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ES 2367182 7T3

DESCRIPCION
FAD5-2, miembro de la familia de la desaturasa de acido graso y usos del mismo.
Antecedentes de la invencién

Los acidos grasos son &cidos carboxilicos con grupos laterales hidrocarbonados de cadena larga y juegan un papel
fundamental en muchos procesos bioldgicos. Los acidos grasos raramente se encuentran libres en la naturaleza
pero, en vez de eso, se presentan en forma esterificada como el componente principal de los lipidos. Los
lipidos/acidos grasos son fuentes de energia (por ejemplo, b-oxidacién) y son una parte integral de las membranas
de la célula que son indispensables para el procesamiento de informacion bioldgica o bioquimica.

Los acidos grasos pueden dividirse en dos grupos: los acidos grasos saturados y los acidos grasos insaturados que
contienen uno o mas dobles enlaces de carbono en configuracién cis. Los acidos grasos insaturados son producidos
por desaturasas terminales que pertenecen a la clase de enzimas con hierro no hemo. Cada una de estas enzimas
hacen parte del sistema de transporte de electrones que contiene otras dos proteinas, a saber citocromo bs y NADH[
citocromo bs reductasa. Especificamente, tales enzimas catalizan la formacién de enlaces dobles entre los atomos
de carbono de una molécula de acido graso. Los humanos y otros mamiferos tienen un espectro limitado de estas
desaturasas que son requeridas para la formacion de enlaces dobles particulares en acidos grasos insaturados. De
este modo, los humanos tienen que tomar algunos acidos grasos a través de su dieta. Tales acidos grasos
esenciales son, por ejemplo, acido linoleico (C18:2); acido linolénico (C18:3), acido araquidonico (C20:4). En
contraste, los insectos y plantas son capaces de sintetizar una variedad mucho mayor de acidos grasos insaturados
y sus derivados.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LCPUFA) tales como el acido docosahexaendico (DHA, 22:6 (4,
7, 10, 13, 16, 19)) son componentes esenciales de las membranas celulares de diferentes organelos y tejidos en
mamiferos (nervios, retina, cerebro y células inmunes). Por ejemplo, mas del 30% de los acidos grasos en
fosfolipidos del cerebro son 22:6 (n-3) y 20:4 (n-6). (Crawford, M. A., et al., (1997) Am. J. Clin. Nutr. 66: 1032S[]
1041S). En la retina, el DHA representa mas del 60% de los acidos grasos totales en el segmento exterior del
baston, la parte fotosensible de la célula fotorreceptora. (Giusto, N. M., et al. (2000) Prog. Lipid Res. 39: 315 - 391).
Estudios clinicos han mostrado que el DHA es esencial para el crecimiento y desarrollo del cerebro en los infantes, y
para el mantenimiento de la funcién normal del cerebro en adultos (Martinetz, M. (1992) J. Pediatr. 120: S129 -
S138). EI DHA también tiene efectos significativos sobre la funcién fotorreceptora involucrada en el proceso de
transduccion de la sefial, activacion de la rodopsina, y el desarrollo de conos y batones (Giusto, N. M., et al. (2000)
Prog. Lipid Res. 39: 315 - 391). Ademas, se encontraron también algunos efectos positivos del DHA sobre
enfermedades tales como hipertension, artritis, aterosclerosis, depresion, trombosis y canceres (Horrocks, L. A. y
Yeo, Y. K. (1999) Pharmacol. Res. 40: 211 - 215). Por lo tanto, el suministro apropiado en la dieta del acido graso es
importante para que los humanos permanezcan sanos. Es particularmente importante para infantes, nifios pequefios
y adultos mayores ingerir adecuadamente estos acidos grasos a partir de la dieta ya que ellos no pueden ser
eficientemente sintetizados en sus organismos y deben ser suministrados por los alimentos (Spector, A. A. (1999)
Lipids 34: S1 - S3).

El DHA es un acido graso de la serie n-3 de acuerdo con la ubicaciéon del ultimo doble enlace en el metilo final. Se
sintetiza a través de etapas alternantes de desaturacion y alargamiento. Comenzando con 18:3 (9, 12, 15), la
biosintesis del DHA involucra desaturacién A6 hasta 18:4 (6, 9, 12, 15), seguido por alargamiento hasta 20:4 (8, 11,
14, 17) y desaturacion A5 hasta 20:5 (5, 8, 11, 14, 17). Mas alla de este punto, existen algunas controversias acerca
de la biosintesis. El punto de vista convencional es que 20:5 (5, 8, 11, 14, 17) se larga hasta 22:5 (7, 10, 13, 16, 19)
y luego convertido hasta 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19) por medio de la desaturaciéon A4 final (Horrobin, D. F. (1992)
Prog. Lipid Res. 31: 163 - 194). Sin embargo, Sprecher et al. recientemente sugirieron una ruta alternativa para la
biosintesis del DHA, que es independiente de la desaturasa A4, que involucra dos alargamientos consecutivos, una
desaturacion A6 y un acortamiento de dos carbonos a través de una B-oxidacion limitada en los peroxisomas
(Sprecher, H., et al. (1995) J. Lipid Res. 36: 2471 - 2477; Sprecher, H., et al. (1999) Lipids 34: S153 - S156).

La produccion del DHA es importante debido a su efecto benéfico sobre la salud humana. Actualmente las fuentes
principales del DHA son aceites de pescado y de algas. El aceite de pescado es una fuente principal y tradicional
para este acido graso, sin embargo, usualmente se oxida durante el tiempo que dura su venta. Ademas, el
suministro del aceite es altamente variable y su fuente esta en peligro con la disminuciéon de las poblaciones de
peces mientras que la fuente de algas es costosa debido al bajo rendimiento y alto costo de extraccion.

EPA y AA son ambos acidos grasos esenciales A5. Ellos forman una clase Unica de constituyentes de los alimentos
y los piensos para humanos y animales. EPA pertenece a la serie n-3 con cinco enlaces dobles en la cadena de
acilo, se encuentra en alimentos marinos, y es abundante en pescado azul del Atlantico Norte. AA pertenece a la
serie n-6 con cuatro enlaces dobles. La falta de un enlace doble en la posicién w-3 confiere sobre AA diferentes
propiedades a aquellas encontradas en EPA. Los eicosanoides producidos a partir de AA tienen propiedades
inflamatorias y de agregacion plaquetaria fuertes, mientras que aquellos derivados de EPA tienen propiedades
antiinflamatorias y de agregacion antiplaquetaria. AA pueden ser obtenidos a partir de algunos alimentos tales como
carne, pescado y huevos, pero la concentracion es baja.
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El acido gamma-linolénico (GLA) es otro acido graso esencial encontrado en mamiferos. GLA es el intermediario
metabolico para acidos grasos n-6 de cadena muy larga y para diferentes moléculas activas. En mamiferos, la
formacién de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga esta limitada en velocidad por desaturacion A6. Muchas
condiciones fisiologicas y patologicas tales como envejecimiento, estrés, diabetes, eczema, y algunas infecciones
han demostrado que reducen la etapa de desaturacion A6. Ademas, GLA es facilmente catabolizado a partir de la
oxidacion y la rapida division celular asociada con ciertos trastornos, por ejemplo, cancer o inflamacion. Por lo tanto,
la suplementacion de la dieta con GLA puede reducir los riesgos de estos trastornos. Estudios clinicos han
demostrado que la suplementacion de la dieta con GLA es efectiva en el tratamiento de algunas condiciones
patolégicas tales como eczema atdpico, sindrome premenstrual, diabetes, hipercolesterolemia, y trastornos
inflamatorios y cardiovasculares.

Las fuentes predominantes de GLA son aceites de plantas tales como onagra (Oenothera biennis), borraja (Borago
officinalis L.), grosella negra (Ribes nigrum), y a partir de microorganismos tales como Mortierella sp., Mucor sp., y
Cyanobacteria. Sin embargo, esas fuentes de GLA no son ideales para suplementar la dieta debido a grandes
fluctuaciones en la disponibilidad y los costos asociados con los procesos de extraccion.

Los genes que codifican desaturasas, incluidas las delta 5 desaturasas, han sido clonados a partir de
Thraustochytrium sp. (Qiu X. et al., J. Biol. Chem. 276 (2001), N°. 34, paginas 31561 - 31566) y otros organismos
(ver por ejemplo WO 98/46765, WO 98/46764, WO 00/20602, WO 00/20603 y WO 99/33958).

Resumen de la invencion

La biosintesis de acidos grasos es una actividad importante de plantas y microorganismos. Sin embargo, los
humanos tienen una capacidad limitada para sintetizar acidos grasos esenciales, por ejemplo, acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (LCPUFA). La biotecnologia ha sido considerada durante mucho tiempo una forma
eficiente para manipular el proceso de produccion de acidos grasos en plantas y microorganismos. Es rentable y
renovable con pocos efectos secundarios. Por lo tanto, se han hecho tremendos esfuerzos industriales encaminados
a la produccion de diferentes compuestos incluidos especialmente &cidos grasos y polipéptidos farmacéuticos a
través de la manipulacion de células de plantas, animales, y microorganismos. Por lo tanto, la biotecnologia es una
via atractiva para la produccion de acidos grasos insaturados, especialmente LCPUFA, en una forma rentable y
segura con el fin de recoger el maximo valor terapéutico de estos acidos grasos.

