cte
Leu

gce
Ala

aac
Asn

tgt
Cys
405

coc

Pro

aag
Lys

aty
Met

gat
Asp

<213> Phaeodactilum tricornutum

<400> 4

Met

Arg

Ala

Glu

Thr
65

Gly Lys

Lys Ile

Trp Ile

His Pro

50

Asp Ile

35

20

acc
Thr

gcc

Ala

gac
Asp

gtc
vVal
390

ggt
Gly

cga
Arg

gag
Elu

gaa
Glu

ot of of
Phe
470

Gly Gly Asp

5

Ser Trp Gln

ES 2345324 T3

gca
Ala

att
Ile

gcc
Ala
375

acg

ggc
Gly

cac
Hisg

tog
Trp

gtc
Val
455

gta
val

70

ol of o4
Phe

gte
Val
360

cgt
Arg

ggc
Gly

ote
Leu

aal
Agn

ggt
Gly
440

ttg

Leu

cgc
Aryg

Ala

Glu

ITle His Ser Asn

Gly Gly ala val

55

Phe Ala ala FPhe

tac
Tvr
345

Lttt
Phe

Qeg
FPro

gga
Gly

cag
Gln

cty
Leu
425

gtc
Val

cac
His

gat
Asp

Arg

val

Lys

Ile

tEt
Phe

ggc
Gly

gac
ASp

cac
His

tac

™vr
410

gcc

Ala

cag
Gin

cat
His

gga
Gly

2la
Lys

25
Val

Phe

Ala

cta
Leu

ctc
Leu

tte
Fhe

ggt
Gly
395

caa
Gln

aag
Lys

tac
TyY

ttg
Leu

cog
Pro
475

Ser
10

Thr

Pro

acc
Thr

ggc
Gly

teg
Trp
38

ttc
Phe

gte
val

aca
Thr

cac
His

ggc
Gly
460

goe
Ala

1ys

His

ASP

His

Gly
5

gcg
ala

cac
His
365

aag
Lys

[afale]
Pro

gac
AsSp

cac
His

gaa
Glu
445

agc

Ser

atg
Met

acc
Thr
350

aac

Asn

cte
Leu

caa
Gln

cac
Hig

gca
Ala
430

gac
Ala

gtg
val

taa

gcg
Ala

gge
Gly

caa
Gln

goc
Ala

cac
His
415

ctyg
Lau

gac
AED

gec
Ala

tee
Ser

atg
Met

gtc
Val

EEE
Phe
400

tta

Leu

gte
Val

ctt
Leu

ggc
Gly

1056

1104

1152

1200

1248

1286

1344

1392

1434

Gly Ser Thr Ala Ala

is

Ala Ser Pro Glu Asp

30

Val Ser Asn Trp His

45

Ala Gly Asp Asp Met

&0

Ser Gln Ser Leu Met

80
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Lys

Pro

Leu

Lys

Phe

145

Gly

His

Trp

His

Ala

225

Ser

Asp

Lys

Gln

Ile

Cys

130

Tyr

Thr

Gln

Gly

Asn

210

Gln

val

Ser

Phe

Gln

Met

115

Leu

Ser

Phe

val

Asn

195

Gly

AsD

Giln

Gly

Ile

160

Met

Ser

Asp

Phe

Fhe

180

Leu

His

Gly

Gln

Leu
260

Ile
B5
Ala

Gly

Agn

Gln
165

Thr-

Met

His

Asp

ala

245

val

Gly

Phe

Met

Met

Fhe

150

Gln

Lys

Gln

Pro
230

Gln

Lys

ES 2345324 T3

Glu

Glu

Phe

2Ala
135

Trp

Ser

Arg

Gly

Val

215

ASp

Ser

Phe

Leu

Lys

Ivs

120

ITle

Val

Gly

Lys

200

Pro

Ile

Tvr

Met

Leu
Gly
10%

Ser

Trp

His

Trp

His

183

Ser

Asp

Arg

Ile
265

Pro
g0

Tyr

Ala

Leu

Leu

170

Gly

Val

Leu

Thz

Glu

250

Arg

Glu

Arg

Lys

Ala

Ala

155

Ala

Asp

Gin

His

MeC

235

Len

Asn

Asp

Tip

Ala

140

Sar

His

Leun

Trp

Cys

220

Pro

Gln

Gln

Thr

Leu

Phe

123

Cys

Ala

Asp

Gly

Trp

208

Ser

Leu

Ala

Ser

Gly

Arg

110

Tyr

Ala

val

Fhe

Gly

190

Lys

Ser

Leu

ASp

270

LyS

95

Sexr

Val

Leu

Met

Leu

175

Leu

4Asn

Ala

Ala

Gly

255

FPhe

Glu

Lys

Tyr

val

Leyu

160

His

Phe

Lys

Val

Trp

240

Lys
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Phe Pro Ile Leu Leu
278

Lys Cys Ala Phe Gly
290

Leu Lys Ala Lys Gly
3405

Leu Leu His Tyr Ala
325

Phe Ser Phe Ala Tyr
340

Cys Gly Phe Leu Leu
355

Ala Thr Tyr Asn Ala
370

Thr Thr Thr Arg Asn
385

Val Asp Trp Phe Cys
405

Phe Pro Ser Leu Pro
420

Glu Ser Phe Cys Lys
435

Val Asp Gly Thr Met
450

Glu Fhe Val Val Asp
465

<210>5

<211> 1651

<212> DNA

<213> Phaeodactilum tricornutum
<220>

<221> CDS

<222> (67)..(1554)

Leu

Leu

Leu
310

Trp

Thr

Alas

Asp

val

390

Gly

Arg

Glu

Glu

Fhe
470

ES 2345324 T3

Alw

Gly

295

Gln

Met

Ala

Ile

Ala
375

Thr

Gly

His

Trp

vVal

455

Val

Arg
280

Ala

TyT

Len

Phe

val
360

Gly
Leu
Asn
Gly
440

Leu

Arg

Leu

Ala

Pro

345

Phe

Bro

Gly
Gln
Leu
425
Val

His

Asp

10

Ser

Ser

Leu

val

330

Phe

Gly

His

Tyr
410

Gln

Gly

Txp

Glu

Leau

315

Ser

Leu

Leu

Fhe

Gly Phe Pro

3585

Gln val Asp

Lys Thr His

Tvr His Glu

Leu Gly Ser
460

Leu
ASTL
300

Glu

Ser

Gly

380

Asn
285

Ala

Lys

Giy

ala

His

365

Lys

Glu

Ala

Ala

Phe

Thr

350

Asn

Leu

Ser Fhe
Leu Glu
Gly Ile

320
Gly Arg
335
Ala Ser

Gly Met

Glp Val

Gln Ala Phe

400

His His Leu

415

430

445

Pro Ala Met
- 475

2la Leu Val

Ala asp Leu

val Ala Gly
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<400> 5

ES 2345324 T3

gaagaaggaa catataaaag taagccatct cctcggcacc atctaaagac ctaatatcta 60

ctcgtc atg gtt cgc ttt tca aca gcc gect cta ctt tct ctg tcg aca
Met Val Arg Phe Ser Thr Ala Ala Leu Leu Ser Leu Ser Thr

ttg
Leu
15

ctt
Leu

gce
Ala

ctc
Leu

cca
Pro

gct
Ala
95

aca
Thr

ccg
Pro

gtg
val

ccc
Pro

atg
Met
80

ctt
Leu

1

act
Thx

aca
Thr

gce
Ala

ctt

Leu’

65
atg
Met

tcc
Ser

tca
Sexr

agt
Ser

gtc
val
50

ccc
Pro

gac
Asp

gtc
val

tgt
Cys

agg
Arg

gac
Asp

aac
Asn

ttg
Leu

cga

att
Ile
20

ctt
Leu

tce
Ser

aac
Asn

aaa
Lys

gcg
Ala
100

5

ggt
Gly

cgt
Arg

ggt
Gly

aat
Asn

ggt
Gly
85

‘gaa

Glu

gcc

cgg
Arg

tct
Ser

gat
Asp
70

att
Ile

gat
Asp

ttc
Phe

cat
His

tcc
ser
55

aat
Asn

gct
Ala

ttt
Phe

11

10

cag ctg tct

Gln

acg
Thr
40

gat
Asp

gag
Glu

ctg
Leu

cct
Pro

Leu
25

aac
Asn

ccyg
Pro

gac
Asp

tct

Ser-

cag
Gln
105

Ser

acg
Thr

gcc
Ala

aag
Lys

ggt
Gly
90

gcg
Ala

tcg
Ser

gcg
Ala

ttg
Leu

aac
Asn
75

cte

Leu

aaa
Lys

cca
Pro

ccg
Pro

gta
val
60

cgt
Arg

aaa
Lys

gac
AsSp

gca caa
Ala Gln
30

ctt tcg
Leu Ser
45

ggc aac
Gly Asn

aga atg
Arg Met

ggg caa
Gly Gln

ttg cgt
Leu Arg
110

108

156

204

252

300

348

396
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gcc
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

cct
Pro

ctt
Leu
175

cga

Arg

gtg
Val

acc
Thr

aag
Lys

ttt
FPhe
255

ttg
Leu

ggt
Gly

tcg
Ser

gaa
Glu

ctc

gtc
val

tat
Tyr

gcg
Ala

ctc
Leu
160

tgg
Trp

tcc
Ser

cca
Pro

aat
Asn

gag
Glu
240

ggt
Gly

cat
His

gga
Gly

acg
Thr

aag
Lys
320

att

att
Ile

ctt
Leu

aac
Asn
145

tgg
Trp

gtg
val

ctc
Leu

tac
Tyr

cat
His
225

ggc
Gly

aaa
Lys

ctc
Leu

cCC
Pro

cca
Pro
305

gtc
val

gct

ccg
Pro

tce
Ser
130

ctc
Leu

gcg
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

ttt
Phe
210

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

atc
Ile

gac
Asp
290

aca
Thr

tac
TYY

tag

aaa
Lys
115

gtt
val

ctt
Leu

gce
Ala

gcc
Ala

gat
Asp
195

agt

Ser

gaa
Glu

aag
Lys

aag
Lys

gtg
Val
275

cgt
Arg

cag
Gln

cag
Gln

acc

gat
Asp

tca
Ser

agt
Ser

tac
Tyr

cac
His
180

gcc
Ala

tgg
Trp

ctg
Leu

agc
Ser

ggc
Gly
260

gga
Gly

ggt
Gly

CcCC.

Pro

tca
Ser

gce

ES 2345324 T3

tgc
Cys

act
Thr

gtg
val

ggt
Gly
165

gaa
Glu

gtg
val

cag
Gln

ggg
Gly

ctg
Leu
245

atg
Met

tgg
Trp

atg
Met

aag
Lys

gat
Asp
325

act

ttc
Phe

atg
Met

ctc
Leu
150

gcce
Ala

tgc
Cys

ggg
Gly

cga
Arg

gaa
Glu
230

gcg
Ala

aaa
Lys

ceca
Pro

acc
Thr

aaa
Lys
310

att
Ile

tcg

gaa
Glu

ggg
Gly
135

gat
ASp

gte
Val

gga
Gly

tac

tcg
Ser
215

aca
Thr

ctc
Leu

gca
Ala

gcc
Ala

aac
Asn
295

gaa

Glu

gga
Gly

.ggt

cce
Pro
120

aca
Thx

cccC
Pro

acg

.Thr

cac
His

att
ITle
200

cat

His

cac
His

cgce
Arg

tac

Tyr

tac
TYyT
280

cat
His

ctt
Leu

atc
Ile

cta

12

gac
Asp

att
Ile

tce
Ser

ggg
Gly

ggc
Gly
185

atc

Ile

gecc
Ala

gtt
val

cag
Gln

gga
Gly
265

cte
Leu

ttt
Phe

ttc
Phe

gcc
Ala

gce

acg
Thr

ctc
Leu

-aat

Asn

acg
Thr
170

gcc
Ala

cat
His

gtg
val

cct
Pro

ttc
Phe
250

ggc
Gly

ctg
Leu

tat
Tyr

cct
Pro

gce
Ala
330

ccC

gce
Ala

tgc
Cys

cca
Pro
155

gtc
val

ttt
Phe

tcc
Ser

cat
His

gat
Asp
235

atg
Met

ctc
Leu

atc
Ile

cce
Pro

ggg
Gly
315

gtt
val

gtc

aaa
Lys

tcc
Ser
140

tta

Leu

gcc
Ala

tcc
Ser

atc
Ile

cac
His
220

cga

ttg
Leu

cag
Gln

ggt
Gly

aac
Asn
300

aac
Asn

gtc
val

atg

tcg
Ser
125

gte
val

acc

atg
Met

aaa
Lys

atg
Met
205

cag

Gln

gce
Ala

gat
Asp

tcg
Ser

gcg
Ala
285

cct
Pro

tgg
Trp

ggc
Gly

gcc

ttg
Leu

gtc
val

tgg
Trp

ggg
Gly

aac
Asn
190

ctg
Leu

tat

gat
Asp

tce
Ser

ttt
Phe
270

acc
Thr

ttg
Leu

aaa
Lys

gcc
Ala

ttg

444

492

540

588

636

684

732

780

828

876

924

972

1020

1068

1116
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Leu
335

tac

tgg
Trp

cac
His

aaa
Lys

aca
Thr
415

gct

ctc
Leu

gga
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu
495

I 1‘e

ggt
Gly

ttg
Leu

aac

ctt
Leu
400

acg

Thr

cag
Gln

tat
Tyr

tgt
Cys

gga
Gly
480

taa

Ala

ggt
Gly

caa
Gln

ttt
Phe
385

gat
Asp

cat
His

att
Ile

gac
Asp

act
Thr
465

ata
Ile

Trp

cCccC
Pro

cat
His
370

gtce
val

ccc

Pro

gtg
val

gct
Ala

ceg
Pro
450

gca
Ala

gaa

Glu

Thr

ttg
Leu
355
aca
Thr

aag
Lys

tgg
Trp

gca
Ala
acc
435
aca

Thr

gta
val

gat
Asp

Ala
340

atc

Tle

gat

ggc
Gly

gga
Gly

cac
His
420

gat

cca
Pro

gag
Glu

ttg
Leu

ES 2345324 T3

Thr

gtc
Val

acc
Thr

gca
ala

atc
Ile
405

cat
His

gcc
Ala

att
Ile

caa
Gln

gtg
val
485

Ser

att
Ile

gat
Asp

ctg
Leu
390

ata
Ile

ttt
Phe

atc
Ile

cca
Pro

cgc
Arg
470

gaa
Glu

Gly

aat
Asn

gtt
val
375

cat
His

gac
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

caa
Gln
455

ggt.
Gly

cat
His

Leu

gce
Ala
360

ccg

Pro

acg
Thr

ttt
Phe

agt
Ser

gcc
Ala
440

gce

.Ala

gac
ASp

cgt
Arg

Ala
345

tgg
Trp

cac
His

atc
Ile

ctg
Leu
act
425
aag

Lys

atg
Met

gcc
Ala

caa
Gln

Pro

ctg
Leu

ttt
Phe

gat
Asp

cac
His
410

atc
Ile

ttt
Phe

tagg
Trp

tgg
Trp

agc
Ser
490

Aral

gta
val

tcc
Ser

cgt
Arg
395

cac
His

cce
Pro

cca
Pro

cgc
Arg

gtg
val
475

aaa
Lys

agcaacatat cgctttatgg aagaacaaac gtccattgtg

ataatttcaa tattgtgttt tgttttaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa

<210> 6
<211> 495
<212> PRT

<213> Phaeodactilum tricornutum

<400> 6

Met

ctg
Leu

tcc
Ser
380

cec
Pro

aag
Lys

cac
His

gaa
Glu

gtc
val
460

tgg
Trp

tta
Leu

Ala

tac
365
gac

Asp

tac
Tyr

att
Ile

tat

gtg
val
445

gcc
Ala

aaa
Lys

teg
Ser

Leu
350

acg

Thr

aac
Asn

gac
Asp

gga
Gly

aag
Lys
430

tac

aag
Lys

aac
Asn

agc
Ser

taaaaccctg

1164

1212

1260

1308

1356

1404

1452

1500

1548

1604

1651

Met Val Arg Phe Ser Thr Ala Ala Leu Leu Ser Leu Ser Thr Leu Thr

1

5

10

15

Thr Ser Cys Ile Gly Ala Phe Gln Leu Ser Ser Pro Ala Gln Leu Pro
20

13

25

30
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Thr

Ala

Leu

65

Met

Ser

Leu

Asn
145

Trp

vVal

Leu

Tyr

His

225

Gly

Lys

Leu

Pro

Pro

305

val

Ala

Ser

vVal

50

Pro

Asp

val

Pro

Ser

130

Leu

Leu

Gln

Phe

210

Met

Glu

Asp

Ile

Asp

290

Thr

Tyr

Trp

Arg

35

AsSp

Asn

Leu

Arg

Lys

115

val

Leu

Ala

Ala

Asp

185

Ser

Glu

Lys

Lys

val

275

Arg

Gln

Gln

Leu

Ser

Asn

Lys

Ala

100

Asp

Ser

Ser

His
180

Ala

Trp

Leu

Ser

Gly

260

Gly

Gly

Pro

Ser

Ala

ES 2345324 T3

Arg Arg His

Gly

Asn

Gly

85

Glu

Cys

Thr

val

Gly

165

Glu

Val

Gln

Gly

Leu

245

Met

Trp

Met

Lys

Asp

25

Thr

Ser

Asp

70

Ile

Asp

Phe

Met

Leu

150

Ala

Cys

Gly

Arg

Glu

230

Ala

Lys

Pro

Thr

Lys

310

Ile

Ser

Ser

55

Asn

Ala

Phe

Glu

Gly

135

Asp

val

Gly

Tyr

Ser

215

Thr

Leu

Ala

Ala

Asn

295

Glu

Gly

Gly

Thr

40

Asp

Glu

Leu

Pro

Pro

120

Thr

Pro

Thr

His

Ile

200

His

His

Arg

280

His

Leu

Ile

Leu

Pro

Asp

Ser

Gln

105

Asp

Ile

Ser

Gly

Gly

185

Ile

val

Gln

Giy

265

Leu

Phe

Phe

Ala

Ala

14

Thr

Lys

Gly

90

ala

Thr

Leu

Asn

Thr

170

Ala

His

val

Pro

Phe

250

Gly

Leu

Tyr

Pro

Ala

330

Pro

Ala

Leu

Asn

75

Leu

Lys

Ala

Cys

Pro

155

val

Phe

Ser

His

Asp

235

Met

Leu

Ile

Pro

Gly

315

val

val

Pro

val

60

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

140

Leu

Ala

Ser

Tle

His

220

Arg

Leu

Gln

Gly

Asn

300

Asn

val

Met

Leu

45

Gly

Arg

Gly

Leu

Ser

125

val

Thr

Met

Lys

Met

205

Gln

Ala

AsSp

Ser

Ala

285

Pro

Trp

Gly

Ala

Ser

Asn

Met

Gln

Arg

110

Leu

val

Trp

Gly

Asn

190

Leu

Tyr

ASD

Ser

Phe

270

Thr

Leu

Lys

Ala

Leu

Ala

Leu

Pro

Ala

85

Ala

Gly

Gly

Pro

Leu

175

Arg

Val

Lys
Phe
255

Leu

Gly

Ser

Glu

Leu
335

TYyr

val

Pro

Met

80

Leu

val

Ala

Leu
160

Trp

Ser

bPro

Asn

Glu

240

Gly

His

Gly

Thr

Lys
320

Ile

Gly
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Gly Pro
Gln His
370

Phe val
385

Asp Pro
His val
Ile Ala
Asp Pro

450

Thr Ala
465

Ile Glu
<210> 7

<211> 1578
<212> DNA

Leu

355

Thr

Lys

Trp

Ala

Thr

435

Thr

val

Asp

340

Ile Val

Asp Thr

Gly Ala

Gly Ile

405

His His
420

Asp Ala

Pro Ile

Glu Gln

Leu Val

<213> Physcomitrella patens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1578)

<400> 7

atg gta
Met Val

atc gac
Ile Asp

agt tat
Ser Tyr

cct ttg
Pro Leu
S0

gtg caa
val Gln

ttc
Phe

gtc
Val

gtg
vVal
35

aag

Lys

tgt
Cys

gcg
Ala

gag
Glu
20

tct

Ser

cgc
Arg

ata
Ile

485

ggc ggt
Gly Gly

cac att
His Ile

tca act
Ser Thr

ctg acg

Ile

Asp

Leu

390

Ile

Phe

Ile

Pro

Arg

470

Glu

Leu Thr S

tca gct
Ser Ala

ES 2345324 T3

Asn Ala

360

val Pro

378

His Thr

Asp Phe

Asp Ser

Lys Ala

Trp Leu

His Phe

Ile Asp

Leu His

410

Thr Ile

425

440

Gln 2Ala

455

Gly Asp

His Arg

gga ctt
Gly Leu

gcc agt
Ala Ser

gtt ggt
val Gly

40

agt aag

er Lys
55

gaa gtt
Glu val

cag
Gln

atg
Met
25

tecg
Ser

aag
Lys

cag
Gln

15

Lys Phe

Met Trp

Ala Trp

Gln Ser

490

cag ggc
Gln Gly
10

tct cte

Ser Leu

tgg agc
Trp Ser

cgt gtt
Arg Val

aga aat
Arg Asn

val

Ser

Arg
395

His

Pro

Pro

Arg

val
475

Lys

tct
Ser

ttc
Phe

gta
val

tcg
Ser
60

tcg
Ser

Leu

Ser
380

Pro

Lys

His

Glu

val
460

Trp

Leu

ctc
Leu

agc
Ser

cac
His

45
gaa

Glu

agt
Ser

Tyr
365

Asp

Tyr

Ile

VY
val
445

Ala

Lys

Ser

gaa
Glu

gac
AsSp
30

agt
Ser

agce
Ser

acc
Thr

350

Thr
Asn
Asp
Gly

Lys
430

Tyr
Lys
Asn

Ser

gaa
Glu
15

ttc
Phe

ata
Ile

gct
Ala

cag
Gln

Trp

His

Lys

Thr

415

ala

Leu

Gly

Glu

Glu
495

aac
Asn

tte
Phe

caa
Gln

gcc
Ala

gga
Gly

Leu

Asn

Leu
400

Thr

Gln

Cys

Gly
480

48

96

144

192

240
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act
Thr

tca
Ser

cac
His

gat
Asp

act
Thr
145

gct
Ala

agg

gct
Ala

gtt
Val

ata
Ile
225

atg
Met

ctc
Leu

tat
Tyx

gag
Glu

gcg
Ala

tct
Ser

aac

gtt
val
130

tat
Tyr

tct
Ser

gtg
val

ctt
Leu

atg
Met
210

ata
Ile

atg
Met

cac
His

gtg
val

aag
Lys
290

gad
Glu

cag
Gln

aag
Lys
115

tcc
Ser

ttt
Phe

aca
Thr

gag
Glu

ttc
Phe
195

aag
Lys

tgt
Cys

gct
Ala

aat
Asn

atc
Ile
275

cat
His

gca
Ala

tgg
Trp
100

cca
Pro

aat
Asn

gga
Gly

tgg
Trp

ccg
Pro
180

ctg
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

cag
Gin
260

ggc
Gly

aac
Asn

ctc
Leu
85

aag

Lys

agc
Ser

ttt
Phe

cga
Arg

aaa
Lys
165

act

‘Thr

agg
Arg

ctc
Leu

agc
Ser

tgt
Cys
245

gtg
val

aac
Asn

ctt
Leu

70

gca
Ala

aag
Lys

gat
Asp

gcg
Ala

gac
Asp
150

att
Ile

cca
Pro

gag
Glu

acg
Thxr

aag
Lys
230

ttc
Phe

ttt
Phe

gce
Ala

cat
His

ES 2345324 T3

gaa
Glu

tcg
Ser

tgc
Cys

gac
Asp
135

ggc
Gly

ctt
Leu

gag
Glu

caa
Gln

aat
Asn
215

act
Thr

caa
Gln

gag
Glu

gtt
val

cat
His
295

tca
Ser

aca
Thr

tgg
Trp
120

gag
Glu

aca

caa
Gln

ctg
Leu

ctt
Leu
200

gtt
val

att
Ile

cag
Gln

aca
Thr

ctg
Leu
280

gct
Ala

gtc
val

cac
His
105

att
Ile

cat
His

gat
AsSp

gac
Asp

ctg
Leu
185

ttc
Phe

gct
Ala

tca
Ser

tgc
Cys

cgc
Arg
265

ggg
Gly

gct
Ala

16

gtg
val
90

cce
Pro

gtt
val

ccc
Pro

gtt
val

ttt
Phe
170

aaa
Lys

aaa
Lys

att
Ile

gcg
Ala

gga
Gly
250

tgg
Trp

ttt
Phe

cca
Pro

75

aag
Lys

cta
Leu

gta
vVal

gga
Gly

tte
Phe
155

tac
TyTr

gat
Asp

agt
Ser

ttt
Phe

gtt
vVal
235

tgg
Trp

ctt
Leu

agt
Ser

aat
Asn

cce
Pro

tca
Ser

aaa
Lys

gga
Gly
140

tct
Ser

att
Ile

tte
Phe

teg
Ser

gct
Ala
220
ttg

Leu

cta
Leu

aat
Asn

aca

gaa
Glu
300

acg
Thr

gaa
Glu

aac
Asn
125

tca
Ser

agt
Ser

ggt
Gly

cga

aaa
Lys
205

gcg
Ala

gct
Ala

tce
Ser

gaa
Glu

ggg
Gly
285

tgc
Cys

aga
Arg

gta
val
110

aag
Lys

gtt
val

ttt
Phe

gac
Asp

gaa
Glu
190

ttg

Leu

agce
Ser

tca
Ser

cat
His

gtt

val
270

tgg
Trp

gat
Asp

cga
Arg
95

gca
Ala

gtg
val

att
Ile

cat
His

gtg
val
175

atg
Met

tac
Tyxr

att
Ile

gct
Ala

gat
Asp
255

gtc
val

tag
Trp

cag
Gln

80

agg
Arg

gta
val

tat
TYyY

agt
Ser

gca
Ala
160

gag
Glu

aga
Arg

tat

gca
Ala

tgt
Cys
240

ttt
Phe

ggg
Gly

aag
Lys

act
Thr

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912
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tac
305

agce
Ser

ctc
Leu

ggt
Gly

tca
Ser

ttt
Phe
385

tta
Leu

ttt
Phe

aaa
Lys

aac
Asn

cat
His
465

cct
Pro

gta
val

gtc
val

<210> 8
<211> 525
<212> PRT

caa
Gln

aag
Lys

caa
Gln

agt
Ser

cct
Pro
370

tgg
Trp

gta
val

gta
val

gaa
Glu

ata
Ile
450

cat

His

aga
Arg

tct
Ser

gcg
Ala

cca
Pro

gac

tac

tgg
Trp
355

gtc
val

ttoe
Phe

tgg
Trp

ttt
Phe

ttc
Phe
435

tte
Phe

ctt
Leu

gtg
val

att
Ile

gag
Glu
515

att
Ile

ata
Ile

cag
Gln
340

ctc
Leu

gac
Asp

gtc
val

atg
Met

gta
vVal
420

gtg
Val

aac
Asn

ttc
Phe

gag
Glu

gct
Ala
500

gct
Ala

<213> Physcomitrella patens

gat
Asp

ctg
Leu
325

cat
His

ttt
Phe

agg
Arg

ggag
Gly

gcg
Ala
405

ctt
Leu

agt
Ser

gac
Asp

cca
Pro

gtg
val
485

acc

Thr

gcg
Ala

gaa
Glu
310

gcc
Ala

ctg
Leu

tgg
Trp

ttg
Leu

aca
Thr
390

gtg
val

agc
Ser

gca
Ala

tgg
Trp

aca
Thx
470

ttc
Phe

ggc
Gly

gca
Ala

ES 2345324 T3

gat
Asp

aca
Thr

ttc
Phe

agce
Ser

ttg
Leu
375

gcg
Ala

act
Thr

cac
His

cag
Gln

ttc
Phe
455

atg
Met

tgt
Cys

act

gag
Glu

att
Ile

gtt
val

ttc
Phe

tgg
Trp
360

gag
Glu

tgc
Cys

gag
Glu

aat
Asn

atc
Ile
440

act
Thr

cce
Pro

aag
Lys

-tgc

Cys

cag
Gln
520

gat
Asp

gag
Glu

atg
Met
345

aga

aag
Lys

tat
Tyr

ctc
Leu

ggg
Gly
425

gta
Val

ggt
Gly

agg
Arg

aaa
Lys

aag
Lys
505

cat
His

act
Thx

aat
Asn
330

ggt
Gly

tat
YT

gga
Gly

ctt
Leu

atg
Met
410

atg
Met

tcc
Ser

ggc
Gly

cat
His

cac
His
490
gtt
val

gct
Ala

17

ctc
Leu
315

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

act
Thr

ctc
Leu
395

tcc
Ser

gag
Glu

aca
Thr

ctt
Leu

aat
Asn
475

ggt
Gly

ttg
Leu

acc
Thr

ccc
Pro

aca
Thr

tta
Leu

tct
Ser

gtt
val
380

cct

Pro

ggc
Gly

gtt
val

cgg

aac
Asn
460

tta

Leu

ctg
Leu

aaa
Lys

acc
Thr

-cte

Leu

tte
Phe

ttt
Phe

aca
Thr
365

ctg
Leu

ggt
Gly

atg
Met

tat

gat
Asp
445

agg
Arg

aac
Asn

gtg
val

gca
Ala

agt
Ser
525

att
Ile

ttg
Leu

ttc
Phe
350

gca
Ala

ttt
Phe

tgg
Trp

ctg
Leu

aat
Asn
430

atc

Ile

caa
Gln

aaa
Lys

tac

™vTr

ttg
Leu
510

taa

gcc
Ala

cga
Arg
335

gee
Ala

gtg
val

cac
His

aag
Lys

ctg
Leu
415

teg
Ser

aaa
Lys

ata
Ile

ata
Ile

gaa
Glu
495

aag
Lys

tgg
Trp
320

atc
Ile

cgt
Arg

ctc
Leu

tac
Tyxr

cca
Pro
400

ggc
Gly

tct
Ser

gga
Gly

gag
Glu

gca
Ala
480

gac

Asp

gaa
Glu

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1578
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<400> 8

Met

Ile

Ser

Pro

Val

65

Thr

Ser

His

145

Ala

Ala

Val

Ile

225

Met

Leu

Tyr

Val

Asp

Leu
50
Gln

Ala

Ser

val
130

Tyr

Ser

val

Leu

Met

210

Ile

Met

His

val

Phe

vVal

val

35

Lys

Cys

Glu

Gln

Lys

115

Sex

Phe

Thr

Glu

Phe

195

Lys

Ile
275

Ala

Glu

20

Ser

Arg

Ile

Ala

Trp
100

Pro

Asn

Gly

Trp

Pro

180

Leu

Leu

Trp

Leu

Gln

260

Gly

Gly

His

Ser

Leu

Ser

Leu

85

Lys

Ser

Phe

Arg

Lys

165

Thr

Arg

Leu

Ser

Cys

245

val

Asn

Gly

Ile

Thr

Thr

Ala

70

Ala

Lys

Asp

Ala

Asp

150

Ile

Pro

Glu

Thr

Lys

230

Phe

Phe

Ala

ES 2345324 T3

Gly

Ala

val

Ser

55

Glu

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Glu

Gln

Asn

215

Thr

Gln

Glu

Val

Leu

Sexr

Gly

40

Lys

val

Ser

Trp

120

Glu

Thr

Gln

Leu

Leu

200

val

Ile

Gln

Thr

Leu
280

Gln

Met

25

Ser

Lys

Gln

val

His

105

Ile

His

Asp

Asp

Leu

185

Phe

Ala

Ser

Cys

Arg

265

Gly

18

Gln
10

Ser

Trp

Arg

Arg

val

20

Pro

val

Pro

val

Phe

170

Lys

Lys

Ile-

Ala
Gly
250

Trp

Phe

Gly
Leu
Ser
val
Asn

75
Lys
Leu
val
Gly
Phe
155
ASp
Ser

Phe

val
235

Trp
Leu

Ser

Ser

Phe

val

Ser

60

Ser

Pro

Ser

Lys

Gly

140

Ser

Ile

Phe

Ser

Ala

220

Leu

Leu

Asn

Thr

Leu

Ser

His

45

Glu

Ser

Thr

Glu

Asn

125

Ser

Ser

Gly

Arg

Lys

205

Ala

Ala

Ser

Glu

Gly
285

Glu
Asp
30

Ser

Serxr

val

110

Lys

val

Phe

Asp

Glu

190

Leu

Ser

Ser

His

val
270

Trp

Glu

15

Phe

Ile

Ala

Gln

Axg

95

Ala

val

Ile

His

val

175

Met

Tyr

Ile

Ala

Asp

255

Val

Trp

Asn

Phe

Gln

Ala

Gly

Arg

val

Ser
Ala
160

Glu

Axrg

Ala.

Cys

240

Phe

Gly

Lys
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Glu

Tyr

305

Ser

Leu

Gly

Ser

Phe

385

Leu

Phe

Lys

His
465

Pro

Val

Val

<210>9
<211> 873
<212> DNA

Lys

290

Gln

Lys

Gln

Ser

Pro
370

Trp

val

val

Glu

Ile

450

His

Arg

Ser

Ala

His

Pro

Asp

Trp

355

val

Phe

Trp

Phe

Phe

435

Phe

Leu

val

Ile

Glu
515

Asn

Ile

Ile

Gln

340

Leu

Asp

val

Met

Val

420

val

Asn

Phe

Glu

Ala

500

Ala

<213> Physcomitrella patens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(873)

Leu

Asp

Leu

325

His

Phe

Arg

Gly

Ala

405

Leu

Ser

Asp

Pro

val

485

Thr

Ala

His

Glu

310

Ala

Leu

Txrp

Leu

Thr

390

val

Ser

Ala

Trp

Thr

470

Phe

Gly

Ala

ES 2345324 T3

His

295

Asp

Thr

Phe

Ser

Leu

375

Ala

His

Gln

Phe

455

Met

Cys

Thr

Glu

Ala Ala Pro

Ile

val

Phe

Trp

360

Glu

Cys

Glu

Asn

Ile

440

Thr

Pro

Lys

Cys

Gln
520

Asp

Glu

Met

345

Arg

Lys

Tyr

Leu

Gly

425

val

Gly

Arg

Lys

Lys

505

His

19

Thr

Asn

330

Gly

Tyr

Gly

Leu

Met

410

Met

Ser

Gly

His

His

490

val

Ala

Asn Glu Cys Asp Gln Thr

Leu

315

Lys

Leu

Thr

Thr

Leu

395

Ser

Glu

Leu

Asn

475

Gly

Leu

Thr

300

Pro

Thr

Leu

Ser

val

380

Pro

Gly

val

Arg

Asn

460

Leu

Leu

Lys

Thr

Leu

Phe

Phe

Thr

365

Leu

Gly

Met

ASp

445

Arg

Asn

Val

Ala

Ser
525

Ile

Leu

Phe

350

Ala

Phe

Trp

Leu

Asn

430

Ile

Gln

Lys

TYTr

Leu
510

Ala

Arg

335

Ala

vVal

His

Lys

Leu

415

Ser

Lys

Ile

Ile

Glu

495

Lys

320

Ile

Arg

Leu

Pro
400
Gly
Ser
Gly
Glu
Ala
480

Asp

Glu
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<400> 9

ES 2345324 T3

atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt

Met
1

cag
Gln

acg
Thr

gtc
val

tgg
Trp
65

ctc
Leu

ctg
Leu

tct
Ser

ctg
Leu

gtt
val
145

gtt
vVal

cac
His

gtg
vVal

agt
Sexr

aca
Thr
225

Glu val Val Glu Arg Phe Tyr Gly

ggc
Gly

cce
Pro

ctc
Leu
50

ata

Ile

caa
Gln

tat

ctc
Leu

gta
val
130

atc

Ile

tat

gct
Ala

cat
His

agc
Ser
210

caa
Gln

gtg
val

act
Thr
35

agt
Gly

aag
Lys

gct
Ala

atg
Met

tgg
Trp
115

tac

atg
Met

cat
His

cct
Pro

gtt
val
195

cca
Pro

ttc
Phe

aat
Asn
20

acc
Thr

gtt
val

gce
Ala

ttg
Leu

tgc
Cys
100

ggc
Gly

ttg
Leu

ata
Ile

cat
His

ggc
Gly
180

cte

Leu

aag
Lys

caa
Gln

5

gca
Ala

aaa
Lys

tect
Ser

agg
Arg

gtg
val
85

gtg
val

aat
Asn

ttc
Phe

ctg
Leu

tct
Ser
165

ggt
Gly

atg
Met

tta
Leu

atg
Met

ttg
Leu

ggc

ctg

ggt

agt

Leu Gly Ser

ttg

ccceC

Gly Leu Pro

gta
val

gat
Asp
70

ctt
Leu

ggc
Gly

gca
Ala

tac
Tyr

aag
Lys
150

tca
Ser

gaa
Glu

tat
Tyx

aaa
Lys

ttc
Phe
230

tac
Tyr

55
ctg
Leu

gtg
val

atc
Ile

tac

atg
Met
135

cge

att
Ile

gca
Ala

gcg
Ala
aat
215

cag
Gln

40
ttg

Leu

aaa
Lys

cac
His

gct
Ala

aat
Asn
120
tct
Ser

agc
Ser

tcc
Ser

tat

tat
200
aag

Lys

ttt
Phe

25

ctc
Leu

act
Thr

ceg
Pro

aac
Asn

tat

Tyr-

105
cct

Pro

aag
Lys

acc
Thr

ctce
Leu

togg
Trp
185

tac

tac
Tyr

atg
Met

20

gag

Glu
10

ttt
Phe

gtt
val

att
Ile

cge
Arg

ctg
Leu
90

cag

Gln

aaa
Lys

tac

Tyr

agg

att
Ile
170

tct

Ser

ttec
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu

ttg gat ggg aag gtc tcg

Leu

ggg
Gly

gac
AsSp

gte
val

gce
Ala
75

ttc
Phe

gct
Ala

cat
His

gtg
val

caa
Gln
155

tgg
Trp

gcg
Ala

ttg
Leu

ttt
Phe

aac
Asn
235

Asp ‘Gly Lys Val

gtg gag ttg

vVal

agt
Ser

att
Ile
60

tcg
Ser

tgt
Cys

att
Ile

aaa
Lys

gaa
Glu
140

ata
Ile

tgg
Trp

gct
Ala

gct
Ala

tgg
Trp
220

tta
Leu

Glu

cce
Pro
45

gga
Gly

gag
Glu

ttt
Phe

acc
Thr

gag
Glu
125

ttc
Phe

agc
Ser

gct
Ala

ctg
Leu

fofale:
Ala
205

ggc
Gly

gtg
val

Leu
30

aca

Thr

gag
Gly

cca
Pro

gcg
Ala

tgg
Trp
110
atg
Met

atg
Met

ttc
Phe

att
Ile
aac
190
tgc

Cys

agyg
Arg

cag
Gln

15
acg

Thr

ccc
Pro

ctt
Leu

ttt
Phe

cte
Leu
95

cgg

gcg
Ala

gat

ctce
Leu

gct
Ala
175

tca
Ser

ctt
Leu

tac

Tyr

gct
Ala

Ser

gat
Asp

atc
Ile

ttg
Leu

ttg
Leu
80

agt
Ser

tac

Tyr

att
Tle

acc
Thr

cac
His
160

cat
His

gga
Gly

cga
Arg

ttg
Leu

tac

Tyr
240

48

96

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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tac
Tyr

ttg
Leu

gta
val

act
Thr

<210> 10
<211> 290
<212> PRT

gac
Asp

ttc
Phe

caa
Gln

gag
Glu
290

atg aaa
Met Lys

tac

tac

260

aaa tac
Lys Tyr

275

tga

<213> Physcomitrella patens

<400> 10

Met

Gln

Thr

val

Trp
65

Leu-

Leu

Ser

Leu

val

145

Val

His

Glu

Gly

Pro

Leu

50

Ile

Gln

Tyr

Leu

val

130

Ile

Tyr

Ala

val

val

Thr

35

Gly

Lys

Ala

Met
Trp
115

Tyr

Met

Pro

val

Asn

20

Thr

val

Ala

Leu

Cys

100

Gly

Leu

Ile

His

Gly

atc
Ile

Glu

Ala

Lys

ser

Arg

val

85

val

Asn

Phe

Leu

Ser

165

Gly

aat gcg
Asn Ala

atc tcg
Ile Ser

aaa ccc
Lys Pro

Axg
Leu
Gly
val
Asp

70
Leu
Gly
Ala
Tyr
Lys
150

Ser

Glu

ES 2345324 T3

ceca
Pro

ttg
Leu

tct
Ser

tat cca
Tyr Pro

250

ctg ttt
Leu Phe

265

280

Phe

Leu

Leu

55

Leu

val

Ile

YL

Met

135

Arg

Ile

Ala

Tyr

Gly

Pro

40

Leu

Lys

His

Ala

Asn

120

Ser

Ser

Ser

gac gga
Asp Gly

Gly

Ser

25

Leu

Thr

Pro

Asn

105

Pro

Lys

Thr

Leu

Trp

21

caa tgg
Gln Trp

ctt ttc
Leu Phe

aag caa
Lys Gln

Glu

10

Phe

val

Ile

Arg

Leu

80

Gln

Lys

Tyr

Arg

Ile

170

Ser

Leu

Gly

Asp

val

Ala

75

Phe

Ala

His

val

Gln
155

Trp

Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys
285

AsSp

val

Ser

Ile

60

Ser

Cys

Ile

Lys

Glu

140

Ile

Trp

Ala

atc
Ile

aat
Asn
270

gga
Gly

Gly

Glu

Pro

45

Gly

Glu

Phe

Thr

Glu

125

Phe

Ser

Ala

Leu

aag
Lys
255

ttt
Phe

gct
Ala

Lys

Leu

30

Thr

Gly

Pro

Ala

Trp

110

Met

Met

Phe

Ile

Asn

att
Ile

tac
TYyTY

aaa
Lys

Val

15

Pro

Leu

Phe

Leu

95

Arg

Ala

ASp

Leu

Ala

175

Ser

768

816

864

873

Ser

Asp

Ile

Leu

Leu

80

Ser

Tyr

Ile

Thr

His

160

His

Gly
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180 185 190

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg
195 200 205

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu
210 215 220

Thr Gln Phe Gln Met Phe Gln Phe Met Leu Asn Leu Val Gln Ala Tyr
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20
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30
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40
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225

Leu

val

Thr

<210> 11
<211> 1526
<212> DNA

Asp

Phe

Gln

Glu
290

Met

Tyx

Lys
275

Lys

Tyr
260

Tyr

Thr

230

245

Met

Ile

<213> Phaeodactilum tricornutum

<220>
<221> CDS

<222> (92)..(1402)

<400> 11

Asn

Ile

Lys

Ala

Ser

Pro

Pro Tyr Pro Gln

250

Leu Leu Phe Leu

265

280

Ser Asp Gly Lys

235

Trp

Phe

Gln

Leu

Gly

Lys.