La presente invencion se basa, a menos en parte, en el descubrimiento de una familia de moléculas de acido
nucleico que codifican nuevas desaturasas. En particular, los presentes inventores han identificado la Fad5-2 (A5
desaturasa), que esta involucrada en la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga DHA (acido
docosahexaendico , 22:6, n-3) y DPA (acido docosapentandico, 22:5, n-6); mas especificamente, Fad5-2 desaturado
20:4 (n-3) y 20:3 (n-6) que resulta en EPA y AA.

En un primer aspecto, la presente invencion esta dirigida a una molécula aislada de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste de:

(a) una molécula aislada de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO:
5, o un complemento de la misma;

(b) una molécula aislada de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 6, o un complemento de la misma; y

(c) una molécula aislada de &cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 98% idéntica a la secuencia completa de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, o un
complemento de la misma, en donde el polipéptido tiene una actividad de A5 desaturasa.

En un segundo aspecto, la presente invencion esta dirigida a un polipéptido aislado seleccionado del grupo que
consiste de:

(a) un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 6;

(b) un polipéptido aislado codificado por una molécula de acido nucleico que consiste de la secuencia de nucleotidos
expuesta en la SEQ ID NO: 5, en donde el polipéptido tiene una actividad de A5 desaturasa; y

(c) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 98% idéntica a la
secuencia completa de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, en donde el polipéptido tiene una actividad de A5
desaturasa.

En una modalidad, la invencién se caracteriza por una molécula aislada de acido nucleico que incluye la secuencia
de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 5. En otra modalidad, la invencion se caracteriza por una molécula
aislada de acido nucleico que codifica un polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 6.
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En el presente documento se describen moléculas aisladas de acido nucleico incluidas las secuencias de
nucleédtidos que son sustancialmente idénticas (por ejemplo, 70% idénticas) a la secuencia de nucleétidos expuesta
como la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, o SEQ ID NO: 7. En el presente documento se describen
moléculas aisladas de acido nucleico que incluyen al menos 30 nucledtidos contiguos de la secuencia de nucledtidos
expuesta como la SEQ ID NO: 5. En otra modalidad, la invencién se caracteriza por moléculas aisladas de acido
nucleico que codifican un polipéptido incluida una secuencia de aminoacidos que es al menos 98% idéntica a la
secuencia de aminoacidos expuesta como la SEQ ID NO: 6. También se describen moléculas de acido nucleico que
codifican variantes alélicas del polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta como la SEQ ID NO: 6.
También se describen moléculas de acido nucleico que codifican fragmentos, por ejemplo, fragmentos
biolégicamente activos, de los polipéptidos de longitud completa de la presente invencién (por ejemplo, fragmentos
que incluyen al menos 10 residuos aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6. En
aun otras modalidades, la invencion se caracteriza por moléculas de acido nucleico que son complementarias a, o
que hibridan bajo condiciones estrictas a las moléculas aisladas de acido nucleico descritas aqui.

En un aspecto relacionado, la invencion provee vectores incluidas las moléculas aisladas de acido nucleico descritas
aqui (por ejemplo, moléculas de acido nucleico que codifican desaturasa). También se presentan células huésped
incluidos tales vectores (por ejemplo, células huésped incluidos vectores adecuados para la produccion de
moléculas de acido nucleico para desaturasa y polipéptidos).

La invencion se caracteriza por polipéptidos aislados de desaturasa. Las modalidades de ejemplo cuentan con un
polipéptido que incluye la secuencia de aminoacidos expuesta como la SEQ ID NO: 6, un polipéptido que incluye
una secuencia de aminoacidos al menos 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos expuesta como la SEQ ID NO:
6, y a polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico que consiste de una secuencia de nucleétidos
expuesta como la SEQ ID NO: 5. También se describen fragmentos de los polipéptidos de longitud completa
descritos aqui (por ejemplo, fragmentos que incluyen al menos 10 residuos contiguos de aminoacidos de la
secuencia expuesta como la SEQ ID NO: 6 ) asi como variantes alélicas del polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta como la SEQ ID NO: 6.

En una modalidad, un polipéptido desaturasa tiene actividad de desaturasa. En otra modalidad, un polipéptido
desaturasa tiene un motivo de enlazamiento del hemo del terminal N, por ejemplo, un dominio del tipo del citocromo
b5 encontrado en el extremo frontal de las desaturasas. En otra modalidad, una polipéptido desaturasa tiene al
menos dos, preferiblemente aproximadamente tres, motivos conservados de histidina encontrados en todas las
desaturasas microsomales y, opcionalmente, tiene actividad de desaturasa. En una modalidad preferida, la
polipéptido desaturasa tiene aproximadamente tres motivos de histidina.

Las construcciones que contienen los genes para la desaturasa pueden ser utilizadas en cualquier sistema de
expresion incluidas plantas, animales, y microorganismos para la producciéon de células capaces de producir los
LCPUFA por ejemplo DHA, EPA, AA, SDA, y GLA. Los ejemplos de plantas usadas para expresar las desaturasas
de la presente invencion incluyen, entre otras, plantas y semillas de plantas de cultivos de semillas oleaginosas, por
ejemplo, linaza (Linum sp.), colza (Brassica sp.), soja (Glycine y Soja sp.), girasol (Helianthus sp.), algodén
(Gossypium sp.), maiz (Zea mays), olivo (Olea sp.), cartamo (Carthamus sp.), cacao (Theobroma cacoa), y
cacahuate (Arachis sp.).

En un aspecto relacionado, la presente invenciéon proporciona métodos nuevos y mejorados para producir acidos
grasos insaturados, por ejemplo, los LCPUFA, y otros compuestos clave de la ruta biosintética del acido graso
insaturado utilizando células, por ejemplo, células vegetales; células animales, y/o células microbianas en las cuales
se ha manipulado la ruta biosintética del acido graso insaturado de tal manera que se produzcan los LCPUFA u
otros compuestos deseados de acido graso insaturado.

Las metodologias nuevas y mejoradas de la presente invencién incluyen métodos para la produccion de acidos
grasos insaturados (por ejemplo, DHA) en células que tienen al menos una desaturasa de acido graso de la ruta
biosintética del acido graso insaturado manipulada de tal manera que se produzcan acidos grasos insaturados (por
ejemplo, producidos en mayor cantidad). Por ejemplo, la invencion se caracteriza por métodos para la produccion de
un acido graso insaturado (por ejemplo, DHA) en células que comprenden al menos molécula aislada de &cido
nucleico que codifica para desaturasa, por ejemplo, Fad5-2, como se describié anteriormente, de tal manera que se
produzca un acido graso insaturado, por ejemplo, LCPUFA, por ejemplo, DHA. Tales métodos pueden incluir
ademas la etapa de recuperacion del LCPUFA.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona métodos para la produccién acidos grasos insaturados, por
ejemplo, los LCPUFA, por ejemplo, DHA, que comprende poner en contacto una composicion que comprende al
menos una molécula objetivo de desaturasa, como se define en este documento, con al menos una polipéptido
desaturasa aislada, por ejemplo, Fad5-2, como se describi6 anteriormente, bajo unas condiciones de tal manera que
se produzca un acido graso insaturado, por ejemplo, LCPUFA, por ejemplo, DHA. Tales métodos pueden incluir
ademas la etapa de recuperar el LCPUFA.

El acido nucleico, las proteinas, y los vectores descritos anteriormente son particularmente Uutiles en las
metodologias de la presente invencion. En particular, la invenciéon se caracteriza por métodos para mejorar la
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produccién de acido graso insaturado (por ejemplo, la producciéon del DHA) que incluye el cultivo de una planta,
animal, y/o microorganismo recombinante que contiene un acido nucleico que codifica para desaturasa, por ejemplo,
Fad5-2, bajo condiciones de tal manera que se mejore la produccién de acido graso.

En otra modalidad, la presente invencion presenta métodos para la produccién una célula capaz de producir acidos
grasos insaturados. Tales métodos incluyen la introduccién en una célula, por ejemplo, una célula vegetal, de una
molécula aislada de acido nucleico como se describié anteriormente que codifica una proteina que tiene la
capacidad de catalizar la formacién de un enlace doble en una cadena de acilo graso.

En otra modalidad, la presente invencion presenta métodos para modular la producciéon de acidos grasos que
comprende el cultivo de una célula que contiene una molécula aislada de acido nucleico como se describio
anteriormente que codifica un polipéptido que tiene la capacidad de catalizar la formacién de un enlace doble, de tal
manera que se produzca la modulacién de la produccién de acido graso.

En otra modalidad, la presente invencion incluye composiciones que contienen los acidos grasos insaturados, acidos
nucleicos o polipéptidos descritos aqui. Las composiciones de la presente invencion también pueden incluir las
células capaces de producir tales acidos grasos, como se describié anteriormente, y, opcionalmente, un portador
farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, se usan las composiciones de la presente invencion como un suplemento para la dieta, por
ejemplo, en alimentaciéon animal o como un nutracéutico. Las composiciones de la presente invenciéon pueden
permitir un método para tratamiento de un paciente que tiene un trastorno, que comprende la administracién de la
composicion de tal manera que se trate al paciente. Los trastornos abarcados por tales métodos incluyen, por
ejemplo, estrés, diabetes, cancer, trastornos infamatorios, y trastornos cardiovasculares.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de ADN y de proteina de Fad5-2 de Pythium irregulare; (A) la secuencia de ADNc
del marco de lectura abierto (SEQ ID NO: 5); y (B) la secuencia traducida de proteina (SEQ ID NO: 6).

La Figura 2 muestra la secuencia de ADN y de proteina de Fad6 de Pythium irregulare; (A) la secuencia de ADNc
del marco de lectura abierto (SEQ ID NO: 7); y (B) la secuencia traducida de proteina (SEQ ID NO: 8).

La Figura 3 muestra una comparacion de las secuencias de proteina de Fad5-2 y Fad6 de Pythium irregulare (SEQ
ID NO: 6 y 8, respectivamente). La barra vertical indica la identidad del aminoacido. Los motivos conservados tales
como los motivos ricos en histidina y el enlace hemo del citocromo b5 estan resaltados. Las dos flechas indican las
posiciones de los enlaces de los dos iniciadores degenerados.

La Figura 4 es un andlisis por GC de los FAME de la cepa de levadura AMY2a que expresa Fad5-2 con sustrato
exogeno 18:1 - 9 (el panel superior) y 18:1 - 11 (el panel inferior), respectivamente.

La Figura 5 muestra la composicion del acido graso de tejidos vegetativos (hojas, tallos, y raices) de una linea
transgénica T1 con Fad5-2 bajo el control del promotor 35S. Los niveles de acido graso se muestran como el
porcentaje en peso de acidos grasos totales en B. juncea.

La Figura 6 es un analisis por GC de los FAME de la raiz de B. juncea que expresan Fad5-2 con sustrato exdgeno
del acido homo-y-linolénico (HGLA, 20:3 - 8, 11, 14).

La Figura 7 es un analisis por GC de los FAME preparados a partir de semillas de B. juncea que expresan Fad5-2
bajo el control del promotor de napina.

La Figura 8 es una tabla que muestra el perfil de acido graso de Pythium irregulare. La Figura 9 es una tabla que
muestra la conversion de acidos grasos exdgenos en levadura AMY-2a/pFad5-2.

La Figura 10 es una tabla que muestra la acumulacion de &cidos grasos interrumpidos por polimetileno A5
insaturados (A5-UPIFAs) en semillas de linaza transgénico que expresan Fad5-2 bajo el control de napina (Napina)
y promotores especificos de la semilla de linaza (CIn). Los niveles de acido graso se muestran como el porcentaje
en peso de los acidos grasos totales.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de nuevos miembros de la familia de
desaturasas de acido graso, denominadas aqui indistintamente como "desaturasas" o acido nucleico que codifica
para "desaturasa" y moléculas de proteina (por ejemplo, Fad5-2). Estas nuevas moléculas son miembros de la
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familia de desaturasas de acido graso y se expresan en organismos que producen los LCPUFA, por ejemplo
Thraustochytrium, Pythium irregulare, Schizichytrium, y Crythecodinium.

Como se lo utiliza aqui, el término "acidos grasos" es reconocido en el arte e incluye acido carboxilico con base en
hidrocarburos de cadena larga. Los &cidos grasos son componentes de muchos lipidos incluidos glicéridos. Los
acidos grasos mas comunes de ocurrencia natural son &acidos monocarboxilicos que tienen un nimero par de
atomos de carbono (16 6 18) y que pueden ser saturados o insaturados. Los acidos grasos "insaturados" contienen
enlaces dobles cis entre los atomos de carbono. Los acidos grasos insaturados abarcados por la presente invencion
incluyen, por ejemplo, DHA, GLA, y SDA. Los acidos grasos "poliinsaturados" contienen mas de un doble enlace y
los dobles enlaces estan dispuestos en un sistema interrumpido de metileno (-CH=CH-CH,-CH=CH-).

Los acidos grasos se describen aqui por medio de un sistema de numeracién en el cual el nimero antes de los dos
puntos indica el numero de atomos de carbono en el acido graso, mientras que el niumero después de los dos
puntos es el numero de dobles enlaces que estan presentes. En el caso de acidos grasos insaturados, este es
seguido por un nimero entre paréntesis que indica la posiciéon de los dobles enlaces. Cada nimero entre paréntesis
es el atomo de carbono con el nUmero mas bajo de los dos conectados por el doble enlace. Por ejemplo, se puede
describir el acido oleico como 18:1 (9) y se puede describir el acido linoléico como 18:2 (9, 12) indicando 18
carbonos, un doble enlace en el carbono 9, dos dobles enlaces en los carbonos 9 y 12, respectivamente.

Las etapas de control en la produccion de acidos grasos insaturados, es decir, la ruta biosintética del acido graso
insaturado, son catalizadas por desaturasas de acido graso asociadas a la membrana, por ejemplo, Fad5-2.
Especificamente, tales enzimas catalizan la formacion de dobles enlaces entre los atomos de carbono de una
molécula de acido graso. Como se lo utiliza aqui, el término "ruta biosintética del acido graso insaturado” se refiere a
una serie de reacciones quimicas que conducen a la sintesis de un acido graso insaturado ya sea in vivo o in vitro.
Tal ruta incluye una serie de etapas de desaturacion y alargamiento que generan &cidos grasos insaturados y por
ultimo, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Tales acidos grasos insaturados pueden incluir, GLA 18:3 (6,
9, 12), SDA 18:4 (6, 9, 12, 15), AA 20:4 (5, 8, 11, 14), EPA 20:5 (5, 8, 11, 14, 17), y DPA 22:5 (4, 7, 10, 13, 16), y
DHA 22:6 (4,7, 10, 13, 16, 19).

Las desaturasas pueden contener un motivo de enlazamiento de hemo y/o aproximadamente tres motivos
conservados de histidina, aunque pueden estar presentes dominios adicionales. Los miembros de la familia de
desaturasas de acido graso convierten acidos grasos saturados en acidos grasos insaturados, por ejemplo, acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (los LCPUFA), que son componentes de membranas celulares de diferentes
tejidos y organelos en mamiferos (células nerviosas, de retina, de cerebro e inmunes). Los ejemplos de LCPUFA
incluyen, entre otros, acido docosahexaendico (DHA, 22:6 (4, 7, 10, 13, 16, 19)). Estudios clinicos han mostrado
que DHA es esencial para el crecimiento y desarrollo del cerebro en bebés, y para el mantenimiento de la funcién
normal del cerebro en adultos (Martinetz, M. (1992) J. Pediatr. 120: S129 - S138). DHA también tiene efectos sobre
la funcion fotorreceptora involucrada en el proceso de transduccion de la sefial, activacion de la rodopsina, y el
desarrollo de conos y bastones (Giusto, N. M., y colaboradores (2000) Prog. Lipid Res. 39: 315 - 391). Ademas, se
encontraron también efectos positivos del DHA en el tratamiento de enfermedades tales como hipertensién, artritis,
aterosclerosis, depresion, trombosis y canceres (Horrocks, L. A. y Yeo, Y. K. (1999) Pharmacol. Res. 40: 211 - 215).
En consecuencia, se pueden utilizar las moléculas de desaturasa para producir los LCPUFA dutiles en el tratamiento
de trastornos caracterizados por crecimiento, proliferacion, o diferenciacion regulados en forma aberrante. Tales
trastornos incluyen cancer, por ejemplo, carcinoma, sarcoma, o leucemia; angiogénesis tumoral y metastasis;
displasia esquelética; trastornos hepaticos; sindromes mielodisplasicos; y trastornos hematopoyéticos y/o
mieloproliferativos. Otros trastornos relacionados con angiogénesis y que son, por lo tanto, trastornos asociados con
desaturasa incluyen telangiectasia hemorragica hereditaria tipo 1, fibrodisplasia osificante progresiva, fibrosis
pulmonar idiopética, y sindrome de Klippel-Trenaunay-Weber.

El término "familia" cuando se refiere a las moléculas de acido nucleico y proteina de la presente invencién debe
entenderse como dos 0 mas moléculas de proteina o acido nucleico que tienen un dominio estructural comun o
motivo y tienen suficiente homologia de secuencia de aminoacidos o nucledtidos como se define aqui. Tales
miembros de la familia pueden ser de ocurrencia natural o no natural y pueden ser ya sea de la misma o de una
especie diferente. Por ejemplo, una familia puede contener una primera proteina de origen humano asi como otras
proteinas distintas de origen humano o alternativamente, puede contener homodlogos de origen no humano, por
ejemplo, proteinas de rata o de raton. Los miembros de una familia pueden también tener caracteristicas funcionales
comunes.