Ile Lys

255

Asn Phe

270

285

Gly aAla

240

Ile

Tyr

Lys

gcttcegtta gogtcccata gtttgttaca cttggctgtg aaacgaatac gttettggtc 60

tacttactac aacgaagcaa ccaccagcag c atg ggt aag gga ggt caa cga
Met Gly Lys Gly Gly Gln Arg

gct
Ala

agc
Ser

aag
Lys
40

ceg

Pro

atg
Met

gta
val

caa -
Gln
25

gat
Asp

aag
Lys

cgce
Arg

gct
Ala
10

agc

Ser

tcec
Ser

gaa
Glu

gat.
Asp

cce
Pro

aag
Lys

ccg
Pro

tgt
Cys

ctc
Leu

aag
Lys

gaa
Glu

gag
Glu

tte
Phe
60

gcc
Ala

agt
Ser

cag
Gln

ctg
Leu
45

caa

Gln

atg
Met

gcc
Ala

gta
val
30

cca

Pro

cgce
Arg

gct
Ala

acc agc
Thr Ser
15

tgg act
Trp Thr

acc aaa
Thr Lys

tca gcc
Ser Ala

gcc gece
Ala Ala

22

1

tct act
Ser Thr

tcg tcg
Ser Ser

gge- caa
Gly Gln
50

ttt tgg
Phe Trp
65

ttt tgc
Phe Cys

ggc agt
Gly Ser
20

tac aac
Tyr Asn
35

atc aag

Ile Lys

tct acc
Ser Thr

tac gga
Tyr Gly

5

gct
Ala

cct
Pro

gce
Ala

ttc
Phe

acc
Thr

acc
Thr

ctg
Leu

gtc
Val

tac

Tyr
70

tca
Ser

ctt
Leu

gcg
Ala

att
Ile
55

ctg
Leu

cag
Gln

112

160

208

256

304

352
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gtc
val

gct

JAla

ggg
Gly
120

tce

Ser

ctc
Leu

cga

aag
Lys

gcg
Ala
200

tgg
Trp

agt
Ser

dgcg
Ala

atc
Ile

gct
Ala
280

ctg

‘Leu

ctc
Leu

ctc
Leu
105

cct
Pro

cag
Gln

gtc
val

acc
Thr

gat
AsSp
185

tgg
Trp

tcg
Ser

acc
Thr

att
Ile

cgt
Arg
265

gga
Gly

tgg
Trp

tcc
Ser
90

ggc
Gly

tgg
Trp

acg
Thr

cce
Pro

aac
Asn
170

aac
Asn

cac
His

cac
His

gga
Gly

gcg
Ala
250

gcc
Ala

ctc
Leu

tac
TyYr

75

acc
Thr

tgg
Trp

gta
val

tte
Phe

tac

Tyr
155

cat

His

ggc
Gly

gag

Glu

ttg
Leu

aag
Lys
235

gat
Asp

aag
Lys

ttg
Leu

tgg
Trp

gac
Asp

ggc
Gly

gtt
vVal

aat
Asn
140

£ttt
Phe

ctg
Leu

ctce
Leu

gece
Ala

ttc
Phe
220

ctt

Leu

cac
His

att
Ile

tat

gga
Gly
300

ctt
Leu

gtc
val

gcg
Ala
125

gac
Asp

gce
Ala

gtg
val

g9g
Gly

atg
Met
205

gte

val

gcg
Ala

ttt
Phe

gcce
Ala

gtc
val
285

ccyg
Pro

ES 2345324 T3

ccc
Pro

tac

Tyr
110

cac
His

gtg
val

tgg
Trp

gac
Asp

ceg
Pro
190

gga
Gly

ggc
Gly

cac
His

cga
Arg

ctt
Leu
270

ggt
Gly

tac
TYY

caa
Gln
95

gcc
Ala

gaa
Glu

gtc
val

cag
Gln

ggc
Gly
175

cac
His

gac
Asp

tgg
Trp

gaa
Glu

ccc
Pro
255

tce

Ser

aca
Thr

acc
Thr

80

gac
Asp

tet
Phe

tgt
Cys

ggc
Gly

tac
Tyr
160

gag
Glu

aac
Asn

ggc
Gly

cct
Pro

ggt
Gly
240

agc
Ser

agc
Ser

cag
Gln

ttt
Phe

23

gcc
Ala

tgg
Trp

gga
Gly

ttt
Phe
145

acc
Thr

tce
Ser

gag
Glu

gce
Ala

ctec
Leu
225

tag
Trp

tct
Ser

gcg
Ala

gtc
vVal

gte¢
val
305

acg
Thr

atg
Met

cac
His
130
atc

Ile

cac
His

cac
His

cga
Arg

ttt
Phe
210

tac

tgg
Trp

cce
Pro

acg

Thr

gga
Gly
290

aac
Asn

ctc
Leu

gga
Gly
115

ggc
Gly

gtc
Val

gcg
Ala

gtc
val

aac
Asn
195

gcc
Ala

ttg
Leu

ctg
Leu

atg
Met

gaa
Glu
275

cac

His

gct
Ala

att
Ile
100

acc

gct
Ala

cac
His

aaa
Lys

cct
Pro
180

tcc
ser

gtc
val

gce
Ala

gaa
Glu

ttc
Phe
260

ctc

Leu

ctt
Leu

tgg
Trp

85

ctg
Leu

att
Ile

tac
TyY

caa
Gln

cac
His
165

tct
Ser

ttc
Phe

ttt
Phe

ggt
Gly

gaa
Glu
245

cCccC
Pro

gce
Ala

ccc
Pro

ctt
Leu

ccc
Pro

ctc
Leu

tce
Serxr

gct
Ala
150

cac
His

acc
Thr

tac
Tyr

caa
Gln

ctg
Leu
230

cgg

gce
Ala

gtg
val

gtc
Val

gta
Val
310

tgg
Trp

acc
Thr

gac
Asp
135

ttg
Leu

cgt
Arg

gee
Ala

gcc
Ala

gtc
val
215

gce
Ala

aac
Asn

aag
Lys

ctc
Leu

ctg
Leu
295

ctc
Leu

400

- 448

496

544

592

640

688

736

784

832

880

928

976

1024
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tac
Tyr

ggc
Gly

tac
Tyr

gta
val
360

acg

gat
Asp

cac
His

aac
Asn

acg
Thr

gag
Glu

ggc
Gly
345

cac
His

caa
Gln

ceg
Pro

tat
Tyr

gtg
val
425

tgg
Trp

tgg
Trp
330

atc

Ile

cat
His

aag
Lys

acc

gtg
val-
410

ccg
Pro

ctg
Leu
315

acc
Thr

ttc
Phe

ttg
Leu

gtc
vVal

cce
Pro
395

gag
Glu

ctg
Leu

cag
Gln

tgg
Trp

gat
Asp

tte
Phe

aag
Lys
380

tgg
Trp

tca
Ser

act
Thr

cat
His

gtc
Val

tte
Phe

cac
His
365
gaa

Glu

tac
Tyr

aac
Asn

aag
Lys
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acg
Thr

aag
Lys

ttt.
Phe-

350

gaa
Glu

ttt
Phe

aag
Lys

gag
Glu

gat
Asp
430

gac
Asp

ggc
Gly
335

cac
His

atg
Met

ttg
Leu

gce
Ala

ggt
Gly
415

gtg
-Val

ccg
Pro
320

gcg
Ala

cac
His

ccc
Pro

gaa
Glu

atg
Met
400

gtg
val

cga
aArg

tcc
Ser

ctc
Leu

acc
Thr

tgg
Trp

cce
Pro
385

tgg
Trp

cag
Gln

aac
Asn

atc
Ile

tet
Ser

atc
TIle

tac
Tyx
370

cag

Gln

cge
Arg

tat
Tyr

aaa
Lys

gaaaaagtgc caccgacgca taattttaca atcctaccaa

tttcgcttaa aagatagttt tttctaccat ctgtgtagtce

aaaa

<210> 12
<211> 436
<212> PRT

<213> Phaeodactilum tricornutum

<400> 12

Met Gly
1

Ser Thr

Ser Ser

35

Lys Gly Gly

Gly Ser Ala

20

Tyr Asn Pro

5

Gln

Thr

Gly Gln Ile Lys Ala Vval
50

Phe Trp

Ser Thr Phe

Tyr

Arg

Leu

Leu Ala

Ile
5%

Leu

Ala vVal Ala
10

Ser Gln Ser

Lys Asp Ser

40

Pro Lys Glu

Met Axrg Asp

25

24

ccg
Pro

acc
Thr

ggt
Gly
355

aat
Asn

ggc
Gly

att
Ile

ttc
Phe

gcc
Ala
435

cac tac

His Tyr
325

att gat
Ile Asp
340

tcec acg
Ser Thr

gcc ggc
Ala Gly

ttg tac
Leu Tyr

gcc cgg
Ala Arg
405

aag agt
Lys Ser
420

gca tga
Ala

ggt
Gly

cga
Arg

cac
His

att
Ile

aat
Asn
390

acc

Thr

atg
Met

gaa
Glu

gac
Asp

gtg
val

gcc
Ala
375

tac

tgt
Cys

gaa
Glu

1072

1120

1168

1216

1264

1312

1360

1402

caagaccaac attatatggt 1462

ggcacaaaaa aaaaaaaaaa 1522

Pro

Lys Glu Gln

Pro Glu Leu

Lys Serxr

45

30

1526

Ala Thr Ser

15

Val Trp Thr

Pro Thr Lys

Cys Phe Gln Arg Ser Ala

Leu Ala Met

60

Ala Ala Ala
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65

Phe

Ala

Trp

Gly

Phe

145

Thr

Ser

Glu

Ala

Leu

225

Trp

Ser

Ala

val

val

305

Ser

Leu

Thr

Trp

Cys

Thr

Met

His

130

Ile

His

His

Arg

Phe
210

Tyr

Trp:

Pro

Thr

Gly

290

Asn

Ile

Ser

Tle

Tyr
370

Tyr

Leu

Gly

115

Gly

val

Ala

val

Asn

195

Ala

Leu

Leu

Met

Glu

275

His

aAla

Pro

Thr

Gly
3558

Gly

Ile

100

Thr

Ala

His

Lys

Pro

180

Ser

val

Ala

Glu

Phe

260

Leu

Leu

Trp

His

Ile

340

Ser

Ala

Thr

85

Leu

Ile

T™YyIr

Gln

His

165

Ser

Phe

Phe

Gly

Glu

245

Pro

Ala

Pro

Leu

325

Asp

Thr

Gly

70

Ser

Pro

Leu

Ser

Ala

150

His

Thr

Tyr

Gln

Leu

230

Arg

Ala

val

val

val

310

Gly

Arg

His

Ile
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Gln

Trp

Thr

Asp

135

Leu

Arg

Ala

Ala

val

215

Ala

Asn

Lys

Leu

Leu

295

Leu

Glu

Asp

val

Ala
375

val

ala

Gly

120

Ser

Leu

Arg

Lys

Ala
200

Trp

Ser

Ala

Ile

Ala

280

Leu

Gly

Tyr

val
360

Thr

Leu

Leu

105

Pro

Gln

val

Thr

Asp

185

Trp

Ser

Ile

Arg

265

Gly

Trp

Thr

Glu

Gly

345

His

Gln

25

Ser

90
Gly
Trp

Thr

Pro

Asn

His

His

Gly

Ala

250

Ala

Leu

Trp

330

Ile

His

Lys

75

Trp

val

Phe

Tyr

155

His

Gly

Glu

Leu

Lys

235

Asp

Lys

Leu

Trp

Leu

315

Thr

Phe

Leu

val

Gly

val

Asn

140

Phe

Leu

Leu

Ala

Phe

220

Leu

His

Ile

Gly
300

Gln

Trp

Asp

Phe

Lys
380

Leu

Val

Ala

125

Ala

val

Gly

Met

205

vVal

Ala

Phe

Ala

val

285

Pro

His

val

Phe

His

365

Glu

Pro

Tyr

110

His

val

Trp

ASD

Pxro

190

Gly

Gly

His

Arg

Leu

270

Gly

Tyr

Thr

Lys

Phe

350

Glu

Phe

Gln

85

Ala

Glu

val

Gln

Gly

175

His

Asp

Trp

Glu

Pro

255

Ser

Thr

Thr

Asp

Gly

335

His

Met

Leu

80

Asp
Phe
Cys
Gly
Tyr
160
Glu
Asn
Gly
Pro
Gly
240
Ser
Ser
Gln
Phe
Pro
320
ala
His
Pro

Glu
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Pro

-Gln

385

Trp

Gln

Asn

<210> 13
<211> 35

Arg

Tyr

Lys

Gly Leu

Ile Ala

Phe Lys

Tyr
Arg
405

Ser
420

Ala Ala

435

98

<212> DNA
<213> Desconocido

<220>

ES 2345324 T3

Asn
390

Thr

Met

410

425

Tyr Asp Pro Thr Pro Trp Tyr Lys

395

Cys His Tyr Val Glu Ser Asn Glu

Glu Asn val Pro Leu Thr Lys AsSp

415

val
430

<223> Secuencia representa un casete de expresion vegetal promotor-terminador en vector pUC19

<400> 13

tcgcgegttt
cagcttgtct
ttggecgggtyg
accatatgceg
attcgccatt
tacgccagcet
tttcccagte
gcaaatttac
gtgtgttatg
tttatgctaa
tttttgtctt
tactatagga
gcaatgctgc
taccacacaa
agacaacaat
ttaaaaatat

ggaggatgca

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgecgc
ggcgaaaggdg
acgacgttgt
acattgccac
tatttgattt
cgtttgccaa
ctaaatacat
gaattaaagt
atggatggca
gatttgaggt
gttaccacac
tttggaaatg

ataatgaaga

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctyg
aaaacgacgg
taaacgtcta
gcgataaatt
cacttagcaa
atactaatca
gagtgaatat
tatacaccaa
gcatgaacgt
acaagttttg
atttgcatgg

aaactacaaa

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aacccttgta
tttatatttg
tttgcaagtt
actggaaatg
ggtaccacaa
acattcaata
cacgtggaca
aggtgcatgc
aagccatgtg

tttacatgca

26

gcagctcceg
tcagggcgeg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggec
aagttgggta
cggcgegecyg
atttgttttet
gtactaaatt
gattaattga
ﬁaaatatttg
ggtttggaga
attcttgagg
aaaggtttag
atggatgcce
taaaaccatg

actagttatg

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcec
tcttecgetat
acgccagggt
agctcctcga
gttttactat
tataacacct
ttctaaatta
ctaatatttc
tttaattgtt
ataataatgg
taatttttca
tgtggaaagt
acatccactt

catgtagtct

Ala Met

400

Gly val

Arg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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atataatgag
taatttcttc
gctttaatga
gcacgttgta
tctaatgaat
cactgatcgt
tagctgtttc
agcataaagt
cgctcactgce
caacgcgcgg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccceeecgtte
graagacacg
tatgtaggcy
acagtatttg
tcttgatccg
attacgcgeca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat

gatttatcag

gattttgcaa
atagccagcece
gatatgcgag
aaaaacctga
atatcacceg
ccgtcgacga
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgetcotececa
ggagaggcgg
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttccccce
acctgtecege
atctcagttc
agceccgaccyg
acttatcgec
gtgctacaga
gratctgcgce
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccrrttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag

caataaacca

ES 2345324 T3

tactttcatt
caccgeggtyg
acgcctatga
gcatgrgtrag
ttactatcgt
attcgagcctcc
tcgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgcggcga
ggataacgca
ggcecgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctecct
ggtgtaggtc
ctgcgcctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgectggt
atctcaagaa
acgtrtaaggg
ttaaaaatga
cceaatgctta
tgcctgacte
tgctgcaatg

gccagecgga

catacacact
ggcggecegec
tcgcatgata
ctcagatcct
atctttatga
ggcgcgccaa
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgec
gggcgetcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggecgttet
cagaggtggc
ctegtgeget
tcgggaageg
gttcgctceccea
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggigget
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagyg
cccgtcegtgt
ataccgcgag

agggccgage

27

cactaagttt
tgcagtctag
tctgetitca
taccgceggt
ataatattct
gcttggcgta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgctttc
agctgggcetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tteeegtetg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctce
agataactac

acccacgetc

gcagaagtgg

tacacgatta
aaggcctect
attctgttgt
ttcggttcat
ccgttcaatt
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttg
atgaatcggc
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgececect
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggetcca

tcetgcaact

1080

1140

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800.
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220
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ttatccgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgcagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgcetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

accattatta

ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagegget
tatcactcac
gctcttetgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc

tcatgacatt

ES 2345324 T3

tattaattgt
tgttgccatt
cteceggrecece
tagctccettc
ggttatggca
gactggtgag
ttgceeggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt

aacctataaa

tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggqg
cgttctregg
cccactegtyg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

aataggcgta

ctagagtaag
tcgtggtgtc
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgce
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttcctttt
tatttgaatg
tgccacctga

tcacgaggce

tagttcgcca 2820

acgctcgteg

atgatcccce

2880

2540

aagtaagttg 3000

tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagc
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa

ctttcgte

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3598

<210> 14

<211> 3590

<212> DNA

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia representa un casete de expresion vegetal promotor-terminador en vector pUC19

<400> 14

tcgcgegttt
cagcttgtct
ttggcgggtg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccaget
tttcccagtce
gcaaatttac

gtgtgttatg

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
gtgtgaaata
caggctgcege
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
acattgcecac

tatttgattt

ggtgaaaacc
gccgggagcea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
taaacgtcta

gcgataaatt

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcegatce
caaggcgatt
ccagtgaatt
aacccttgta

tttatatttg

28

gcagctcceg
tcagggcgeyg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggcec
aagttgggta
cggcgegecg
attegtttte

gtactaaatt

gagacggtca
tcagegggty
ctgagagtgce
atcaggcgcc
tcttcgcetat
acgccagggt
agctcctcga
gttttactat

tataacacct

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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tttatgctaa
tcttegtett
tactatagga
gcaatgctge
taccacacaa
agacaacaat
ttaaaaatat
ggaggatgca
atataatgag
taatttcttc
gagatatgcg
taaaaaacct
atatatcacc
gtcegtcgac
tcctgtgtga
gtgtaaagcc
gccegettte
ggggagaggce
ctcggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttcec
atacctgtec
gtatctcagt
tcagcccgac
cgacttatcyg
cggtgctaca

tggtatctgc

cgtttgccaa
ctaaatacat
gaattaaagt
atggatggca
gatttgaggt
gttaccacac
tttggaaatg
ataatgaaga
gattttgcaa
atagccageg
agacgcctat
gagcatgtgt
cgttactatc
gaattcgagc
aattgttatc
tggggtgect
cagtcgggaa
ggrttgecgta
cggctgcgge
ggggataacg
aaggccegegt
cgacgctcaa
cctggaagct
gcctttctee
tcggtgtagg
cgctgcgect
ccactggcag
gagttcttga

gctcrgetga

ES 2345324 T3

cacttagcaa
atactaatca
gagtgaatat
tatacaccaa
gcatgaacgt
acaagttttg
att;gcatgg
aaactacaaa
tactttcatt
gatccgatat
gatcgcatga
agctcagatc
gtatctttat
tcggegegec
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtcgtg
ttgggcgcectce
gagcggtatce
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccectegtgeg
cttcgggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggcec

agccagttac

tttgcaagtt
actggaaatg
ggtaccacaa
acattcaata
cacgtggaca
aggtgcatgc
aagccatgtg
tttacatgca
catacacact
cgggceceget
tatttgcttt
cttaccgccg
gaataatatt
aagcttggceg
tccacacaac
ctaactcaca
ccagctgcat
ttccgeetee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacceg
ctctectgtt
cgtggcgcett
caagctgggc
ctatcgtctt
taacaggatt
taactacggc

cttcggaaaa

29

gattaattga
taaatattctg
ggtttggaga
attcttgagg
aaaggtttag
atggatgccc
taaaaccatg
actagttatg
cactaagttt
agcgttaacc
caattctgtt
gtttcggtte
ctccgttcaa
taatcatggt
atacgagccy
ttaattgcgt
taatgaatcg
tcgctcaceg
aaggcggtaa
aaaggccagce
ctcecgececee
acaggactat
ccgaceetge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaace
agcagagcga
tacactagaa

agagttggta

ttctaaatta
ctaatatttc
tttaattgtt
ataataatgg
taacttttca
tgtggaaagt
acatccactt
catgtagtct
tacacgatta
ctgctttaat
gtgcacgttg
attctaatga
tttactgatt
catagctgtt
gaagcataaa
tgcgctcact
gccaacgege
actcgctgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aacccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt

getcttgatce

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1880

2040

2100

2160

2220

2280
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<210> 15
<211> 35

cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggccce
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcattc
caaaaaagcyg
gttatcactc
atgcttttct
accgagttge
aaaagtgctc
gttgagatcc
tttcaccagc
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt

tatcatgaca

84

<212> DNA
<213> Desconocido

<220>

accaccgcectg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagceg
tctattaatt
gttgttgcca
agctccggtt
gttagctcct
atggttatgg
gtgactggtg
tcttgcecegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgecgecacat

ttaacctata

ES 2345324 T3

gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tceccegtegt
tgataccgceg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctacagyg
cccaacgatce
tcggtcetece
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttctte
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttcececgaaa

aaaataggcg

ttttettgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgce
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgtc
taattctett
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actctteccett
catatttgaa
agtgccacct

tatcacgagg

tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggcetce
ggtectgcaa
agtagttcgce
tcacgctegt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag

ccctttegte

agattacgeg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctatttceg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatccge
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggccgcagt
catccgtaag
gtatgcgécg
gcagaacttt
tcttaccget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca

aaaccattat

<223> Secuencia representa un casete de expresion vegetal promotor-terminador en vector pUC19

30
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2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540
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<400> 15

tcgeogegttt
cagcttgtct
ttggegggtg
accatatgcyg
attcgccatt
tacgccagct
tttcccagtc
gcaaatttac
gtgtgttatg
tttatgctaa
tttttgtctt
tactatagga
gcaatgctgc
taccacacaa
agacaacaat
ttaaaaatatc
ggaggatgca
atataatgag
taatttcttc
gagatatgcg
taaaaaacct
atatatcacc
greccgtcgac
gtgaaattgt
agccrgggge
ttrccagtcg
aggcggtttirg
cgttcggctg
atcaggggat

taaaaaggcc

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
acattgeccac
tatttgatte
cgtttgccaa
ctaaatacat
gaattaaagt
atggatggca
gatttgagge
gttaccacac
tttggaaatg
ataatgaaga
gattttgcaa
atagccagca
agacgcctat
gagcatgtgt
cgttactatc
gagctcocggcyg
tatccgetca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattgggc
cggcgagcgg
aacgcaggaa

gecgtigettgyg

ES 2345324 T3

ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 60

gccgggagca
crtaactatg
cecgcacagat
aactgrtggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
taaacgtcta
gcgataaatt
cacttagcaa
atactaatca
gagtgaatat
tatacaccaa
gcatgaacgt
acaagttttg
atttgcatgg
aaactacaaa
tactttcatctc
gatctgccgy
gatcgcatga
agctcagatc
gtattctttat
cgccaagctt
caattccaca
tgagctraact
cgtgccagcet
gctcttcecgoe
tatcagctca
agaacatgtg

cgtttttcca

gacaagccceg tcagggcgcg tcagegggtg 120

cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgacc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aacccttgta
tttatatcttcg
tttgcaagtt
actggaaatg
ggtaccacaa
acattcaata
cacgtggaca
aggtgcatgc
aagccatgtyg
tttacatgca
catacacact
catcgatccec
tatttgcrctt
cttaccgccyg
gaataatatt
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctegecte
ctcaaaggcyg
agcaaaaggc

taggctccgce

31

gcagattgta
aaaataccgc
ggrtgcgggcec
aagttgggta
cggcgegecy
atctgteeer
gtactaaatt
gattaattga
taaatatttg
ggtttggaga
attcttgagg
aaaggtttag
atggatgcce
taaaaccatg
actagttatg
cactaagttt
gggccatgge
caattctgtc
gtttcggrte
ctccgttcaa
tggtcatage
gccggaageca
gcgttgcget
atcggecaac
actgactcge
graatacggt
cagcaaaagyg

ccececctgacy

ctgagagtgce
atcaggcgce
tcttcgctat
acgccagggt
agctcctcga
gttttactat
tataacacct
ttctaaatta
ctaatatttc
tttaattgtt

ataataatgg

-taatttttca

tgtggaaagt
acatccacttc
catgtagtct
tacacgatta
ctgctitaat
gtgcacgttg
attctaatga
tttactgatt
tgtrtceoetgte
taaagtétaa
cactgcccgce
gcgcggggag
tgcgctoggt
tatccacaga
ccaggaaccg

agcatcacaa

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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aaatcgacgce
tcceceectgga
gtccgectet
cagttcggtg
cgaccgetge
atcgecactg
tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatet
caacgttgtt
attcagctece
agecggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctecttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttct
gacacggaaa
gggttattgc

ggttccgege

gacattaacc

tcaagtcaga
agcoeecteg
ctcecttegg
taggtcgttc
gccttatceg
gcagcagcca
ttgaagrtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccceg
gcaatgatac
gccggaaggqg
aattgttgec
gccattgceta
ggttcccaac
tcetteggtce
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg

acattrttcccce

tataaaaata

ES 2345324 T3

ggtggcgaaa
tgcgetctec
gaagcgtggc
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggttetet
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccce
ccgagegceag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcyg
ctcegatcgt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggeg
ctcgtgecacc
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt

gaaaagtgcc

ggcgtatcac

cccgacagga
tgttccgace
gctttctcat
gggctgtgtg
tcctgagtcce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgce
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtce
attctgagaa
taccgegeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcce
cctttttcaa
tgaatgtatt

acctgacgtc

gaggcccett

32

ctataaagat
ctgccgcecta
agctcacgct
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgctc
aggatcttcca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgeccagtta
tcgtegtttyg
tcccccatgt
aagttggceg
atgccatcceg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg

tattattgaa

-tagaaaaata

taagaaacca

cgtc

accaggcgte
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagec
gacacgactt
taggcggtgc
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcect
cttggtctga
ttcgttcatce
taccatctgg
tatcagcaat
ccgcctccat
atagtttgcg
gtatggctte
tgtgcaaaaa
cagtgttatce
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg

ttattatcat

1860

1920

1980

2040

2100

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3584
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<210> 16
<211> 4507
<212> DNA

<213> Desconocido

<220>

ES 2345324 T3

<223> Secuencia representa un casete de expresion vegetal promotor-terminador en vector pUC19

<400> 16

tcgegegttrt
cagcttgtct
ttggcgagtg
accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttccecagtce
gcaaatttac
gtgtgttatg
tttatgctaa
tttttgtcectt
tactatagga
gcaatgctgce
taccacacaa
agacaacaat
ttaaaaatat
ggaggatgca
atataatgag
taattrctte
gctttaatga
gcacgttgta

tctaatgaat

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
gtgtgaaata
caggcrgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
acattgccac
tacttgatecc
cgrttgccaa
ctaaatacat
gaattaaagt
atggatggca
gatttgaggt
gttaccacac
tttggaaatg
ataatgaaga
gattttgcaa
atagccagcc
gatatgcgag
aaaaacctga

atatcaccceg

ggtgaaaacc
gccgggagceea
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgetg
aaaacgacgg
taaacgtcta
gcgataaatt
cacttagcaa
atactaatca
gagtgaatat
tatacaccaa
gcatgaacg:
acaagttttg
attrtgcatgg
aaactacaaa
tactttcatt
caccgcggtyg
acgcctatga
gcatgtgtag

ttactatcgt

tctgacacat
gacaagcccyg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
aacccttgta
tttatatctg
tctgcaagtt
actggaaatg
ggtaccacaa
acattcaata
cacgtggaca
aggtgcatgce
aagccatgtg
tttacatgca
catacacact
ggcggccgec
tcgcatgata
ctcagatcct

atttttatga

33

gcagctcecceg
tcagggcgcg
gcagattgta
aaaataccge
ggtgcgggcec
aagttgggta
cggcgcgecyg
acctgtrtett
gtactaaatt
gattaattga
taaatatttg
ggtttggaga
attcttgagg
aaaggtttag
atggatgccc
taaaaccatg
actagttatg
cactaagctt
tgcagtctag
tctgcttereca
taccgccggt

ataatattct

gagacggtca
tcagegggtg
ctgagagtgce
atcaggegec
tcttecgectat
acgccagggt
agctcctcga
gttttactat
tataacacct
ttctaaatta
ctaatatttce
tttaattgtt
ataataatgg
raacttteca
tgtggaaagt
acatccactt
catgtagtct
tacacgatta
aaggcctcet
attctgttgt
ttcggttcat

ccgttcaatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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tactgattgt
tgtctttgtt
ctaaatttat
taattgactc
atatttgcta
ttggagattct
cttgaggata
ggtttagtaa
gatgcectgt
aaccatgaca
agttatgcat
taagttttac
gttaaccctg
ttctgttgtg
tcggttcatt
cgttcaattt
tcatggtcat
cgagccggaa
attgcgttgce
tgaatcggcc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccccectg
ggactataaa
accctgccge
catagctcac
gtgcacgaac

tccaacccgg

ccgtcgagea
ttactatgtg
aacacctttt
taaattacttt
atatttctac
aattgttgca
ataatggtac
ttcttcaaga
ggaaagttta
tccacttgga
gtagtctata
acgattataa
ctrtaatgag
cacgttgtaa
ctaatgaata
actgattgtc
agctgttrtcece
gcétaaagtg
gctcactgcec
aacgcgcegygg
cgectgegetce
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggce
ttaccggata
gctgtaggta
cccecegttca

taagacacga
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aatttacaca
tgttatgtat
atgctaacgt
ttgtcttcta
tataggagaa
atgctgcatg
cacacaagat
caacaatgtt
aaaatatttt
ggatgcaata
taatgaggat
ttetcttecata
atatgcgaga
aaaacctgag
tatcacccgt
cgtcgacgaa
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgcttreccag
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcceect
cctgtecgece
tctcagtteg
gcccgaccge

cttatcgcca

trtgccactaa
ttgaetttgcg
ttgccaacac
aatacatata
ttaaagtgag
gatggcatcat
ttgaggtgca
accacacaca
ggaaatgactt
atgaagaaaa
tttgcaatac
gccagcggat
cgectatgat
catgtgtagc
tactatcgta
ttcgagctcg
tgttatccgce
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gccgegttgce
cgctcaagtc
ggaagctrcec
tttctcectt
gtgtaggtcg
tgcgccecttat

ctggcagcag

34

acgrtctaaac
ataaattttt
ttagcaattt
ctaatcaact
tgaatatggt
acaccaaaca
tgaacgtcac
agttttgagg
tgcatggaag
ctacaaattt
tttcattcat
ccgatatcgg
cgcatgatat
tcagatcctt
tttttatgaa
gcgcgccaag
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgcca
ggcgctctte
cggtatcagce
gaaagaacat
tggcgtteet
agaggtggceg
tcgtgegetce
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta

ccactggtaa

ccttgtaatt
atatttgota
gcaagttgat
ggaaatgtaa
accacaaggt
ttcaataatt
gtggacaaaa
tgcatgcatg
ccatgtgtaa
acatgcaact
acacactcac
gceccgetage
ttgctttcaa
accgcecgget
taatattctc
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgtteeg
ggcgectttct
gctgggctgt
tcgrcttgag

caggattagc

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060
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agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatcec
atatatgagt
gcgatctgtce
atacgggagg
ccggecteccag
cctécaactt
agttcgccag
cgectcegtegt
tgatccceca
agtaagttgg

gtcatgccat

_gaatagtgta

ccacatagca
tcaaggatct

tcttcagecat

gccgcaaaaa

<210> 17
<211> 54

caatattatt
attragaaaa
gtctaagaaa

tttegte

10

<212> DNA
<213> Desconocido

<220>

atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtce
tatttcgtte
gcttaccatc
atttatcagce
tatccgecte
ttaatagttt
ttggtatggc
tgttgtgcaa
ccgecagtgte
ccgtaagatg
tgcggcgacce
gaactttaaa
taccgctgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat

ccattattat

ES 2345324 T3

tgctacagag
tatctgcget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
cctrttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagce
aaaagecggtt
atcactcatg
ctttectgtyg
Qagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg

catgacatta

ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgetggta
tcrcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactcece
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tccggttecc
agctcectteeg
gttatggcag
actggtgagt
tgcceggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc

acctataaaa

ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ccttggtcat
gttttaaatc
tcagtgagge
ccgtcgtgta
taccgcgaga
gggccgagcyg
gccgggaagce
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcggg
ccactcgtgce
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt

ataggcgtat

ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttgce
ctttetctacyg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgeteca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttcrcttact
gtcattctga
taataccgcg
gcgaaaacte
acccaactga
aaggcaaaat
cttccttete
atttgaatgt
gccacctgac

cacgaggccc

<223> Secuencia representa un casete de expresion vegetal promotor-terminador en vector pUC19

35

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3%80
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200