Por ejemplo, la familia de proteinas desaturasa de la presente invencién incluye un motivo de enlazamiento de hemo
del citocromo b5. Como se utiliza aqui, el término "motivo de enlazamiento de hemo" es una extension del terminal N
del dominio del tipo del citocromo b5 encontrado en el extremo frontal de las desaturasas.
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En otra modalidad, los miembros de la familia de las desaturasas de proteinas incluyen "motivos de histidina" en la
proteina, preferiblemente, aproximadamente tres o cuatro motivos de histidina. Como se lo utiliza aqui, el término
"motivo de histidina" incluye un dominio de proteina que tiene aproximadamente al menos dos residuos del
aminoacido histidina, preferiblemente aproximadamente tres o cuatro residuos del aminodacido histidina, y
tipicamente se lo encuentra en todas las desaturasas microsomales como el tercer motivo conservador de histidina.

Los ejemplos de motivos de enlazamiento de hemo del citocromo b5 y los motivos de histidina incluyen los residuos
aminoacidos 40 - 45, 171 - 176, 208 - 213, y 395 - 400 de la SEQ ID NO: 6, como se muestra en la Figura 3.

Las proteinas desaturasas aisladas de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos suficientemente
homodloga a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 o son codificadas por una secuencia de nucleétidos
suficientemente homodloga a la SEQ ID NO: 5. Las proteinas de la invencion son aquellas descritas en la
reivindicacion 11. Como se lo utiliza aqui, el término "suficientemente homologa" se refiere a una primera secuencia
de nucledtidos o aminoacidos que contiene un ndmero minimo o suficiente de residuos aminoacidos o nucledtidos
idénticos o equivalentes (por ejemplo, un residuo aminoacido que tiene una cadena lateral similar) a una segunda
secuencia de nucledtidos o aminoacidos de tal manera que la primera y la segunda secuencias de aminoacidos o
nucleétidos comparten dominios estructurales comunes o motivos y/o una actividad funcional comudn. Por ejemplo,
secuencias de aminoacidos o nucledtidos que comparten dominios estructurales comunes que tienen al menos 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologia o identidad a
través de las secuencias de aminoacidos de los dominios y contienen al menos uno y preferiblemente dos dominios
estructurales o motivos, son definidos aqui como suficientemente homoélogos. Ademas, secuencias de aminoacidos
o nucleodtidos que comparten al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o mas homologia o identidad y comparten una actividad funcional comun son definidas aqui como
suficientemente homélogas.

En una modalidad preferida, una proteina desaturasa incluye al menos uno o mas de los siguientes dominios o
motivos: un motivo de enlazamiento de hemo y/o un motivo de histidina y tiene una secuencia de aminoacidos de
aproximadamente al menos 98%, 99% o mas homdloga o idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
6. En aun otra modalidad preferida, una proteina desaturasa incluye al menos uno o mas de los siguientes dominios:
un motivo de enlazamiento de hemo y/o un motivo de histidina, y es codificado por una molécula de acido nucleico
que tiene una secuencia de nucleétidos que hibrida bajo condiciones de hibridacion rigurosas hasta un complemento
de una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5. En otra
modalidad preferida, una proteina desaturasa incluye al menos un motivo de enlazamiento de hemo y/o al menos
aproximadamente tres motivos de histidina, y tiene una actividad de desaturasa.

Como se lo utiliza indistintamente aqui, una "actividad de desaturasa", "actividad biolégica de una desaturasa" o
"actividad funcional de una desaturasa" incluye una actividad ejercida o mediada por una proteina desaturasa,
molécula de polipéptido o acido nucleico sobre una célula sensible a la desaturasa o sobre un sustrato de
desaturasa, como se determina in vivo o in vitro, de acuerdo a técnicas estandar. En una modalidad, una actividad
de desaturasa es una actividad directa tal como una asociacién con una molécula objetivo de desaturasa. Como se
lo utiliza aqui, una "molécula objetivo " o "pareja de enlazamiento" es una molécula por ejemplo, una molécula
involucrada en la sintesis de acidos grasos insaturados, por ejemplo, un acido graso intermedio, con el cual se
enlaza o interactia una proteina desaturasa de una manera tal que se logra una funcion mediada por desaturasa.
Una actividad desaturasa directa también incluye la formaciéon de un doble enlace entre los atomos de carbono de
una molécula de acido graso para formar una molécula insaturada de acido graso.

La secuencia de nucleétidos de la desaturasa A5 de Pythium irregulare, Fad5-2, el ADNc y la secuencia predicha de
aminoacidos codificada por el ADNc de Fad4 son mostrados en la Figura 1 y en las SEQ ID NOs: 1y 2,
respectivamente. El gen para Fad5-2 de Pythium irregulare que tiene una longitud aproximada de 1371 nucledtidos,
que tiene aproximadamente 456 residuos aminoacidos de longitud.

La secuencia de nucleétidos para la desaturasa A6 de Pythium irregulare, Fad6, el ADNc y la secuencia predicha de
aminoacidos codificada por el ADNc de Fad6 son mostrados en la Figura 2 y en las SEQ ID NOs: 7 y 8,
respectivamente. El gen para Fad6 de Pythium irregulare, que tiene una longitud aproximada de 1383 nucledtidos,
codifica una proteina que tiene aproximadamente 460 residuos aminoacidos de longitud.

Se describen diferentes aspectos de la invencion en forma mas detallada en las siguientes subsecciones:
I. Moléculas Aisladas de Acido Nucleico

Un aspecto de la invencion se relaciona con moléculas aisladas de acido nucleico que codifican proteinas
desaturasa. Se describen aqui fragmentos de acido nucleico suficientes para uso como sondas de hibridacion para
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identificar moléculas de acido nucleico que codifican desaturasa (por ejemplo, ARNm desaturasa) y fragmentos para
uso como iniciadores PCR para la amplificacion o mutacion de moléculas de acido nucleico para desaturasa. Como
se lo utiliza aqui, el término "molécula de acido nucleico" esta destinado a incluir moléculas de ADN (por ejemplo,
ADNc o ADN gendémico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) y analogos del ADN o ARN generado utilizando
analogos de nucledtido. La molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente
es ADN bicatenario.

El término "molécula aislada de acido nucleico" incluye moléculas de acido nucleico que estan separadas de las
otras moléculas de acido nucleico que estan presentes en la fuente natural del acido nucleico. Por ejemplo, con
relacion al ADN genodmico, el término "aislado" incluye moléculas de acido nucleico que estan separadas del
cromosoma con el cual esta naturalmente asociado el ADN gendmico. Preferiblemente, un acido nucleico "aislado”
esta libre de secuencias que naturalmente flanquean al acido nucleico (es decir, secuencias localizadas en los
extremos 5' y 3' del acido nucleico) en el ADN gendmico del organismo a partir del cual se deriva el acido nucleico.
Por ejemplo, en diferentes modalidades, la molécula aislada de &cido nucleico de la desaturasa puede contener
aproximadamente menos de 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 6 0,1 kb de secuencias de nucledtidos que
naturalmente flanquean la molécula de acido nucleico en ADN gendémico de la célula a partir de la cual se deriva el
acido nucleico. Ademas, una molécula "aislada" de acido nucleico, tal como una molécula de ADNc, puede estar
sustancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo cuando es producido por medio de técnicas
recombinantes, o sustancialmente libre de precursores quimicos o de otros compuestos quimicos cuando se la
sintetiza quimicamente.

Una molécula de acido nucleico de la presente invencion, por ejemplo, una molécula de acido nucleico que tiene la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 5, puede ser aislada utilizando técnicas estandar de biologia molecular y
la informacién de la secuencia suministrada aqui. Utilizando toda o una porcién de la secuencia de acido nucleico de
la SEQ ID NO: 5, como sondas de hibridacién, se pueden aislar moléculas de acido nucleico de desaturasa
utilizando técnicas estandar de hibridacién y clonacion (por ejemplo, como se describe en Sambrook, J. y
colaboradores. Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2™ ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

Ademas, una molécula de acido nucleico que abarca todo o una porcién de la SEQ ID NO: 5, puede ser aislada por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando iniciadores oligonucleétidos sintéticos disefiados
con base en la secuencia de la SEQ ID NO: 5.

Se puede amplificar un &cido nucleico de la invencion utilizando ADNc, ARNm o alternativamente, ADN gendmico,
como molde e iniciadores oligonucleétidos apropiados de acuerdo a técnicas estandar de amplificacion por medio de
PCR. El acido nucleico asi amplificado puede ser clonado en un vector apropiado y caracterizado por medio de
analisis de secuencias de ADN. Ademas, se pueden preparar oligonucleétidos correspondientes a secuencias de
nucledtido de desaturasa por medio de técnicas estdndar de sintesis, por ejemplo, utilizando un sintetizador
automatico de DHA.