4380
4440
4500

4507
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<400> 17

ttctggaaat
aataatgaag
ggattttgca
catagccagce
gagacgccta
tgagcatgtyg
ccgttactat
gcaaatttac
gtgtgttatg
tttatgctaa
tcttegtett
tactatagga
gcaatgctge
taccacacaa
agacaacaat
ttaaaaatat
ggaggatgca
atataatgag
taatttctte
gagatatgcg
taaaaaacct
atatatcacc
gtccgtcgac
gtgaaattgt
agcctggggt
trttcecagtcg

aggcggtteyg

gatttgeatg
aaaactacaa
atactttcat
ggatccgata
tgatcgcatg
tagctcagat
cgtattttcta
acattgccac
tatttgattt
cgtttgccaa
ctaaatacat
gaattaaagt
atggatggca
gatttgaggt
gttaccacac
tttggaaatg
ataatgaaga
gattttgcaa
atagccagca
agacgcctat
gagcatgogt
cgttactatc
gagctcggeg
tatccgctea
gcctaatgag
ggaaacctgt

cgtattggge
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gaagccatgt
atttacatgc
tcatacacac
tcgggececgc
atatttgctt
ccttaccgec
tgaataatat
taaacgtcta
gcgataaatt
cacttagcaa
atactaatca
gagtgaatat
tatacaccaa
gcatgaacgt
acaagttttg
atttgcatgg
aaactacaaa
tactttcatt
gatctgcecgg
gatcgcatga
agctcagatc
gtatttterat
cgccaagcett
caattccaca
tgagctaact
cgtgccagct

gctctteege

gtaaaaccat
aactagttas
tcactaagtt
tagcgttaac
tcaattctgt
ggtttecggtt
tctccgttca
aacccttgta
trttatatttg
tttgcaagtt
actggaaatg
ggtaccacaa
acattcaata
cacgtggaca
aggtgcatge
aagccatgtyg
tttacatgca
catacacact
catcgatcce
tatttgctet
cttacecgecg
gaataatatt
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga

ttcctegeec

36

gacatccact
gcatgtagtc
trtacacgatt
cctgctttaa
tgtgcacgtt
catrctaatg
atttactgat
atttgttttt
gtactaaatt
gattaattga
taaatatttg
ggtttggaga
attcttgagg
aaaggtttag
atggatgccce
taaaaccatg
actagttatg
cactaagttt
gggccatggce
caattctgtt
grtteggtte
ctcegttcaa
tggtcatagc
gccggaagea
gcgttgecget
atcggccaac

actgactcge

tggaggatgc
tatataatga
ataattictt
tgagatatgc
gtaaaaaacc
aatatatcac
tgtcegtega
gttttactat
tataacacct
ttctaaatta
ctaatatttc
tttaattgtt
ataataatgg
taatttttca
tgtggaaagt
acatccactt
catgtagtct
tacacgatta
ctgctttaat
gtgcacgttg
attctaatga
tttactgatt
tgtttcctgt
taaagtgtaa
cactgecege
gcgeggggag

tgegetcggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

21440

1500

1560

1620
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cgttcggectg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tcceceectgga
gtccgeettt
cagttcggtg
cgaccgctgce
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aaaaggatct

aaactcacgt

‘tttaaattaa

cagttaccaa
catagttgcce
ccccagtgcet
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcce
agcggttagce
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttge
gctcatcatt
atccagttcg

cagcgtttct

cggcgagcgg
aacgcaggaa
gcgttgctgg
tcaagtcaga
agctcecteg
ctcecttegg
taggtcgttc
gccttatceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagceg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccceg
gcaatgatac
gcecggaaggg
aattgttgcc
gccattgcta
ggttcccaac
tectteggtce
atggcagcac
ggtgagtact
ccggecgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca

gggtgagcaa
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tatcagctca
agaacatgtg
cgtttrrceca
ggtggcgaaa
tgcgetectec
gaagcgtggc
gctccaagct
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtetttet
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccc
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgatcgt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggeg
ctcgtgcacc

aaacaggaag

ctcaaaggceyg
agcaaaaggc
taggctecge
cccgacagga
tgttccgacc
gctttctcat
gggcetgrgtg
tcrtgagtec
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcect
agtaagtagt
ggtgtcacgce
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtc
éttctgagaa
taccgcgceca
aaaactctca
caactgatct

gcaaaatgcc

37

gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgccgetta
agctcacgcet
cacgaaccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgctce
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtegtttg
tccececcatgt
aagttggccg
atgccatccg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt

gcaaaaaagg

tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggataccet
gtaggtatct
ccgttcagec
gacacgactt
taggcggtgc
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttcgttcatce
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgcg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac

gaataagggc

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360
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gacacggaaa
gggttattgt
ggttccgcge
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgccggy
ctggcttaac
aataccgcac
gcgcaactgt
agggggatgt
ttgtaaaacq
ccactaaacg
atttgcgata
ccaacactta

acatatacta
aagtgagtga
ggcatataca

aggtgcatga
acacacaagt

aatgatttge
aagaaaacta
gcaatacttt
agcccaccge
cgagacgcct
ctgagcatgt
cccgttacta
agcaaattta
tgtgtgttat
ttcttatgcta
atttotgict
ctactatagg
tgcaatgctg
gtaccacaca

aagacaacaa

tttaaaaata

tgitgaatac
ctcatgageyg
acatttcccce
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggeat
agatgcgtaa

tgggaagggc
gctgcaagge

acggccagtg
tctaaaccct

aatttttata
gcaatttgca

atcaactgga
atatggtacc
ccaaacatcc

acgtcacgtg
tttgaggtge

atggaagcca
caaatttaca
cattcataca
ggtgggcggc
atgatcgcat
gtagctcaga
tcgtattttte
cacattgcca
gtatttgatt
acgtttgcca
tctaaataca
agaattaaag
catggatggce

agatttgagg

tgttaccaca

ES 2345324 T3

tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgrtatcac
acatgcagct
ccegtcaggg
cagagcagat
ggagaaaata

gatcggtgeg
gattaagttg

aatcttecggcgce
tgtaatttgt

tttggtacta
agttgattaa

aatgtaaata
acaaggtttg
aataattctt

gacaaaaggt
atgcatggat

tgtgtaaaac
tgcaactagt
cactcactaa
cgcctgcagt
gatatcttgct
tccttaccge
atgaataata
ctaaacgtct
tgcgataaat
acacttagca
tatactaatc
tgagtgaata
atatacacca

tgcatgaacg

cacaagttte

cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggcccttt
cccggagacg
cgcgtcagcg
tgtactgaga
ccgcatcagg
ggcctcttcg

ggtaacgcca
gccgagetcce
ttctgteeta

aatttataac
ttgattctaa

tttgctaata
gagatttaat
gaggataata

ttagtaatct
gccectgtgga

catgacatcc
tatgcatgta
gttttacacg
ctagaaggcc
ttcaattcty
cggtttcggt
ttctcegttce
aaaccctogt
ttttatattt
atttgcaagt
aactggaaat
tggtaccaca
aacattcaat

tcacgtggac
gaggtgcatg

38

tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctegegce
gtcacagctt
ggtgttggcg
gtgcaccata
cgccattcgce
ctattacgcce

gggttttcece
tcgagcaaat
ctatgtgtgt

accttttatg
acttatttetg

tttctactat
tgttgcaatyg
atggtaccac

ttcaagacaa
aagtttaaaa

acttggagga
gtctatataa
attataattec
tccrgeteta
ttgtgcacgt
tcattctaat
aatttactga
aattcgttit
ggtactaaat
tgattaattg
gtaaatattt
aggtttggag
aattcttgag

aaaaggttta
catggatgece

gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gtttcggtga
gectgtaage
ggrgtcgggg
tgcggtgtga
cattcaggct
agctggcgaa

agtcacgacg
ttacacattg
tatgtatctg

ctaacgtttg
tcttctaaatc

aggagaatta
ctgcatggat
acaagatttg

caatgttacc
atattttgga

tgcaataatg
tgaggatttt
cttcatagcec
atgagatatg
tgtaaaaaac
gaatatatca
ttgtccgtcecg
tgttttacta
ttataacacc
attctaaatt
gctaatattt
atttaattgt
gataataatg

gtaatttttc

ctgtggaaag

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

4020

4080

4140
4200
4260

4320

4380

4440
4500
4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400
5410
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<210> 18

<211> 648
<212> DNA
<213> Phaeodactilum tricornutum

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(648)

<220>
<223>

<400> 18

tgg
Trp

tgc
Cys

cce
Pro

caa
Gln

caa
Gln
65

ttg
Leu

aac
Asn

gaa
Glu

tcce
Ser

acc
Thr
145

ggc
Gly

tgg
Trp

ttc
Phe

gtc
val

tgg
Trp

tce
ser

ctt
Leu

gce
Ala
50

tcc
ser

aac
Asn

gct
Ala

aag
Lys

ggc
Gly
130

acg
Ala

cac
His

aag
Lys

cce
Pro

gac
Asp
210

aaa
Lys

tce
Ser

ctc
Leu
35

gac
Asp

tac

TYyr

gag
Glu

gct
Ala

gct
Ala
115

tte
Phe

acc
Thr

aac
Asn

ctc
Leu

caa
Gln
195

cac
His

aac
Asn

gca
Ala
20

gce
Ala

gga
Gly

ttt
Phe

tce
Ser

ctc
Leu
100

ggc
Gly

gga
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

caa
Gln
180

gce
Ala

cac
His

aag
Lys

gtc
val

tgg

aag
Lys

tac

ttc
Phe
85

gaa
Glu

atc
Ile

cge
Arg

tce
Ser

atg
Met
165
gtc
val

tte
Phe

tta
Leu

cac
His

gcg
aAla

tce
Ser

gat
AsSp

ttt
Phe
70

aag
LyS

ctc
Leu

ctg
Leu

tte
Phe

tgt
Cys
150

gcc
Ala

acc
Thr

gtc
val

ttc
Phe
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aac
Asn

caa
Gln

gtc
val

teg
Ser
55

ccc
Pro

tgc
Cys

aag
Lys

ctg
Leu

teg
Ser
135

gga
Gly

ace
Thr

acg
Thr

gac
Asp

ccc
Pro
215

gga
Gly

gat
Asp

cag
Gln
40

ggt
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His
120

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
Tyr

act
Thr

tgg
Trp
200

agce
Ser

cac
His

ggg
Gly
25

caa
Gln

ttg
Leu

ttg
Leu

tte
Phe

aag
Lys
105

tac

Tyr

gcg
Ala

ttg
Leu

aat
Asn

cgc
arg
185

ttc
Phe

39

cac
His

10
gac
Asp

gce
Ala

gtc
Val

ttg
Leu

ggg
Gly
90

ggt
Gly

gct
Ala

gce
Ala
170

aac
Asn

tgt
cys

gcc
Ala

ccqg
Pro

cag
Gln

aag
Lys

ctc
Leu
75

ctt
Leu

ctt
Leu

tgg
Trp

acc

gcc
Ala
155

gtc
val

gac
Asp

tct
Ser

tte
Phe
60

gcc
Ala

gga
Gly

cag
Gln

atg
Met

gca
Ala
140

att
Ile

gcee
Ala

acg
Thr

ggc
Gly

cece
Pro

atc
Ile

tac
Tyxr
45

atg
Met

cgc
Arg

gct
Ala

tac
Tyx

ctt
Leu
125

ttt
Phe

gtc
val

cge
Arg

ggc
Gly

cte
Leu
205

aac
Asn

gat
Asp
30

cgg
Arg

atc
Ile

ctyg
Leu

gcg
Ala

ccce
Pro
110

aca
Thr

tac
Tyr

tte
Phe

cCcg
Pro

gga
Gly
190

cag
Gln

ctc
Leu
15

acc
Thr

gaa
Glu

cgt
Arg

teg
Ser

tcg
Ser
95

ctt
Leu

gtt
val

tte
Phe

ggc
Gly

gac
Asp
175
cac
His

tac
Tyr

cac
His

atg
Met

ctc
Leu

aac
Asn

tgg
Trp
80

gag
Glu

ttg
Leu

tcg
Ser

cta
Leu

ctc
Leu
160

tte
Phe

ggt
Gly

caa
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

576

624

648
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<210> 19
<211> 216
<212> PRT

<213> Phaeodactilum tricornutum

<400> 19

Trp Trp
1

Cys Ser

Pro Leu

Gln ala
S0

Gln Ser
65

Leu Asn

Asn Ala

Glu Lys

Ser Gly
130

Thr Ale
145

Gly His

Trp Lys

Phe Pro

val Asp
210

<210> 20

<211> 12093
<212> DNA
<213> Desconocido
<220>

Lys

Ser

Leu
35

Glu

Ala

3la

115

Phe

Thr

Asn

Leu

Gln

195

His

Asn Lys

Ala Val

20

Ala Trp

Gly Lys

Phe Tyr

Ser Phe

85

Leu Glu

100

Gly Ile

Gly Arg

Ala

Gly

Gln

180

Ala

His

5

Ser

Met

165

val

Phe

Leu

His

Ala

Ser

AsSp

Phe

70

Lys

Leu

Leu

Fhe

Cys

150

Ala

Thr

val

Phe

ES 2345324 T3

Asn
Gln
val
Ser

85
Pro
Cys
Lys

Leu

Ser
135

Gly

Thr

Thr

N g

PR

ur o

Gly

Gln

40

Gly

Ile

aAla

Ala

His

120

Phe

Phe

Tyr

Thr

Trp

200

Ser

His
Gly

25
Gln
Leu
Leu
Phe
Lys
105

Tyx

Ala

Leu
Asn
Arg

185

Phe

His

10

Asp

Ala

val

Leu

Gly

90

Gly

Ala

Tyr

Ala
170

Asn

Cys

Ala

Pro

Gln

Lys

Leu

75

Leu

Leu

Trp

Thr

Ala
155
Asp

val

Gly

val

Asp

Ser

Phe

60

Ala

Gly

Gln

Met

Ala
140

Ile

aAla

Thr

Gly

Pro

Ile

45

Met

Arg

Ala

Leu
125

Phe

val

Arg

Gly

Leu
205

<223> Vector de expresion vegetal con un casete de expresién promotor-terminador

40

Asp

30

Arg

Ile

Leu

Ala

Pro

110

Thr

Tyr

Phe

Pro

Gly

190

Gln

Leu

15

Glu

Axg

Ser

Ser

95

Leu

val

Phe

Gly
Asp
175

His

Tyx

His

Met

Leu

Asn

Trp

80

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu
150
Phe

Gly

Gln
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<400> 20

gatctggcgc
gcgceccagea
tagtgggcgg
ataatcaggc
atgttgggtt
tcctrtatca
tgacaaagtt
gcgtagacgg
tttactggca
cggagaatca
ggaatgcccg
ccggcacgceg
gcgaggcggg
ctgttggggc
ccgttgaaca

ccggteccgga

cggccagcga
caggtgcgca
tgacgtcgtt
cgatgccgac
tcacgtctgg
ctgataagtt
gcagccgaat
tctgacgaca
cttcaggaac
tacgcattcg
cagcttcagg
accgggcgea
tcttcteggece
cgtgcttgag
ggctccgetce

cgcagcgtte

ES 2345324 T3

gacgagcaag
ggcaaattgc
cgagtgaacc
agcgtcgagce
ccteceggace
ggtggacata
acagtgatce
cgcaaactgg
aagcgggcege
gtgccgagag
caggcgctgc
ccgcagatgg
ggggacgccg
gagcaggccg
tcgecegetgt

gagcagggac

attggccgec
accaacgcat
agatcgcgea
gcgacagtge
agcctceget
ttatgttrat
gtgcecgecct
cggaacggtt
tgctcgacge
ccgacgacga
tcgcctaceg
aaacggccga
tcaatgcgct
gcgacagcga
tgcgggecgce

tcgecggtgat

41

gcccgaaacg
acagcgccag
ggaggcecgg
tcagaattac
ggtccgattg
cagtgataaa
ggacctgttg
gggggttcag
actggccgaa
ctggcgctca
cgatggcgcg
cgcgecagett
gatgacaatc
tgccggcgag
gatagacgcec

tgtcgatgga

atccgacagce
cagaatgcca
cagcaccggc
gatcaggggt
aacgcgcgga
gtgtcaagca
aacgaggtcg
cagccggege
gccatgectgg
tttctgatcg
cgcatccatg
cgctrccect
agctacttca
cgcggeggea
ttcgacgaag

ttggcgaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

780

840

900

960
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ggaggctegt
tgccggageyg
ccaccgcgtc
ccaagcctca
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgeccceect
aggactataa
gaccctgceg
ccgctgeata
tcgcacgata
ggcgtcagec
ctgtccctta
ctaccgcegg
agggcagccc

aggcggcegge

'aaatcacggg

tgggeccgcct
tcggtgatgc
gcaaggtcat
aacggccggg
gacttcgcgg
gacgctcacc
cgcgccagaa
cctcgeggaa
cgactcaccec
gagctggcca

gatgtggaca

tgtcaggaac
caacccacte
agacgcccgt
cggccgegcet
tcgetgegcet
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
accectgette
tacaggattt
gggcaggata
ttecgcacctyg
cgtaacagat
acctatcaag
ggccggceatg
cgtcgtggac
gggcggceetg
cacgatcctc
gatgggegtg
gggtgcgegt
agctggtgaa
gggcrggtryg
acgccgtcga
aacttggcee
ggcgeggcegt
gcctcgcaaa

agcctgggga
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gttgaaggac
actacagcag
agcagcccgce
cggecctctct
cggtcgticg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttccece
acctgtecgce
ggggtcatta
tgccaaaggg
ggtgaagtag
gcggtgetca
gagggcaagce
gtgtactgce
agcctgtcgg
tatgagcacg
ctgaaactct
gcecectgetgg
gtccgececcga
gattgccaag
gtacatcacc
ccctcgecge
agccgtgtge
tcactgacag
tgacagatga
tcggcgaaaa

taagtgeccct

cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgce

agccatgtag
tacgggcttt
ggcggcctte
gctgeggcga
ggataacgca
ggcecgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctcect
tagcgatttt
ttcgtgtaga
gcccacccge
acgggaatcc
ggatggctga
ttccagacga
cctacctgcet

tccgecgaget

‘ggctcaccga

cgaagatcga
gggcagagcc
cacgtcccca
gacgagcaag
tgggctggceg
gagacaccgc
atgaggggcg
ggggcaggct
cgecctgattt

gcggtattga

42

acaacatccc
ttcatgcect
tggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgttte
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaagcyg
ttcggtatat
ctttcettgg
gagcgggtgt
tgctctgega
tgaaaccaag
acgaagagcg
ggcegtegge
ggcccgeatce
cgacccgcge
agagaagcag
atgacttttt
tgcgcteccat
gcaagaccga
gcecgtctatg
ggccgeegge
gacgttgaca
cgatttecgge
tacgcgagtt

cacttgaggg

ctcccecttt
gcectagegt
ccgcecttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgettte
ccatccttte
tgtatccaac
tccttctteca
ggctggeegg
ccaaccagga
attgaggaaa
cagggctaca
aatggcgacc
acggcgcggt
gacgagcttg
tagccgctaa
caagaagagc
gcgecetttge
gccctgcaaa
gttgtggata
cttgaggggc
cggcgacgtg
tcccacagat

gcgcgactac

1020

1080

1140

1200

1266

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
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tgacagatga
gcacctattg
ccgeeegttet
aaaccttgtt
tgcececcecct
tgcgccecte
ttgccgggat
ttgacgtgcece
gcggectggg
cggggccgge
tgttcggggg
gtatgaaaac
ctaccaagac
tactgataag
ggcaaggcat
tgcatggact
attgggtaat
tgrtcatgcag
gctgectcag
gcagctttcc
cgtcaaaggg
atacgtgcgce
gcgatttagc
tgcceggetg
cgtgttgagg
catatcaatg
ccatgtttta
acgcaccacc

agcacctcaa

ggggcgcgat
acatttgagg
ttcggccace
tttaaccaqg
tctecgaaccce
ggccgcgaac
cggggcagta
gcaggtgctg
tggcggectyg
aatttttacc
tgcgataaac
gagaattgga
gaagaggatg
ataatatatc
aggcagcgceg
aatgcttgaa
gactccaact
ctccaccgat
attcaggtta
cttcaggcag
tgacagcagg
aacaaccgtc
cccgacatag
tatgcgcgag
ccaacgcccea
attttctgge
cggcagtgag
ccgtcagtag

aaacaccatc

ES 2345324 T3

ccttgacact
ggctgtccac
gctaacctgt
gctgcgeect
tcceggeecg
ggcctcaccc
acgggatggg
gcatcgacat
cccttecactt
ttgggcattc
ccagcgaacce
cctttacaga
aagaggatga
ttttatatag
cttatcaata
acccaggaca
tattgatagt
tttgagaacg
tgccgctcaa
gattcataca
ctcataagac
ttccggagac
cceccactgtte
gttaccgact
taatgegggc
gcgtaccggg
agcagagata
ctgaacagga

atacactaaa

tgaggggcag
aggcagaaaa
cttttaacct
gtgcgegtga
ctaacgcggg
caaaaatggc
cgatcagccce
tcagcgacca
cggcegregg
ttggcatagt
atttgaggtg
attactctat
ggaggcagat
aagatatcgc
tatctataga
ataaccttat
gttttatgtt
acagcgactt
ttcgetgegt
gcggccagec
gccccagegt
tgtcatacgce
cgtccatttce
gcggectgag
tgtrgccegg
ttgagaagcg
gcgetgatgt
gggacagctg

tcagtaagtt

43

agtgctgaca
tccagcattt
gcttttaaac
cecgegeacgce
cctecccatcece
agcgectggea
gagcgcgacg
ggtgccggge
ggcattcacg
ggtcgegggt
ataggtaaga
gaagcgcecat
tgccttgaat
cgtatgtaag
atgggcaaag
agcttgtaaa
cagataatgc
ccgtcecage
atatcgettg
atccgtcatc
cgccatagty
gtaaaacagc
cgcgcagacyg
ttttttaagt
catccaacgc
gtgtaagtga
ccggcggtge
atagacacag

ggcagcatca

gatgaggggc
gcaaggdgttt
caatatttat
cgaagggggg
ccccagggge
gtccttgcca
cccggaagca
agtgagggcg
gacttcatgg
gcegtgeteg
ttataccgag
atttaaaaag
atattgacaa
gatttcaggg
cataaaaact
ttctatcata
ccgatgactt
cgtgccaggt
ctgattacgt
catatcacca
cgttcaccga
cagecgctgge
atgacgtcac
gacgtaaaat
cattcatggc
actgcagttg
ttttgcegte
aagccactgg

cccataattg

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440
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tggtttcaaa
aaaagctgtet
cttgttataa
taaatggcta
gtaaaagata
aacctatatt
gaaaaggaca
gaacggcatg
ggagagtatg
aggctcttte
ttagccgaat
gaagaagaca
cccgaagagg
gatggcaaag
gacattgcct
ctactttttg
ctggatgaat
caccgacttce
gggcaagggg
cggccagacg
ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcgggg
gccccgcegaa
gcgcgacage
ttcgegtege
aggaactatg
cgaggccaag

ttectegtte

atcggcteeg
ttctggeratt
ttagcttctt
aaatgagaat
cggaaggaat
taaaaatgac
tgatgctatg
atggctggag
aagatgaaca
actccatcga
tggattactt
ctccatttaa
aacttgtctt
taagtggctt
tctgcgtecg
acttactggg
tgttttagta
ttccgecatca
tcgetggtat
gtctacggga
gggtcaaatce
gggtgaatga
ttttcegeeg
accttccagt
gtgcaactgg
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgegt

gatattgegce
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tcgatactat
taaggtttta
ggggtatctt
atcaccggaa
gtctectget
ggacagccgg
gctggaagga
caatctgcectce
aagccctgaa
catatcggat
actgaataac
agatccgcege
ttceccacgge
tattgatcct
gtcgatcagg
gatcaagcct
cctagatgtg
agtgrtrtgg
tcgtgcaggg
ccgacttcat
aggaataagd
atcggacgtt
aggatgccga
cecgteggcetce
ctcececetgce
aggcggcagg
agcgaaaaac
tgctgaaaca

cgtggecegga

gttatacgcc
gaatgcaagg
taaatactgt
ttgaaaaaac
aaggtatata
tataaaggga
aagctgceccetg
atgagtgagg
aagattatcg
tgtccecctata
gatctggccg
gagctgtatg
gacctgggag
gggagaagcg
gaggatatcg
gattgggaga
gcgcaacgat
ctctcaggece
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcece
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctgccegeyg
tttggcgaag
cgccggecgag
cacgaagcag

cacgatgcga

44

aactttgaaa
aacagtgaat
agaaaagagg
tgatcgaaaa
agetggtggg
ccacctatga
ttccaaaggt
ccgatggegt
agctgtatgce
cgaatagctt
atgtggattg
atcttttaaa
acagcaacat
gcagggcgga
gggaagaaca
aaataaaata
gccggcgaca
gaggcccacg
aataccaagt
gtggattatc
ccggcgtgag
gcatacaggce
agccgcaceg
caagctacgg
ccatcggcceg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg

gcgatgccaa

acaactttga
tggagttcgt
aaggaaataa
ataccgetge
agaaaatgaa
tgtggaacgg
cctgeacttt
cctttgeteg
ggagtgcatc
agacagccge
cgaaaactgg
gacggaaaag
ctttgtgaaa
caagtggtat
gtatgtcgag
ttatatttta
agcaggagcg
gcaagtattt
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtgce
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgeg
aacaggtcag
aaatgcagct

acgacacggc

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

6180
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ccgctctgece
ggtcattetc
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtgge
gtttgctgge
ggcccgacag
aaccttcege
cggcgaagcc
tgacctggtg
agccagcget
tcagtatcgce
ttgacaattg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgcectaca
aaggacgctc
ggggtcgecg
cgacagattc
tcgctactct
acggtaggcg
ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccg
tttgatccge

ctgatcggag

ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgecgrtggge
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgeg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggce
gattgtcgge
aaaagcccat
tcgacggcga
acaaggcgca
gtatgctgct
caacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagcc
tgatggcggte
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat

cgggtttaac
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cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagct
aggaatgcce
acctggaatc
ccegttgeea
cgaaattcat
atttcagctce
gatcggattc
tgcgaggcag
gctagggect
ttcaggaaca
cggcgegetc
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcegtte
gatcattggg
tctgtcecgge
gcgggegttg
ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtce
cctgggggcet
gctagatcct
cgtgctgacc
dggcggecgga
gcctacagga

ctacttcctt

gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgegecta
ggtgtcgetg
ggtccrtgatc
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegtyg
cggeetggeg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtcet
gttttcgtgg
ccggegggtt
cgcatcttca
gtctaccgcce
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggegtceg
cgcaagtggc
ggacttctgc
accaatgttc

tggttceggg

45

cgcgaggegce
accggcgtcg
gcgaagcgca
ctgggctggt
caggcgacag
ctgcaccgcet
gacgaggaaa
taccgcaagce
ccgtaccege
aagaagtggce
gaacacgcct
gttccggcectg
gctcgacgcea
cgataaacag
cggccgacgt
tgttecgggtc
tgcgagatgc
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
tcecteggege
tgccgggegyg
ctgcegerct
ctgcgggegt
cagcgggcct
aacctccegt
tcgttccagt
tcggcetgge

ggatctcgcg

tgcaaaacaa
agctgecggge
ccectategg
cgatcaatgg
cgatgggctt
tcecgegtect
tcgtcgtget
tgrcgcecgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcagce
cttgecttcge
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggcccec
gcgaggccga
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgeggeg
gctaggtage
ggcgetgttyg
ggcgggggcg
gcectctgete
agctttagtg
gtggctegge

actcgaacct

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920
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acagtcgttt
catcaggceg
aggggagttg
cggctttatce
cggttaagcg
tttgatcaca
tcatccgtgt
gagcaaagtc
gcctgtatcg
tggcaggata
gacgttttta
tgccecttcac
gcaggcgaaa
agaatagccc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gatcggtgeg
gattaagttg
aattaattcce
ggtattatag
tcaataactg
tgtgtaatac
agcttgggtc
tcgggagegg
tcagcaatat
ccacagtcga

tcgeccatggg

ccttactggg
acagtcggaa
atatcgtcaa
cagcgatttc
agaaatgaat
ggcagcaacg
ttcaaacccg
tgcecgcecectcta
agtggtgatec
tattgtggtg
atgtactgqgg
cgcctggece
atcctatttyg
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaag
ggcctctteg
ggtaacgcca
catcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag
ataaattgat
ccgctcagaa
cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga

tcacgacgag
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cttrctcage
cttcgggtec
cgttcacttce
ctattatgtc
aagaaggctg
ctctgtcatc
gcagcttagt
caacggctct
ttgtgccgag
taaacaaatt
gtggttttec
tgagagagtt
atggtggttc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gettettggg
ttagagcttg
gagcgggcgce
ctattacgcc
gggttttccce
gaaatatagt
aacataaatt
ctggtacatt
gatatagcta
gaactcgtca
aagcacgagyg
caacgctatg
aaagcggcca

atcctegeceg

cccagatctg
ccgacctgta
taaagaaata
ggcatagttc
ataattecgga
gttacaatca
tgcecgttett
cccgetgacg
ctgecggteg
gacgcttaga
ttttcaccag
gcagcaagcg
cgaaatcggc
tccagttegg
aaccgtctat
gtcgaggtgce
acggggaaag
cattcaggct
agctggcgaa
agtcacgacg
ttaaatattt
tattgatgca
gccgtagatg
gcttagetca
agaaggcgat
aagcggtcag
tcctgatage
ttttccacca

tcgggeatge

46

gggtcgatca
ccattcggtg
gcgccactca
tcaagatcga
tctctgcgag
acatgctacce
ccgaatagca
ccgtceccgga
gggagctgtt
caacttaata
tgagacgggc
gtccacgetg
aaaatcccet
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggegaacy
gcgcaactgt
agggggatgt
ttgtaaaacg
attgataaaa
agtttaaatc
aaagactgag
tcgggggatc
agaaggcgat
ccecattcgec
ggtccgecac
tgatattcgg

gcgecttgag

gccggggatg
agcaatggat
gctrtcctcag
cagcctgtea
ggagatgata
ctccgegaga
tcggtaacat
ctgatgggct
ggctggcegyg
acacattgeg
aacagctgat
gtttgccceca
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
tgggaagggc
gctgcaagge
acggccagtg
taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta
cgtcgaagct
gcgcectgegaa
gccaagctcet
acccagecgg
caagcaggca

cctggcgaac

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660
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agttcggetg
gcttecatcc
grtagccggat
gcaggagcaa
tcectteecy
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtcet
cctgcgtgea
tctggattga
agtggagcat
acgcgcaata
tgagtggctc
gtcatcggeg
gcgecatcag
cttaccagag
gtctagctat
ttcecttgte
actggectttc
gcgtgaagcet
arttgccacta
tcrgatttge
tttgccaaca
aaatacatat
attaaagtga
ggatggcata
ttrgaggtge
taccacacac

tggaaatgat

gcgcgagecc
gagtacgtgc
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
gccgegetge
gaaccgggeg
gttgtgececa
atccatcttg
gagtgaatat
ttttgacaag
atggtttctyg
cttcaacgtt
ggggtcataa
atccttggcyg
ggcgccccag
cgccatgtaa
cagatagccc
tacgtgttcce
tgcatgecetg
aacgtctaaa
gataaatttt
cttagcaatt
actaatcaac
gtgaatatgg
tacaccaaac
atgaacgtca
aagttttgag

ttgcatggaa

ES 2345324 T3

ctgatgctce
tcgctcgatg
cageegecge
caggagatcc
aacgtcgagc
ctcgtcctge
ccectgeget
gtcatagccg
ttcaatccaa
gagactctaa
aaatatttgc
acgtatgtgce
gcggttetgt
cgtgactccc
gcaagaaagce
ctggcaattce
gcccactgeca
agtagctgac
gctteecttta
caggtcgacy
cccttgtaat
tactatttggt
tgcaagttge
tggaaatgta
taccacaagg
attcaataat
cgtggacaaa
gtgcatgcat

gccatgtgta

tcgtccagat
cgatgr-ttcg
attgcatccag
tgcceccggcea
acagctgcgce
agttcattca
gacagcegga
aatagcctct
gctcccatgg
ttggataccgqg
ragctgatag
ttagctcatt
cagttccaaa
ttaattctcc
catccagttet
cggttegett
agctacctgc
attcatccgg
gcagcccttg
gcgegecgayg
ttgrttetgt
actaaatcta
ttaattgatt
aatatttgct
tttggagatt
tcttgaggat
aggtrragta
ggatgccctg

aaaccatgac

47

catcctgatc
cttggtggte
ccatgatgga
cttcgcccaa
aaggaacgcc
gggcaccgga
acacggcegge
ccacccaagc
gccctegact
aggggaattt
tgaccttagg
aaactccaga
cgtaaaacgg
gctcatgatc
acrtttgcagg
gctgtccata
tttctcttty
ggtcagcacc
cgccctgagt
ctcctcgage
tttactatgt
taacacctet
ctaaattatt
aatatttcta
taattgttgce
aataatggta
attcttcaag
tggaaagttt

atccacttgg

gacaagaccg
gaatgggcag
tactttcteg
tagcagccag
cgtegtggce
caggtsggte
atcagagcag
ggccggagaa
agagtcgaga
atggaacgtce
cgacttitga
aacccgeggce
cttgtcecge
ttgatcccct
gcttcccaac
aaaccgccca
cgcttgegtt
gtttctgcgyg
gcttgcggea
aaatttacac

~gttatgta
tatgctaacg
tctgtcttet
ctataggaga
aatgctgcat
ccacacaaga
acaacaatgt
aaaaatattt

aggatgcaat

9720

9780

9840

9900

3960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400
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aatgaagaaa actacaaatt tacatgcaac tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 11460

ttttgcaata ctttcattca tacacactca ctaagtttta cacgattata atttcttcat 11520

ageccagcececa ccgeaggtggg cggccgectyg cagtctagaa ggectectge tttaatgaga 11580

tatgcgagac gcctatgatc gcatgatatt tgctttcaat tctgttgtge acgttgtaaa 11640

aaacctgagc atgtgtagct cagatcctta ccgccggttt cggttcattc taatgaatat 11700

atcacccgtt actatcgtat ttttatgaat aatattctcc gttcaattta ctgattgtcc 11760

gtcgacgaat tcgagctcgg cgcgcctcta gaggatcgat gaattcagat cggctgagtg 11820

gctccttcaa cgttgeggtt ctgtcagttc caaacgtaaa acggcttgtc ccgegtcatc 11880

ggcgggggtc ataacgtgac tcccttaatt ctccgectcat gatcagattg tcgtttecceg 21940

ccttcagttt aaactatcag tgtttgacag gatatattgg cgggtaaacc taagagaaaa 12000

aaaggtttat ccttcgtcca 12060

gagcgtttat tagaataatc ggatatttaa aagggcgtga

tttgtatgtg catgccaacc acagggttcc cca 12093

<210> 21

<211> 12085

<212> DNA

<213> Desconocido

<220>

<223> Vector de expresion vegetal con un casete de expresion promotor-terminador

<400> 21

gatctggcge
gcgeccagcea
tagtgggcgg
ataatcaggc
atgttgggtt
ttctttatca
tgacaaagtt
gcgtagacgg
tttactggca
cggagaatca

ggaatgcceg

cggecagega
caggtgcgca
tgacgtcgtt
cgatgccgac
tcacgtctgg
ctgataagtt
gcagcecgaat
tctgacgaca
cttcaggaac
tacgcattcg

cagcttcagg

gacgagcaag
ggcaaattgc
cgagrgaacc
agcgtcgagce
cctececggace
ggtggacata
acagtgatcc
cgcaaactgg
aagcgggcge
gtgccgagag

caggcgctgce

attggcecgcece
accaacgcat
agatcgcgca
gcgacagtgc
agcctceeget
ttatgtttat
gtgcegeect
cggaacggtt
tgctcgacge
ccgacgacga

tcgectaccg

48

gcccgaaacg
acagcgccag
ggaggceccegg
tcagaattac
ggtccgattg
cagtgataaa
ggacctgttg
gggggttcag
actggccgaa
ctggcgctca

cgatggcgeg

atccgacagce
cagaatgcca
cagcaccggc
gatcaggggt
aacgcgcgga
gtgtcaagca
aacgaggtcg
cagccggcgce
gccatgetgg
tttctgatcg

cgcatccatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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ccggcacgeg
gcgaggeggg
ctgttggggce
ccgttgaaca
ccggtccgga
ggaggctcgt
tgccggagceg
ccaccgegtce
ccaagcctca
gcrcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgeeeccct
aggactataa
gaccctgccg
ccgetgecata
tcgcacgata
ggcgtcagcc
ctgtecctta
ctaccgcegg
agggcagccce
aggcggeggce
aaatcacggg
tgggccgect
teggtgatge
gcaaggtcat
adacggeccggg
gacttcgcgg

gacgctcacc

accgggcgca
ttretcggee
cgtgerrgag
ggctccgcetce
cgcagcgttc
tgtcaggaac
caacccactc
agacgceegt
cggccgegcet
tcgectgegcet
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
accctgcttce
tacaggattt
gggcaggata
ttcgcacctg
cgtaacagat
acctatcaag
ggccggeatg
cgtcgtggac
gggcggectg
cacgatccte
gatgggcgrg
gggtgcgcgt
agctggtgaa

gggctggtrg

ES 2345324 T3

ccgcagatgg
ggggacgecg
gagcaggccg
tcgeegetgt
gagcagggac
grtgaaggac
actacagcag
agcageccgce
cggecctetcet
cggtcgttcy
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcececc
acctgtccgce
ggggtcatta
tgccaaaggg
ggtgaagtag
gcggtgetca
gagggcaagc
gtgtactgcc
agcctgtegg
tatgagcacg
ctgaaactct
geecetgetgg
gtccgecceccga
gattgccaag
gtacatcacc

ccetegeege

aaacggcecga
tcaatgcgcet
gcgacagcga
tgcgggecegce
tcgcggtgat
cgagaaaggg
agccatgtag
tacgggcttt
ggcggcctrc
gctgcggcga
ggataacgca
ggccgcgttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttcecect
tagcgatcet
ttcgtgtaga
gceccacccege
acgggaatcc
ggatggctga
ttccagacga
cctacctgcet
tccgegaget
ggctcaccga
cgaagatcga
gggcagagcece
cacgtcccca
gacgagcaag

tgggctggceg

49

cgcgcageet
gatgacaatc
tgccggcgag
gatagacgcec
tgtcgatgga
tgacgattga
acaacatccc
ttcatgccect
tggcgctcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtett
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaageg
trcggratat
ctttcecttgg
gagcgggtgt
tgctctgcga
tgaaaccaag
acgaagagcg
ggccgtegge
ggcccgcatc
cgacccgcgce
agagaagcag
atgacttttt
tgcgctceat
gcaagaccga

gccgtctatg

cgcttcctet
agcracttca
cgeggeggca
ttcgacgaag
ttggcgaaaa
tcaggaccgce
ctcececctre
gccctagegt
ccgectteecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctcectgttec
tggcgettee
ccatcecttee
tgtatccaac
tccttettcea
ggcrggceegg
ccaaccagga
attgaggaaa
cagggctaca
aatggcgacc
acggcgcggt
gacgagcttg
tagccgctaa
caagaagagc
gcgectttge

gccctgcaaa

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
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cgcgccagaa
cctcgcggaa
cgactcacce
gagctggcca
gatgtggaca
tgacagatga
gcacctattg
ccgececgttt
aaaccttgtt
tgccceccecet
tgegeccecte
ttgccgggat
ttgacgtgece
gcggectggg
€ggggccggce
tgttcggggg
gtatgaaaac
ctaccaagac
tactgataag
ggcaaggeat
tgcatggact
attgggtraat
tgtcatgcag
gctgectceag
gcagctttce
cgtcaaaggg
atacgtgcgce
gcgatttagce

tgccecggetg

acgccgtcga
aacttggccce
ggcgcggegt
gcctcgecaaa
agcctgggga
ggggcgcgat
acatttgagg
ttcggccacce
tttaaccagg
tctcgaaccce
ggccgcgaac
cggggcagta
gcaggtgctg
tggcggectg
aattcttacc
tgcgataaac
gagaattgga
gaagaggatg
ataatatatc
aggcagcgeg
aatgcttgaa
gactccaact
ctccaccgat
attcaggtta
cttcaggcgg
tgacagcagg
aacaaccgtc
cccgacatag

tatgcgcgag

ES 2345324 T3

agccgtgtge
tcactgacag
tgacagatga
tcggcgaaaa
taagtgcect
ccttgacact
ggctgtccac
gctaacctgt
gctgecgeect
tcceccggececg
ggcctcacce
acgggarggg
gcatcgacat
cccttcacte
ttgggcattc
ccagcgaacc
cctttacaga
aagaggatga
ttttatacag
cttatcaata
acccaggaca
tattgatagt
tttgagaacg
tgccgctcaa
gattcataca
crcataagac
ttccggagac
ccccactgtt

gtraccgact

gagacaccge
atgaggggcg
ggggcaggcet
cgcctgacet
gcggtattga
tgaggggcag
aggcagaaaa
cttttaacct
gtgcgegtga
ctaacgcggg
caaaaatggc
cgatcagcce
tcagcgacca
cggceegtegg
ttggcatagt
atttgaggtg
attactctat
ggaggcagat
aagatatcgc
tatctataga
ataaccttat
gtrttatgtet
acagcgactt
tcecgetgegt
gcggccagcec
gceccagegt
tgtcatacgc
cgtccatttc

gcggcctgag

50

ggeegecgge
gacgttgaca
cgatttecggce
tacgcgagtt
cacttgaggg
agtgctgaca
tccagcattt
gcttttaaac
ccgegeacgce
cctceecatce
agcgctggea
gagcgcgacg
ggtgcegggce
ggcattcacg
ggtcgcgggt
ataggtaaga
gaagcgccat
tgccttgaat
cgtatgtaag
atgggcaaag
agcttgtaaa
cagataatgc
ccgtcccagce
atatcgeteg
atcecgtcatc
cgccatagtg
grtaaaacagc
cgcgcagacg

tttttraagt

gttgtggata
cttgaggggc
cggcgacgtg
tcccacagat
gcgcgactac
gatgaggggc
gcaagggttt
caatatctat
cgaagggggg
ccccagggge
gtccttgeca
cccggaagcea
agtgagggcg
gacttcatgg
gcecgtgeteyg
ttataccgag
atttaaaaag
atattgacaa
gatttcaggy
cataaaaact
ttctatcata
ccgatgactt
cgtgccaggt
ctgattacgt
catatcacca
cgttcaccga
cagcgetgge
atgacgtcac

gacgtaaaat

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140
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cgrgttgagg
catatcaatg
ccatgtttca
acgcaccacc
agcacctcaa
tggtttcaaa
aaaagctgtt
cttgttataa
taaacggcta
gtaaaagata
aacctatatt
gaaaaggaca
gaacggcatg
gaagagtatg
aggctettte
ttagccgaat
gaagaagaca
cccgaagagg
gatggcaaag
gacattgecct
ctattttttg
ctggatgaat
caccgacttc
gggcaagggg
cggccagacy
ggcaccaggce
ccecgcaagga
cgacgcgggg

gccccgrgaa

ccaacgccca
attttectgge
cggcagtgag
ccgtcagtag
aaacaccatc
atcggetrceg
ttctggtatt
ttagcttctt
aaatgagaat
cggaaggaat
taaaaatgac
tgatgctatg
atggctggag
aagatgaaca
actccatcga
tggattactt
ctccatttaa
aacttgtctt
taagtggctt
tctgegtecg
acttactggg
tgttttagta
ttecgeatca
tcgetggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttctcegeeg

accttccagt
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taatgcgggce
gcgtaccggg
agcagagata
ctgaacagga
atacactaaa
tcgatactat
taaggtttta
ggggtratctt
atcaccggaa
gtctectget
ggacagccgg
gctggaagga
caatctgctc
aagccctgaa
catatcggat
actgaataac
agatccgege
ttcccacgge
tattgatcte
gtcgatcagg
gatcaagcct
cctagatgtg
agtgttttgg
tcgtgcaggg
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga

ccgteggete

tgttgcccgg
ttgagaagcg
gcgctgatgt
gggacagctg
tcagtaagtt
gttatacgcc
gaatgcaagg
taaatactgt
ttgaaaaaac
aaggtatata
tataaaggga
aagctgcctg
atgagtgagg
aagattatcg
tgtccctrata
gatctggeceg
gagctgtatg
gacctgggag
gggagaagcg
gaggatatcg
gattgggaga
gcgcaacgat
ctctcaggce
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgce
tgaccggaag
aaccatcgca

gatggtccag

51

catccaacgc
gtgtaagtga
ccggcggtgce
atagacacag
ggcagcatca
aactttgaaa
aacagtgaat
agaaaagagg
tgatcgaaaa
agctggtggg
ccacctatga
ttccaaaggt
ccgatggcegt
agctgtatgc
cgaatagctt
atgtggattg
attttttaaa
acagcaacat
gcagggcgga
gggaagaaca
aaataaaata
gccggecgaca
gaggcccacg
aataccaagt
gtggattatc
cecggegtgag
gcatacaggc
agccgcaccg

caagctacgyg

cattcatggce
actgcagttg
ttttgeegtt
aagccactgg
cccataattg
acaactttga
tggagttcgt
aaggaaataa
ataccgctge
agaaaatgaa
tgtggaacgg
cctgecacttt
cectttgeteg
ggagtgcatc
agacagccge
cgaaaactgg
gacggaaaag
ctttgtgaaa
caagtggtat
gtatgtcgag
ttatatttta
agcaggagcg
gcaagtattt
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtge

ccaagatcga

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5649
5700
5760
5820

5880
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gcgcgacage
ttcgecgtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgtte
ccgctetgee
ggtcattttc
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggc
gtttgetgge
ggcccgacgg
aaccttcege
cggcgaagcec
tgacctggtg
agccagcegcet
tcagtatcgce
ttgacaattg
cgcgagatcc
cacgaggaga
ggcgectaca
aaggacgctc
ggggtcgcceg
cgacagattc
tcgetattet
acggtaggcg

ccgatacgat

gtgcaactgg
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgegt
gatattgcge
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgcgttgggce
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgeg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgea
tgattaaggc
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggcga
acaaggcgcea
gtatgctgee
caacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagece

tgatggcggt
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ctcceectge
aggceggeagyg
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggccgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgaget
aggaatgcct
acctggaatc
cccgttgcca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggattc
tgcgaggcag
gctagggcct
ttcaggaaca
cggcgegetc
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattggg
tctgtcegge
gcgggegttg
ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtce

cctggggget

cctgecececgeg
tttggcgaag
cgccggegag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gtrtggagtac
ttgccaggac
gtcgecgecta
ggtgtcgctg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
caccecgegtg
cggectggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtcer
gttttcgtgg
ccggegggtt
cgcatcttca
gtctaccgec
gtgttcatct

atttgcggaa

52

ccatcggceg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcge
accggegtceg
gcgaagcgca
ctgggcetggr
caggcgacgg
ctgcaccgcect
gacgaggaaa
taccgcaagc
ccgtaccege
aagaagtggc
gaacacgcct
gttccggetg
gctcgacgca
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtc
tgcgagatgce
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
tccteggegce
tgccgggegyg
ctgccgetct

ctgcgggcgt

ccgtggageg
tcgacacgceyg
aacaggtcag
aaatgcaget
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgcggge
ccecctategg
cgatcaatgy
cgatgggcit
tcecgegtect
tcgtegtget
tgtcgecgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcagc
cttgcttcge
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggecatte
ggacggeccc
gcgaggccga
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgcggcg
gctaggtage

ggcgetgttg

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660'
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560

7620
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gtgttgacac
gtttccatgyg
accrttaccg
tttgatccge
ctgatcggag
acagtegtrt
catcaggccg
aggggagttg
cggctttatce
cggttaageg
tttgatcaca
tcatccgtgt
gagcaaagtc
gcectgtatcg
tggcaggata
gacgttttta
tgcecttcac
gcaggcgaaa
agaatagccc
gaacgtggac
tgaaccatca
cectaaaggg
ggaagggaag
gatcggtgeg
gattaagttg
aattaattcc
ggtattatag
tcaataactg

tgtgtaatac

caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
acagtcggaa
atatcgtcaa
cagecgatttc
agaaatgaat
ggcagcaacyg
ttcaaacccg
tgccgectta
agtggtgatt
tattgtggtg
atgtactggg
cgectggeee
atcctgtttyg
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agccccecgat
aaagcgaaag
ggcctctteg
ggtaacgcca
catcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag

ataaattgat

ES 2345324 T3

gctagatcct
cgtgctgacc
ggcggecgga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttctecagce
cttegggtece
cgttcacttc
ctattatgtce
aagaaggctyg
ctctgtcatc
gcagcttagt
caacggctcet
ttgtgccgag
taaacaaatt
gtggttrtte
tgagagagtt
atggcggttc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gtteettggg
ttagagcttg
gagcgggege
ctattacgece
gggttttcce
gaaatatagt
aacataaatt
ctggtacatt

gatatagcta

gtcggegteg
cgcaagtggce
ggacttctge
accaatgttce
tggtteccggg
cccagatctg
ccgacctgta
taaagaaata
ggcatagttc
ataattcgga
gttacaatca
tgcegttctt
ccecgetgacyg
ctgecggteg
gacgcttaga
ttttcaccag
gcagcaagcg
cgaaatcggc
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtgc
acggggaaag
cattcaggct
agctggcgaa
agtcacgacyg
ttaaatattt
tattgatgca
gccgtagatg

gcttagctca

53

cagcgggcct
aacctccegt
tcgttccagt
tcggcctggce
ggatctcgeg
gggtcgatca
ccattcggtg
gcgccactca
tcaagatcga
tctctgcgag
acatgctacc
ccgaatagca
ccgtececgga
gggagctgte
caacttaata
tgagacgggc
gtccacgectg
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggcgaacg
gcgcaactgt
agggggatgt
ttgtaaaacg
attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag

tcgggggatc

ggcgggggeg
gcctctgecte
agctttagtg
gtggctcggce
actcgaacct
gcecggggatg
agcaatggat
gcttectcag
cagcctgtea
ggagatgata
ctccgcgaga
tcggtaacat
ctgatgggct
ggetggctigg
acacattgcg
aacagctgat
gtttgceccea
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
tgggaagggc
gctgcaaggc
acggccagtg
taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta

cgtcgaagct

7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300

9360
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agcttgggtc
tcgggagegyg
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgecatggs
agcttcggetyg
gcttecatee
gtagccggat
gcaggagcaa
tccecttceecg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtet
cctgcgtgca
tcrggattga
agtggagcat
acgcgcaata
tgagtggctc
gtcatcggeg
gcgecatcag
cttaccagag
gtctagctat
ttcccttgt;
actggectttce
gcgtgaagct
attgccacta
tttgatttgce
tttgccaaca

aaatacatat

ccgcetcagaa
cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga
tcacgacgay
gcgcgageec
gagtacgtgce
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
geccgegetge
gaaccgggcg
gttgtgccca
atccatcttg
gagtgaatat
ttttgacaag
atggtttctg
cttcaacgtt
ggggtcataa
atccttggeg
ggcgeccceag
cgccatgtaa
cagatagccce
tacgtgttce
tgcatgcctg
aacgtctaaa
gataaatttt
cttagcaatt

actaatcaac

ES 2345324 T3

gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggceca
atcctecgeeg
ctgatgctct
tcgcetegatg
cagccgccge
caggagatcc
aacgtcgagc
ctcgtcctge
cceectgeget
gtcatagccg
ttcaatccaa
gagactctaa
aaatatttgce
acgtatgtge
gcggtrctgt
cgtgactcce
gcaagaaagc
ctggcaattc
gcccactgea
agtagctgac
gcttccttta
caggtcgacg
ccettgtaat
tatatttggt
tgcaagttga

tggaaatgta

agaaggcgat
aagcggtcag
tcectgatage
ttttccacca
tcgggecatge
tcgtccagat
cgaetgtrteg
attgcatcag
tgccccggea
acagctgcgc
agttcattca
gacagccgga
aatagcctct
gctccecatgg
ttggataccg
tagctgatag
ttagctcatt
cagttccaaa
ttaattctcce
catccagttt
cggttegctt
agctacctgce
attcatccge
gcagcecttyg
gcgcgecgag
ttgtttttgt
actaaattta
ttaattgatt

aatatttgct

54

agaaggcgat
cccattegece
ggtccgccac
tgatattcgg
gcgccttgag
catcctgatc
cttggtggtce
ccatgatgga
cttcgccecaa
aaggaacgcc
gggcaccgga
acacggcggce
ccacccaagce
gccctegact
aggggaattt
tgaccttagg
aaactccaga
cgtaaaacgg
gctcatgatc
actttgcagg
gctgtccata
tttctctttg
ggtcagcacc
cgccctgagt
ctcctecgage
tttactatgt
taacaccttt
ctaaattatt

aatattccta

gcgctgcecgaa
gccaagetet
acccagcecegg
caagcaggca
cctggcgaac
gacaagaccg
gaatgggcag
tactttcteg
tagcagccag
cgtcgtggcee
caggtcggtc
atcagagcag
ggccggagaa
agagtcgaga
atggaacgtc
cgacttttga
aacccgcggce
crtgtceccge
ttgatcccct
gcttcccaac
aaaccgccca
cgcttgeget
gtttctgcgg
gcttgeggea
aaatttacac
gtgttatgta
tatgctaacg
tttgtcttct

ctataggaga

9420
9480
9540
8600
9660
9720
9780
5840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
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attaaagtga
ggatggcata
ttrgaggtge
taccacacac
tggaaatgat
aatgaagaaa
ttttgcaata
agccagcgga
acgcctatga
gcatgtgtag
ttactatcgt
attecgagctc
aacgttgegg
tcataacgtg
ttaaactatc
attagaataa

tgcatgccaa

<210> 22

<211> 12079
<212> DNA

<213> Desconocido

<220>

<223> Vector de expresion vegetal con un casete de expresion promotor-terminador

<400> 22

gatctggcgc
gcegecceccagea
tagtgggcgg
ataatcaggc
atgttgggtt
ttctetatca

tgacaaagtt

gtgaatatgg
tacaccaaac
atgaacgtca
aagttttgag
ttgcatggaa
actacaaatt
ctttcattca
tccgatatcyg
tcgcatgata
ctcagatcct
atttttatga
ggcgegecte
ttctgtcagt
actcccttaa
agtgtttgac
tcggatatte

ccacagggtt

cggccagega
caggtgcgca
tgacgtcgtt
cgatgccgac
tcacgtctgg
ctgataagtt

gcagccgaat

ES 2345324 T3

taccacaagg
attcaataat
cgtggacaaa
gtgcatgcat
gccatgtgta
tacatgcaac
tacacactca
ggcccgectag
tttgctttca
taccgecggt
ataatattct
tagaggatcg
tccaaacgta
ttctececgetc
aggatatatt
aaaagggcgt

cccca

gacgagcaag
ggcaaatigc
cgagtgaacc
agcgtcgagce
cecteeggacce
ggtggacata

acagtgatcc

tttggagatt
tcttgaggat
aggtttagta
ggatgccctg
aaaccatgac
tagttatgca
ctaagtttta
cgttaaccct
attctgttgt
ttcggttcat
ccgtrcaatt
atgaattcag
aaacggcttg
atgatcagat

ggcgggraaa

gaaaaggttt

attggccgec
accaacgcat
agatcgcgea
gcgacagtge
agectccget
ttatgtctat

gtgccgeect

55

taattgttge
aataatggta
atctttcaag
tggaaagttt
atccacttgg
tgtagtctat
cacgattata
gctttaatga
gcacgttgta
tctaatgaat
tactgattgt
atcggctgag
tcccgegtea
tgtcgtttcc
cctaagagaa

atccttcgte

aatgetgeat
ccacacaaga
acaacaatgt
aaaaatattec
aggatgcaat
ataatgaggg
atttcttecat
gatatgcgag
aaaaacctga
atatcacccg
ccgtegacga
tggctcette
tcggecggggag
cgccticagt
aagagcgttet

catttgtatg

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12085

gcccgaaacg
acagcgccag
ggaggceccgyg
tcagaattac
ggtecgattg
cagtgataaa

ggacctgttg

atccgacagc
cagaatgcca
cagcaccggc
gatcaggggt
aacgcgcgga
gtgtcaagca

aacgaggtcg

60

120

180

240

300

360

420
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gcgtagacgg
tttactggca
cggagaatca
ggaatgeeceg
ccggcacgeg
gcgaggcggyg
ctgttggggce
ccgttgaaca
ccégtccgga
ggaggctcgt
tgccggageg
ccaccgcegtce
ccaagcctca
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgececect
aggactataa
gaccctgeeg
ccgectgeata
tcgcacgata
ggcgtcagee
ctgtccctta
ctaccgeegg
agggcagcce
aggcggcgge
aaatcacggg
tgggccgect

tcggtgatge

tctgacgaca
cttcaggaac
tacgcattcg
cagcttcagg
accgggcgca
ttttteggee
cgtgcttgag
ggctccgetce
cgcagcgttce
tgtcaggaac
caacccactc
agacgcccgt
cggccgeget
tcgctgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
accctgetece
tacaggattt
gggcaggata
ttcgcacctyg
cgtaacagat
acctatcaag
ggccggeatg
cgtegtggac
gggcggectg

cacgatcctc

ES 2345324 T3

cgcaaactgg
aagegggcegce
gtgcecgagag
caggcgctgc
ccgcagatgg
ggggacgccg
gagcaggecg
tcgecgetgt
gagcagggac
gttgaaggac
actacagcag
agcagcccgce
cggectctcet
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttceccece
acctgtccgce
ggggtcatta
tgccaaaggg
ggtgaagtag
gcggtgctca
gagggcaagc
gtgtactgcc
agcctgtegg
tatgagcacg
ctgaaactct

gcecctgetgg

cggaacggtt
tgctcgacgc
ccgacgacga
tcgectaccyg
aaacggccga
tcaatgecgcet
gcgacagcga
tgcgggecege
tcgeggtgat
cgagaaaggg
agccatgtag
tacgggettt
ggcggcecttce
gctgcggega
ggataacgca
ggccgegttyg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttcteect
tagcgatttt
ttcgtgtaga
gcccacecege
acgggaatcc
ggatggctga
ttccagacga
cctacctgcet
tccgecgaget
ggctcaccga

cgaagatcga

56

gggggttcag
actggccgaa
ctggcgctca
cgatggcgcg
cgcgcagctt
gatgacaatc
tgccggcgag
gatagacgcc
tgtcgatgga
tgacgattga
acaacatccc
ttcatgcect
tggcgctcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegttte
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaagcg
ttcggtatat
ctttecttgg
gagcgggtgt
tgctectgega
tgaaaccaag
acgaagageg
ggccgtegge
ggcccgeatc
cgacccgcgce

agagaagcag

cagccggcge
gccatgetgg
tttctgatceg
cgcateccatg
cgecttectct
agctacttca
cgcggeggcea
ttcgacgaag
ttggcgaaaa
tcaggaccgce
ctccececttt
gccctagegt
ccgcectteetce
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctectgttec
tggcgcectttt
ccatcctttt
tgtatccaac
tccttcttca
ggctggccgg
ccaaccagga
attgaggaaa
cagggctaca
aatggcgacc
acggegeggt

gacgagcttg

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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gcaaggtcat
aacggecggg
gacttcgegg
gacgctcacc
cgcgccagaa
cctcgeggaa
cgactcaccc
gagctggeca
gatgtggaca
tgacagatga
gcacctattyg
ccgeeecgett
aaaccttgtt
tgccececect
tgcgececectce
ttgccgggac
ttgacgtgcece
gcggectggg
cggggccggc
tgttcggggg
gtatgaaaac
ctaccaagac
tactgataag
ggcaaggcat
tgcatggact
attgggtaat
tgtcatgcag
gctgccteag

gcagctttcc

gatgggcgtg
gggtgegegt
agctggtgaa
gggctggttg
acgccgtcga
aacttggecec
ggcgeggegt
gcctcgcaaa
agcctgggga
dggggcgcegat
acatrtgagg
ttcggecace
tttaaccagg
tctcgaaccce
ggccgecgaac
cggggcagta
gcaggtgetg
tggcggcectg
aatttttacc
tgcgataaac
gagaatrtgga
gaagaggatg
ataatatatc
aggcagcgeg
aatgcttgaa
gactccaact
ctccaccgat
attcaggtta

cttcaggcgy

ES 2345324 T3

grtcegeecga
gattgccaag
gtacatcacc
ccctegecge
agccgtgtgce
tcactgacag
tgacagatga
tcggcgaaaa
taagtgccct
ccttgacact
ggctgtecac
gctaacctgt
gctgegecect
tcceggeecg
ggcctcaccce
acgggatggg
gcatcgacat
cccttcactt
ttgggcattc
ccagcgaacce
cctttacaga
aagaggatga
tcttatatag
cttatcaata
acccaggaca
tattgatagt
tttgagaacyg
tgccgctcaa

gattcataca

gggcagagcc
cacgtcccca
gacgagcaaqg
tgggctggeg
gagacaccgc
atgaggggceyg
ggggcaggct
cgcctgattt
gcggtattga
tgaggggcag
aggcagaaaa
ctrttaacct
gtgcgcegrga
ctaacgcggg
caaaaatggc
cgatcagcecc
tcagcgacca
cggcegtcgg
ttggcatagt
atttgaggtg
attactctat
ggaggcagat
aagatatcgc
tatctataga
ataaccttat
gtrttatgre
acagcgactt
ttcgctgegt

gcggecagec

57

atgacttttt
tgecgctecat
gcaagaccga
gccgtcectatg
ggcegecgge
gacgttgaca
cgatttegge
tacgcgagtt
cacttgaggg
agtgctgaca
tccagcattt
gcttttaaac
ccgegeacge
cctececatee
agcgetggea
gagcgcgacyg
ggtgccggge
ggcattcacg
ggrcgegggt
ataggtaaga
gaagcgecat
tgccttgaat
cgtatgtaag
atgggcaaag
agcttgtaaa
cagataatgc
ccgtcccage
atatcgcttg

atccgteatc

tagcecgctaa
caagaagagc
gcgeetttge
gccctgcaaa
gttgtggata
cttgaggggce
cggcgacgtyg
tcccacagat
gcgegactac
gatgaggggc
gcaagggttt
caatatttac
cgaagggggag
ccccaggggce
gtccttgeca
cccggaagcea
agtgagggcg
gacttecatgg
gcegtgcteg
ttataccgag
atttaaaaag
atattgacaa
gatttcaggg
cataaaaact
ttectatcata
ccgatgactt
cgtgccaggt
ctgattacgt

catatcacca

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3900
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cgtcaaaggg
atacgtgcgce
gcgatttagce
tgceccggctyg
cg-gttgagg
catatcaatg
ccatgtttta
acgcaccacc
agcacctcaa
tggtttcaaa
aaaagctgtt
cttgttataa
taaatggcta
gtaaaagata
aacctatatt
gaaaaggaca
gaacggcatg
gaagagtatg
aggctctttc
ttagccgaat
gaagaagaca
cccgaagagg
gatggcaaag
gacattgcct
ctattttttg
ctggatgaat
caccgactetc
gggcaagggg

cggccagacg

tgacagcagg
aacaaccgtce
cccgacatag
tatgcgegag
ccaacgccca
attttctggt
cggcagtgag
ccgtcagtag
aaacaccatc
atcggctceg
ttctggtatt
ttagcttett
aaatgagaat
cggaaggaat
taaaaatgac
tgatgctatg
atggctggag
aagatgaaca
actccatcga
tggattactt
ctccatttaa
aacttgteet
taagtggcte
tctgcgtecg
acttactggag
tgttttagta
ttccgcatca
tcgectggtat

gtcracggga

ES 2345324 T3

ctcataagac
ttcecggagac
ccccactget
gttaccgact
taatgcgggc
gcgtaccggg
agcagagata
ctgaacagga
atacactaaa
tcgatactat
taaggtttta
ggggtatctt
atcaccggaa
gtctecctget
ggacagccgg
gctggaagga
caatctgctc
aagccctgaa
catatcggat
actgaataac
agatccgcegce
tteccacggce
tattgatctt
gtcgatcagg
gatcaagect
cctagatgtg
agtgttttgg
tcgtgcaggg

ccgacttcat

gcececagest
tgtcatacgc
cgtccatttce
gcggectgag
tgttgcecgg
ttgagaagcg
gcgctgatgt
gggacagctg
tcagtaagtt
gttatacgcec
gaatgcaagg
taaatactgt
ttgaaaaaac
aaggtatata
tataaaggga
aagctgectyg
atgagtgagg
aagattatcg
tgtccctata
gatctggecyg
gagctgtatg
gacctgggag
gggagaagcg
gaggatatcg
gattgggaga
gcgcaacgat
ctctecaggec
caagattcgg

tgccgataag

58

cgceccatagtg
graaaacagc
cgcgcagacg
ttttttaagt
catccaacgc
gtgtaagtga
ccggeggtge
atagacacag
ggcagcatca
aactttgaaa
aacagtgaat
agaaaagagg
tgatcgaaaa
agctggtggg
ccacctatga
ttccaaaggt
ccgatggegt
agctgtatgce
cgaatagctt
atgtggattag
attttttaaa
acagcaacat
gcagggcgga
gggaagaaca
aaataaaata
gccggcegaca
gaggcccacg
aataccaagt

gtggattatc

cgttcaccga
cagecgetgge
atgacgtcac
gacgtaaaat
cattcatgge
actgcagttg
tcttgeegtt
aagccactgg
cccataattg
acaactttga
tggagttcgt
aaggaaataa
ataccgctgce
agaaaatgaa
tgtggaacgg
cctgcacttt
ccttrgeteyg
ggagtgcatc
agacagccgce
cgaaaactgg
gacggaaaag
ctttgtgaaa
caagtggtat
gtatgtcgag
tratatteta
agcaggagcyg
gcaagtattt
acgagaagga

tggacaccaa

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580

5640
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ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcgggag
gccccgegaa
gcgecgacagce
tcecgegtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttcecttgtte
ccgctctgee
ggtcatttec
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtgge
gtttgcrggce
ggcccgacgg
aaccttcecge
cggcgaagcec
tgacctggtrg
agccagcgcet
tcagtatcgc
ttgacaattg
cgcgagatcce
cacgaggaga
ggcgcectaca
aaggacgctc

ggggtcgecg

gggtcaaatc
gggtgaatga
tttteegecyg
accttccagt
gtgcaactgy
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgegt
gatattgcgce
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggceg
cgecgttggge
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgceg
tgcgaagag;
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggce
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggcga
acaaggcgca

gtatgctgcer

ES 2345324 T3

aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgteggetc
ctcececrge
aggcggeagy
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggccgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagcect
aggaatgcct
acctggaatc
cccgttgeca
cgaaattcat
atttcagcte
gatcggattce
tgcgaggcag
gctagggcect
ttcaggaaca
cggecgegceece
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttce
gatcattggg
tctgtccggc

gcgggegttyg

gcacattgcee
tgaccggaag
aaccatcgeca
gatggtccag
cctgccegeg
tttggcgaag
cgceggegag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcceg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgcgecta
ggtgtcgetg
ggteccectgate
atgggagaag
gcaccgggag
caccecgegtg
cggcctggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtcet
gttttcgtgg

ccggegggtt

59

ccggegtgag
gcatacaggc
agccgcaccyg
caagctacgg
ccatcggccg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcge
accggegtcg
gcgaagcgceca
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccget
gacgaggaaa
taccgcaagce
ccgtaccegce
aagaagtggce
gaacacgcct
gttccggcectg
gctcgacgea
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtce
tgcgagatgc
tcaaacagga
agcccgaaca

tattgctegt

tcggggcaat
aagaactgat
tcatgecgtge
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgeg
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggce
tgcaaaacaa
agctgcgggce
cecectatecgg
cgatcaatgg
cgatgggctt
tccgegtcecet
tcgtegtget
tgtcgecgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcage
cttgettege
aggattaaaa
gcaggatttce
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggcccece
gcgaggccga

gatgatcgtc

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

€300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380
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cgacagattc
tcgctateet
acggtaggcg
ccgatacgat
gtgttgacac
gtteteccatgg
acctttaccg
tttgatccge
ctgatcggag
acagttgttt
catcaggccg
aggggagtrg
cggctttatce
cggttaagcge
tttgatcaca
tcatccgtgt
gagcaaagtc
gcetgtateg
tggcaggata
gacgttttta
tgcccttecac
gcaggcgaaa
agaatagccc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gatcggtgceg

gattaagttg

caacgggaat
ggagcttgte
ctgtgcagcece
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
acagtcggaa
atatcgtcaa
cagcgattte
agaaatgaat
ggcagcaacg
ttcaaacccg
tgccgectta
agtggtgatt
tattgtggtg
atgtactggg
cgcctggece
atcctgttteg
gagatagggc
tccaacgtca
cccaaatcaa
agcccccegat
aaagcgaaag
ggcetctteg

ggtaacgcca
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ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtc
cctgggggcet
gctagatcct
cgtgctgacce
ggcggccgga
gcctacagga
ctacttcctt
ctttctcagce
cttcgggtcc
cgttcacttc
ctattatgtce
aagaaggctg
ctctgtcatc
gcagcettagt
caacggctct
ttgtgccgag
taaacaaatt
gtggtteottc
tgagagagtt
atggtgagttce
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gtttrttggy
ttagagettg
gagegggegce
ctattacgcec

gggttttcce

cgcatcttca
gtctaccgcc
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggcegtceg
cgcaagtgge
ggacttctge
accaatgttc
tggttccggg
cccagatctg
ccgacctgta
taaagaaata
ggcatagttc
ataattcgga
gttacaatca
tgeegttete
cececgetgacy
ctgcecggreg
gacgcttaga
ttttcaccag
gcagcaagcg
cgaaatcggc
tccagtttgg
aaccgcoctat
gtcgaggtge
acggggaaag
cattcaggct
agctggcgaa

agtcacgacg

60

tccteggege
tgccgggegg
ctgcegetet
ctgcgggegt
cagcgggcct
aacctcececgt
tcgttccagt
teggectgge
ggatctcgecg
gggtcgatca
ccattcggtg
gcgecactca
tcaagatcga
tctctgcgag
acatgctacc
Cccgaatagca
ccgtcecgga
gggagctgtt
caacttaata
tgagacgggc
gtccacgctg
aaaatcccrt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggcgaacyg
gcgcaactgt
agggggatge

ttgtaaaacg

acttaatatt
ggrcgecggeg
gctaggtagce
ggcgcergteg
ggcgggggcg
gecectgcete
agctttagtg
gtggctcgge
actcgaacct
gccggggatg
agcaatggat
gcttcectcag
cagccrgtca
ggagatgata
ctcegecgaga
tcggtaacat
ctgatgggct
ggctggetgg
acacattgcg
aacagctgat
gtttgcecea
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
tgggaagggc
gctgcaaggc

acggccagtg

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060

9120
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aattaattcc
ggtatcatag
tcaataactg
tgtgtaatac
agcttgggtc
tcgggagcgg
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgccatggg
agttcggetg
gcttccatce
gtagccggat
gcaggagcaa
tcccttececg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgeet
cctgcgtgea
tctggattga
agtggagcat
acgcgcaata
tgagtggcte
gtcatcggeyg
gcgccatcag
cttaccagag
gtctagctat
ttececttgte
actggctttce

gcgtgaagcet

catcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag
ataaattgat
ccgctcagaa
cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga
tcacgacgag
gcgcgagecc
gagtacgtgc
caagcgtaty
ggtgagatga
cttcagtgac
gccgegetge
gaaccgggcg
gttgtgcceca
atccatcttg
gagtgaatat
ttttgacaag
atggtttctg
cttcaacgtt
ggggtcataa
atccttggcg
ggcgccccag
cgccatgtaa
cagatagcce
tacgtgttcc

tgcatgectg
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gaaatatagt
aacataaatt
ctggtacatt
gatatagcta
gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggcca
atcctcgeceg
ctgatgctct
tcgctcgatg
cagccgcecge
caggagatcc
aacgtcgage
ctcgtectge
cccctgegcect
gtcatagccg
ttcaatccaa
gagactctaa
aaatatttgc
acgtatgtgce
gcggttctgt
cgtgactccce
gcaagaaagc
ctggcaattc
gcccactgca
agtagctgac
gcttccttta

caggtcgacg

ttaaatattt
tattgatgca
gccgtagatg
gcttagctca
agaaggcgat
aagcggtcag
tcctgatagce
ttttccacca
tcgggcatge
tcgtccagat
cgatgtctcg
attgcatcag
tgcecccggea
acagctgcgce
agttcattca
gacagccgga
aatagcctet
gcteccatgyg
ttggataccg
tagctgatag
ttagctcatt
cagttccaaa
ttaattctcc
catccagttt
cggttegett
agctacctge
attcatccgg
gcagcccettg

gcgcgcecgag
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attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag
tcgggggatc
agaaggcgat
cccattegec
ggtecgecac
tgatattcgg
gcgeettgag
catcctgatce
cttggtggtc
ccatgatgga
cttcgcccaa
aaggaacgcc
gggcaccgga
acacggcgge
ccacccaagc
gcectecgact
aggggaattt
tgaccttagg
aaactccaga
cgtaaaacgg
gctcatgatc
actttgcagg
gctgtecata
tttctctttg
ggtcagcacc
cgccctgagt

ctcctcgage

taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta
cgtcgaagct
gcgctgegaa
gccaagctct
acccagccgg
caagcaggca
cctggcgaac
gacaagaccqg
gaatgggcag
tactttctcg
tagcagccag
cgtegtggec
caggtcggtce
atcagagcag
ggccggagaa
agagtcgaga
atggaacgtc
cgacttttga
aacccgcggce
cttgtceccgce
ttgatccect
gcttcccaac
aaaccgccca
cgcttgegtt
gtttctgcgg
gcttgcggca

aaatttacac

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860
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attgccacta
tctgatttgce
tccgccaaca
aaatacatat
attaaagtga
ggatggcata
tttgaggtge
taccacacac
tggaaatgat
aatgaagaaa
tcttgcaata
agccagcaga
acgecctacga
gcatgtgtag
ttactatcgt
gcteggcgeg
gcggttctgt
cgtgactccce
tatcagtgtt
ataatcggat

cCcaaccacag

<210> 23

<211> 13002
<212> DNA

<213> Desconocido

<220>

aacgtctaaa
gataaatttt
cttagcaatt
actaatcaac
gtgaatatgg
tacaccaaac
atgaacgtca
aagttttgag
ttgcatggaa
actacaaatt
ctttcattca
tctgccggea
tcgcatgata
ctcagatcct
attrttatga
cctctagagg
cagttccaaa
ttaattctce
tgacaggata
atttaaaagg

ggttecccea
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cccttgtaat
tatateccggt
tgcaagttga
tggaaatgta
taccacaagg
attcaataat
cgtggacaaa
gtgcatgcat
gccatgigta
tacatgcaac
tacacactca
tcgatccegg
tctgctttca
taccgeeggt
ataatattct
atcgatgaat
cgtaaaacgg
gctcatgatc
tattggcggg

gcgtgaaaag

ctgtttttgt
actaaattta
traattgatt
aatatttgct
tstggagatt
tcttgaggat
aggtttagta
ggatgccctg
aaaccatgac
tagttatgca
ctaagtttta
gccatggcecet
attctgrtgt
ttcggtrcat
ccgttcaatt
tcagatcggc
cttgtecege
agattgtcgt
taaacctaag

gtttatcctt

tttactatgt
taacaccttt
ctaaattatt
aatattccca
taattgrtge
aataatggta
atttttcaeg
tggaaagttt
atccacttgg
tgtagtctat
cacgattata
gctttaatga
gcacgttgta
tctaatgaat
tactgatrgt
tgagtggctc
gtcatcggeg
ttecegectt
agaaaagagc

cgtccattrg

gtgttatgta
tatgctaacg
tttgtcttct
ctataggaga
aatgectgcat
ccacacaaga
acaacaatgt
aaaaatatteuc
aggatgcaat
ataatgagga
attrecttcat
gatatgcgag
aaaaacctga
atatcacccg
ccgtcgacga
cttcaacgtt
ggggtcataa
cagtttaaac
gtttattaga

tatgtgcatg

<223> Vector de expresion vegetal con dos casetes de expresion promotor-terminador