En otra modalidad, la molécula de acido nucleico consiste de la secuencia de nucleétidos expuesta como la SEQ ID
NO: 5.

En aun otra modalidad, una molécula aislada de acido nucleico de la invencién incluye una molécula de &cido
nucleico que es un complemento de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. Una molécula de
acido nucleico que sea complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 es una que sea
suficientemente complementaria a la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, de tal manera que
puede hibridar a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, formando asi un duplex estable.

Las moléculas de acido nucleico que incluyen Gnicamente una porcidn de la secuencia de acido nucleico de la SEQ
ID NO: 5, por ejemplo, un fragmento, pueden ser utilizadas como sonda o iniciador. La secuencia de nucleétidos
determinada a partir de la clonacién del gen para la desaturasa permite la generacién de sondas e iniciadores
disefiados para ser utilizados en la identificaciéon y/o clonacion de otros miembros de la familia de la desaturasa, asi
como homologos de desaturasa de otras especies. La sondaliniciador (por ejemplo, oligonucledétido) incluye
tipicamente un oligonucledétido sustancialmente purificado. El oligonucleétido tipicamente comprende una regién de
secuencia de nucleotidos que hibrida bajo condiciones rigurosas al menos aproximadamente hasta 12 ¢ 15,
preferiblemente aproximadamente 20 6 25, mas preferiblemente aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 6
75 nucleotidos consecutivos de una secuencia sentido de la SEQ ID NO: 5, de una secuencia antisentido de la SEQ
ID NO: 5, o de una variante alélica de ocurrencia natural o mutante de la SEQ ID NO: 5.

Los ejemplos de sondas o iniciadores son de al menos (0o no mas de) 12 6 15, 20 6 25, 30, 35 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75 o mas nucledtidos de longitud y/o incluyen nucleétidos consecutivos de una molécula aislada de acido
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nucleico descrita aqui. También se describen sondas o iniciadores que comprenden nucledtidos contiguos o
consecutivos de una molécula aislada de acido nucleico descrita aqui, pero para la diferencia de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9 6 10 bases dentro de la secuencia de la sonda o el iniciador. Se pueden utilizar sondas con base en las
secuencias de nucleétidos de la desaturasa para detectar (por ejemplo, detectar especificamente) transcriptos o
secuencias genoémicas que codifican las mismas proteinas o proteinas homologas. La sonda puede incluir ademas
un grupo marcador unido a la misma, por ejemplo, el grupo marcador puede ser radiois6topo, un compuesto
fluorescente, una enzima, o un cofactor de una enzima. También se describe un conjunto de iniciadores, por
ejemplo, de iniciadores adecuados para uso en una PCR, que pueden ser utilizados para amplificar una region
seleccionada de una secuencia de desaturasa, por ejemplo, un dominio, region, sitio u otra secuencia descrita aqui.
Los iniciadores deben tener al menos 5, 10 6 50 pares de bases de longitud y menos de 100, o menos de 200, pares
de bases de longitud. Los iniciadores deben ser idénticos, o diferentes pero no superioresa 1, 2, 3,4,5,6,7,8,96
10 bases cuando se los compara con una secuencia descrita aqui o con la secuencia de una variante de ocurrencia
natural. Tales sondas pueden ser utilizadas como parte de un kit para analisis de diagnostico para identificar células
o tejido que expresa en forma incorrecta una proteina desaturasa, por ejemplo por medio de la medicion del nivel de
acido nucleico que codifica una desaturasa en una muestra de células de un individuo, por ejemplo, detectando los
niveles ARNm para la desaturasa o determinando si un gen gendmico para la desaturasa ha sido mutado o
suprimido.

Se puede preparar un fragmento de acido nucleico que codifica una "porcién biolégicamente activa de una proteina
desaturasa" por medio del aislamiento de una porcién de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 6 3, que
codifica un polipéptido que tiene actividad biologica de desaturasa (las actividades biologicas de las proteinas
desaturasa estan descritas aqui), que expresa la porcién codificada de la proteina desaturasa (por ejemplo, por
medio de expresién recombinante in vitro) y evaluando la actividad de la porcién codificada de la proteina
desaturasa. En una modalidad de ejemplo, la molécula de acido nucleico tiene al menos 50-100, 100-250, 250-500,
500-700, 750-1000, 1000-1250, 1250-1500, 1500-1750, 1750-2000, 2000-2250, 2250-2500, 2500-2750, 2750-3000,
3250-3500, 3500-3750 o mas nucledtidos de longitud y codifica una proteina que tiene actividad de desaturasa,
(como se describe aqui).

La invencién abarca ademas moléculas de acido nucleico que difieren de la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 5, debido a degeneracién del codigo genético y codifican por lo tanto las mismas proteinas desaturasa
que aquellas codificadas por la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. En otra modalidad, una
molécula aislada de acido nucleico de la invencién tiene una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos que difiere en al menos 1, pero no mas de 5, 10, 20, 50 6 100 residuos
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 6. En aun otra modalidad, la molécula de
acido nucleico codifica la secuencia de aminoacidos de desaturasa humana. Si se requiere una alineacion para esta
comparacion, las secuencias deben ser alineadas para homologia maxima.

Las variantes de acido nucleico pueden ser de ocurrencia natural, por ejemplo variantes alélicas (mismo locus),
homalogos (diferente locus), y ortélogos (diferente organismo) o pueden ser de ocurrencia no natural. Las variantes
de ocurrencia no natural se pueden elaborar por medio de técnicas de mutagénesis, incluidas aquellas aplicadas a
polinucledtidos, células, u organismos. Las variantes pueden contener sustituciones, supresiones, inversiones e
inserciones de nucledtidos. La variacién puede presentarse ya sea en una o en ambas regiones de codificacién o no
codificadora. Las variaciones pueden producir tanto sustituciones conservadoras como no conservadoras de
aminoacidos (en comparacion con el producto codificado).

Las variantes alélicas resultan, por ejemplo, de polimorfismos de la secuencia de ADN dentro de una poblacién, (por
ejemplo, la poblacion humana) que conduce a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas
desaturasa. Tal polimorfismo genético en los genes para la desaturasa puede existir entre individuos dentro de una
poblacion debido a una variacion alélica natural.

Como se los utiliza aqui los términos "genes" y "gen recombinante" se refieren a moléculas de acido nucleico que
incluyen un marco de lectura abierto que codifica una proteina desaturasa, por ejemplo, proteina desaturasa de
semilla oleaginosa, y pueden incluir ademas secuencias reguladoras no codificadoras, e intrones.

Se describen aqui moléculas aisladas de acido nucleico que codifican una variante alélica de ocurrencia natural de
un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, en donde la molécula de acido
nucleico hibrida hasta un complemento de una molécula de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 5, por
ejemplo, bajo condiciones rigurosas de hibridacion.

Las variantes alélicas de la desaturasa, por ejemplo, Fad5-2, incluyen tanto proteinas desaturasa funcionales como
no funcionales. Las variantes alélicas funcionales son variantes de la secuencia de aminoacidos de ocurrencia
natural de la proteina desaturasa que mantienen la habilidad, por ejemplo, para (i) interactuar con un sustrato de
desaturasa o molécula objetivo (por ejemplo, un acido graso, por ejemplo, DRA); y/o (ii) formar un doble enlace entre
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atomos de carbono en un sustrato de desaturasa o molécula objetivo. Los acidos grasos producidos por las
moléculas de acido nucleico y de proteina de la presente invencién son también Utiles para el tratamiento de
trastornos tales como el envejecimiento, el estrés, la diabetes, el cancer, trastornos inflamatorios (por ejemplo,
artritis, eczema), y trastornos cardiovasculares. Las variantes alélicas funcionales contendran tipicamente
Unicamente un sustitucién conservadora de uno o mas aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, o una sustitucion,
supresion o inserciéon de residuos no criticos en regiones no criticas de la proteina.

Las variantes alélicas no funcionales son variantes de la secuencia de aminoacidos de ocurrencia natural de la
proteina desaturasa, por ejemplo, Fad5-2, que no tienen la habilidad, por ejemplo, (i) interactuar con un sustrato de
desaturasa o molécula objetivo (por ejemplo, un acido graso intermediario, tal como 18:4 (6, 9, 12, 15)); y/o (ii)
formar un doble enlace entre atomos de carbono en un sustrato de desaturasa o molécula objetivo. Las variantes
alélicas no funcionales contendran tipicamente una sustitucion no conservadora, una supresién, o inserciéon, o
truncamiento prematuro de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, o una sustitucién, insercion, o
supresion en residuos criticos o en regiones criticas de la proteina.