62

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12079
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<400> 23

attggccgec geccgaaacg atccgacagce 60

gatctggcge cggccagcga gacgagcaag

gcgeccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgceca 120
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tagtgggcgg
ataatcaggce
atgttgggtt
ttctttatca
tgacaaagtt
gcgtagacgg
trractggca
cggagaatca
ggaatgcccy
ccggcacgeg
gcgaggceggg
ctgttgggge
ccgttgaaca
ccggtceccgga
ggaggctcgt
tgccggagcg
ccacegegtce
ccaagcctce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgeececect
aggactataa
gaccctgecg
ccgectgeata
tcgcacgata
ggcgtcagcec
ctgtccecetta

ctaccgeecgg

tgacgtecgtt
cgatgccgac
tcacgtctgy
ctgataagtt
gcagccgaat
tctgacgaca
cttcaggaac
tacgcattcg
cagcttcagg
accgggcgea
tttttecggece
cgtgctrrgag
ggctecegete
cgcagegete
tgtcaggaac
caacccacte
agacgcccgt
cggcecgeget
tcgctgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
accetgette
tacaggatte
gggcaggata
cttcgecacctyg

cgtaacagar

cgagtgaacc
agcgtcgage
ccLcecggace
ggtggacata
acagtgatcc
cgcaaactgg
aagcgggcgc
gtgccgagag
caggcgctgce
ccgcagatgg
ggggacgccg
gagcaggccg
tcgccgetge
gagcagggac
gttgaaggac
actacagcag
agcagcccgce
cggcctcect
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececec
acctgteege
ggggtcatta
tgccaaaggyg
ggtgaagtag
gcggtgetca

gagggcaagc

agatcgcgca
gcgacagtgce
agccectccgcet
ttatgtttat
gtgccgeect
cggaacggtt
tgctegacgce
ccgacgacga
tcgectacceg
aaacggccga
tcaatgcgcet
gcgacagcega
tgcgggecge
tcgeggtgat
cgagaaaggg
agccatgtag
tacgggettt
ggcggectte
gectgcggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttctceet
tagcgatcttt
ttcgtgraga
gcccaccege
acgggaatcc

ggatggctga

63

ggaggcccgg
tcagaattac
ggtccgatrg
cagtgataaa
ggacctgteg
gggggttcag
actggccgaa
ctggcgctca
cgatggcgceg
cgcgeagett
gatgacaatc
tgccggegag
gatagacgcc
tgrcgatgga
tgacgattga
acaacatccc
ttcatgccct
tggcgctcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgrett
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaageg
trcggtatat
ctttccttgg
gagcgggtgt
tgctctgcga

tgaaaccaag

cagcaccggce
gatcaggggt
aacgecgegga
gtgtcaagca
aacgaggteyg
cagcecggege
gccatgctgg
tttctgateg
cgcatccatg
cgctrectet
agctacttca
cgcggeggea
ttcgacgaag
ttggcgaaaa
tcaggaccge
ctceeectet
gccectagege
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctcetgttee
tggcgeerttte
ccatcctete
tgtatccaac
tccttcttea
ggctggcecgg

ccaaccagga

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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agggcagcce
aggcggceggce
aaatcacggyg
tgggccgect
tcggtgatge
gcaaggtcat
aacggccggg
gacttcgecgg
gacgctcacc
cgcgccagaa
cctegeggaa
cgactcaccc,
gagctggcca
gatgtggaca
tgacagatga
gcacctattg
ccgecegttr
aaaccttgtt
tgceccecect
tgcgcecececte
ttgccgggat
ttgacgtgcc
gcggectggg
cggggccggce
tgttcggggyg
gtatgaaaac
ctaccaagac
tactgataag

ggcaaggcat

acctatcaag
ggccggeatg
cgtcgtggac
gggcggccrg
cacgatcctc
gatgggcgtg
gggtgcgcegt
agcrggtgaa
gggctggttg
acgccgtega
aacttggecce
ggcgeggcegt
gcctcgcaaa
agcctgggga
ggggcgcgat
acatttgagg
tteggcecace
tttaaccagg
tctcgaaccce
ggccgegaac
cggggcagta
gcaggtgctg
tggcggectg
aatttttacce
tgcgataaac
gagaattgga
gaagaggatg
ataatatatc

aggcagcgcg

ES 2345324 T3

gtgtactgcc
agccrgtcgg
tatgagcacg
ctgaaactct
gccectgetgg
gtccgeecga
gattgccaag
gtacatcacc
cecctegecge
agccgtgtge
tcactgacag
tgacagatga
tcggcgaaaa
taagtgccce
ccttgacact
ggctgtccac
gctaacctgt
gctgcgececet
tceceggeccg
ggcctcaccee
acgggatggg
gcatcgacat
cceticactt
ttgggcattc
ccagecgaacc
cctttacaga
aagaggatga
ttttatatag

cttatcaata

ttccagacga
cctacctgcet
tccgcgaget
ggctcaccga
cgaagatcga
gggcagagcc
cacgtcccca
gacgagcaag
tgggctggceg
gagacaccgc
atgaggggcg
ggggcaggct
cgcectgattt
gcggtattga
tgaggggcag
aggcagaaaa
cttttaacct
gtgcgegtga
ctaacgcggyg
caaaaatggc
cgatcagcecce
tcagcgacca
cggececgeegyg
ttggcatagt
atttgaggtg
attactctat
ggaggcagat
aagatatcgce

tatctataga

64

acgaagagceg
ggccgtegge
ggccegeate
cgacccegege
agagaagcag
atgacttttt
tgcgctecat
gcaagaccga
gccgtctatg
ggccgecgge
gacgttgaca
cgatttcgge
tacgcgagtt
cacttgaggg
agtgctgaca
tccagcattt
gcttttaaac
ccgegeacge
ccteeccatece
agcgctggca
gagcgcgacg
ggtgccggge
ggcattcacg
ggtcgegggt
ataggtaaga
gaagcgcecat
tgccttgaat
cgtatgtaag

atgggcaaag

attgaggaaa
cagggctaca
aatggcgacce
acggecgeggt
gacgagcttg
tagccgctaa
caagaagagc
gcgcectttge
gcectgcaaa
gttgtggata
cttgaggggc
cggcgacgtg
tcccacagat
gcgcgactac
gatgaggggc
gcaagggttt
caatatttat
cgaagggggyg
cceccaggggce
gtccttgeca
cccggaagca
agtgagggcg
gacttcatgg
gcecgtgecteg
ttataccgag
atttaaaaag
atattgacaa
gatttcaggg

cataaaaact

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

31540

3600
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tgcatggact
attgggcaat
tgtcatgcag
gctgcctcag
gcagctttcce
cgtcaaaggg
atacgtgcge
gcgatttage
tgceccggetg
cgtgttgagg
catatcaatg
ccatgterteca
acgcaccacc
agcacctcaa
tggtttcaaa
aaaagctgtt
cttgttataa
taaatggcta
gtaaaagata
aacctatatct
gaaaaggaca
gaacggcatg
gaagagtacg
aggctcttee
ttagccgaat
gaagaagaca
cccgaagagg
gatggcaaag

gacattgcct

aatgcttgaa
gactccaact
ctccaccgat
attcaggtta
cttcaggcgg
tgacagcagg
aacaaccgtc
cccgacatag
tatgcgcgag
ccaacgccca
attttctggt
cggcagtgag
ccgtcagtag
aaacaccatc
atcggeteeg
ttctggtatt
ttagcttctt
aaatgagaat
cggaaggaat
taaaaatgac
tgatgctatg
atggctggeg
aagatgaaca
actccatcga
tggattactt
ctccatttaa
aacttgtctt
taagtggectt

tctgegteecg
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acccaggaca
tattgatagt
tttgagaacg
tgccgectcaa
gattcataca
ctcataagac
ttceggagac
ccccactgtt
gttaccgact
taatgcgggc
gcgtaccggg
agcagagata
ctgaacagga
atacactaaa
tcgatactat
taaggtttta
ggggtatctt
atcaccggaa
gtctecctget
ggacagccgg
gctggaagga
caatctgctc
aagcecctgaa
catatcggat
actgaataac
agatccgege
ttcccacggce
tatcgatctt

gtcgatcagg

ataaccttat
gttttatgtt
acagcgactt
ttegetgegt
gcggcecagec
gcceccagegt
tgtcatacgce
cgtccattte
gcggcectgag
tgttgcccgg
ttgagaagceg
gecgetgatgt
gggacagctg
tcagtaagtt
gttatacgcce
gaatgcaagg
taaatactgt
ttgaaaaaac
aaggtatata
tataaaggga
aagctgcctg
atgagtgagg
aagattatcg
tgtccctata
gatctggceg
gagetgtatg
gacctgggag
gggagaagcg

gaggatatcg

65

agcttgtaaa
cagataatgc
ccgtcccage
atatcgecttg
atccgtcatce
cgccatagtg
gtaaaacagc
cgcgcagacyg
ttttetaagt
catccaacgce
gtgtaagtga
ccggeggege
atagacacag
ggcagcatca
aactttgaaa
aacagtgaat
agaaaagagg
tgatcgaaaa
agctggtggg
ccacctatga
ttccaaaggt
ccgatggcegt
agecegtatge
cgaatagctt
atgtggattg
attttttaaa
acagcaacat
gcagggcgga

gggaagaaca

ttctatcata
ccgatgactt
cgtgccaggt
ctgattacgt
catatcacca
cgttcaccga
cagcgctgge
atgacgtcac
gacgtaaaat
cattcatggce
actgcagttg
ttttgcegtt
aagccactgg
cccataattg
acaactttga
tggagttcgt
aaggaaataa
ataccgctge
agaaaatgaa
tgtggaacgg
cctgcacttt
cctttgecteg
ggagtgcatc
agacagccge
cgaaaactgg
gacggaaaaqg
cttrtgtgaaa
caagtggtat

gtatgtcgag

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5340
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ctatctrttg
ctggatgaat
caccgacttc
gggcaagggyg
cggccagacg
ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcgggg
gccccgegaa
gcgcgacage
ttcgegtegr
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgttce
ccgectctgece
ggtcattttce
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggce
gttcgctgge
ggcccgacgyg
aaccttecge
cggcgaagcec
tgacctggtyg
agccagegcer
tcagtatcge

ttgacaattg

acttactggg
tgttttagta
ttcecgecatca
tcgesggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttecegecg
accttccagt
gtgcaactgg
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggeccgegt
gatattgcgc
ctgrtcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgcgrtgggc
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgcg
tgcgaagagt
cattgcaaac
tractggcat
tcgggacgca

tgattaaggc

ES 2345324 T3

gatcaagcct
cctagatcgtg
agtgrretgg
tecgtgcaggy
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgtcggcete
ctcceeectge
aggcggcagg
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggccgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagcet
aggaatgcect
acctggaatc
ccecgrtgeca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggattc
tgcgaggcag
gctagggcect
ttcaggaaca
cggcgcgcetc

tcagattcga

gattgggaga
gcgcaacgat
crctcaggece
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcec
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctgcecgey
tttggcgaaqg
cgcecggegag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgegecta
ggtgtcgetg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegtg
cggcctggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tracgaactgc

cggcttggag

66

aaataaaata
gccggegaca
gaggcccacyg
aataccaagt
gtggattatce
ccggegtgag
gcatacaggc
agccgcaccg
caagctacgg
ccatcggecg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcege
accggegtcg
gcgaagcgca
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccget
gacgaggaaa
taccgcaagc
ccgtacecge
aagaagtggc
gaacacgcct
gttceggetg
gctcgacgeca
cgataaacag

cggccgacgt

ttatatttta
agcaggagcg
gcaagtattt
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtgce
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgceg
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggc
tgcaaaacaa
agctgeggge
ccectategy
cgatcaatgg
cgatgggctt
tcegegtecet
tcgtegtget
tgtcgccgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcagce
cttgcttege
aggatctaaaa

gcaggatttc

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080
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cgcgagatcce
cacgaggaga
ggcgcectaca
aaggacgctc
ggggtcgeeg
cgacagatte
tcgectatecte
acggtaggceg
ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccg
tttgatccgce
ctgatcggag
acagttgtet
catcaggccg
aggggagttg
cggctttacc
cggttaageg
tttgatcaca
tcatccgtgt
gagcaaagtc
gcctgtatcg
tggcaggacta
gacgrrttrta
tgccctticac
gcaggcgaaa
agaatagccc

gaacgtggac

gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggega
acaaggcgca
gtatgctgcet
caacgggaat
ggagcttgtt
ctgtgcagcec
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
acagtcggaa
atatcgtcaa
cagcgaccte
agaaatgaat
ggcagcaacg
ttcaaacccg
tgccgectta
agtggtgatt
tattgtggtg
atgtactggg
cgccetyggecec
atcctgtttg
gagatagggt

tccaacgtca

ES 2345324 T3

cctgaagaaa
ggaggcgtic
gatcattggg
tctgtecggce
gcgggcgttg
ctggtggatyg
gtttatceecg
gctgatggte
cctgggggct
gctagatcct
cgtgctgacce
ggcggcecgga
gcctacagga
ctacttccet
ctttctecagce
cttecgggtcec
cgttcacttc
ctattatgtc
aagaaggctg
ctctgtecatc
gcagcttagt
caacggctct
ttgtgccgag
taaacaaatt
gtggttttte
tgagagagtt
atggtggttc
tgagtgttgt

aagggcgaaa

gcteccagaga
gctgaacggt
ctcgteggtct
gttticgtgg
ccggcgggtt
cgcatcttca
gtctaccgee
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggegteg
cgcaagtggc
ggacttctgce
accaatgttc
tggttcecggyg
cccagatctg
ccgacctgta
taaagaaata
ggcatagttc
ataattcgga
gttacaatca
tgcecgtectt
ccecgctgacg
ctgecggteg
gacgcttaga
ttttcaccag
gcagcaagceqg
cgaaatcggce
tccagtttgg

aaccgtctat

67

tgttcgggtc
tgcgagatgce
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
tccteggcege
tgccgggegg
ctgececgetct
ctgcgggege
cagcgggcect
aacctccegt
tcgttccagt
tcggcetgge
ggatctcgeg
gggtcgatca
ccattcggtg
gcgccactca
tcaagatcga
tctctgcgag
acatgctacc
ccgaatagca
ccgtcecegga
gggagctgtt
caacttaata
tgagacgggc
gtccacgetyg
aaaatcccett
aacaagagtc

cagggcgatg

cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggcccc
gcgaggeega
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgeggceg
gctaggtagc
ggcgcetgttg
ggcgggggcg
gecerctgete
agctttagtg
gtggctcgge
actcgaacct
gccggggatg
agcaatggat
gcttcectecag
cagcctrtgtcea
ggagatgata
ctecegecgaga
tcggtaacat
ctgatgggct
ggetggctgyg
acacattgceg
aacagctgat
gtttgcccea
ataaatcaaa
cactattaaa

gcccactacg

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7880

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820
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tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gatcggtgeg
gattaagttg
aattaattec
ggtattatag
tcaataactg
tgtgtaatac
agcrttgggtc
tcgggagcgg
tcagcaatat
ccacagtcga
tegecatggyg
agtteggetyg
gcttccacec
gtagccggat
gcaggagcaa
tceectteceg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtct
ccrtgegtgca
tctggattga
agtggagcat
acgcgcaata
tgagtggctc
gtcatcggcg

gcgccatcag

cccaaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaag
ggcctctteg
ggtaacgcca
catcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag
ataaattgat
ccgctcagaa
cgataccgta
cacgggtage
tgaatccaga
tcacgacgag
gcgegagecce
gagtacgtgce
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
gcegegetge
gaaccgggcyg
gttgtgeccca
atccatcttg
gagtgaatat
ttttgacaag
atggtttctg
cttcaacgtt
ggggtcataa

atccrttggeg

ES 2345324 T3

gttttttggg
ttagagcttg
gagcgggege
ctattacgcc
gggttrtcce
gaaatatagt
aacataaatt
ctggtacatt
gatatagcta
gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggcca
atcctcgecg
ctgatgctct
tcgctcegatg
cagcecgecge
caggagatcc
aacgtcgage
ctcgtectge
cceetgeget
grtcatagccg
ttcaatccaa
gagactctaa
aaatatttgc
acgtatgtgc
gcggttetgt
cgtgactccc

gcaagaaagc

gtcgaggtge
acggggaaag
cattcaggct
agctggcgaa
agtcacgacg
ttaaatattt
tattgatgca
gccgtagatg
gcttagctca
agaaggcgat
aagcggtcag
tcctgatagce
ttttccacca
tcgggcatgce
tcgtccagat
cgatgtttcg
attgcatcag
tgcececggea
acagctgecgce
agttcattca
gacagccgga
aatagcctct

gctccecatgg

ttggataccg

tagctgatag
ttagctcatt
cagttccaaa
ttaattctcc

catccagttt

68

cgtaaagcac
ccggcgaacg
gcgcaactgt
agggggatgt
tctgtaaaacg
attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag
tcgggggatc
agaaggcgat
cccattcgec
ggtccgecac
tgatattcgg
gcgecttgag
catcctgatc
cttggtggtc
ccatgatgga
cttcgcccaa
aaggaacgcc
gggcaccgga
acacggegge
ccacccaagce
gccctcgact
aggggaattt
tgaccttagyg
aaactccaga
cgtaaaacgg
gctcatgatc

actttgcagg

taaatcggaa
tggcgagaaa
tgggaagggc
gctgcaaggce
acggccagtg
taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta
cgtcgaagcet
gcgctgcgaa
gccaagctct
acccagccgg
caagcaggca
cctggcgaac
gacaagaccg
gaatgggcag
tactttctcg
tagcagccag
cgtcgtggcece
caggtcggtc
atcagagcag
ggccggagaa
agagtcgaga
atggaacgtc
cgacttttga
aacccgecggce
cttgtccecge
ttgatcccct

gcttcccaac

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

98440

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560
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cttaccagag
gtctagcrat
ttcccttgte
actggcteee
gcgtgaaget
attgccacta
trtgattege
tttgccaaca
aaatacatat
attaaagtga
ggatggcata
tttgaggtge
taccacacac
tggaaatgat
aatgaagaaa
ttttgcaata
agccagccca
tatgcgagac
aaacctgagc
atcacccgtt
gticgagcaaa
actatgtgtg
caccttttat
aactatttte
atttctacta
ttgttgcaat
aatggtacca
tttcaagaca

aaagtttaaa

ggcgccccag
cgccatgtaa
cagatagccc
tacgtgterec
tgcatgcetg
aacgtctaaa
gataaattct
cttagcaatt
actaatcaac
gtgaatatgg
tacaccaaac
atgaacgtca
aagttttgag
ttgcatggaa
actacaaatt
ctttcattca
ccgeggrggg
gcctatgatce
atgtgtagct
actatcgeat
tttacacatt
ttatgtattet
gctaacgttt
gtcttctraaa
taggagaatt
gctgcatgga
cacaagattt
acaatgttac

aatattttgg

ES 2345324 T3

ctggcaattc
gcccactgcea
agtagctgac
gcttectteta
caggtcgacg
cccttgtaat
tatatctggt
tgcaagttga
tggaaatgta
taccacaagy
attcaataat
cgtggacaaa
gtgcatgcat
gccatgtgta
tacatgcaac
tacacactca
cggcegectg
gcatgatatct
cagatcctta
ttttatgaat
gccactaaac
gatttgcgat
gccaacactt
tacatatact
aaagtgagtg
tggcatatac
gaggtgcatg
cacacacaag

aaatgatttg

cggttcgett
agctacctgce
attcatccgg
gcagcecttg
gcgcgecgag
ttgrtetogt
actaaatrtta
ttaattgatt
aatatttgct
tttggagatte
tcttgaggat
aggtttagta
ggatgcecctg
aaaccatgac
tagttatgca
ctaagtrtta
cagtctagaa
tgctttcaat
cecgeeggerte
aatattctcc
gtctaaaccc
aaatttcetat
agcaatttge
aatcaactgg
aatatggtac
accaaacatt
aacgtcacgt
ttttgaggtg

catggaagcee

69

gctgtccata
tttctetetg
ggtcagcace
cgccctgagt
ctectcgage
trtactatgt
taacaccttt
ctaaattatt
aatatttcta
taattgtege
aataatggta
atttctcaag
tggaaagett
atccacttgg
tgtagtceat
cacgattata
ggcctcctge
tctgrtgtge
cggttcatec
gttcaattra
ttgtaattetg
atttggtact
aagttgatta
aaatgtaaat
cacaaggtct
caataattcc
ggacaaaagg
catgcatgga

atgtgtaaaa

aaaccgccca
cgettgegtt
gtrttctgcgg
gcttgeggca
aaatttacac
gtgttatgta
tatgctaacyg
tttgrettce
ctataggaga
aatgctgcat
ccacacaaga
acaacaatgt
aaaaatattt
aggatgcaat
ataatgagga
atttcttecat
ttrtaatgaga
acgttgtaaa
taatgaatatc
ctgattgtcc
tctregtott
aaatttataa
attgattcta
atttgctaat
ggagatttaa
tgaggataat
cttagtaatt
tgccectgtygg

ccatgacatc

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300
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cacttggagg
agtctatata
gattataatt
ttaatgagat
cgttgtaaaa
aatgaatata
tgattgtecg
ggctgagtgg
cgecgtcecateyg
cgtttceege
aagagaaaag

cttcgtccat

<210> 24

<211> 13905
<212> DNA

<213> Desconocido

<220>

atgcaataat
atgaggattt
tcttcatage
atgcgagacg
aacctgagca
tcaccegtta
tcgacgaatt
ctccttcaac
gcgggggtca
cttcagttta
agcgtttatt

ttgtatgtgc

ES 2345324 T3

gaagaaaact
tgcaatactt
cagcggatcce
cctatgatcyg
tgtgtagctc
ctatcgtatt
cgagctcgge
gttgcggttce
taacgtgact
aactatcagt
agaataatcg

atgccaacca

acaaatttac
tcattcatac
gatatcggge
catgatatctt
agatccttac
tttatgaata
gcgectctag
tgtcagttcce
cccttaatte
gtttgacagg
gatatttaaa

cagggtrccc

atgcaactag
acactcacta
ccgctagegt
gctttcaatt
cgceggttte
atattctecg
aggatcgatg
aaacgtaaaa
tccgctcatg
atatattggce
agggcgtgaa

ca

ttatgcatgt
agttttacac
taaccctgct
ctgttgtgca
ggttcattcect
ttcaatttac
aattcagatc
cggcttgtcee
atcagattgt
gggtaaacct

aaggtteate

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13002

<223> Vector de expresion vegetal con tres casetes de expresion promotor-terminador

<400> 24

gatctggcge
gcgcccagca
tagtgggcgg
ataatcaggc
atgttgggtt
ttctttatca
tgacaaagtt
gcgtagacgg
tttactggca
cggagaatca
ggaatgcccg

ceggcacgeg

cggccagcga
caggtgcgca
tgacgtegtt
cgatgccgac
tcacgtctgg
ctgataagtt
gcagccgaat
tctgacgaca
cttcaggaac
tacgcattcg
cagcttcagg

accgggegcea

gacgagcaag
ggcaaattgce
cgagtgaacc
agcgtcgage
cctececggace
ggtggacata
acagtgatcc
cgcaaactgg
aagcgggcgce
gtgccgagag
caggcgetge

ccgcagatgg

attggccgee
accaacgcat
agatcgcgca
gcgacagtgce
agcctceccecget
ttatgtectat
gtgccgeccet
cggaacggtt
tgctcgacgce
ccgacgacga
tcgcctacceg

aaacggccga

70

gcccgaaacyg
acagcgccag
ggaggcccgg
tcagaattac
ggtccegatteg
cagtgataaa
ggacctgttg
gggggttcag
actggccgaa
ctggecgcetca
cgatggcgeg

cgcgcagcett

atccgacagce
cagaatgcca
cagcaccggce
gatcaggggt
aacgcgcgga
gtgtcaagca
aacgaggtcg
cagccggcge
gccatgcetgg
tttctgatcy
cgcatccatg

cgcttecect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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gcgaggeggag
ctgttgggge
ccgttgaaca
ccggtccgga
ggaggctcgt
tgccggageg
ccaccgegece
ccaagcctca
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgeecceect
aggactataa
gaccctgecg
ccgctgeata
tcgcacgata
ggcgtcagcec
ctgtccctta
ctaccgeccgg
agggcagccce
aggcggcggce
aaatcacggg
tgggccgect
tcggtgatgce
gcaaggtcat
aacggccggg
gacttcgegg
gacgctcacc

cgcgccagaa

trttteggec
cgtgcttgag
ggctccgetce
cgcagcgtte
tgtcaggaac
caacccactc
agacgcccgt
cggcegeget
tcgctgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
accctgetree
tacaggattt
gggcaggata
ttcgecacceg
cgtaacagat
acctatcaag
ggccggcatg
cgtcgtggac
gggcggcectg
cacgatccte
gatgggcgrg
gggtgcgegr
agctggtgaa
gggctggteg

acgecgtcga

ES 2345324 T3

ggggacgccg
gagcaggcceg
tcgeegetgt
gagcagggac
gttgaaggac
actacagcag
agcagcccge
cggectctet
cggtegttceg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttccecc
acctgtceccge
ggggtcatta
tgccaaaggg
dggtgaagtag
gcggtgerca
gagggcaagc
gtgtactgcc
agecctgtcgg
tatgagcacg
ctgaaactct
gccetgetgg
gtccgececga
gattgccaag
gtacatcacc
ccctegecgce

agccgtgtge

tcaatgcgct
gcgacagcga
tgcgggcege
tcgcggtgat
cgagaaaggyg
agccatgtag
tacgggcttte
ggcggcecttce
gectgeggega
ggataacgca
ggccgegttyg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttecteect
tagcgatctt
ttcgtgtaga
gcccaccege
acgggaatcc
ggatggctga
ttccagacga
ccrtacctgcet
tccgcgaget
ggctcaccga
cgaagatcga
gggcagagcec
cacgtccceca
gacgagcaag
tgggctggcg

gagacaccgc

71

gatgacaatc
tgccggegag
gatagacgcce
tgtcgatgga
tgacgattga
acaacatccc
ttcatgecect
tggegetctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtett
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaageg
ttcggtatat
cttreectigg
gagcgggtgt
tgctctgecga
tgaaaccaag
acgaagagcg
ggccgregge
ggcccgeatce
cgacccgege
agagaagcag
atgacttret
tgcgctecat
gcaagaccga
gccgtctatg

ggccgccggce

agctacttca
cgcggeggea
ttcgacgaag
ttggcgaaaa
tcaggaccgce
ctcecceceette
gccctagegt
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgettte
ccatcctttt
tgtatccaac
tccctetteca
ggctggeegg
ccaaccagga
attgaggaaa
cagggctaca
aatggcgacc
acggegeggt
gacgagcttg
tagccgctaa
caagaagagc
gecgectttge
gccctgcaaa

gttgtggata

780

840

900

3960

1020

1080

140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460
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ccrcgeggaa
cgactcacce
gagctggcca
gatgtggaca
tgacagatga
gcacctattg
ccgeecgete
aaaccttgert
tgcceccect
tgcgecectce
ttgccgggat
ttgacgtgecce
gcggectggg
cggggccgge
tgttcggggg
gtatgaaaac
ctaccaagac
tactgataag
ggcaaggcat
tgcatggact
attgggtaat
tgtcatgcag
gctgcectcag
gcagctttee
cgtcaaaggg
atacgtgcge
gcgatttagce
tgccecggetg

cgtgtrcgagg

aacttggecec
ggcgcggcegt
gcctcgcaaa
agcctgggga
ggggcgcgat
acatttgagg
ttcggccacce
tttaaccagg
tctcgaaccce
ggccgegaac
cggggecagta
gcaggtgctg
tggcggectlg
aatttttacc
tgcgataaac
gagaattgga
gaagaggatg
ataatatatc
aggcagcgeg
aatgcttgaa
gactccaact
ctccaccgat
attcaggtta
cttcaggcgg
tgacagcagg
aacaaccgtc
cccgacatag
tatgcgcgag

ccaacgccca

ES 2345324 T3

tcactgacag
tgacagatga
tcggcgaaaa
taagtgccct
ccttgacact
ggctgtccac
gctaacctgt
getgegecct
tcceggeccg
ggcctcacce
acgggatggg
gcatcgacat
ccectecaccet
ttgggcattc
ccagcgaacc
cctttacaga
aagaggatga
ttttatatag
cttatcaata
acccaggaca
tattgatagt
tttgagaacg
tgccgctcaa
gattcataca
ctcataagac
ttccggagac
ccccactgtt
gttaccgact

taatgcgggc

atgaggggcg
ggggcaggct
cgcctgattt
gcggtattga
tgaggggcag
aggcagaaaa
cttrtaacct
gtgcgcgtga
ctaacgeggy
caaaaatggc
cgatcagccc
tcagcgacca
cggcegtegyg
ttggcatagt
atttgaggta
attactctat
ggaggcagat
aagatatcgc
tatctataga
ataaccttat
gttttatgtt
acagcgactt
ttcgctgegt
gcggecagece
gccccagegt
tgtcatacgc
cgtccattte
gcggectgag

tgttgcccgg

72

gacgttgaca
cgatttcggce
tacgcgagtt
cacttgaggg
agtgctgaca
tccagcattt
gctrcttaaac
ccgcgcacgc
cctececatcee
agcgctrggcea
gagcgcgacg
ggtgccggge
ggcattcacg
ggtcgegggt
ataggtaaga
gaagcgccat
tgccttgaat
cgtatgtaag
atgggcaaag
agcttgtaaa
cagataatgc
ccgtcccage
atatcgettg
atccgtcatc
cgccatagtg
gtaaaacagc
cgcgcagacy
ttttttaagt

catccaacgce

cttgaggggc
cggcgacgtg
tcccacagat
gcgegactac
gatgaggggc
gcaagggttet
caatatttat
cgaagggdgg
ccccaggggce
gtccttgeca
cccggaagca
agtgagggcg
gacttcatgg
gcecgtgerceg
ttataccgag
atttaaaaag
atattgacaa
gatttcaggg
cataaaaact
ttctatcata
ccgatgactt
cgtgccaggt
ctgattacgt
catatcacca
cgttcaccga
cagcgetgge
atgacgtcac
gacgtaaaat

cattcatggc

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200
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catatcaatg
ccatgtttta
acgcaccacc
agcacctcaa
tggtttcaaa
aaaagctgert
cttgttataa
taaatggcta
graaaagata
aacctatatt
gaaaaggaca
gaacggcatg
gaagagtatg
aggctettte
ttagccgaat
gaagaagaca
cccgaagagg
gatggcaaag
gacattgcct
ctattttteg
ctggatgaat
caccgacttc
gggcaagggg
cggccagacg
ggcaccaggc
cccgcaagga
cgacgcgggg
gccececgegaa

gcgcgacage

atttrcecggt
¢ggcagtgag
ccgrcagtag
aaacaccatc
atcggcteceg
ttcrggtatt
ttagcttcte
aaatgagaat
cggaaggaat
taaaaatgac
tgargctatg
atggctggag
aagatgaaca
actccatcga
tggattactet
ctccatttaa
aacttgtctt
taagtggctt
tctgcgtccecg
acttactggg
tgttttagta
ttcecgecatca
tcgctggtat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttecgecg
accttccagt

gtgcaactgg
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gegtaceggg
agcagagata
ctgaacagga
atacactaaa
tcgatactat
taaggtttta
ggggtatctt
atcaccggaa
gtctcctget
ggacagccgg
gctggaagga
caatctgctce
aagccctgaa
catatcggat
actgaataac
agatccgegce
ttcccacggce
tattgatctt
gtcgatcagqg
gatcaagcect
cctagatgtg
agtgttttgg
tcgtgcaggyg
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgte
aggatgccga
ccgteggetc

ctceceecctge

ttgagaagcg
gcgctgatgt
gggacagctg
tcagtaagt:
gttatacgcec
gaatgcaagg
taaatactgt
ttgaaaaaac
aaggtatata
tataaaggga
aagectgectg
atgagtgagg
aagattatcg
tgtccctata
gatctggceg
gagctgratg
gacctgggag
gggagaagceg
gaggatatcg
gattgggaga
gcgcaacgat
ctctcaggcce
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcce
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag

cctgceegeyg

73

gtgtaagtga
ccggeggtgce
atagacacag
ggcagcatca
aactttgaaa
aacagtgaat
agaaaagagyg
tgatcgaaaa
agctggtggg
ccacctatga
ttccaaaggt
ccgatggegt
agcrgtatgce
cgaatagctt
atgtggatcg
atttcttaaa
acagcaacat
gcagggcgga
gggaagaaca
aaataaaata
gcecggegaca
gaggcccacyg
aataccaagt
gtggattatc
ccggegtgag
gcatacaggc
agccgcaceg
caagctacgg

ccatcggecy

actgcagtrg
tcttgecegtt
aagccactgg
cccataattcg
acaactstga
tggagttcgt
aaggaaataa
ataccgcetge
agaaaatgaa
tgtggaacgg
cctgecacttt
cctttgcteg
ggagtgcatc
agacagccgce
cgaaaactgg
gacggaaaag
ctttgtgaaa
caagtggtat
gtatgtcgag
ttatactctta
agcaggagceg
gcaagtattt
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgcgtgce
ccaagatcga

ccgtggagceg

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940
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ttcgegtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttccttgtre
ccgetetgec
ggtcatttte
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggce
gtrtgctggce
ggccecgacgg
aacctoccge
cggcgaagcc
tgacctggtyg
agccagcget
tcagtatcgce
ttgacaattg
cgcgagatce
cacgaggaga
ggcgcectaca
aaggacgctce
ggggtcgeeg
cgacagattc
tcgetactect
acggtaggceg
ccgatacgat

gtgttgacac

ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgegt
gatattgcge
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacge

acgaaggccg

-cgegttgggce

aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgeg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggc
gattgtcgge
aaaagcccat
tcgacggcecga
acaaggcgcea
gtatgctgct
caacgggaat
ggagecttgte
ctgrtgcagec
tgatggcggt

caaacgcagc

ES 2345324 T3

aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca

agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggccgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagcer
aggaatgcect
acctggaatc
ccegtrtgecea
cgaaattcat
atttcagctce
gatcggattce
tgcgaggcag
gctagggect
ttcaggaaca
cggcgegcetce
tcagattcga
cctgaagaaa
ggaggcgttc
gatcattggg
tctgtcegge
gcgggegttg
ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtc
cctgggggct

gctagatcct

cgceggegag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcccg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgegecta
ggtgtcgctg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
caccegegtg
cggectggtg
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcrtggag
gctccagaga
gctgaacgge
ctgtecggtcet
gttttecgtgg
ccggeggget
cgcatcttca
gtctacecgee
gtgttcatct
atttgcggaa

gtcggcgtceg

74

gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgccaa
cgcgaggcge
accggegteg
gcgaagcgca
ctgggctggte
caggcgacgg
ctgcaccgcet
gacgaggaaa
taccgcaagce
ccgtacecge
aagaagtggc
gaacacgcct
grtccoggetg
gctcgacgeca
cgataaacag
cggecgacgt
tgttcgggte
tgcgagatgce
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctegt
tcctecggege
tgccgggcegg
ctgccgetct
ctgcgggegt

cagcgggcect

tcgacacgeg
aacaggtcag
aaatgcagcet
acgacacggce
tgcaaaacaa
agctgeggge
ccecetatecgg
cgatcaatgg
cgatgggctt
tccacgrect
tcgtecgtget
tgtegeegac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcage
cttgcttcge
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattc
ggacggcccee
gcgaggccga
gatgatcgtc
acttaatatt
ggtcgeggeg
gctaggtage
ggcgetgttg

ggcgggdgcd

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620

7680
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gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacce

acctttaccy
tttgatccge
ctgatcggag
acagttgrtt
catcaggcceg
aggggagteg
cggetetatce
cggttaagceg
tttgatcaca
tcatccgtgt
gagcaaagtc
gcctgtatceg
tggcaggata
gacgttttea
tgceectteac
gcaggcgaaa
agaatagccc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gatcggtgcg
gattaagttg
aattaattcc
ggtactatag
tcaataactg
tgtgtaatac

agcttgggtce

cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
acagtcggaa
atatcgtcaa
cagcgatttce
agaaatgaat
ggcagcaacyg
ttcaaacccg
tgccgectta
agtggtgatt
tattgtggtg
atgtactggg
cgcctggecc
atcectgtetg
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaag
ggcctcttcg
ggtaacgcca
catcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag
ataaattgatc

ccgctcagaa

ggcggcegga
gcctacagga
ctacttcett
ctttctcage
cttegggtee
cgttcactte
ctattatgece
aagaaggcetg
ctctgtcatce
gcagcttagt
caacggctct
ttgtgccgag
taaacaaatt
gtggtttete
tgagagagtt
atggtggttc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gtrtettggg
ttagagcttg
gagegggege
ctattacgcc
gggttttcce
gaaatatagt
aacataaatt
ctggtacatt
gatatagcta

gaactcgtca

cgcaagtggce
ggacttctgce
accaatgttc
tggttccggg
cccagatctg
ccgacctgta
taaagaaata
ggcatagtetc
ataattcgga
gttacaatca
tgccgttett
cccgetgacg
ctgccggteg
gacgcttaga
ttttcaccag
gcagcaageg
cgaaatcggc
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtgo
acggggaaag
cattcaggcee
agctggcgaa
agtcacgacg
ttaaatattc
tattgatgca
gecegtagatg
gcttagctca

agaaggcgat
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aacctececegt
tcgrtccagt
tcggcetgge
ggatctecgeg
gggtcgatcca
ccattecggtg
gcgccactca
tcaagatcga
tctectgcgag
acatgctacc
ccgaatagca
ccgtcecgga
gggagctgtt
caacttaata
tgagacgggc
gtccacgcetyg
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggcgaacg
gcgcaactgt
agggggatgt
ttgtaaaacg
attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag
tcgggggatc

agaaggcgat

gcectctgctce
agctttagtg
gtggctcgge
actcgaacct
gccggggatg
agcaatggat
gcrtcctcag
cagcctgtca
ggagatgata
ctcegecgaga
tcggtaacat
ctgatgggct
ggctggctgg
acacattgcg
aacagctgat
gtttgcccca
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
tgggaagggc
gctgcaaggc
acggccagtg
taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta
cgtcgaagct

gcgetgegaa

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420
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cgggagcgg
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgecatggg
agttcggectg
gctteccatcce
gtagccggat
gcaggagcaa
tcecetteceg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtct
cctgegtgea
tctggattga
agtggagcat
acgcgcaata
tgagtggctc
gtcatcggceg
gcgccatcag
cttaccagag
gtctagctat
ttceccttgte
actggetttc
gcgtgaagcet
attgccacta
tttgatttge
tttgccaaca
aaatacatat

attaaagtga

cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga
tcacgacgag
gcgcgagccce
gagtacgtgc
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
gccgegetge
gaaccgggcg
gttgtgccca
atccatcttg
gagtgaatat
ttttgacaag
atggtttctg
cttcaacgtt
ggggtcataa
atccttggeg
ggcgeccccag
cgccatgtaa
cagatagccc
tacgtgtrcc
tgcqtgcctg
aacgtctaaa
gataaatttt
cttagcaatt
actaatcaac

gtgaatatgg
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aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggceca
atcctcgeeg
ctgatgctect
tcgctegatg
cagcegecege
caggagatcc
aacgtcgagce
ctcgtectge
ccectgeget
gtcatagccg
ttcaatccaa
gagactctaa
aaatatttgce
acgtatgtgc
gcggttcetgt
cgtgactecce
gcaagaaagc
ctggcaattc
gcccactgea
agtagctgac
gctteccttta
caggtcgacyg
cccttgtaat
tatatttggt
tgcaagttga
tggaaatgta

taccacaagg

aagcggtcag
tcctgatagce
ttttccacca
tcgggcatge
tcgtccagat
cgatgttteg
attgcatcag
tgcecceggea
acagctgcgc
agttcattca
gacagccgga
aatagcctct
gctceccatgg
ttggataccg
tagctgatag
ttagctcatt
cagttccaaa
ttaattctcc
catccagttt
cggttcgett
agctaccrgc
attcateccegg
gcagcccttg
gecgegeegag
ttgtreetgt
actaaattta
ttaattgatt
aatatttgct

tttggagatt

76

cccattegec
ggtcecgecac
tgatattcgg
gcgecttgag
catcctgatce
cttggtggtce
ccatgatgga
cttcgeccaa
aaggaacgcc
gggcaccgga
acacggcgge
ccacccaagc
gccctegact
aggggaatctt
tgaccttagg
aaactccaga
cgtaaaacgg
gctcatgatc
actttgcagg
gctgtccata
tttcretetg
ggtcagcacc
cgccectgagt
ctcctcgagce
tttactatgt
taacaccttt
ctaaattactt
aatatttcta

taattgttgc

gccaagcetet
acccagecgg
caagcaggca
cctggegaac
gacaagaccg
gaatgggcag
tactttctcg
tagcagccag
cgtcgtggec
caggtcggte
atcagagcag
ggccggagaa
agagtcgaga
atggaacgtc
cgacttttga
aacccgcgge
cttgtcecege
ttgatcccct
gctteccaac
aaaccgccca
cgcttgegtt
gtttctgcgg
gcttgcggca
aaatttacac
gtgttatgta
tatgctaacg
tttgtcttct
ctataggaga

aatgctgcat

9480

5540

9600

8660

8720

5780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160
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ggatggcata
tttgaggtgce
taccacacac
tggaaatgat
aatgaagaaa
ttttgcaata
agccagccca
tatgcgagac
aaacctgagce
atcacccgtt
gtcgagcaaa
actatgtgtg
caccttttat
aattattttt
atttctacta
ttgttgcaat
aatggtacca
tttcaagaca
aaagtttaaa
cacttggagg
agtctatata
gattataact
ttaatgagat
cgttgtaaaa
aatgaatata
tgattgtccg
ttttgtttta
aatttataac

ttgattctaa

tacaccaaac
atgaacgtca
aagtttrgag
ttgcatggaa
actacaaatt
ctttcattca
ccgeggtggg
gcctatgate
atgtgtagct
actatcgtat
tttacacatt
ttatgtattt
gctaacgttt
gtctrctaaa
taggagaatt
gctgcatgga
cacaagattt
acaatgttac
aatattttgg
atgcaataat
atgaggattt
tcttcatagce
atgcgagacg
aacctgagca
tcacccgtta
tcgagcaaat
ctatgtgtgt
accttttatg

attatttttg
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attcaataat
cgtggacaaa
gtgcatgcat
gccatgtgta
tacatgcaac
tacacactca
cggecgecty
gcatgatatt
cagatcctta
ttttatgaat
gccactaaac
gatttgcgat
gccaacactt
tacatatact
aaagtgagtg
tggcatatac
gaggtgcatg
cacacacaag
aaatgatttg
gaagaaaact
tgcaatactt
cagcggatcce
cctatgatcg
tgtgtagctc
ctatcgtatt
ttacacattg
tatgtatttg
ctaacgtttg

tcttctaaat

tcttgaggat
aggtttagta
ggatgccctg
aaaccatgac
tagttacgca
ctaagtttta
cagtctagaa
tgctttcaat
ccgeceggttt
aatattctcc
gtctaaaccc
aaatttctat
agcaatttgc
aatcaactgg
aatatggtac
accaaacatt
aacgtcacgt
ttctgaggtg
catggaagcc
acaaatttac
tcattcatac
gatatcgggc
catgatattt
agatccttac
tttatgaata
ccactaaacqg
atttgcgata
ccaacactta

acatatacta

77

aataatggta
atttctcaag
tggaaagttt
atccacttgg
tgtagtctat
cacgattata
ggcctcetge
tctgttgrtgce
cggttcattc
gttcaattta
ttgtaatttg
atttggtact
aagttgatta
aaatgtaaat
cacaaggttt
caataattct
ggacaaaagg
catgcatgga
atgtgtaaaa
atgcaactag
acactcacta
ccgctagcegt
gctttcaatt
cgeeggttte
atattctccg
tctaaaccct
aatttttata
gcaatttgca

atcaactgga

ccacacaaga
acaacaatgt
aaaaatattt
aggatgcaat
ataatgagga
atterecttecat
tttaatgaga
acgttgtaaa

taatgaatat

ctgattgtcc.

ttttrgttet
aaatttataa
attgattcta
atttgctaat
ggagatttaa
tgaggataat
tttagtaatt
tgccctgtygg
ccatgacatc
ttatgcatgt
agttttacac
taaccctgcet
ctgttgtgca
ggttcattct
ttcaatttac
tgtaatttgt
tttggtacta
agttgattaa

aatgtaaata

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

118890

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900
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<210> 25

tttgctaata
gagatttaat
gaggataata
ttagtaattt
gccctgtgga
catgacatce
tatgcatgta
gttttacacg
tggcctgert
tgttgtgcac
gttcattcta
tcaatttact
atcggctgag
tcececgegtcea
tgeegtttee
cctaagagaa

ateccttegtce

<211> 15430
<212> DNA
<213> Desconocido

<220>

<223> Vector de expresion vegetal con tres casetes de expresion promotor-terminador insertado es elongasa y desatu-

tttctactat
tgttgcaatg
atggtaccac
ttcaagacaa
aagtttaaaa
acttggagga
gtctatataa
attataattt
taatgagata
gttgtaaaaa
atgaatatat
gattgtccgt
tggctectte
tcggcggggag
cgccttcagt
aagagegttt

catttgtatg

rasa de Physcomitrella patens

<220>

<221> CDS

<222> (1
<220>

1543)..(12415)

<221> CDS

<222> (1

3313)..(14890)
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aggagaatta
ctgcatggat
acaagatttg
caatgttacc
atattrtgga
tgcaataatg
tgaggatttt
cttcatagcc
tgcgagacge
acctgagcat
cacccgttac
cgacgagcte
aacgttgcgg
tcataacgtg
ttaaactatc
attagaataa

tgcatgccaa

aagtgagtga
ggcatataca
aggtgcatga
acacacaagt
aatgatttgc
aagaaaacta
gcaatacttt
agcagatccg
ctatgatcge
gtgtagctca
tatcgtattt
ggcgegectce
ttctgtcagt
actcccttaa
agtgtttgac
tcggatattt

ccacagggtt

78

atatggtacc
ccaaacattc
acgtcacgtg
tttgaggtge
atggaagcca
caaatttaca
cattcataca
ccggecatcga
atgatatttg
gatccttacc
ttatgaataa
tagaggatceg
tccaaacgta
ttctccgete
aggatatatt
aaaagggcegt

cccca

acaaggtetg
aataattctt
gacaaaaggt
atgcatggat
tgtgtaaaac
tgcaactagt
cactcactaa
tccecgggeeca
ctttcaattc
gccggttteg
tattctccgt
atgaattcag
aaacggcettg
atgatcagat
ggcgggtaaa

gaaaaggtrct

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13905
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<400> 25

gatctggcgce

gcgeccagea

tagtgggcgg
ataatcaggc
atgttgggtt
ttctttatca
tgacaaagtt
gcgtagacgg
tttactggca
cggagaatca
ggaatgcccg
ccggcacgcyg
gcgaggcggg
ctgttggggc
ccgttgaaca
ccggtecegga
ggaggctcgt
tgccggageg
ccaccgegee
ccaagcctca
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecceect
aggactataa
gaccctgceg
ccgctgcata
tcgcacgata
ggcgtcagcec
ctgtccetta

ctaccgecgg

cggccagcga
caggtgcgca
tgacgregtt
cgatgeccgac
tcacgtctgg
ctgataagtt
gcagccgaat
tctgacgaca
cttcaggaac
tacgcattcg
cagcttcagg
accgggcgca
tettttcggece
cgtgettgag
ggctcegete
cgcagegttce
tgtcaggaac
caacccactc
agacgcccgt
cggcecgegcet
tegectgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
accctgettce
tacaggattt
gggcaggata
ttcgcacctg

cgtaacagat
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gacgagcaag
ggcaaattgc
cgagtgaacc
agcgtcgagc
cctcecggacce
ggtggacata
acagtgatcc
cgcaaactgg
aagcgggcegce
gtgccgagag
caggcgctgce
ccgcagatgg
ggggacgccg
gagcaggcecg
tcgeecgetgt
gagcagggac
gttgaaggac
actacagcag
agcagcccge
cggectctcect
cggtcgrtcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccece
acctgtecgce
ggggtcatta
tgccaaaggy
ggtgaagtag
gcggtgctca

gagggcaagc

attggccgec gcccgaaacg atccgacagce 60

accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120

agatcgcgca
gcgacagtgce
agcecteeget
ttatgtttat
gtgcegceect
cggaacggtt
tgctegacgc
ccgacgacga
tcgeectaccy
aaacggccga
tcaatgcgcet
gcgacagcga
tgcgggccgce
tcgeggtgat
cgagaaaggg
agccatgtag
tacgggcttt
ggcggecttce
gcrgecggcega
ggataacgca
ggccgegttyg
acgctcaagt
tggaagctcce
cttercteect
tagcgattct
ttcgtgtaga
gcccacceegce
acgggaatcc

ggatggctga

79

ggaggcccgg
tcagaattac
ggtccgattg
cagtgataaa
ggacctgttg
gggggttcag
actggccgaa
ctggcgctca
cgatggcgcg
cgcgecagett
gatgacaatc
tgccggegag
gatagacgcc
tgtcgatgga
tgacgatrga
acaacatccce
ttcatgccct
tggcgctcte
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaageg
ttcggtatatc
ctttccttgg
gagcgggtgt
tgctctgcga

tgaaaccaag

cagcaccgygce
gatcaggggt
aacgcgegga
gtgtcaagca
aacgaggtcyg
cagccggcegce
gccatgetgg
tttctgatcg
cgcatccatg
cgcttectet
agctacttca
cgcggcggea
ttcgacgaag
ttggcgaaaa
tcaggaccgce
ctcecectte
gccctagegt
cecgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctectgttce
tggcgetett
ccatcctete
tgtatccaac
tccttcttea
ggctggccgg

ccaaccagga

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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agggcagccc
aggcggcggc
aaatcacggg
tgggcecgect
tcggtgatge
gcaaggtcat
aacggcecggyg
gacttcgegg
gacgctcacc
cgcgcecagaa
cctcgeggaa
cgactcaccc
gagctggcca
gatgtggaca
tgacagatga
gcacctateg
ccgecegttt
aaaccttgtt
tgcceecect
tgcgcecectce
ttgccgggat
ttgacgtgece
gcggecetggyg
¢ggggeceggce
tgttcggggg
gtatgaaaac
ctaccaagac
tactgataag

ggcaaggcat

acctatcaag
ggccggcatg
cgtcgtggac
gggcggectg
cacgatcctc
gatgggcgtg
gggtgcgcgt
agctggtgaa
gggctggttg
acgccgtcga
aacttggccc
ggcgeggegt
gcctegcaaa
agcctgggga
ggggcgegat
acatttgagg
ttcggeccacc
tttaaccagg
tctcgaaccc
ggccgcgaac
cggggcagta
gcaggtgctyg
tggcggectg
aatttttacc
tgcgataaac
gagaattgga
gaagaggatg
ataatatatc

aggcagcgceg
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gtgtactgcc
agectgtegyg
tatgagcacg
ctgaaactct
gcecetgetgg
gtccgecega
gattgccaag
gtacatcacc
ccctegeege
agcegtgtge
tcactgacag
tgacagatga
tcggcgaaaa
taagtgccct
ccttgacact
ggctgtccac
gctaacctgt
gctgcgecet
tceecggeccyg
ggcctcacec
acgggatggg
gcatcgacat
ccctteactte
ttgggcattc
ccagcgaacc
cctttacaga
aagaggatga
ttttatatag

cttatcaata

ttccagacga
cctacctget
tcecgegaget
ggctcaccga
cgaagatcga
gggcagagec
cacgtcccca
gacgagcaag
tgggctggeg
gagacaccgce
atgaggggcg
ggggcaggct
cgcctgattt
gcggtattga
tgaggggcag
aggcagaaaa
cttttaacct
gtgcgecgtga
ctaacgcggyg
caaaaatggc
cgatcagccc
tcagcgacca
cggcegtegg
ttggcatagt
atttgaggtg
attactctat
ggaggcagat
aagatatcgc

tatctataga

80

acgaagagcg
ggccgtegge
ggccegeatce
cgaccegegce
agagaagcag
atgacttett
tgcgctccat
gcaagaccga
gccgtctatg
ggccgecgge
gacgttgaca
cgatttcgge
tacgcgagtt
cacttgaggg
agtgctgaca
tccagcattt
gcttttaaac
ccgcgeacge
cctcececatce
agcgctggca
gagcgcgacg
ggtgcecggge
ggcattcacg
ggtcgegggt
ataggtaaga
gaagcgccat
tgccttgaat
cgtatgtaag

atgggcaaag

attgaggaaa
cagggctaca
aatggcgacc
acggecgeggt
gacgagcttg
tagccgetaa
caagaagagc
gcgectttge
gccctgcaaa
gttgtggata
cttgaggggc
cggcgacgtg
tcccacagat
gcgcgactac
gatgaggggc
gcaagggttt
caatatttat
cgaagggggg
ccccaggggc
gtcecttgeca
cccggaagca
agtgagggcg
gacttcatgg
gccgtgceteg

tataccgag
atttaaaaag
atattgacaa
gatttcaggg

cataaaaact

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600
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tgcatggact
attgggtaat
tgtcatgcag
gecrgecctcag
gcagcetttcce
cgtcaaaggg
atacgtgcgce
gcgatttage
tgccecggetyg
cgtgttgagg
catatcaatg
ccatgttrta
acgcaccacce
agcacctcaa
tggtttcaaa
aaaagctgtt
cttgttataa
taaatggcta
gtaaaagata
aacctatatt
gaaaaggaca
gaacggcatg
gaagagtatg
aggctetettce
ttagccgaat
gaagaagaca
cccgaagagg
gatggcaaag

gacattgect

aatgcttgaa
gactccaact
ctccaccgat
attcaggtta
cttcaggcgg
tgacagcagg
aacaaccgtc
cccgacatag
tatgcgcgag
ccaacgcccea
attttectggt
cggcagtgag
ccgtcagtag
aaacaccatc
atcggerecg
ttctggtatt
ttagctectt
aaatgagaat
cggaaggaat
taaaaatgac
tgatgctatg
atggctggag
aagatgaaca
actccatcga
tggattactt
ctccatttaa
aacttgtctt
taagtggctt

tctgcecgtccg
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acccaggaca
tattgatagt
tttgagaacg
tgccgetcaa
gattcataca
ctcataagac
ttccggagac
ccccactgtt
gttaccgact
taatgecgggc
gcgtaccggg
agcagagata
ctgaacagga
atacactaaa
tcgatactat
taaggtttta
ggggtatctt
atcaccggaa
gtcteectget
ggacagccgg
gctggaagga
caatctgctce
aagccctgaa
catatcggat
actgaataac
agatccgege
ttccecacgge
tattgatctt

gtcgatcagg

ataaccrtat
gttttatgtt
acagcgactt
ttcgectgegt
gcggeecagec
gccccagegt
tgtcatacgc
cgtccatttc
gcggectgag
tgttgccecgg
ttgagaagcg
gcgctgatgt
gggacagctg
tcagtaagtt
gttatacgcc
gaatgcaagg
taaatactgt
ttgaaaaaac
aaggtatata
tataaaggga
aagctgcctg
atgagtgagg
aagattatcg
tgtccctata
gatctggecg
gagctgtratg
gacctgggag
gggagaagcg

gaggatatcg

81

agcttgtaaa
cagataatgc
ccgtcccagce
atatcgcttg
atccgtcatc
cgccatagtg
gtaaaacagc
cgcgcagacg
ttttctaagt
catccaacgc
gtgtaagtga
ccggeggtge
atagacacag
ggcagcatca
aactttgaaa
aacagtgaat
agaaaagagg
tgatcgaaaa
agctggtggg
ccacctatga
ttccaaaggt
ccgatggcgt
agctgtatgc
cgaatagett
atgtggattg
attttttaaa
acagcaacat
gcagggcgga

gggaagaaca

ttctatcata
ccgatgactt
cgrgccaggt
ctgattacgt
catatcacca
cgttcaccga
cagcgectggce
atgacgtcac
gacgtaaaat
cattcatggc
actgcagttg
ttttgcecgtt
aagccactgg
cccataattg
acaactttga
tggagttcgt
aaggaaataa
ataccgetgc
agaaaatgaa
tgtggaacgg
cctgcacttt
cctrtgeteg
ggagtgcatc
agacagccgce
cgaaaactgg
gacggaaaag
ctttgtgaaa
caagtggtat

gtatgtcgag

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ctattttttg
ctggatgaat
caccgacetc
gggcaagggg
cggccagacg
ggcaccaggc
ccegcaagga
cgacgcgggg
gcccegcgaa
gcgcgacage
ttcgcgregt
aggaactatg
cgaggccaag
ttcettgttc
ccgetetgec
ggtcatttec
cgacgatgac
cgagccgatc
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggc
grtrtgctggce
ggcccgacgg
aaccttccge
cggcgaagec
tgacctggtg
agccageget
tcagtatcge

ttgacaattg

acttactggg
tgttctagta
ttccgecatca
tcgctggtatc
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
ttttcecgeeg
accttccagt
gtgcaactgg
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgegt
gatattgcgce
ctgttcacca
cacgtcaaca
gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgcgttgggce
aagaaaacgt
gaccactaca
atgtrcgact
ctcatgtgeg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgea

tgattaaggc
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gatcaagcct
cctagatgtg
agtgttttgg
tcgtgcaggg
ccgaccteat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgtcggetce
ctcceceetge
aggcggcagyg
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggcecgga
cgcgcaacaa
aggacgtgaa
ggcagcaggt
tctacgagct
aggaatgcecct
acctggaatc
ccegrtgeeca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggattc
tgcgaggcag
gctagggcct
ttcaggaaca
cggcgecgetc

tcagattcga

gattgggaga
gcgcaacgat
ctctcaggcec
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcec
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccag
cctgceecegey
tttggcgaag
cgccggcgag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatccceg
gatcacctac
gttggagtac
ttgccaggac
gtcgcgecta
ggtgtcgetg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
caccecgcgtyg
cggcetggtg
tgtggggcca
agcgggeact
tacgaactgc

cggcttggag

82

aaataaaata
gccggcgaca
gaggcccacg
aataccaagt
gtggactatc
ccggcgtgag
gcatacaggc
agccgecaccqg
caagctacgg
ccatcggccg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagg
gcgatgecaa
cgcgaggegce
accggegteg
gcgaagegea
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccgcet
gacgaggaaa
taccgcaage
ccgtaccege
aagaagtggc
gaacacgcct
gttecggetyg
gctcgacgeca
cgataaacag

cggccgacgt

ttatatttta
agcaggagcg
gcaagtattt
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgegtge
ccaagatcga
ccgtggageqg
tcgacacgcg
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggce
tgcaaaacaa
agctgegggce
ceccctategg
cgatcaatgg
cgatgggctt
tcegegtect
tcgtcgtget
tgtcgeccgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcagc
cttgecttege
aggattaaaa

gcaggatttc

5400

5460

5520

5580

5640

5700

3760

5820

5880

53840

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080
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cgcgagatec
cacgaggaga
ggcgectaca
aaggacgctc
ggggtegeeg
cgacagattc
tcgctactet
acggtaggcg
ccgatacgat
gtagttgacac
gtttccatgg
acctttaccyg
tctgatcecge
ctgatcggag
acagtegttt
catcaggccg
aggggagttyg
cggcectttatc
cggttaagcg
:ﬁtgaccaca
tcatccgtgt
gagcaaagte
gcetgtatcg
tggcaggata
gacgttttta
tgcecttcac
gcaggcgaaa
agaatagccc

gaacgtggac

gattgtecgge
aaaagcccat
tcgacggega
acaaggcgca
gtatgctgct
caacgggaat
ggagettgtt
ctgtgcagce
tgatggeggt
caaacgcagce
cgttcggaac
cctggcaact
caatcccgat
cgggtttaac
ccttactggg
acagtcggaa
atatcgtcaa
cagcgatttc
agaaatgaat
ggcagcaacg
ttcaaacccg
tgccgectca
agtggtgatt
tattgtggtg
atgtactggg
cgeetggece
atcctgtttg
gagatagggt

tccaacgtca
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cctgaagaaa
ggaggcgtrce
gatcattggg
tctgtecgge
gcgggegtyg
ctggtggatg
gtttatttcg
gctgatggtce
cctggggget
gctagatcct
cgtgcectgace
ggcggccgga
gcctacagga
ctacttcett
ctttctcagce
cttegggtece
cgttcacttce
ctattatgtc
aagaaggctg
ctctgtcatce
gcagcttagt
caacggctct
ttgtgccgag
taaacaaatt
gtggtttttc
tgagagagtt
atggtggttc
tgagtgttgt

aagggcgaaa

gctccagaga
gctgaacggt
ctgtecggtcet
gttttegtgy
ccggegggtt
cgcatcttca
gtctaccgece
gtgttcatct
atttgcggaa
gtcggegteg
cgcaagtggc
ggacttctge
accaatgttc
tggttccggg
cccagatctyg
ccgacctgta
taaagaaata
ggcatagttce
ataattcgga
gttacaatca
tgecegttett
ccecgcectgacy
ctgccggtcg
gacgcttaga
ttttcaccag
gcagcaagcg
cgaaatcggc
tccagtttgg

aaccgtctat
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tgttcgggte
tgcgagatgc
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctegt
tccteggege
tgcegggegy
ctgceecgetet
ctgegggegt
cagcgggect
aacctcceccgt
tcgttccagt
tcggecctggce
ggatctecgeyg
gggtcgatca
ccatteggtyg
gecgcecactca
tcaagatcga
tctctgegag
acatgctacc
ccgaatagca
ccgtceceecgga
gggagetgtt
caacttaata
tgagacgggc
gtccacgcetg
aaaatccctt
aacaagagtc

cagggcgatg

cgtttacgag
cgtggcattce
ggacggeece
gcgaggecga
gatgatcgtce
acttaatatt
ggtcgecggeg
gctaggtage
ggcgetgttg
ggcgggggcyg
geectetgetce
agctttagtyg
gtggctegge
actcgaacct
geccggggatyg
agcaatggat
gcttecectecag
cagecctgtcea
ggagatgata
ctcecgcgaga
tcggtaacat
ctgatgggcet
ggctggctgg
acacattgeg
aacagctgat
gtttgcceca
ataaatcaaa
cactattaaa

gcccactacg

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760

8820
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tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gatcggtgeyg
gattaagttg
aattaattce
ggtattatag
tcaataactg
tgtgtaatac
agcttgggte
tcgggagegg
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgecatggg
agttcggcetg
gcttccatee
gtagccggat
graggagcaa
tccecttcceg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgret
cctgcgtgeca
tctggattga
agtggagcat
acgcgcaata
tgagtggctc
gtcatcggceg

gcgccatcag

cccaaatcaa
agceccccgat
aaagcgaaag
ggectctteg
ggtaacgcca
catcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag
ataaattgat
cecgcetcagaa
cgataccgta
cacgggtage
tgaatccaga
tcacgacgag
gcgegagece
gagtacgtgc
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
gcecgegetge
gaaccgggcyg
gttgtgcccea
atccatcttg
gagtgaatat
ttttgacaag
atggtttctg
Cttcaacgtt
ggggtcataa

atccttggcg
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grtttttggg
ttagagecttg
gagcgggege
ctattacgcece
gggttttecec
gaaatatagt
agacataaatt
ctggtacatt
gatatagcta
gaactecgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggeca
atcctcegecyg
ctgatgctcect
tcgctcgatg
cagccgecge
caggagatcc
aacgtcgagc
ctegtectge
ccecetgeget
gtcatagccg
ttcaatccaa
gagactctaa
aaatatttgce
acgtatgtgce
gcggttectgt
cgtgactccc

gcaagaaagc

gtcgaggtgc
acggggaaag
cattcaggct
agctggcgaa
agtcacgacg
ttaaatattt
tattgatgca
gccgtagatg
gcttagcetca
agaaggcgat
aagcggercag
tcctgatage
ttttccacca
tcgggcatgce
tcgtccagat
cgatgtttcg
attgcatcag
tgccceceggea
acagctgcge
agttcatcreca
gacagccgga
aatagcctct
gcteccatgyg
ttggataccyg
tagctgatag
ttagctcatt
cagttccaaa
ttaattctcc

catccagttt
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cgtaaagcac
ccggegaacg
gcgcaactgt
agggggatgt
ttgtaaaacg
attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag
tcgggggatce
agaaggcgat
ccecattegec
ggtccgecac
tgatattcgg
gcgecttgag
catcctgatce
cttggtgotce
ccatgatgga
cttcgcccaa
aaggaacgec
gggcaccgga
acacggeggce
ccaceccaage
gceetegact
aggggaattt
tgaccttagg
aaactccaga
cgtaaaacgg
gctcatgatce

actttgcagg

taaatcggaa
tggcgagaaa
tgggaagggc
gctgcaaggce
acggccagtg
taacaagtca
cagaaatatt
tgcgatatta
cgtcgaagct
gcgctgcgaa
gccaagctct
acccageegyg
caagcaggca
cctggecgaac
gacaagaccg
gaatgggcag
tactttctcg
tagcagccag
cgtegtggece
caggrcggtc
atcagagcag
ggccggagaa
agagtcgaga
atggaacgtce
cgacttttga
aacccgegge
ctcgteccge
ttgatcccect

gcttcecaac

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

3840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560
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cttaccagag
gtctagectat
ttceecttgte
actggcttee
gcgtgaagcet
attgccacta
tttgatttge
tttgccaaca
aaatacatat
attaaagtga
ggatggcata
ttrtgaggtge
taccacacac
tggaaatgat
aatgaagaaa
tetttgecaata

agccagcecca

ttg
Leu

gat
Asp

ggg
Gly

gtg
val

gag
Glu

gg9g
Gly

cece
Pro
45

gac
Asp

agt
Ser

att
Ile
&0

gtc
val

gga
Gly

tcg
Ser

gag
Glu

tgt ttt

ggcgececcag
cgccatgtaa
cagatagcecce
tacgtgttce
tgcatgecty
aacgtctaaa
gataaatttt
cttagcaate
actaatcaac
grgaatatgg
tacaccaaac
atgaacgtca
aagctttgag
ttgcatggaa
actacaaatt
ctttcattca

cegeggtgga
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ctggcaattc
gcccactgea
agtagctgac
gcrrecrtta
caggtcgacg
ccecttgtaat
tatatttggt
tgcaagttga
tggaaatgta
taccacaagg
attcaataat
cgrggacaaa
gtgcatgcat
gccatgtgta
tacatgcaac
tacacactca
aa atg gag

Met Glu
1

cggttegett
agctacctgce
attcatcecgg
gcagcccttyg
gcgcgeecgag
tegtteetgt
actaaattta
ttaattgatt
aatatttgct
tttggagatt
tcttgaggat
aggtttagta
ggatgcccty
aaaccatgac
tagttatgca

ctaagttcta

gctgtccata
tttctetetg
ggtcagcacc
cgccctgagt
ctcectecgage
tttactatgt
taacacctit
ctaaattatt
aatatttcta
taattgttge
aataatggta
atttttcaag
tggaaagtet
atccacttgg
tgtagtctat

cacgattata

aaaccgececa
cgcttgegtt
gcttctgecgg
gctrgecggea
aaatttacac
gtgttatgta
tatgctaacyg
tttgtcttet
ctataggaga
aatgctgcat
ccacacaaga
acaacaatgt
aaaaatatte
aggatgcaat
ataatgagga

attrtcttcat

gtc gtg gag aga tte tac ggt gag
val val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu

S

10

ttt

aag
Lys

ttg
Leu
30

aca
Thr

jefe el
Gly

cca
Pro

gcg

gtc
val
15

acg
Thr

cce
Pro

cte
Leu

ttt
Phe

ctc

tcg
Ser

gat
Asp

atc
Ile

ttg
Leu

ttg
Leu
80

agt

cag
Gln

acg
™r

gtc
Val

tgg
Trp
65

ctc
Leu

ctg

gg¢<
Gly

cce
Pro

cte
Leu
50

ata
Ile

caa
Gln

tat

gtg
val

act
Thr
35

ggt
Gly

aag
Lys

gct
Ala

atg

aat
Asn

20
acce
Thr

gtt
val

gce
Ala

ttg
Leu

tgc

85

gca
Ala

aaa
Lys

tct
Ser

agq
AxXg

gtg
val
85

gty

ttg
Leu

ggc
Gly

gta
val

gat
Asp
70

cte
Leu

ggc

ctg
Leu

ttg
Leu

tac

ctg
Leu

gtg
val

atc

ggt
Gly

cce
Pro
40

fafole ¢
Leu

aaa
Lys

cac
His

gct

agt
Sexr

25
cte
Leu

act
Thr

ceg
Pro

aac

tat

Phe

gtt
val

att
Ile

cge
Arg

ctyg
Leu
90

cag

10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520

11572

11620

11668

11716

11764

21812

11860



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Phe

gct
Ala

cat
His

gtg
vail

caa
Gln
155

tgg
Trp

gcg
Ala

ttg
Leu

ttt
Phe

aac
Asn
235

caa
Gln

crt
Leu

aag
Lys

aatgagatat gcgagacgcce tatgatcgeca
ttgtaaaaaa cctgagcatg tgtagctcag atccttaccg ccggtttcgg ttcattctaa
tgaatatatc acccgttact atcgtatttt

attgtccgtc gagcaaattt acacattgcec

Cys

att
Ile

aaa
Lys

gaa
Glu
140

ata
Tle

tgg
Trp

gct
Ala

gct
Ala

tgg
Trp
220

tta

Leu

tgg
Trp

ttc
Phe

caa
Gln

Phe

acc
Thr

gag
Glu
125

tce
Phe

agce
Ser

gct
Ala

ctg
Leu

gce
Ala
205

ggc
Gly

gty
val

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys
285

Ala

tgg
Trp
110

atg
Met

atg
Met

ttc
Phe

att
Ile

aac
Asn
190

tgc
Cys

agg
Arg

cag
Gln

atc
Ile

aat
Asn
270

gga
Gly

Leu
95

cgg
Arg

gcg
Ala

gat
Asp

cte
Leu

gct
Ala
175

tca
Ser

ctt
Leu

tac
Tyr

gct
Ala

aag
Lys
255

crt
Phe

gct
Ala

Ser

tac
Tyr

att
Ile

acc
Thr

cac
His
160

cat
His

dgga
Gly

cga
Arg

ttg
Leu

tac
TYTr
240

att
Ile

tac
Tyr

aaa
Lys

ES 2345324 T3

Leu

tct
Ser

ctg
Leu

gtt
val
145

gtt
val

cac
His

datg
val

agt
Ser

aca
Thr
225

tac

Tyr

ttg
Leu

gta
val

act
Thr

ctc
Leu

gta
val
130

atc
Ile

tat
Tyr

gct
ala

cat
His

agc
Ser
210

caa
Gln

gac
Asp

ttc
Phe

caa
Gln

gag
Glu
290

Met

tgg

tac

Tyx

atg
Met

cat
His

cct
Pro

gtt
val
195

cca

Pro

ttc
Phe

atg
Met

tac

aaa
Lys
275

tga

tgatatttgc tttcaattct gttgtgcacg

Cys
100

ggc
Gly

ttg
Leu

ata
Ile

cat
His

ggc
Gly
180

ctc
Leu

aag
Lys

caa
Gln

aaa
Lys

tac
Tyr
260

tac
Tyr

val

aat
Asn

tte
Phe

ctg
Leu

tct
Ser
165

ggt
Gly

atg
Met

tta
Leu

atg
Met

acg
Thr
245

atg
Met

atc
Ile

Gly

gca
Ala

tac
TyY

aag
Lys
150

tca

Ser

gaa
Glu

tat

aaa
Lys

ttc
Phe
230

aat
Asn

atc
Ile

aaa
Lys

Ile

tac

atg
Met
135

cgc
Arg

att
Ile

gca
Ala

gcg
Ala

aat
Asn
215

cag

Gln

gcg
Ala

tcg
Ser

ccce
Pro

Ala

aat
Asn
120

tct
Ser

agce
Serx

tce
Ser

tat

tac
200
aag

Lys

ttt
Phe

cca
Pro

tcg
Leu

tct
Ser
280

TYY
105

cct
Pro

aag
Lys

acc
Thr

cte
Leu

tgg
Trp
185

tac
Tyr

tac
TYX

atg
Met

tat
TYyx

ctg
Leu
265

gac
Asp

tctagaaggc ctcctgettt

86

Gln

aaa
Lys

tac
Tyr

agg
Arg

att
Ile
170

tct
Ser

ttc
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu

cca
Pro
250

tet
Phe

gga
Gly

tatgaataat attctccgtt caatttactg

actaaacgtc taaacccttg taatttgttt

11908

11956

12004

12052

12100

12148

12196

12244

12292

12340

12388

12435

12495

12555

12615

12675
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ttgttttact
tttataacac
gattctaaat
tgctaatatt
gatttaatctg
ggataataat
agtaattttt
cctgtggaaa
tgacatccac
tgcatgtagt

tttacacgat

ctt
Leu

gga
Gly

cag
Gln
300

gcce
Ala

agt
Ser
315

atg
Met

gtt
val
330

tcg
Ser

ggt
Gly

agt
Ser

aag
Lys

aag
Lys

gaa
Glu

gct
val

cag
Gln

tca
Ser

gaa
Glu

gtc
val
380

tcg
Ser

aca
Thr
385

cac
His

att
Ile

tgc
Cys
410

tgg

gac gag cat

atgtgtgtta
cttttatgct
tatttttgtc
tctactatag
ttgcaatgct
ggtaccacac
caagacaaca
gtttaaaaat
ttggaggatg
ctatataatg

tataatttct

ggc
Gly

cag
Gln

tct
Ser

ctc
Leu

tgg
Trp

agc
Ser

tct
Ser

ttc
Phe

gta
val

ES 2345324 T3

tgtatttgat
aacgtttgcece
ttctaaatac
gagaattaaa
gcatggatgg
aagatttgag
atgttaccac
attttggaaa
caataatgaa
aggattttgc

tcatagccag

ctc
Leu

gaa
Glu
305

agc
Ser
320

gac
Asp

cac
His

agt
Ser

335

cgt
Arg

gtt
val
350

aat
Asn

aga
Axg
365

gtg
val

aag
Lys

cta
Leu

cece
Pro

gta
val

gtt
val

tcg
Ser

teg
Ser

ccce
Pro

tca
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu

agc
Ser

acc
Thr

agt
Ser

acg
Thr

aga
Arg
385

gaa
Glu
400

gta
val

aac
Asn

aag
Lys

415

cce gga

gga

tca gtt

gaa
Glu

tee
Phe

ata
Ile

gct
Ala

cag
Gln
370

cga

gca
Ala

gtg
val

att

ttgcgataaa
aacacttagc
atatactaat
gtgagtgaat
catatacacc
gtgcatgaac
acacaagttt
tgatttgcat
gaaaactaca

aatacttcca

tttttatatt
aatttgcaag
caactggaaa
atggtaccac
aaacattcaa
gtcacgtgga
tgaggtgcat
ggaagccatg
aatttacatg

ttcatacaca

tggtactaaa
ttgattaatt
tgtaaatatt
aaggtttgga
taattcttga
caaaaggttt
gcatggatgce
tgtaaaacca
caactagtta

ctcactaagt

cggatcec atg gta tte gcg ggc ggt
Met val Phe Ala Gly Gly

atc
Ile

aac
Asn

ttc
Phe

agt
Ser

cct
Pro
340

caa
Gln

gcc
Ala
358

gtg
val

act
Thr

gga
Gly

tca
Ser

agg

cac
His

gta
val

tat
Tyr

gat
Asp
420

agt act

87

29

gtc
val
310

gac
Asp

gag
Glu

tat tce

Ser

gtg
val
325

ttg
Leu

aag
Lys

cgc
Arg

ata
Ile

caa
Gln

tgt
Cys

gag
Glu

gca
Ala
375

gcg
Ala

tct
Ser

cag
Gln
390

tgg
Trp

aac
Asn
405

cca
Pro

aag
Lys

tce
Ser

aat
Asn

gtt
val

tat ttt

gga

5

att

cac
is Ile

His

act
Thr

tca
Ser

ctg
Leu

acg
Thx
345

tca gct
Ser Ala
360

ctc
Leu

gca
Ala

aag
Lys

aag
Lys

agc gat
Sexr Asp

ttt gcg
Phe Ala
425

cga gac

12735
12795
12855
12915
12975
13035
13095
13155
13215
13275

13330

13378

13426

13474

13522

13570

13618

13666

13714

13762
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Asp

ggc
Gly

ctt
Leu

gag
Glu

caa
Gln
490

aat
Asn

act
Thr

caa
Gln

gag
Gilu

gtt
vVal
570

cat

His

gat

aca
Thr

tte
Phe

agc
Ser
650

Glu

aca
Thr

caa
Gln

ctg
Leu
475

ctt
Leu

gtt
val

att
Ile

cag
Gln

aca
Thr
555

ctg
Leu

gct
Ala

att
Ile

gtt
val

tte
Phe
635

tgg
Trp

His

gat

gac
Asp
460

ctg
Leu

tte
Phe

gct
Ala

tca
Ser

tgc
Cys
540

cgc

Arg

g9g
Gly

gct
Ala

gat

gag
Glu
620

atg
Met

aga
Arg

Pro

gtt
val
445

ttt
Phe

aaa
Lys

aaa
Lys

att
Ile

gcg
Ala
525

gga
Gly

tgg
Trp

ttt
Phe

cca
Pro

act
Thr
605

aat

Asn

ggt
Gly

tat
Tyr

Gly
430

ttc
Phe

tac
Tyr

gat
Asp

agt
Ser

ttt
Phe
510

gtt
Val

tgg
Trp

ctt
Leu

agt
Ser

aat
Asn
590

ctc

Leu

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

Gly

tct
Ser

att
Ile

ttc
Phe

tcg
Ser
495

gct
Ala

ttg
Leu

cta
Leu

aat
Asn

aca
Thr
575

gaa
Glu

ccc
Pro

aca
Thr

tta
Leu

tct
Ser
655

ES 2345324 T3

Ser

agt
Ser

ggt
Gly

cga
Arg
480

aaa
Lys

gcg
Ala

gct
Ala

tce
Ser

gaa
Glu
560

999
Gly

tgc
Cys

ctc
Leu

tte
Phe

ttt
Phe
640

aca
Thr

val

ttt
Phe

gac
Asp
465

gaa
Glu

ttg
Leu

age
Ser

tca
Ser

cat
His
545

gtt
val

tgg
Trp

gat
Asp

att
Ile

ttg
Leu
625

ttc
Phe

gca
Ala

Ile

cat
His
450

gtg
val

atg
Met

tac
TvY

att
Ile

gct
Ala
530

gat

gtc
val

tgg
Trp

cag
Gln

gce
Ala
610

cga

Arg

gcc
Ala

gtg
vVal

Ser
435

gca

Ala

gag
Glu

aga.