La presente invencion provee ademas ortélogos (por ejemplo, ortdlogos humanos de las proteinas desaturasa). Los
ortélogos de las proteinas desaturasa de Pythium irregulare son proteinas que se aislan de otros organismos y
poseen los mismos mecanismos de enlazamiento del sustrato de desaturasa o molécula objetivo, mecanismos de
formacion de dobles enlaces, mecanismos moduladores del crecimiento y desarrollo del cerebro en bebés,
mecanismos de mantenimiento de la funcién normal del cerebro en adultos, la habilidad para afectar la funcion
fotorreceptora involucrada en el proceso de transduccion de la sefial, la habilidad para afectar la activaciéon de la
rodopsina, mecanismos de desarrollo de conos y/o bastones, y/o mecanismos de modulacién de crecimiento y/o
proliferacion celular de las proteinas desaturasa no humanas. Los ortélogos de las proteinas desaturasa de Pythium
irregulare pueden ser facilmente identificados por contener una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente
homodloga a la SEQ ID NO: 6.

Se describen aqui moléculas de acido nucleico que codifican otros miembros de la familia de las desaturasas que
tienen una secuencia de nucleétidos que difiere de las secuencias de la desaturasa de la SEQ ID NO: 5. Por
ejemplo, se pueden identificar otro ADNc para desaturasa con base en la secuencia de nucleétidos de Fad5-2. Se
describen aqui moléculas de acido nucleico que codifican proteinas desaturasa de diferentes especies que tienen
una secuencia de nucledtidos que difiere de las secuencias de la desaturasa de la SEQ ID NO: 5. Por ejemplo, se
puede identificar el ADNc para la desaturasa de Schizichytrium o Crythecodinium con base en la secuencia de
nucleétidos de una Fad5-2.

Las moléculas de acido nucleico correspondientes a las variantes alélicas naturales y homoélogos de los ADNc de
desaturasa de la invencion se pueden aislar con base en s homologia con los acidos nucleicos de la desaturasa
descritos aqui utilizando los ADNc divulgados aqui, o una porcién de los mismos, como sonda de hibridacién de
acuerdo con técnicas estandar de hibridacion bajo condiciones estrictas de hibridacion.

Se pueden identificar los ortélogos, homodlogos y las variantes alélicas utilizando métodos conocidos en el arte (por
ejemplo, por medio de hibridaciéon con una molécula aislada de acido nucleico de la presente invencion, por ejemplo,
bajo condiciones estrictas de hibridacion). Se describe aqui una molécula aislada de acido nucleico que tiene al
menos 15, 20, 25, 30 o mas nucledtidos de longitud y que hibrida bajo condiciones estrictas con la molécula de acido
nucleico que contiene la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 6 3. También se describe un acido nucleico
que tiene al menos 50-100, 100-250, 250-500, 500-700, 750-1000, 1000-1250, 1250-1500, 1500-1750, 1750-2000,
2000-2250, 2250-2500, 2500-2750, 2750-3000, 3250-3500, 3500-3750 o mas nucledtidos de longitud.

Como se lo utiliza aqui, el término "hibrida bajo condiciones estrictas" pretende describir condiciones de hibridacion y
lavado bajo las cuales las secuencias de nucledtido que son significativamente idénticas u homdlogas entre si
permanecen hibridadas entre si. Preferiblemente, las condiciones son tales que las secuencias que son
aproximadamente al menos 70%, mas preferiblemente aproximadamente 80%, incluso mas preferiblemente
aproximadamente a menos 85% 6 90% idénticas entre si permanecen hibridadas entre si. Tales condiciones
estrictas son conocidas por aquellos capacitados en el arte y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel y colaboradores, eds., John Wiley & Sons, Inc. (1995), secciones 2, 4, y 6. Se pueden encontrar
condiciones estrictas adicionales en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook y colaboradores, Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1989), capitulos 7, 9, y 11. Un ejemplo preferido no limitante de
condiciones estrictas de hibridacion incluye hibridacion en 4X cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC),
aproximadamente a 65 - 70°C (o alternativamente hibridacion en 4X SSC mas 50% de formamida aproximadamente
a 42 - 50°C) seguido por uno o mas lavados en 1X SSC, aproximadamente a 65 - 70°C. Un ejemplo preferido, no
limitante de condiciones de hibridacion altamente estrictas incluye hibridacion en 1X SSC, aproximadamente a 65 []
70°C (o alternativamente hibridacion en 1X SSC mas 50% de formamida aproximadamente a 42 - 50°C) seguido por
uno o mas lavados en 0,3X SSC, aproximadamente a 65 - 70°C. Un ejemplo preferido no limitante de condiciones de
hibridaciéon poco estrictas incluyen hibridacion en 4X SSC, aproximadamente a 50 - 60°C (o alternativamente
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hibridacion en 6X SSC mas 50% de formamida aproximadamente a 40 - 45°C) seguido por uno o mas lavados en 2X
SSC, aproximadamente a 50 - 60°C. Los rangos intermedios de los valores anteriormente mencionados, por
ejemplo, a 65-70°C o a 42 - 50°C también son abarcados por la presente invencion. Se puede sustituir SSPE (1x
SSPE es NaCl 0,15 M, NaH»PO4 10 mM, y EDTA 1,25 mM, pH 7,4) por SSC (1X SSC es NaCl 0,15M y citrato de
sodio 15 mM) en los reguladores de hibridacion y lavado; los lavados se llevan a cabo durante 15 minutos cada vez
después de completar la hibridacién. La temperatura de hibridacion para los hibridos que se anticipé eran menores a
50 pares de bases de longitud debe ser 5 - 10°C menor que la temperatura de fusion (Tm) del hibrido, donde T, de
acuerdo a las ecuaciones siguientes. Para hibridos de menos de 18 pares de bases de longitud, T, (°C) =2(# de A +
T bases) + 4(# de G + C bases). Para hibridos entre 18 y 49 pares de bases de longitud, T, (°C) = 81,5 + 16,6
(log1o[Na']) + 0,41 (% de G + C)-(600/N), donde N es el nimero de bases en el hibrido, y [Na'] es la concentracion
de iones sodio en el regulador de hibridacién ([Na®] para 1X SSC = 0,165 M). La persona capacitada en el arte se
dara cuenta también que pueden afadirse reactivos adicionales para hibridacién y/o reguladores de lavado para
disminuir la hibridaciéon no especifica de moléculas de acido nucleico con membranas, por ejemplo, membranas de
nitrocelulosa o nylon, incluyendo pero sin limitarse a agentes de bloqueo (por ejemplo, BSA o esperma de salmén o
de arenque portador de ADN ), detergentes (por ejemplo, SDS), agentes de quelacién (por ejemplo, EDTA), Ficoll,
PVP y similares. Cuando se utilizan membranas de nylon en particular, un ejemplo preferido adicional no limitante de
condiciones estrictas de hibridacion es la hibridacion en NaH,PO4 0,25 - 0,5 M, 7% de SDS aproximadamente a
65°C, seguido por uno o mas lavados con NaH,PO4 0,02 M, 1% de SDS a 65°C (ver por ejemplo, Church y Gilbert
(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991 - 1995), o alternativamente 0,2X SSC, 1% de SDS.

Preferiblemente, una molécula aislada de acido nucleico de la invencion que hibrida bajo condiciones estrictas con la
secuencia de la SEQ ID NO: 5, corresponde a una molécula de acido nucleico de ocurrencia natural. Como se lo
utiliza aqui, una molécula de acido nucleico "de ocurrencia natural" se refiere a una molécula de ARN o ADN que
tiene una secuencia de nucledtidos que se presenta en la naturaleza (por ejemplo, que codifica una proteina
natural).

Ademas de las variantes alélicas de ocurrencia natural de las secuencias de desaturasa que pueden existir en la
poblacion, la persona capacitada se dara cuenta ademas que pueden introducirse cambios por medio de mutacion
en las secuencias de nucleotidos de las SEQ ID NO: 5, conduciendo por lo tanto a cambios en la secuencia de
aminoacidos de las proteinas desaturasa codificadas, sin alterar la habilidad funcional de las proteinas desaturasa.
Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones de nucledtidos que conducen a sustituciones de aminoacidos en
residuos aminoacidos "no esenciales" en la secuencia de la SEQ ID NO: 5. Un residuo aminoacido "no esencial" es
un residuo que puede ser alterado a partir de la secuencia de tipo silvestre de Fad5-2 (por ejemplo, la secuencia de
la SEQ ID NO: 6) sin alterar la actividad biolégica, mientras que se requiere un residuo aminoacido "esencial" para la
actividad bioldgica. Por ejemplo, los residuos aminoacidos que se conservan entre las proteinas desaturasa de la
presente invencion, por ejemplo, aquellos presentes en un motivo de enlazamiento hemo o un motivo de histidina, se
predice que son particularmente no sensibles a alteracion. Ademas, los residuos aminoacidos adicionales que se
conservan entre las proteinas desaturasa de la presente invencién y otros miembros de la familia de desaturasas de
acido graso probablemente no son sensibles a alteracion.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién se relaciona con moléculas de acido nucleico que codifican proteinas
desaturasa que contienen cambios en los residuos aminoacidos que no son esenciales para la actividad. Tales
proteinas desaturasa difieren en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 u 8, reteniendo aun la actividad
biolégica. En una modalidad, la molécula aislada de acido nucleico incluye una secuencia de nucledtidos que
codifica una proteina, en donde la proteina incluye una secuencia de aminoacidos que es al menos 98% 99% o0 mas
homologa con la SEQ ID NO: 6, por ejemplo, con la longitud completa de la SEQ ID NO: 6.