Arg

tat
Tyxr

gca
Ala
515

tgt
Cys

ttt
Phe

ggg
Gly

aag
Lys

act
Thr
595

tgg
Trp

atc
Ile

cgt
Arg

cte
Leu

88

Thr

gct
Ala

agg

gct
Ala

gtt
Val
500

ata
Ile

atg
Met

ctc
Leu

tat
Tyr

gag
Glu
580

tac

agc
Ser

ctc
Leu

ggt
Gly

tca
Ser
660

Tyr

tct
Ser

‘Phe

aca
Thr

Gly

tgg
Txp
455

gtg gag ccg

Val

ctt
Leu
485

atg
Met

ata
Ile

atg
Met

cac
His

gtg
Val
565

aag
Lys

caa
Gln

aag
Lys

caa
Gln

agt
Ser
645

cct
Pro

Glu
470

ttc
Phe

aag
Lys

tgt
cys

gct
Ala

aat
Asn
550

atc
Ile

cat
His

cca
Pro

gac
Asp

tac
TYyr
630

tgg
Trp

gtc
val

Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

ctg
Leu
535

cag
Gln

ggc
Gly

aac
Asn

att
Ile

ata
Ile
615

cag
Gln

ctc
Leu

gac
Asp

Arg
440

aaa

Lys

act
Thr

agg
Arg

cte
Leu

age
Ser
520

tgt
Cys

gtg
val

aac
Asn

ctt
Leu
gat
600
ctg

Leu

cat
His

ttt
Phe

agg
Arg

AsSp

att
Ile

cca
Pro

gag
Glu

acg
Thr
505

aag
Lys

ttc
Phe

ttt
Phe

gcc
Ala

cat
His
585

gaa
Glu

gcc
Ala

ctg
Leu

tgg
Trp

tto
Leu
665

13810

13858

13906

13954

14002

14050

14098

14146

14194

14242

14290

14338

14386

14434



20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2345324 T3

ttg gag aag gga act gtt ctg ttt cac tac ttt tgg ttc gtc ggg aca 14482
Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr Phe Trp Phe Val Gly Thr
670 675 680
gcg tge tat ctt cte cct ggt tgg aag cca tta gta tgg atg gcg gtg 14530
Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro Leu Val Trp Met Ala Val
685 690 695
act gag ctc atg tec gge atg ctg ctg ggc ttt gta ttt gta ctt age 14578
Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly Phe val Phe val Leu Ser
700 705 710
cac aat ggg atg gag gtt tat aat tcg tct aaa gaa ttc gtg agt gca 14626
His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser Lys Glu Phe Val Ser Ala
715 720 725
cag atc gta tcc aca cgg gat atc aaa gga aac ata ttc aac gac tgg 14674
Gln Ile val Ser Thr Arg Asp Ile Lys Gly Asn Ile Phe Asn Asp Trp
730 735 740 745
ttc act ggt ggc ¢ttt aac agg caa ata gag cat cat ctt ttc cca aca 14722
Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gln Ile Glu His His Leu Phe Pro Thr
750 755 760
atg ccc agg cat aat tta aac aaa ata gca cct aga gtg gag gtg ttc 14770
Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys Ile Ala Pro Arg Val Glu Val pPhe
765 770 775
tgt aag aaa cac ggt ctg. gtg tac gaa gac gta tct att gct acc ggc 14818
Cys Lys Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp Val Ser Ile Ala Thr Gly
780 785 730
act tgc aag gtt ttg aaa gca ttg aag gaa gtc gcg gag gct gcg gea 14866
Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu Val Ala Glu Ala Ala Ala
785 800 805
gag cag cat gct acc acc agt taa gctagcgtta accctgcttt aatgagatat 14920
Glu Gln His Ala Thr Thr Ser
810 815
gcgagacgce tatgatcgeca tgatatttge tttcaattct gttgtgcacg ttgtaaaaaa 14980
cctgagcatg tgtagctcag atccttaccg cecggtttcgg ttcattctaa tgaatatatc 15040
acccgttact atcgtatttt tatgaataat attctccgtt caatttactg attgtcegtce 15100
gacgaattcg agctcggcge gcctctagag gatcgatgaa ttcagatcgg ctgagtggct 15160
ccttcaacgt tgcggttctg tcagttccaa acgtaaaacyg gcecttgtcecg cgtcatecgge 15220
gggggtcata acgtgactcc cttaattctc cgctcatgat cagattgtcg tttcccgect 15280
tcagtttaaa ctatcagtgt ttgacaggat atattggcgg gtaaacctaa gagaaaagag 15340
cgtttattag aataatcgga tatttaaaag ggcocgtgaaaa ggtttatcct tcecgtccattt 15400
gtatgtgcat gccaaccaca gggttcccca 15430
<210> 26
<211> 290
<212> PRT

<213> Desconocido
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<400> 26

Met Glu val

1

Gln

Thx

val

Trp

65

Leu

Leu

Ser

Leu

Val

145

vVal

His

val

Ser

Thr

225

Leu

val

Gly

Pro

Leu

50

Ile

Gln

Leu
val
13C

Ile

Tyr

Ala

His

Ser

210

Gln

Asp

Phe

val

Thr

35

Gly

Lys

Ala

Met

Trp

115

TYTr

Met

His

Pro

val

195

Pro

Phe

Met

Val

Asn

20

Thr

val

Ala

Leu

Cys

100

Gly

Leu

Ile

His

Gly

180

Leu

Lys

Gln

Lys

TYyT

© 260

Gln Lys

Glu
290

275

Tyr Ile Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gln Lys Gly Ala Lys

Glu

Ala

Lys

Ser

Arg

val

85

val

Asn

Phe

Leu

Ser

165

Gly

Met

Leu

Met

Thr

245

Met

Leu

Gly

val

Asp

70

Leu

Gly

aAla

TyXx

Lys

150

Ser

Glu

Lys
Phe
230

Asn

Ile

ES 2345324 T3

Phe

Leu

55

Leu

val

Ile

Met

135

Arg

Ile

Ala

Ala

Asn

215

Gln

Ala

Ser

Gly

Pro

40

Leu

Lys

His

Ala

Asn

120

Ser

Ser

Ser

200

Lys

Phe

Pro

Leu

Gly
Ser
25

Leu

Pro

Asn

Tyr

105

Pro

Lys

Leu

Trp

185

Tyr

Met

Tyr

Leu
265

280

90

Glu Leu Asp Gly

10

Phe

val

Ile

Arg

Leu

S0

Gln

Lys

Tyr

Ile

170

Ser

Phe

Leu

Leu

Pro

250

Phe

Gly

Asp

val

Ala

75

Phe

Ala

His

val

Gln

155

Trp

Ala

Leu

Phe

Asn

235

Gln

Leu

val

Ser

Ile

60

Ser

Cys

Ile

Lys

Glu

140

Ile

Trp

Ala

Ala

Trp
220

Leu

Trp

Phe

Glu

Pro

45

Gly

Glu

Phe

Thr

Glu

125

Phe

Ser

Ala

Leu

Ala

205

Gly

val

Leu

Gly

Lys

Leu

30

Thr

Gly

Pro

Ala

Trp

110

Met

Met

Phe

Ile

Asn

190

cys

Arg

Gln

Ile

Asn
270

285

val

15

Thr

Pro

Leu

Phe

Leu

95

Arg

Ala

Asp

Leu

Ala

175

Ser

Leu

Tyr

Ala

Lys

255

Phe

Ser

Asp

Ile

Leu

Leu

80

Ser

Tyr

Ile

Thr

His

160

His

Gly

Arg

Leu

240

Ile

Tyr
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<210> 27
<211> 525

<212> PRT
<213> Desconocido

<400> 27

Met

Ile

Ser

Pro

val

65

Ser

His

Thr
145

Ala

Ala

Val

Ile
225

Val

Asp

Tyr

Leu

50

Gln

Ala

Ser

val

130

Ser

val

Leu

Met

210

Ile

Phe

val

val

35

Lys

Cys

Glu

Gln

Lys

115

Ser

Phe

Thr

Glu

Phe

195

Lys

Cys

Ala

Glu

20

Ser

Arg

Ile

Ala

Trp
100
Pro
Asn
Gly
Trp
Pro
180

Leu

Leu

Trp

Gly

His

Ser

Leu

Ser

Leu

85

Lys

Ser

Phe

Arg

Lys

165

Thx

Leu

Ser

ES 2345324 T3

Gly

Ile

Thr

Thr

Ala

70

Lys

Asp

Ala

Asp

150

Ile

Pro

Glu

Lys
230

Gly

Ala

val

Ser

55

Glu

Glu

Ser

Cys

Asp

135

Gly

Leu

Glu

Gln

Asn

215

Thr

Leu

Ser

Gly

40

Lys

val

Ser

Thr

Trp

120

Glu

Thr

Gln

Leu

Leu

200

val

Ile

Gln Gln Gly Ser

Met

25

Ser

Lys

GIln

val

His

105

Ile

His

Asp

Asp

Leu

185

Phe

Ala

Ser

91

10

Ser

Trp

Arg

Arg

val

90

Pro

val

Pro

val

Phe

170

Lys

Lys

Ile

Ala

Leu

Ser

val

Asn

75

Lys

Leu

val

Gly

Phe
155

Tyr

Asp

Ser

Phe

val
235

Phe

val

Ser

60

Ser

Pro

Ser

Lys

Gly

140

Ser

Ile

Phe

Ser

Ala

220

Leu

Leu

Ser

His

45

Glu

Ser

Thr

Glu

Asn

125

Ser

Ser

Gly

Arg

Lys

205

Ala

Ala

Glu

Asp

30

Ser

Ser

Thr

Arg

val

110

Lys

val

Phe

Glu

190

Leu

Ser

Ser

Glu

15

Phe

Ile

Ala

Gln

Axrg

95

Ala

val

Ile

His

val

175

Met

Tyr

Ile

Ala

Asn

Phe

Gln

Ala

Gly

80

Arg

val

Ser

Ala

160

Glu

Arg

TYr

ala

Cys
240
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Met

Leu

Tyr

Giu

Tyr

305

Ser

Leu

Gly

Ser

Phe
385

Lys
Asn
His
465
Pro

Val

Val

Met

His

val

Lys

290

Gln

Lys

Gln

Ser

Pro
370

Trp

val

vel

Glu

Ile

450

His

Ser

Ala

Ala
Asn
Ile
275
His
Pro
Asp
TyTr
Tro
355
val
Phe
Trp
Phe
Phe
435
Phe
Leu
val

Ile

Glu
515

Leu

Gln

260

Gly

Asn

Ile

Ile

Gln

340

Leu

ASp

Val

Met

val

420

val

Asn

Phe

Glu

Ala

500

Ala

Cys

245

val

Asn

Leu

Asp

Leu

325

His

Phe

Arg

Gly

Ala

405

Leu

Ser

Asp

Pro

val

485

Thr

Ala

ES 2345324 T3

Phe

Phe

Ala

His

Glu

310

Ala

Leu

Trp

Leu

Thr

390

val

Ser

Ala

Trp

Thr

470

Phe

Gly

Ala

Gln

Glu

val

His

295

Asp

Thr

Phe

sSer

Leu

375

Ala

Thr

His

Gln

Phe

455

Met

Cys

Thr

Glu

Gln

Thr

Leu

280

Ala

Ile

val

Phe

Trp
360
Glu

Cys

Glu

Ile

440

Thr

Pro

Lys

Cys

Gln
520

Cys

Arg

265

Gly

aAla

Asp

Glu

Met

345

Arg

Lys

Leu

Gly

425

val

Gly

Arg

Lys

Lys

505

His

92

Gly

250

Trp

Phe

Pro

Thr

Asn

330

Gly

Tyr

Gly

Leu

Met

410

Met

Ser

Gly

His

His

490

val

Ala

Trp

Leu

Ser

Leu

315

Lys

Leu

Thr

Thr

Leu

395

Ser

Glu

Thr

Leu

Asn

475

Gly

Leu

Thr

Leu

Thr

Glu’

300

Pro

Thr

Leu

Ser

val

380

Pro

Gly

val

Arg

Asn

460

Leu

Leu

Lys

Thr

Ser

Glu

Gly

285

Cys

Leu

Phe

Phe

Thr

365

Leu

Gly

Met

Tyr

Asp

445

Arg

Asn

val

Ala

Ser
525

His

val
270

Trp

Asp

Ile

Leu

Phe

350

Ala

Phe

Trp

Leu

Asn

430

Ile

Gln

Lys

Tyr

Leu
510

Asp
255

val

Trp

Gln

Ala

Arg

335

Ala

val

His

Lys

Leu

415

Ser

Lys

Ile

Ile

Glu

495

Lys

Phe

Gly

Lys

Thr

Trp
320
Ile

Arg

Leu

Pro
400
Gly
Ser
Gly
Glu
Ala
480

Asp

Glu
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<210> 28
<211>17

752

<212> DNA
<213> Desconocido

<220>

<223> vector de expresion vegetal con 3 casetes de expresion promotor-terminador insertado con elongasa + desatu-

ES 2345324 T3

rasa de Physcomitrella + desaturasa de Phaeodactilum

<220>

<221> CDS

<222> (1
<220>

1543)..(12415)

<221> CDS
<222> (13313)..(14890)

<220>

<221> CDS
<222> (15791)..(17200)

<400> 28

gatctggege
gcgcccagcea
tagtgggcgyg
ataatcaggc
atgttgggte
ttctttatca
tgacaaagtt
gcgtagacgg
tttactggca
cggagaatca
ggaatgccceyg
ccggcacgcg
gcgaggcggag

ctgttggggce

.ccgttgaaca

ccggtcegga
ggaggctcgt

tgccggageg

cggccagega
caggtgegeca
tgacgtcgte
cgatgccgac
tcacgtctgg
ctgataagtt
gcagccgaat
tctgacgaca
cttcaggaac
tacgcattcg
cagcttcagg
accgggcgea
tkttteggee
cgtgcttgag
ggctccgete
cgcagegtee
tgtcaggaac

caacccacte

gacgagcaag
ggcaaattgc
cgagtgaacc
agcgtcgagce
cctceggace
ggtggacata
acagtgatcc
cgcaaactgg
aagcgggcegce
gtgccgagag
caggcgcetge
ccgcagatgg
ggggacgccg
gagcaggcceg
tcgcegetge
gagcagggac
gttgaaggac

actacagcag

attggccgec
accaacgcat
agatcgcecgea
gcgacagtgc
agcctcecget
ttatgtttatc
gtgccgcecct
cggaacggtt
tgctcgacgce
ccgacgacga
tcgecetaceg
aaacggccga
tcaatgcgct
gcgacagega
tgcgggecge
tcgeggrgat
cgagaaaggg

agccatgtag

93

gcccgaaacg
acagcgccag
ggaggcccgg
tcagaatcttac
ggtccgattg
cagtgataaa
ggacctgttg
gggggttcag
actggccgaa
ctggcgceteca
cgatggcgeg
cgcgcagcett
gatgacaatc
tgccggcgag
gatagacgcc
tgtcgatgga
tgacgattga

acaacatccce

atccgacagce
cagaatgcca
cagcaccggce
gatcaggggt
aacgcgcgga
gtgtcaagca
aacgaggtcg
cagccggcegce
gccatgetgg
tttctgateg
cgcatccatg
cgcttecect
agctacttca
cgcggeggca
ttcgacgaag
ttggcgaaaa
tcaggaccgc

ctcececette

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080
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ccaccgegtce
ccaagcctca
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cecgeeecect
aggactataa
gaccctgceg
ccgctgecata
tcgcacgata
ggcgtcagcecc
ctgtccctta
ctaccgecegg
agggcagccc
aggcggcggc
aaatcacggg
tgggccgecet
tcggtgatgc
gcaaggtcat
aacggccggg
gacttcgcgg
gacgctcacc
cgegecagaa
cctegeggaa
cgactcaccc
gagctggeca
gatgtggaca
tgacagatga

gcacctattg

agacgcccgt
cggccgeget
tcgectgeget
cggttateca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
accctgette
tacaggattt
gggcaggata
ttcgcacctg
cgtaacagat
acctatcaag
ggccggcatg
cgtcgtggac
gggcggectg
cacgatcctc
gatgggcgtyg
gggtgcgcgte
agctggtgaa
gggctggttyg
acgccgtega
aacttggcee
ggcgcggegt
gcctcegcaaa
agcctgggga
ggggcgcgat

acatttgagy

ES 2345324 T3

agcagcccgce
cggectctet
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcecee
acctgtccge
ggggtcatta
tgccaaaggg
ggtgaagtag
gcggtgctca
gagggcaagce
gtgtactgce
ageectgtcgg
tatgagcacg
ctgaaactct
gcecetgertagg
gtccgceecga
gattgccaag
gtacatcacc
ccctegeege
agccgtgtgce
tcactgacag
tgacagatga
tcggcgaaaa
taagtgccct
ccttgacact

ggctgtecac

tacgggcttt
ggcggccttc
gcrgeggcega
ggataacgca
ggcegegttyg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttctcect
tagcgatttt
ttcgtgtaga
gcccacccgce
acgggaatce
ggatggctga
ttccagacga
cctacctget
tcecgegaget
ggctcaccga
cgaagatcga
gggcagagcec
cacgtceccea
gacgagcaag
tgggctggcg
gagacaccgce
atgaggggcg
ggggcagget
cgcetgattt
gcggtattga
tgaggggcag

aggcagaaaa

94

ttcatgccct
tggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctcgtgeget
tecgggaageg
ttcggtatat
ctttcecttgg
gagcgggtgt
tgctctgcga
tgaaaccaag
acgaagagcg
ggccgteggce
ggccegeate
cgacccgcgc
agagaagcag
atgactttet
tgcgectccat
gcaagaccga
gccgtcetatg
ggccgecgge
gacgttgaca
cgatttcgge
tacgcgagte
cacttgaggg
agtgctgaca

tccagcattt

gccctagegt
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctcetgttece
tggcgectttt
ccatccttte
tgtatccaac
tccttcttca
ggctggccgy
ccaaccagga
attgaggaaa
cagggctaca
aatggcgace
acggcgeggt
gacgagcttg
tagccgectaa
caagaagagc
gecgeectttge
gccectgcaaa
gttgtggata
cttgaggggc
cggcgacgtyg
tcccacagat
gcgcgactac
gatgaggggc

gcaagggttt

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
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ccgeeegttt
aaaccttgtt
tgceccecect
tgegeececte
ttgcecgggat
ttgacgtgcc
gcggcectggg
cggggccggce
tgttcggggy
gtatgaaaac
ctaccaagac
tactgataag
ggcaaggcat
tgcatggact
attgggtaat
tgtcatgcag
gctgectcag
gcagetttee
cgtcaaaggg
atacgtgcge
gcgatttagc
tgcccggcetg
cgtgttgagg
catatcaatg
ccatgtttta
acgcaccacc
agcacctcaa
tggtttcaaa

aaaagctgtt

ttcggccace
tttaaccagg
tctcgaacce
ggccgcgaac
cggggcagta
gcaggtgcety
tggcggcctg
aatttttacc
tgcgataaac
gagaattgga
gaagaggatg
ataatatatc
aggcagcgceg
aatgcttgaa
gactccaact
ctccaccgat
attcaggtta
ctrcaggecgg
tgacagcagg
aacaaccgtc
cccgacatag
tatgcgcgag
ccaacgcecca
attttetggt
cggcagtgag
ccgtcagtag
aaacaccatc
atcggctecg

ttctggtatt

ES 2345324 T3

gctaacctgt
gctgcgeccet
tcceggeccy
ggcctcaccec
acgggatggg
gcatcgacat
cccttcactt
ttgggcattc
ccagcgaace
cctttacaga
aagaggatga
tcttatatag
cttatcaata
acccaggaca
tattgatagt
tttgagaacg
tgccgectcaa
gattcataca
ctcataagac
ttccggagac
ccccactgtt
gttaccgact
taatgcgggc
gcgtaccggg
agcagagata
ctgaacagga
atacactaaa
tcgatactat

taaggtttta

cttttaacct
gtgcgcgtga
ctaacgcggyg
caaaaatggc
cgatcagccec
tcagcgacca
cggccgtcgg
ttggcatagt
atttgaggtg
attactctat
ggaggcagat
aagatatcgce
tatctataga
ataaccttat
gttttacgtt
acagcgactt
ttcgctgegt
gcggccagec
gcececcagegt
tgtcatacgc
cgtccattte
gcggcctgag
tgttgcecegg
ttgagaagcg
gcgctgatgt
gggacagctg
tcagtaagtt
gttatacgcc

gaatgcaagyg

95

gcttttaaac
ccgecgeacge
cctceecatee
agegectggea
gagcgcgacg
ggtgccgggc
ggcattcacg
ggtcgcgggt
ataggtaaga
gaagcgccat
tgccttgaat
cgtatgtaag
atgggcaaag
agcttgtaaa
cagataatgc
ccgtcceccage
atatcgcettg

atccgtecatce

‘cgccatagtg

gtaaaacagc
cgcgcagacg
ttttttaagt
catccaacgc
gtgtaagtga
ccggcggtge
atagacacag
ggcagcatca
aactttgaaa

aacagtgaat

caatatttat
cgaagggggy
ccecagggygc
gtccttgecca
cccggaagca
agtgagggcg
gacttcatgg
geccgtgeteg
ttataccgag
atttaaaaag
atattgacaa
gatttcaggg
cataaaaact
ttctatcata
ccgatgactt
cgtgccaggt
ctgattacgt
catatcacca
cgttcaccga
cagcgectggce
atgacgtcac
gacgtaaaat
cattcatggc
actgcagttg
ttttgcecgtt
aagccactgg
cccataattg
acaactttga

tggagttcgt

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560
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cttgttataa
taaatggcta
gtaaaagata
aacctatatt
gaaaaggaca
gaacggcatg
gaagagtatg
aggctcttte
ttagccgaat
gaagaagaca
cccgaagagg
gatggcaaag
gacattgcct
ctattttttg
ctggatgaat
caccgacttc
gggcaagggg
cggccagacg
ggcaccaggce
cccgcaagga
cgacgecgggyg
gcccecgegaa
gcgegacage
ttcgegtegt
aggaactatg
cgaggccaag
ttcettgtte
ccgetctgece

ggtcatttte

ttagcttctt
aaatgagaat
cggaaggaat
taaaaatgac
tgatgctatg
atggctggag
aagatgaaca
actccatcga
tggattactt
ctccatttaa
aacttgtctt
taagtggctt
tctgcgtecg
acttactggg
tgttttagta
ttccgcatca
tcgectggrat
gtctacggga
gggtcaaatc
gggtgaatga
tttteegecy
accttccagt
gtgcaactgg
ctcgaacagg
acgaccaaga
caggccgegt
gatattgcge
ctgttcacca

cacgtcaaca

ES 2345324 T3

ggggtatctt
atcaccggaa
gtctcctgcet
ggacagccgg
gctggaagga
caatctgctce
aagccctgaa
catatcggat
actgaataac
agatccgcegce
ttcccacgge
tattgatctt
gtcgatcagg
gatcaagcct
cctagatgtg
agtgttctgg
tcgtgcaggg
ccgacttcat
aggaataagg
atcggacgtt
aggatgccga
ccgteggetc
ctceccetge
aggcggcagg
agcgaaaaac
tgctgaaaca
cgtggecgga
cgcgcaacaa

aggacgtgaa

taaatactgt
ttgaaaaaac
aaggtatata
tataaaggga
aagectgectyg
atgagtgagg
aagattatcg
tgtccctata
gatctggcceg
gagctgtatg
gacctgggag
gggagaagcg
gaggatatcg
gattgggaga
gcgcaacgat
ctctcaggec
caagattcgg
tgccgataag
gcacattgcc
tgaccggaag
aaccatcgca
gatggtccaqg
cctgeeegeg
tttggcgaag
cgccggcgag
cacgaagcag
cacgatgcga
gaaaatcceg

gatcacctac

96

agaaaagagyg
tgatcgaaaa
agctggtggg
ccacctatga
ttccaaaggt
ccgatggegt
agctgtatgce
cgaatagctt
atgtggattg
attttttaaa
acagcaacat
gcagggcgga
gggaagaaca
aaataaaata
gccggegaca
gaggcccacyg
aataccaagt
gtggattatc
cecggegtgag
gcatacaggc
agccgcaccyg
caagctacgg
ccatcggccg
tcgatgacca
gacctggcaa
cagatcaagyg
gcgatgccaa
cgcgaggege

accggegteg

aaggaaataa
ataccgctge
agaaaatgaa
tgtggaacgg
cctgcactte
ccrtitgeteg
ggagtgcatc
agacagccge
cgaaaactgg
gacggaaaag
ctttgtgaaa
caagtggtat
gtatgtcgag
ttatatttta
agcaggagcg
gcaagtattt
acgagaagga
tggacaccaa
tcggggcaat
aagaactgat
tcatgegtgce
ccaagatcga
ccgtggageg
tcgacacgcg
aacaggtcag
aaatgcagct
acgacacggce
tgcaaaacaa

agctgegggce

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240

6300
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cgacgatgac
cgagccgatce
ccggtattac
cacgtccgac
ggaccgtggce
gtttgctggc
ggcccgacgg
aaccttccge
cggcgaagcce
tgacctggtg
agccagegcet
tcagtatcgce
ttgacaattg
cgcgagatcce
cacgaggaga
ggcgectaca
aaggacgctc
ggggtcgecg
cgacagattc
tcgcectattce
acggtaggceyg
ccgatacgat
gtgttgacac
gtttccatgg
acctttaccg
ttrgatccge
ctgatcggag
acagttgttt

catcaggccyg

gaactggtgt
accttcacgt
acgaaggccg
cgegttggge
aagaaaacgt
gaccactaca
atgttcgact
ctcatgtgeg
tgcgaagagt
cattgcaaac
ttactggcat
tcgggacgca
tgattaaggc
gattgtcggce
aaaagcccat
tcgacggcga
acaaggcgca
grtatgctgct
caacgggaat
ggagcttgte
ctgtgcagcece
tgatggcggt
caaacgcagc
cgttcggaac
cctggcaact
caatccegat
cgggtttaac
ccttactggg

acagtcggaa
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ggcagcaggt
tctacgagct
aggaatgcct
acctggaatc
ccegttgceca
cgaaattcat
atttcagctc
gatcggattce
tgcgaggcag
gctagggect
ttcaggaaca
cggcgcgcetc
tcagattcga
ccrgaagaaa
ggaggcgttce
gatcattggg
tctgtcecggce
gcgggegteg
ctggtggatg
gttrattteg
gctgatggtc
cctgggggcet
gctagatcct
cgtgectgacc
ggcggecgga
gcctacagga
ctacgtcctet
ctttctcagc

cttegggtec

gttggagtac
trgecaggac
gtecgegecta
ggtgtcgetg
ggtcctgatc
atgggagaag
gcaccgggag
cacccgegtyg
cggectggty
tgtggggtca
agcgggcact
tacgaactgc
cggcttggag
gctccagaga
gctgaacggt
ctgtcggtet
gttttcegrgg
ccggcgggtt
cgcatcttca
gtctaccgcce
gtgttcacce
atttgcggaa
gtcggegteg
cgcaagtggc
ggacttctgc
accaatgtetc
tggttccggg
cccagatctg

ccgacctgta

97

gcgaagcgca
ctgggctggt
caggcgacgg
ctgcaccget
gacgaggaaa
taccgcaagc
ccgtaccege
aagaagtggc
gaacacgcct
gttceggetg
gctcgacgca
cgataaacag
cggccgacgt
tgttcgggtce
tgcgagatgc
tcaaacagga
agcccgaaca
tattgctcgt
tcctceggege
tgccgggcegg
ctgcegetcet
ctgcgggegt
cagcgggect
aacctcccegt
tcgttccagt
tcggectgge
ggatctcgceg
gggtcgatca

ccattcggtg

ccecctatcgg
cgatcaatgyg
cgatgggctt
tccgegtect
tcgtcgtget
tgtcgcecgac
tcaagctgga
gcgagcaggt
gggtcaatga
ggggttcage
cttgcttege
aggattaaaa
gcaggatttc
cgtttacgag
cgtggcattce
ggacggccee
gcgaggccga
gatgatcgtce
acttaatate
ggtcgcggeg
gctaggtagce
ggcgetgrtyg
ggcgggggcyg
gcctctgete
agctttagtg
gtggctegge
actcgaacct
gccggggatyg

agcaatggat

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
76290
7680
7740
7800
7860
7920
7580

8040
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aggggagttg
cggctttatc
cggttaagcg
tttgatcaca
tcatccgtgt
gagcaaagtc
gcctgtatcg
tggcaggata
gacgttctta
tgeectteac
gcaggcgaaa
agaatagccc
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaag
gatcggtgeg
gattaagttg
aattaattcc
ggtattatag
tcaataactg
tgtgtaatac
agcttgggtc
tcgggagegy
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgeccatggg
agttcggctyg

gcttccatcce

atatcgtcaa
cagcgatttc
agaaatgaat
ggcagcaacg
ttcaaacccyg
tgeecgectta
agtggtgatt
tattgtggtyg
atgtactggg
cgcctggeece
atcctgtteg
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaag
ggcctctteg
ggtaacgcca
catcttgaaa
tccaagcaaa
attatatcag
ataaattgat
ccgetcagaa
cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga
tcacgacgag
gcgcgagece

gagtacgtgce

ES 2345324 T3

cgttcacttce
ctattatgtc
aagaaggctg
ctctgtcatce
gcagcttagt
caacggctct
ttgtgcecgag
taaacaaatt
gtggttttte
tgagagagte
atggtggttce
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttggg
ttagagcttg
gagcgggcge
ctattacgcc
gggtttrecee
gaaatatagt
aacataaatt
ctggtacatt
gatatagcta
gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggcca
atcctcgecg
ctgatgctct

tcgctegatg

taaagaaata
ggcatagttc
ataattcgga
gttacaatca
tgcegtrett
ceccgetgacg
ctgecggteg
gacgcttaga
ttttcaccag
gcagcaagcg
cgaaatcggce
tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
cattcaggct
agctggcgaa
agtcacgacg
ttaaatattt
tattgatgca
gccgtagatg
gcttagctca
agaaggcgat
aagcggtcag
tcctgatagce
ttttccacca
tcgggcatgce
tcgteccagat

cgatgtttcg

98

gcgccactca
tcaagatcga
tctctgegag
acatgctacc
ccgaatagca
ccgteecgga
gggagctgtt
caacttaata
tgagacgggc
gtccacgctg
aaaatcectt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
ccggcgaacqg
gcgcaactgt
agggggatgt
ttgtaaaacg
attgataaaa
agtttaaatt
aaagactgag
tcgggggatce
agaaggcgat
cccattcgece
ggtccgeccac
tgatattecgg
gcgecttgag
catcctgatc

cttggtggtce

gcttectcag
cagcctgtca
ggagatgata
ctccgegaga
tcggtaacat
ctgatgggct
ggctggctgg
acacattgcg
aacagctgat
gtttgeccecca
ataaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
tgggaagggc
gctgcaaggc
acggccagtyg
taacaagtca
cagaaatact
tgcgatatta
cgtcgaagct
gcgctgcgaa
gccaagetct
acccagcecgg
caagcaggca
cctggcgaac
gacaagaccg

gaatgggcag

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

5000

9066

9120

9180

9240

9300

9360

3420

9480

9540

9600

9660

9720

9780



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gtagccggat
gcaggagcaa
tcecttecceyg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtcet
cctgegtgca
tctggattga
agtggagcat
acgcgcaata
tgagtggctc
gtcatcggcyg
gcgccatcag
ctraccagag
gtctagctat
ttccectegte
actggctttc
gcgtgaaget
attgccacta
tttgatcttge
tttgccaaca
aaatacatat
attaaagtga
ggatggcata
tttgaggtgce
taccacacac
tggaaatgat
aatgaagaaa

ttttgcaata

caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
gcecgegetge
gaaccgggcg
gttgtgccca
atccatcttg
gagtgaatat
ttttgacaag
atggtttctg
cttcaacgtt
ggggtcataa
atccttggeg
ggcgecccag
cgccatgtaa
cagatagcecc
tacgtgttcc
tgcatgcctg
aacgtctaaa
gataaatttt
cttagcaatt
actaatcaac
gtgaatatgg
tacaccaaac
atgaacgtca
aagttttgag
ttgcatggaa
actacaaatc

ctttcattca

ES 2345324 T3

cagccgccgce
caggagatcc
aacgtcgagce
ctecgtcecetge
ccecctgegcet
gtcatagccg
ttcaatccaa
gagactctaa
aaatatttgc
acgtatgtgce
gcggttctgt
cgtgactcce
gcaagaaagc
ctggcaattc
gcccactgeca
agtagctgac
gcttecttta
caggtcgacg
cccttgtaat
tatatttggt
tgcaagttga
tggaaatgta
taccacaagg
attcaataat
cgtggacaaa
gtgcatgcat
gccatgtgta
tacatgcaac

tacacactca

attgcatcag
tgccecggea
acagetgege
agttcattca
gacagccgga
aatagcctct
gctececcatgy
ttggataccg
tagctgatag
ttagctcatt
cagttccaaa
ttaattctcc
catccagttt
cggttcgett
agctacctgc
attcatccegg
gcagcccettg
gcgcegecgag
ttgtetttge
actaaattta
tcaattgact
aatatttgct
tttggagatc
tcttgaggat
aggtttagta
ggatgccetg
aaaccatgac
tagttatgca

ctaagtttta

99

ccatgatgga
ctregeccaa
aaggaacgcc
gggcaccgga
acacggcggce
ccacccaagce
gccctcgact
aggggaattt
tgaccttagg
aaactccaga
cgtaaaacgg
gctcatgatc
actttgcagg
gctgtccata
tttctcetttg
ggtcagcacc
cgeccctgagt
ctcctegage
tctactatgt
taacaccttt
ctaaattatt
aatatttcta
taattgttgc
aataatggta
atttttcaag
tggaaagttt
atccacttgg
tgtagtctat

cacgattata

tactttctcg
tagcagccag
cgtcgtggec
caggtcggte
atcagagcag
ggccggagaa
agagtcgaga
atggaacgtc
cgacttttga
aacccgcggce
cttgtececge
ttgatcceccet
gcttecccaac
aaaccgceccca
cgcrtgegtt
gtttctgcgg
gcttgcggca
aaatttacac
gtgttatgta
tatgctaacg
tttgtcttcet
ctataggaga
aatgctgcat
ccacacaaga
acaacaatgt
aaaaatattt
aggatgcaat
ataatgagga

atttctrcat

9840

9800

9960

10020

10080

10140

10200

10260

103290

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520
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agccagcecca ccgecggtgga aa atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag 11572
Met Glu val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu
1 5 10
ttg gat ggg aag gtc tcg cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt agt tct 11620
Leu Asp Gly Lys Val Ser Gln Gly val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe
15 20 25
ggg gtg gag ttg acg gat acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc ctce gtt 11668
Gly Val Glu Leu Thr Asp Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val
30 35 40
gac agt ccc aca ccc atc gtec ctc ggt gtt tct gta tac ttg act att 11716
Asp Ser Pro Thr Pro Ile Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr Ile
45 50 55
gtc att gga ggg ctt ttg tgg ata aag gcc agg gat ctg aaa ccg cgc 11764
Val Tle Gly Gly Leu Leu Trp Ile Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg
60 65 70
gcc tcg gag cca ttt ttg ctc caa gct ttg gtg ctt gtg cac aac ctg 11812
Ala Ser Glu Pro Phe Leu Leu Gln Ala Leu val Leu Val His Asn Leu
75 80 85 90
ttc tgt ttt gcg ctc agt ctg tat atg tgec gtg gge atc gect tat cag 11860
Phe Cys Phe Ala Leu Ser Leu Tyr Met Cys Val Gly Ile Ala Tyr Gln
95 100 105
gct att acc tgg cgg tac tct ctc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa 11908
Ala Ile Thr Trp Arg Tyr Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys
110 115 120
cat aaa gag atg gcg att ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac 11956
His Lys Glu Met Ala Ile Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr
125 130 135
gtg gaa ttc atg gat acc gtt atc atg ata ctg aag cgc agc acc agg 12004
Val Glu Phe Met Asp Thr Val Ile Met Ile Leu Lys Arg Ser Thr Arg
140 145 150
caa ata agc ttc ctc cac gtt tat cat cat tct tca att tcc cte att 12052
Gln Ile Ser Phe Leu His Val Tyr His His Ser Ser Ile Ser Leu Ile
155 160 165 170
tgg tgg gct att gct cat cac gct cct ggc ggt gaa gca tat tgg tct 12100
Trp Trp Ala Ile Ala His His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser
175 180 185
gcg gct ctg aac tca gga gtg cat gtt ctc atg tat gcg tat tac ttc 12148
Ala Ala Leu Asn Ser Gly Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe
190 195 200
ttg gct gecc tge ctt cga agt agc cca aag tta aaa aat aag tac ctt 12196
Leu Ala Ala Cys Leu Arg Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu
205 210 215
ttt tgg ggc agyg tac ttg aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg ctg 12244
Phe Trp Gly Arg Tyr Leu Thr Gln Phe Gln Met Phe Gln Phe Met Leu