Se puede crear una molécula aislada de acido nucleico que codifica una proteina desaturasa homéloga a la proteina
de la SEQ ID NO: 6, por medio de la introduccion de una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de
nucledtidos dentro de la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 5, de tal manera que se introduzcan una o mas
sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos dentro de la proteina codificada. Se pueden introducir
mutaciones en la SEQ ID NO: 5, por medio de técnicas estandar, tales como mutagénesis dirigida al sitio y
mutagénesis mediada por PCR. Preferiblemente se hacen sustituciones conservadoras de aminoacidos en uno o
mas residuos predichos de aminoacidos no esenciales. Una "sustitucion conservadora de aminoacidos" es una en la
cual el residuo aminoacido es remplazado con un residuo aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las
familias de residuos aminoacidos que tienen cadenas laterales similares han sido definidas en el arte. Estas familias
incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).
De este modo, un residuo predicho de aminoacido no esencial en una proteina desaturasa es preferiblemente
remplazado con otro residuo aminoacido de la misma familia de cadena lateral. Alternativamente, se puede
introducir mutaciones aleatorias a lo largo de toda o parte de una secuencia de codificacion de desaturasa, tal como
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por medio de mutagénesis por saturacion, y se pueden seleccionar los mutantes resultantes por la actividad
biologica de la desaturasa para identificar mutantes que retengan actividad. Después de la mutagénesis de la SEQ
ID NO: 5, se puede expresar la proteina codificada en forma recombinante y se puede determinar la actividad de la
proteina.

Se puede analizar una proteina desaturasa mutante por la habilidad para (i) interactuar con un sustrato de
desaturasa o una molécula objetivo (por ejemplo, un acido graso intermedio); y/o (ii) formar un doble enlace entre
atomos de carbono en un sustrato de desaturasa o una molécula objetivo.

Il. Proteinas Desaturasa Aisladas

Un aspecto de la invencion se relaciona con proteinas desaturasa recombinantes o asiladas y polipéptidos, y con
porciones bioldgicamente activas de los mismos. En una modalidad, se pueden aislar proteinas desaturasa nativas
de fuentes de células o tejidos por medio de un esquema apropiado de purificaciéon utilizando técnicas estandar para
purificacion de proteinas. En otra modalidad, se producen proteinas desaturasa por medio de técnicas de ADN
recombinante. En forma alternativa a la expresién recombinante, se puede sintetizar quimicamente una proteina
desaturasa o polipéptido utilizando técnicas estandar para sintesis de péptidos.

Una proteina "aislada" o "purificada" o una porcion biolégicamente activa de la misma esta sustancialmente libre de
material celular o de otras proteinas recombinantes de la fuente de células o tejidos a partir de la cual se deriva la
proteina desaturasa, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros compuestos quimicos cuando se la
sintetiza quimicamente. La expresién "sustancialmente libre de material celular" incluye preparaciones de proteina
desaturasa en las cuales se separa la proteina de componentes celulares de las células a partir de las cuales se
aisla o se la produce en forma recombinante. En una modalidad, la expresion "sustancialmente libre de material
celular" incluye preparaciones de proteina desaturasa que tienen aproximadamente menos de 80%, 70%, 60%,
50%, 40%, o 30% (en peso seco) de proteina no desaturasa (también denominada aqui como una "proteina
contaminante"), mas preferiblemente aproximadamente menos del 20% de proteina no desaturasa, aun mas
preferiblemente menos del 10% de proteina no desaturasa, y lo mas preferible aproximadamente menos del 5% de
proteina no desaturasa. Cuando la proteina desaturasa o una porcién biolégicamente activa de la misma es
producida en forma recombinante, esta también preferiblemente sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir,
que el medio de cultivo representa aproximadamente menos del 20%, mas preferiblemente aproximadamente
menos del 10%, y lo mas preferible aproximadamente menos del 5% del volumen de la preparacién de proteina.

La expresion "sustancialmente libre de precursores quimicos o de otros compuestos quimicos" incluye
preparaciones de proteina desaturasa en las cuales la proteina esta separada de los precursores quimicos o de
otros compuestos quimicos que estan involucrados en la sintesis de la proteina. En una modalidad, la expresion
"sustancialmente libre de precursores quimicos o de otros compuestos quimicos" incluye preparaciones de proteina
desaturasa que tiene aproximadamente menos del 30% (en peso seco) de precursores quimicos o de productos
quimicos que no son de desaturasa, més preferiblemente aproximadamente menos del 20% de precursores
quimicos o de productos quimicos que no son de desaturasa, aun mas preferiblemente aproximadamente menos del
10% de precursores quimicos o de productos quimicos que no son de desaturasa, y lo mas preferible
aproximadamente menos del 5% de precursores quimicos o de productos quimicos que no son de desaturasa. Debe
entenderse que las proteinas o esta invencion pueden estar también en una forma que sea diferente que sus
correspondientes proteinas de ocurrencia natural y/o que estén asociadas con al menos algunos componentes
celulares. Por ejemplo, la proteina puede estar asociada con una membrana celular.

Como se lo utiliza, una “porcion biolégicamente activa” de una proteina desaturasa incluye un fragmento de una
proteina desaturasa que participa en una interaccion entre una molécula de desaturasa y una molécula que no es de
desaturasa (por ejemplo, un sustrato de desaturasa tal como acido graso). Las porciones biolégicamente activas de
una proteina desaturasa incluyen péptidos que contienen secuencias de aminoacidos suficientemente homadlogas a
o derivadas de las secuencias de aminoacidos de desaturasa, por ejemplo, las secuencias de aminoacidos
mostradas en la SEQ ID NO: 6 que incluyen suficientes residuos aminoacidos para exhibir al menos una actividad de
una proteina desaturasa. Tipicamente, las porciones biolégicamente activas contienen un dominio o motivo con al
menos una actividad de la proteina desaturasa; la habilidad para (i) interactuar con un sustrato de desaturasa o
molécula objetivo (por ejemplo, un acido graso intermedio); y/o (ii) formar un enlace doble entre 4tomos de carbono
en un sustrato de desaturasa o molécula objetivo. Una porcién biolégicamente activa de una proteina desaturasa
puede ser un polipéptido que sea, por ejemplo, de 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200 o mas aminoacidos de longitud.

Una porcién biolégicamente activa de una proteina desaturasa contiene un motivo de enlazamiento de hemo y/o al
menos motivos de histidina, preferiblemente aproximadamente tres motivos de histidina. Ademas, se pueden
preparar otras porciones biolégicamente activas, en las cuales se suprimen otras regiones de la proteina, por medio
de técnicas recombinantes y evaluar una o mas de las actividades funcionales de una proteina desaturasa nativa.
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En una modalidad preferida, una proteina desaturasa tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID
NO: 6. En otras modalidades, la proteina desaturasa es sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO: 6 y retiene la
actividad funcional de la proteina de la SEQ ID NO: 6, incluso difiere en la secuencia de aminoacidos debido a una
variacion alélica natural o mutagénesis, como se describe en detalle en la subseccion | anterior. En otra modalidad,
la proteina desaturasa es una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos al menos 98%, 99% o mas
idéntica a la SEQ ID NO: 6.

En otra modalidad, la invencién se caracteriza por una proteina desaturasa que es codificada por una molécula de
acido nucleico que consiste de la secuencia e nucledtidos de la SEQ ID NO: 5, o un complemento de la misma.
También se describe aqui una proteina desaturasa que es codificada por una molécula de acido nucleico que
consiste de una secuencia de nucleétidos que hibrida bajo condiciones de hibridacion estrictas a un complemento de
una molécula de acido nucleico que contiene la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 5, o un complemento de
la misma.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de &cido
nucleico, se alinean las secuencias con el propdsito de una comparacion éptima (por ejemplo, se pueden introducir
espacios en una o en ambas de una primera y una segunda secuencia de aminoacidos o de acido nucleico para
alineacion 6ptima y se pueden ignorar secuencias no homélogas para propositos de comparacion). La longitud de
una secuencia de referencia alineada para propoésitos de comparacion es al menos 30%, preferiblemente al menos
40%, mas preferiblemente al menos 50%, incluso mas preferiblemente al menos 60%, e incluso mas preferiblemente
al menos 70%, 80%, 6 90% de la longitud de la secuencia preferida (por ejemplo, cuando se alinea una segunda
secuencia con la secuencia de aminoacidos de Fad5-2 de la SEQ ID NO: 6 que tiene 456 residuos aminoacidos, al
menos 137, preferiblemente al menos 182, mas preferiblemente al menos 228, incluso mas preferiblemente al
menos 273, e incluso mas preferiblemente se alinean al menos 319, 365, 6 419 residuos aminoacidos. Se comparan
luego los residuos aminoacidos o nucleétidos con las correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de
nucledtidos positions. Cuando una posicidon en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo aminoacido
o nucleétido que la correspondiente posicion en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa
posicion (como se utiliza aqui, “identidad” de aminoacido o acido nucleico es equivalente a “homologia” de
aminoacido o acido nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del numero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada
hueco, que deben ser introducidos para una alineacion optima de las dos secuencias.