100



20

25

30

35

40

45

50

220

tta
Leu

aac
Asn
235

caa tgg
Gln Trp

ctt
Leu

ttc
Phe

aag
Lys

caa
Gln
aatgagatat
ttgtaaaaaa
tgaatatatce
attgtcegtce
trgtretact
tttataacac
gattctaaat
tgctaatatt
gatttaattg
ggataataat
agtaatttet
cctgtggaaa
tgacatccac
tgcatgtagt

tttacacgat

gtg cag gct
val

ctg atc
Leu

ggc
Gly

aag
Lys
285

Gln Ala

tac

Tyr

ES 2345324 T3

225

tac gac

Asp

240

aag
Lys
255

Ile

ttt
Phe

aat
Asn
270
gga gct
Gly ala
gcgagacgce
cctgagecatg
acccgttact
gagcaaattt
atgtgcgtta
cttttatgct
tatttttgtce
tctactatag
ttgcaatgct
ggtaccacac
caagacaaca
gtttaaaaat
ttggaggatg
ctatataatg

tataatttct

att
Ile

tac
Tyr

aaa
Lys

ttc
Phe

ttg
Leu

caa
Gln

gta
val

act
Thr

gag

Glu

290

tatgatcgca
tgtagctcag
atcgtatttt
acacattgcc
tgtatttgat
aacgtttgece
ttctaaatac
gagaattaaa
gcatggatgg
aagatttgag
atgttaccac
attttggaaa
caataatgaa
aggattttgc

tcatagccag

aaa
Lys

atg
Met

acg
Thr
245

tac

TYyY
260

tac

Tyr

atg
Met

atc
Ile

tac
TYTr

aaa
Lys
275

tga

tgatatttgce
atccttaccg
tatgaataat
actaaacgtc
ttgcgataaa
aacacttagc
atatactaat
gtgagtgaat
catatacacc
gtgcatgaac
acacaagttt
tgatttgcat
gaaaactaca

aatactttca

230

aat
Asn

gcg
Ala

atc
Ile

tcg
Ser

ccc
Pro

aaa
Lys

tttcaattct
cecggtttegg
attctcegtt
taaacccttg
ttttratatt
aatttgcaag
caactggaaa
atggtaccac
aaacattcaa
gtcacgtgga
tgaggtgcat
ggaagccatg
aatttacatg

ttcatacaca

cca
Pro

ttg
Leu

tct
Ser
280

tat
Tyr

cca
Pro
250

ttt
Phe

ctg
Leu
265

gga
Gly

gac
Asp

tctagaaggc ctcctgettt

gttgtgcacg
ttcattctaa
caatttactg
taatttgttt
tggtactaaa
ttgattaatt
tgtaaatatt
aaggtttgga
taattcttga
caaaaggttt
gcatggatge
tgtaaaacca
caactagtta

ctcactaagt

cggatcc atg gta ttc gcg gge ggt
Met Val Phe Ala Gly Gly
295

12292

12340

12388

12435

12498

12855

12615

12675

12735

12795

12855

12915

12875

13035

13095

13155

13215

13275

13330

att 13378

Ile

aac atc gac gtc gag cac
Asn Ile Asp Val Glu His
310

cct
Leu

tct
Ser

ctc gaa
Leu Glu
305

gaa
Glu

gga
Gly

cag cag ggc
Gln Gln Gly
300

act 13426

Thr

tca
Ser

tte
Phe

tte
Phe

agt tat gtg tct
Ser Tyr val Ser
325

ttc
Phe

agc gac
ser Asp
320

gce
Ala

agt
Ser
315

atg tct ctc
Met Ser Leu

60
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gtt
val
330

agt
Ser

gaa
Glu

gaa
Glu

tcg
Ser

tgc
Cys
410

gac

dggc
Gly

cte
Leu

gag
Glu

caa
Gln
490

aat
Asn

act
Thr

caa
Gln

gag
Glu

ggt
Gly

aag
Lys

gt
val

tca
Ser

aca
Thr
395

tgg
Trp

gag
Glu

aca
Thr

caa
Gln

ctg
Leu
475

ctt

Leu

gtt
val

att
Ile

cag
Gln

aca
Thr

tcg
Ser

aag
Lys

cag
Gln

gcc
val
380

cac

His

att
Ile

cat
His

gat

gac
Asp
460

ctg

Leu

tee
Phe

gct
Ala

tca
Ser

tgc
Cys
540

cge

tgg
Trp

cgt
Arg

aga
Arg
365

gtg
val

ccc
Pro

gtt
val

cccC
Pro

gte
Val
445

ol okt of
Phe

aaa
Lys

aaa
Lys

att
Ile

gcg
Ala
525

gga
Gly

tgg
Trp

agc
Ser

gtt
val
350

aat
Asn

aag
Lys

cta
Leu

gta
val

gga
Gly
430

ttc
Phe

tac

gat
Asp

agt
Ser

ttt
Phe
510

gtt
val

tgg
Txrp

ctt
Leu

gta
val
335

tcg
Ser

teg
Ser

cece
Pro

tca
ser

aaa
Lys
415

gga
Gly

tct
Ser

att
Ile

tte
Phe

tcg
Ser
495

gct
Ala

tLg
Leu

cta
Leu

aat
Asn

ES 2345324 T3

cac
His

gaa
Glu

agt
Ser

acg
Thr

gaa
Glu
400

aac
Asn

tca
Sex

agt
Ser

ggt
Gly

cga
Arg
480

aaa

Lys

gcg
Ala

gce
Ala

tce
Ser

gaa
Glu

agt
ser

agc
Ser

acc
Thr

aga
Arg
385

gta
val

aag
Lys

gtt
val

ttt
Phe

gac
Asp
465

gaa
Glu

ttg
Leu

agc
Ser

tca
Ser

cat
His
545

gtt
val

ata
Ile

gct
Ala

cag
Gln
370

cga
Arg

gca
dla

gtg
val

att
Ile

cat
His
450

gtg
val

atg
Met

tac

att
1le

gct
Ala
530

gat
Asp

gtc
val

caa
Gln

gcce
Ala
358

gga
Gly

agg
Arg

gta
val

tat
Tyr

agt
Ser
435

gca

Ala

gag
Glu

aga

tat
Tyr

gca
Ala
515

tgt
cys

ttt
Phe

ggg9
Gly

102

cct
Pro
340

gtg
val

act
Thr

tca
Ser

cac
His

gat
Asp
420

act
Thr

gct
Ala

agg
Arg

get
Ala

gte
val
500
ata

Ile

atg
Met

ctc
Leu

tat
Tyr

ttg
Leu

caa
Gln

gcg
Ala

tce
Ser

aac
Asn
405

gttt
val

tat
Tyr

tct
Ser

gtg
val

ctt
Leu
485

atg
Met

ata
Ile

atg
Met

cac
His

gtg
val

aag
Lys

tgt
Cys

gag
Glu

cag
Gln
390

aag
Lys

tcc
ser

ttt
Phe

aca
Thr

gag
Glu
470

ftc
Phe

aag
Lys

tgt
Cys

gct
Ala

aat
Asn
550

atc
Ile

cge
Arg

ata
Ile

gca
Ala
375

tgg
Trp

cca
Pro

aat
Asn

gga
Gly

tgg
Trp
455

ccg
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

cty
Leu
535

cag

Gln

ggc
Gly

ctg
Leu

tca
Ser
360

ctc
Leu

aag
Lys

agc
Ser

tte
Phe

cga
Arg
440

aaa

Lys

act
Thr

agg

cte
Leu

agc
Ser
520

tgt
Cys

gtg
val

aac
Asn

acg
Thr
345

gct
Ala

gca
Ala

aag
Lys

gat
Asp

gcg
Ala
425

gac
Asp

att
Ile

cca
Pro

gag
Glu

acg
Thr
505
aag

Lys

ttc
Phe

Lttt
Phe

gcc
Ala

13474

13522

13570

13618

13666

13714

13762

13810

13858

13906

13854

14002

14050

14098

14146
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gt
val
570

cat
His

gat
Asp

aca
Thr

ttc
Phe

agc
Ser
650

ttg
Leu

gcg
Ala

act
Thr

cac
His

cag
Gln
730

tte
Phe

atg
Met

tgc
Cys

555

ctyg
Leu

gct
Ala

att
Ile

gtt
val

ttc
Phe
635

tgg
Trp

gag
Glu

tgc
Cys

gag
Glu

aat
Asn
715

atc

Ile

act
Thr

ccc
Pro

aag
Lys

ggg
Gly

gct
Ala

gat
Asp

gag
Glu
620

atg
Met

aga
Arg

aag
Lys

tat
Tyr

ctce
Leu
700

ggag
Gly

gta
val

ggt
Gly

agg
Arg

aaa
Lys
780

tct
Phe

cca
Pro

act
Thr
605

aat
Asn

ggt
Gly

tat

gga
Gly

ctt
Leu
685

atg
Met

atg
Met

tee
Ser

dggc
Gly

cat
His
765

cac
His

agt
Ser

aat
Asn
580

ctc
Leu

aag
Lys

ctyg
Leu

acc
Thx

act
Thr
670

ctc

Leu

tce
Ser

gag
Glu

aca

ctt
Leu
750

aat

Asn

ggt
GCly

aca
Thr
575

gaa
Glu

ccc
Pro

aca

tta
Leu

tct
Ser
655

gtt
val

cct
Pro

ggc
Gly

gtt
val

cgg
Arg
735

aac

Asn

tta
Leu

ctg
Leu

ES 2345324 T3

560
ggag
Gly

tgc
Cys

ctc
Leu

ttc
Phe

ttt
Phe
640

aca

ctg
Leu

ggt
Gly

atg
Met

tat
Tyxr
720
gat
Asp

agg
Arg

aac

gtg
val

tgg
Trp

gat
Asp

att
Ile

ttg
Leu
625

ttc
Phe

gca
Ala

ttt
Phe

tgg
Trp

ctg
Leu
705

aat
Asn

atc
Ile

caa
Gln

aaa
Lys

tac

Tyr
785

tgg
Trp

cag
Gln

gcec
Ala
610

cga
Arg

gce
Ala

gtg
Val

cac
His

aag
Lys
690

ctg
Leu

tcg
Ser

aaa
Lys

ata
Ile

ata
Ile
770

gaa
Glu

aag
Lys

act
Thr
595

tgg
Trp

atc
Ile

cgt
Arg

ctc
Leu
tac
675

cca
Pro

ggc
Gly

tct
Ser

gga
Gly

gag
Glu
755

gca
Ala

gac
Asp

103

gag
Glu
580

tac

Tyxr

agc
Ser

ctce
Leu

gat
Gly

tca
Sér
660

ttt
Phe

tta
Leu

tte
Phe

aaa
Lys

aac
Asn
740

cat

His

cct
Pro

gta
val

565

aag
Lys

caa
Gln

aag
Lys

caa
Gln

agt
Ser
645

cct
Pro

tgg
Trp

gta
val

gta
val

gaa
Glu
725

ata

Ile

cat
His

aga
Arg

tct
Ser

cat
His

cca
Pro

gac
ASp

tac

Tyr
630

tgg
Trp

gte
val

ttc
Phe

tgg
Trp

tect
Phe
710

ttc
Phe

ttce
Phe

ctt
Leu

gtg
val

att
Ile
790

aac
Asn

att
Ile

ata
Ile
615

cag
Gln

ctc
Leu

gac
Asp

gtc
val

atg
Met
695

gta
val

gtg
Val

aac
Asn

tte
Phe

gag
Glu
775

gct
Ala

ctt
Leu

gat
Asp
600

ctg
Leu

cat
His

tee
Phe

agg

ggg
Gly
680

gcg
Ala

ctt
Leu

agt
Ser

gac

ceca
Pro
760

gtg
val

acc
Thr

cat
His
585

gaa
Glu

gcc
Ala

ctg
Leu

tgg
Trp

ttg
Leu
665

aca
Thr

gtg
val

agc
Ser

gca
Ala

tgg

745

aca
Thr

ttc
Phe

ggc
Gly

14194

14242

14290

14338

14386

14434

14482

14530

14578

14626

14674

14722

14770

14818
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act tgc aag
Thr Cys Lys
795

gag cag cat
Glu Gln His
810
gcgagacgcce
cctgagcatg
acccgttact
gagcaaattt
atgtgtgtta
cttrtatget
tatttttgtc
tctactatag
ttgcaatgct
ggtaccacac
caagacaaca
gtttaaaaat
ttggaggatg
ctatataatg

tataattrct

caa
Gln

cga
Arg

cgce

tcg
Ser

acg
Thr

cag
Gln

atc
Ile
860

gtce
val

tgc
Cys

gaa
Glu

ggt
Gly
875

gg9g
Gly

tac aag

Lys

atg
Met

gtt ttg aaa
Val Leu Lys

gct acc acc
Ala Thr Thr
815

ES 2345324 T3

gca ttg aag gaa gtc gcg gag gct gcg gca
Leu Lys Glu val Ala Glu Ala ala Ala

Ala
800

agt
Ser

805

taa gctagcgtta accctgettt aatgagatat

tatgatcgca
tgtagctcag
atcgtattrt
acacattgcc
tgtatttgat
aacgtttgec
ttctaaatac
gagaattaaa
gcatggatgg
aagatttgag
atgttaccac
attttggaaa
caataatgaa
aggattttge

tcatagccag

cag
Gln

acg
Thr
830

gaa
Glu
845

cgc
Arg

gac
Asp

gga
Gly

acc
Ile

acg
Thr

att
Ile

cac
His

act
Thr

ctt
Leu

atc
Ile

aaa
Lys

ccg
Pro

tgatatcttgce
atccttaccg
tatgaataat
actaaacgtc
ttgcgataaa
aacacttagce
atatactaat
gtgagtgaat
catatacacc
gtgcatgaac
acacaagttt
tgatttgcat
gaaaactaca
aatactttca

cagatctaaa

gta
val

gcg
Ala

tgc
Cys

agt
Ser

tatc

Tyr
865

atc
Ile

tet
Phe

atg
Met
880

cat
His

tac
Tyr

tttcaattct
ccggtttegy
attctcegtt
taaacccttg
ctcttatatt
aatttgcaag
caactggaaa
atggtaccac
aaacattcaa
gtcacgtgga
tgaggtgcat
ggaagccatg
aatttacatg

ttcatacaca

gttgtgcacg
ttcattctaa
caatttactg
taatttgttt
tggtactaaa
ttgattaatt
tgtaaatatt
aaggtttgga
taattcttga
caaaaggttt
gcatggatgc
tgtaaaacca
caactagtta

ctcactaagt

ttgtaaaaaa
tgaatatatc
attgtccgtce
tcgttttact
tttataacac
gattctaaat
tgctaatact
gatttaattg
ggataataat
agtaattrtt
cctgtggaaa
tgacatccac
tgcatgtagt

tttacacgat

atg gct ccg gat gcg gat aag ctt
Met Ala Pro asp Ala Asp Lys Leu

820

cac
His

aag
Lys
835

gcg
Ala

tct
Ser

tcg
Ser

ctg
Leu
850

ctc
Leu

caa
Gln

gac
Asp

aac
Asn

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu

104

aat
Asn

gct gct
Ala Ala

ctc
Leu

aad
Lys

ggc
Gly
855

tcc
Phe
870

tca
Ser

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp
885

gte
val

cat
His

ttg
Leu

gaa
Glu

825

ata
Ile

acc
Thr
840

gaa
Glu

gaa
Glu

cat
His

cce
Pro

gta
val

cag
Gln

aag atg
Lys Met

14866

14920

14980

15040

15100

15160

15220

15280

15340

15400

15460

15520

15580

15640

15700

13760

15814

15862

15810

15958

16006

16054
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890

aag
Lys

acc
Thr

cga
Arg

tac
Tyr

acc
Thr
970

ggc
Gly

ccc
Pro

tce
Ser

aat
Asn

cta
Leu

cgt

gaa
Glu

ggc
Gly

att
Ile
955

tct

Ser

atg
Met

tgg
Trp

aag
Lys

cac
His

1035

ttc
Phe

1050

cge
Arg

tcc
Ser

ctt
Leu

ttt
Phe

gct
Ala

gte
val

ctt
Phe

aag
Lys
940

gce

ala

tgg
Trp

aat
Asn

gtc
val

tgg
Trp

1020

gcc
Ala

aac
Asn

caa
Gln

gte
val

ggc
Gly

gaa
Glu
925

gat
Asp

att
Ile

ctg
Leu

gtc
val

aac
Asn
1005

ctc
Leu

gag
Glu

gac
Asp

gca
Ala

ttc
Phe
1085

tcc gtc ggt
Ser val Gly Ile

1100

aag tat gcg gtt
Lys Tyr Ala Val

1115

aag
Lys
910

cgc
Arg

ttc
Phe

ttc
Phe

ctg
Leu

cag
Gln
990

gac

Asp

tgg
Trp

atg
Met

tat
Tyr

895

gtg
val

gaa
Glu

ggt
Gly

ttc
Phe

gce
Ala
975

cac

His

atg
Met

cag
Gln

gat
Asp

cce
Pro

1055

teLe
Phe
1070

aat
Asn

atc

ttc
Phe

(A A
Phe

cca
Pro

cgt
Arg

ES 2345324 T3

acg
Thr

atc
Ile

act

tac

960

dgtg
val

gat
Asp

cta
Leu

gaa
Glu

cce
Pro
1040

ttg

Leu

tac
Tyr

caa
Gln

gat

aaa
Lys

tty
Leu
945

ctg
Leu

gce
Ala

gce
Ala

ggc
Gly

caa
Gln
1025

gat
Asp

gat
AsSp

atg
Met

tte
Phe

cga
Arg
930

gga
Gly

cag
Gln

tac

aac
Asn

ctce
Leu
1010

cac

His

agc
Ser

cat
His

cce
Pro

gte
val
915

gaa
Glu

tgg
Trp

tac
Tyx

gga
Gly

cac
His
995

ggt
Gly

tag
Txp

tte
Phe

ccc
Pro

gtc
val
1075

att ctt gac
Ile Leu Asp

1090

ctc gac aac gct
Leu Asp Asn Ala

1105

tgg cgg gct gtg tac
Trp Arg Ala Val Tyr

1120

105

900

tgc
Cys

gtc
val

ttc
Phe

cat
His

atc
Ile
980

g9g9
Gly

gcg
Ala

acc

ggt
Gly

gct
Ala
1060

TLg

Leu

ctc
Leu

ttc
pPhe

gag
Glu

tte
Phe

ttc
Phe

tgg
Trp
965

tcc

Ser

gcce
Ala

gat
ASp

cac
His

gcce
Ala
1045

cgt
Arg

gct
Ala

cag
Gln

att

tac
Tyr

aag
Lys

cgt
Arg
950

gtc
val

caa
Gln

acc
Thr

tce
Phe

cac
His
1030

gaa
Glu

acc
Thr

gga
Gly

caa
Gln

cac

aag ttc
Lys Phe
920

att gtg
Ile Val
935

gcg ttt
ala Phe

acc acg
Thr Thr

gcg atg
Ala Met

tce aag
Ser Lys
1000

att ggt
Ile Gly

1015

gct tac
Ala Tyr

cca atg
Pro Met

tgg cta
Trp Leu

905

gat
Asp

cga
Arg

tgc
Cys

gga
Gly

att
Ile
985

cgt
Arg

ggt
Gly

acc
Thr

ctc
Leu

cat
His

1065

tac tgg

Tyr Trp
1080

cge ggce
Arg Gly

1095

tcg cga

Ile His Ser Arg

1110

att gcg gtg aac gtg
Ile Ala Val Asn Val

1125

tLg
Leu

gca
Ala

cgce
Arg

att
Ile

16102

16150

16198

16246

16294

16342

16390

16438

16486

16534

16582

16630

16678

16726
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gct ccg
Ala Pro
1130

gga aac
Gly Asn

atc atg ctc
Ile Met Leu
1150

ctg ttt
Leu Phe

tcg ttg teg
Ser Leu Serxr

ttt tac aca aac
Phe Tyr Thr Asn
1135

atg
Met

cac
His

tce
Ser

ggt

aat
Asn

ggc ctc gaa

tgg

ES 2345324 T3

tce tgg cgt

gtc ttt

Gly Leu Glu Trp Ser Trp Arg Val Phe

gtg gcg gaa
1155

ttc gaa tcc
Phe Glu Ser

1140

tcg

Gly val Ala Glu Ser

gcg
Ala

gcc cca ctg
Ala Pro Leu
1180

gtc gaa act
val Glu Thr
1195

ctc
Leu

gga ggt
Gly Gly
1210

agc gct
Ser Ala

tgg
Trp

aaa
Lys

cac
His

ggc
Gly

ctc
Leu

tcc acc
Ser Thr
1260
cgc cag atg
Arg Gln Met
1275
agatctgcceg
tgatcgcatg
tagctcagat
cgtattttta
gcgcectcetag
tgtcagttcc
ccecttaattce

gtttgacagg

gatatttaaa

cagggttcec

1165

aaa
Lys

aaqg
Lys

tcc
Ser

tgce
Cys

aac ttt

Asn

acqg
Thr

act tac

cag
Phe Gln val

1170

1185

1200

gttt

1215

tat ccc

Tyr Pro
1230

gtc
val
1245

cac
His

gtc
vVal

cgc

gce
Ala

aga
Arg
gcatcgatce
atatttgectt
ccttaccgec
tgaataatat
aggatcgatg
aaacgtaaaa
tccgectcatg
atatattggc
agggcgtgaa

ca

tac
Tyr

tac

tac
Arg Tyr

att
Ile

gcc
Ala

gga gaa cca
Gly Glu Pro

ggt gga
Thr Tyr Gly Gly

gaa cac
Glu His

gcc ccc aag
Ala Pro Lys

tac tac
Tyr Tyr

gtc
val

gac
Asp

tte
Phe

ctt
Leu

cte
Leu

gcg ctg
Ala Leu

cge gat
rg Asp
1175

gat
Asp

tgg ttc
Trp Phe
1190

aag
Lys

tece
Ser

tgc
Cys

ggt
Gly

1205

cac ttg
His Leu
1220

gtc
vVal
1235

tgg
Trp

cecg
Pro

1250

1265

gaa aat ccc ttg acc
Glu Asn

1280
cgggccatgg
tcaattctgt
ggttteggtt
tcteecgttca
aattcagatc
cggcttgtce
atcagattgt
gggtaaacct

aaggtttatc

atg cac gcg gcc
Met His Ala

Pro Leu

ggg

Ala Gly

gga

Thr Gly

ttc
Phe

cca
Pro

cge
Arg

att
Ile

gaa
Glu

cgc

atc
Ile

cac caa
His Gln
1255

acc ggt gcc
Thr Gly Ala
1270

cgg gcg taa
Arg Ala

1285

cctgctttaa
tgtgcacgtt
cattctaatg
atttactgat
ggctgagtgg
cgcgtcatcyg
cgtttccege
aagagaaaag

cttcgtccat

<210> 29

<211> 290

<212> PRT

<213> Desconocido

106

tgagatatgc
gtaaaaaacc
aatatatcac
tgtcegtcga
ctccttcaac
gcgggggtca
cttcagttta
agcgtttate

ttgtatgtgce

1145

gcg gtc
Ala Val
1160

acc
Thr

ccg
Pro

aca
Thr

cag
Gln

tte
Phe

acg
Thr

atg agc
Met Ser
1225

tgc
Cys
1240

gce
Ala

ttt
Phe

aac
Asn

aac
Asn

tgg
Trp

gagacgccta
tgagcatgtg
ccgttactat
cgagctcggc
gttgeggttce
taacgtgact
aactatcagt
agaataatcg

atgccaacca

16774

16822

16870

16918

16966

17014

17062

17110

17158

17200

17260

17320

17380

17440

17500

17560

17620

17680

17740

177%2



20

25

30

35

40

45

50

55

<400> 29

Met

Gln

Thr

val

Trp

65

Leu

Leu

Ser

Leu

Val

145

val

His

vVal

Serx

Thr
225

Tyx

Glu

Gly

Pro

Leu

50

Ile

Gln

Leu
val
130

Ile

Tyr

Ala

His

Ser

210

Gln

Asp

val
val
Thr

35
Gly
Lys
Ala
Met
Trp
115
Met
His
Pro
val
1985
Pro

Phe

Met

val

Asn

20

Thr

val

Ala

Leu

Cys

100

Gly

Leu

Ile

His

Gly

180

Leu

Lys

Gln

Lys

Glu

Ala

Lys

Ser

Arg

val

85

val

Asn

Phe

Leu

Ser

165

Gly

Met

Leu

Met

Thr
245

Arg

Leu

Gly

val

Asp

70

Leu

Gly

aAla

Tyr

Lys

150

Ser

Glu

Tyr

Lys

Phe

230

Asn

ES 2345324 T3

Phe

Leu

Leu

55

Leu

val

Ile

Met

135

Arg

Ile

Ala

Ala

Asn

215

Gln

Ala

Tyr

Gly

Pro

40

Leu

Lys

His

Ala

Asn

120

Ser

Ser

Ser

200

Lys

Phe

Pro

Gly

Ser

25

Leu

Thr

Pro

Asn

105

Pro

Lys

Thr

Leu

Trp

185

Tyr

Tyr

Met

Tyr

Glu

A

Phe

val

Ile

Arg

Leu

30

Gln

Lys

Tyr

Arg

Ile

170

Ser

Phe

Leu

Leu

Pro
250

Leu

Gly

Asp

val

Ala

75

Phe

Ala

His

val

Gln
155

Trp

Ala

Leu

Phe

Asn

235

Gln

Asp

val

Ser

Ile

60

Ser

Cys

Ile

Lys

Glu

140

Tle

Trp

Ala

Ala

Trp

220

Leu

Trp

Gly
Glu
Pro

45
Gly
Glu
Phe
Thr
Glu
125
Phe
Ser
Ala
Leu
Ala
205
Gly

val

Leu

Lys

Leu

30

Thr

Gly

Pro

Ala

Trp

110

Met

Met

Phe

Ile

Asn

190

Cys

Arg

Gln

Ile

val

15

Thr

Pro

Leu

Phe

Leu

95

Arg

Ala

Leu

Ala

175

Ser

Leu

Tyr

Ala

Lys
255

Ser

Asp

Ile

Leu

Leu

80

Ser

Tyr

Ile

Thr

His

160

His

Gly

Arg

Leu

240

Ile

Leu phe Tyr Tyr Met Ile Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr
260 265 270

Val Gln Lys Tyr Ile Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gln Lys Gly Ala Lys
275 280 285 :

Thr Glu
290

107
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<210> 30
<211> 525

<212> PRT
<213> Desconocido

<400> 30

Met

Ile

Ser

Pro

val

65

Thr

Ser

His

Thr
145

Ala

Ala

val

Ile

val

Asp

Tyr

Leu

50

Gln

Ala

Ser

val
130

Tyr

Ser

val

Leu

Met

210

Ile

Phe

val

val

35

Lys

cys

Glu

Gln

Lys

115

Ser

Phe

Thr

Glu

Phe

185

Lys

Cys

Ala

Glu

20

Ser

Arg

Ile

Ala

Trp
100
Pro
Asn
Gly
Trp
Pro
180

Leu

Leu

Trp

Gly

His

Ser

Leu

Ser

Leu

85

Lys

Ser

Phe

Arg

Lys

165

Thr

Leu

Ser

ES 2345324 T3

Gly

Ile

Thr

Thr

Ala

70

Ala

Lys

Asp

Ala

150

Ile

Pro

Glu

Thr

Lys

Gly

Ala

val

Ser

55

Glu

Glu

Ser

Asp

135

Gly

Leu

Glu

Gln

215

Thr

Leu Gln

Ser Met
25

Gly Ser
40

Lys Lys

val Gln

Ser Val

Thr His

105

Trp Ile
120

Glu His

Thr Asp

Gln Asp

Leu Leu

185

Leu Phe
200
val Ala

Ile Ser

108

Gln

Ser

Trp

Arg

Arg

val

90

Pro

val

Pro

val

Phe

170

Lys

Lys

Ile

Ala

Gly

Leu

Ser

val

Asn

75

Lys

Leu

val

Gly

Phe

1585

Tyr

Asp

Ser

Phe

val

Ser

Phe

val

Ser

60

Ser

Pro

Ser

Lys

Gly

140

Ser

Ile

Phe

Ser

Ala

220

Leu

Leu

Ser

His

45

Glu

Ser

Thr

Glu

Asn

125

Ser

Ser

Gly

Arg

Lys

205

Ala

Ala

Glu

Asp

30

Ser

Ser

Thr

Arg

val

110

Lys

val

Phe

Asp

Glu

130

Leu

Ser

Ser

Glu

15

Phe

Ile

Ala

Gln

Arg

85

Ala

val

Ile

His

val

175

Met

Ile

Ala

Phe

Gln

Ala

Gly

80

Arg

val

Ser

Ala

160

Glu

Arg

Tyr

Ala

Cys



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

225

Met Met

Leu His

Tyr Val

Glu Lys
290

Tyr Gln
305

Ser Lys

Leu Gln

Gly Ser

Ser Pro
370

Phe Trp
385

Leu val

Phe val

Lys Glu

2asn Ile
450

His His
465

Pro Arg

val Ser

val Ala

<210> 31

<211> 469

<212> PRT

<213> Desconocido

Ala

Asn

Ile

275

His

Pro

Trp

355

val

Phe

Trp

Phe

Phe

435

Phe

Leu

Val

Ile

Glu
515

Leu

Gln

260

Gly

Asn

Ile

Ile

Gln

340

Leu

Asp

val

Met

val

420

val

Asn

Phe

Glu

Ala

500

Ala

Cys
245
val
Asn
Leu
Asp
Leu
325

His

Phe

Gly

Ala

405

Leu

Ser

Asp

Pro

val

485

Thr

Ala

ES 2345324 T3

230

Phe

Phe

Ala

His

Glu

310

Leu

Trp

¢ Leu

Thr
390
val

Ser

Trp

Thr

470

Phe

Gly

Ala

Gln

Glu

val

His

285

Asp

Phe

Ser

Leu

375

Ala

Thr

His

Gln

Phe

455

Met

Thr

Glu

Gln

Thr

Leu

280

Ala

Ile

val

Phe

Trp

360

Glu

Cys

Glu

Asn

Ile

440

Thr

Pro

Lys

Cys

Gln
520

Cys
Arg
265

Gly

Ala

Glu
Met
345

Arg

Lys

Leu

Gly

425

val

Gly

Arg

Lys

Lys

505

His

109

Gly

250

Trp

Phe

Pro

Thr

Asn

330

Gly

Tyr

Gly

Leu

Met

410

Met

Ser

Gly

His

His

490

val

Ala

235

Trp

Leu

Ser

Leu
315
Lys

Leu

Thr

Leu

395

Ser

Glu

Thr

Leu

Asn

475

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn

Thr

Glu

300

Pro

Thr

Leu

Ser

val

380

Pro

Gly

Val

Arg

Asn

460

Leu

Leu

Lys

Thr

Ser

Leu

Phe

Phe

365

Leu

Gly

Met

Asp
445

Arg

val

Ala

Ser
525

His

val

270

Asp

Ile

Leu

Phe

350

Ala

Phe

Trp

Leu

Asn

430

Ile

Gln

Lys

Leu
510

Asp
255

val

Trp

Gln

Ala

Arg

335

Ala

val

His

Lys

Leu

415

Ser

Lys

Ile

Ile

Glu

495

Lys

240

Phe

Gly

Lys

Thr

Trp

320

Ile

Arg

Leu

Tyr

Pro
400

Gly

Ser

Gly

Glu

Ala
480

Asp

Glu
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<400> 31

Met

Ala

Leu

Asp

Gly

65

Thr

Phe

Gly

Gln
145

Leu

His

Ser

225

His

Pro

Leu

Ala

Lys

Ser

Leu

50

Gly

Glu

val

Glu

Trp

130

Gly

His

Gly

Trp

210

Phe

Pro

val

Asp

Pro

Ser

35

Gln

Asn

Lys

cys

val

115

Phe

His

Ile

Gly

Ala

195

Thr

Gly

Ala

Leu

Leu
275

Asp

Asn

20

Leu

Ser

Asp

His

Glu

100

Phe

Phe

Trp

Ser

Ala

180

His

Ala

Arg

Ala

260

Gln

Ala

Ala

Lys

Phe

val

Leu

85

Lys

Arg

val

Gln

165

Thr

Phe

His

Glu

Thr

245

Gly

Gln
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Asp

Ala

Gly

Asp

Thr

70

Glu

Lys

Ile

Ala

Thr

i50

Ala

Ser

Ile

Ala

Pro
230

Trp

Tyr

Axrg

Lys

Thr

val

Lys

Phe

val

Phe

i35

Met

Lys

Gly

215

Met

Leu

Trp

Gly

Leu

Ile

Glu

40

Pro

Gln

Met

Asp

Arg

120

Cys

Gly

I1le

AXg

Gly

200

Thr

Leu

His

Leu

Ala
280

Arg
Ser
25

val

Gly

Lys
Thr
105

Axrg

Thr

Gly

Pro

185

Ser

Asn

Leu

Arg

Ser

265

Leu

110

Gln
10

Thr

Gly

Lys

Arg

90

Glu

Gly

Ile

Ser

Met

170

Trp

Lys

His

Phe

Phe

250

Ser

Arg

Gln

Ile

Glu

Met

75

val

Phe

Lys

Ala

Trp

155

Asn

val

Trp

Ala

Asn

235

Gln

val

val

Gln

Glu

Asp

Thr

60

Ile

Gly

Glu

Asp

Ile

140

Leu

Val

Asn

Leu

Glu

220

Asp

Ala

Phe

Gly

Arg

Gly

45

Ile

His

Lys

aArg

Phe

125

Phe

Leu

Gln

Asp

Trp

205

Met

Tyr

Phe

Asn

Iie
285

Leu

30

Ile

Lys

Pro

val

Glu

110

Gly

Phe

Ala

His

Met

190

Gln

Asp

Pro

Phe

Pro:

270

Arg

Ala
15

Cys

Ile

Met

TYX

Thr

S5

Ile

Thr

val

Asp

175

Leu

Glu

Pro

Leu

Tyr
255

Gln

Leu

val

Ser

Phe

His

80

Asp

Lys

Leu

Leu

Ala

160

Ala

Gly

Gln

Asp

Asp

240

Met

Ile

Asp



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asn
Val
305

Leu

Glu

Pro

Gly

385

His

Pro

Tyr

Ala

Leu
465

Ala
290

TYY

Ser

val

370

Phe

His

Lys

Pro

Ala

450

Thr

Phe

Ile

Trp

Ser

Ala

355

Asp

Leu

Leu

val

Trp

435

Gly

Gly

Ile

Ala

Ser

Leu

340

Asp

Trp

Ser

Phe

Arg

420

Ile

Thr

Arg

His

val

Trp

325

Ala

Arg

Phe

Gly

Pro

405

Glu

His

Gly

Ala

Ser

Asn

310

Arg

Leu

Asp

Lys

Cys

390

Arg

Ile

Gln

Ala
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Arg
295
val

vVal

Ala

Thr

375

Phe

Met

Cys

Asn

Asn
455

Arg

Ile

Phe

val

Thr

360

Gln

Thr

Ser

Ala

Phe

440

Trp

Lys

ala

Gly

Leu

345

Ala

val

Gly

Ser

Lys

425

Leu

111

Tyr

Pro

Asn

330

Phe

Pro

Glu

Gly

Ala

410

His

Ser

Gln

Ala

Phe

315

Ile

Serxr

Leu

Thr

Leu

395

Trp

Gly

Thr

Met

val
300

Tyr

Met

Leu

Lys

Ser

380

Asn

Tyr

val

val

Ala
460

Phe

Thr

Leu

Ser

Lys

365

Cys

Phe

Pro

His

Arg
445

Trp

Met

His

350

Thr

Gln

Tyr

TYr

430

Glu

Arg
Sex
Gly
335

Asn

Gly

Val
Ile
415
Ala

Met

Asn

Ala

Gly

320

val

Phe

Glu

Gly

Glu

400

Ala

His

Pro
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