La comparacién de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias pueden ser
logradas utilizando un algoritmo matematico. En una modalidad preferida, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de aminoacidos se determina utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444 -
453 (1970)) que ha sido incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
http://www.gcg.com), utilizando ya sea una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250; y un peso de hueco de 16, 14,
12, 10, 8, 6, 6 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. En aun otra modalidad preferida, el porcentaje de
identidad entre dos secuencias de nucledtidos se determina utilizando el programa GAP en el paquete de software
GCG (disponible en http://www.gcg.com), utilizando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60,
70, 6 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. Un ejemplo no limitante preferido de parametros para ser
utilizados junto con el programa GAP incluyen una matriz de puntuacién Blosum 62 con una penalizacion por hueco
de 12, una penalizacion extendida por hueco de 4, y una penalizacion por hueco por cambio de marco de 5.

En otra modalidad, el porcentaje de identidad entre dos aminoacidos o secuencias de nucleétidos se determina
utilizando el algoritmo de Meyers y Miller (Comput. Appl. Biosci., 4: 11 - 17 (1988)) que ha sido incorporado en el
programa ALIGN (version 2.0 o version 2.0U), utilizando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacion
por longitud de hueco de 12 y una penalizacién por hueco de 4.

Las secuencias de acido nucleico y de proteina de la presente invencion pueden ser utilizadas adicionalmente como
una "secuencia de consulta" para llevar a cabo una busqueda contra bases de datos publicas, por ejemplo, para
identificar otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Tales busquedas pueden ser llevadas a cabo
utilizando los programas NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403 - 10. Las
blusquedas de nucledtidos por BLAST pueden ser llevadas a cabo con el programa NBLAST, puntuacién = 100,
longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucleétidos homoélogas a moléculas de acido nucleico para
desaturasa de la invencion. Las busquedas de proteina por BLAST pueden ser llevadas a cabo con el programa
XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homadlogas a moléculas
de proteina desaturasa de la invencion. Para obtener alineaciones lineales para propdsitos de comparacion, se
puede utilizar Gapped BLAST como se describe en Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389 - 3402.
Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parametros predeterminados de los
programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Ver http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Ill. Métodos para producir acidos grasos insaturados

La presente invencion provee métodos nuevos y mejorados para la produccion de acidos grasos insaturados, por
ejemplo, los LCPUFA, por ejemplo, DHA (acido docosahexaendico , 22:6 (n-6)), DPA (acido docosapentandico, 22:5
(n-6)), AA (acido araquiddnico, 20: 4 (n-6)) y EPA (acido eicosapentaendico, 20:5(n-3)).

A. Células recombinantes y métodos para cultivar células

La presente invencion presenta adicionalmente vectores recombinantes que incluyen secuencias de acido nucleico
que codifican los productos génicos tal como se describe en este documento, preferiblemente los productos génicos
Fad4, Fad5, Fad5-2, y Fad6. El término vector recombinante incluye un vector (por ejemplo, plasmido) que ha sido
alterado, modificado o tratado por ingenieria genética de tal manera que contenga mas, menos o diferentes
secuencias de acido nucleico que aquellas incluidas en el vector nativo o plasmido. En una modalidad, un vector
recombinante incluye la secuencia de acido nucleico que codifica al menos una enzima desaturasa de acido graso
operativamente enlazada a secuencias reguladoras. La frase "operativamente enlazada a una secuencia(s)
reguladora(s)" significa que la secuencia de nucledtidos de interés esta enlazada a la(s) secuencia(s) reguladora(s)
en una forma que permita la expresion (por ejemplo, expresion mejorada, incrementada, constitutiva, basal,
atenuada, disminuida o reprimida) de la secuencia de nucleétidos, preferiblemente expresién de un producto génico
codificado por la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, cuando se introduce el vector recombinante en una célula).
Los ejemplos de vectores son descritos aqui con mas detalle asi como, por ejemplo, en Frascotti et al., Patente
Estadounidense No. 5.721.137.

El término "secuenciador regulador” incluye secuencias de acido nucleico que afectan (por ejemplo, modulan o
regulan) la expresion de otras secuencias (no reguladoras) de acido nucleico. En una modalidad, una secuencia
reguladora esta incluida en un vector recombinante en una posicién similar o idéntica y/o orientacion relativa a un
gen particular de interés como se observa para la secuencia reguladora y el gen de interés tal y como se presenta
en la naturaleza, por ejemplo, en una posicion y/o orientacion nativa. Por ejemplo, se puede incluir un gen de interés
(por ejemplo, un gen para Fad5-2) en un vector recombinante operativamente enlazado a una secuencia reguladora
que acompafa o es adyacente al gen en el organismo natural (por ejemplo, operativamente enlazado a una
secuencia reguladora "nativa" de Fad5-2 (por ejemplo, al promotor "nativo" de Fad5-2). Alternativamente, un gen de
interés (por ejemplo, un gen para Fad5-2) puede ser incluido en un vector recombinante operativamente enlazado a
una secuencia reguladora que acompafia o es adyacente a otro gen (por ejemplo, uno diferente) en el organismo
natural. Por ejemplo, un gen para Fad5-2 gene puede ser incluido en un vector operativamente enlazado a
secuencias reguladoras que no son de Fad4, Fad5, Fad5-2, o Fad6. Alternativamente, se puede incluir un gen de
interés (por ejemplo, un gen para Fad5-2 gene) en un vector operativamente enlazado a una secuencia reguladora
de otro organismo. Por ejemplo, se pueden enlazar operativamente secuencias reguladoras de otros microbios (por
ejemplo, otras secuencias reguladoras bacterianas, secuencias reguladoras de bacteriéfagos y similares) a un gen
particular de interés.

Las secuencia reguladoras preferidas incluyen promotores, reforzadores, sefiales de terminacion y otros elementos
de control de la expresion (por ejemplo, sitios de enlazamiento para proteinas reguladoras transcripcionales y/o de
traduccion, por ejemplo, en el ARNm transcrito). Tales secuencias reguladoras estan descritas, por ejemplo, en
Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. Las secuencias reguladoras
incluyen a aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en una célula (por ejemplo,
promotores constitutivos y promotores constitutivos fuertes), a aquellas que dirigen expresiéon inducible de una
secuencia de nucleotidos en una célula (por ejemplo, promotores inducibles, por ejemplo, promotores inducibles de
xilosa) y aquellas que atendan o reprimen la expresidon de una secuencia de nucleétidos en una célula (por ejemplo,
sefales de atenuacién o secuencias represoras). También se encuentra dentro del alcance de la presente invencion
regular la expresion de un gen de interés por medio de la remocién o supresién de secuencias reguladoras. Por
ejemplo, se pueden remover secuencias involucradas en la regulacion negativa de transcripcion de tal manera que
se refuerza la expresion de un gen de interés.

En una modalidad, un vector recombinante de la presente invencion incluye secuencias de acido nucleico que
codifican al menos un producto génico (por ejemplo, Fad5-2) operativamente enlazadas a un promotor o a una
secuencia promotora.

En aun otra modalidad, un vector recombinate de la presente invencion incluye una secuencia terminadora o
secuencias terminadoras (por ejemplo, secuencias terminadoras de la transcripcion). El término “secuencias
terminadoras” incluye secuencias reguladoras que sirven para terminar la transcripciéon del ARNm. Las secuencias
terminadoras (o los terminadores en tdndem de la transcripciéon) pueden servir ademas para estabilizar el ARNm
(por ejemplo, por medio de la adicion de estructura al ARNm), por ejemplo, contra nucleasas.

En aun otra modalidad, un vector recombinante de la presente invencion incluye secuencias de resistencia a los
antibidticos. El término "secuencias de resistencia a los antibidticos" incluye secuencias que promueven o confieren
resistencia a los antibiéticos a los organismos huésped. En una modalidad, las secuencias de resistencia a los
antibiéticos se seleccionan del grupo que consiste de secuencias cat (resistencia al cloranfenicol), tet (resistencia a
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la tetraciclina), secuencias erm (resistencia a la eritromicina), secuencias neo (resistencia a la neomicina) y
secuencias spec (resistencia a la espectinomicina). Los vectores recombinantes de la presente invencion pueden
incluir adicionalmente secuencias de recombinacién homdlogas (por ejemplo, secuencias disefiadas para permitir la
recombinacion del gen de interés dentro del cromosoma del organismo huésped). Por ejemplo, se pueden utilizar
secuencias amyE como objetivos de homologia para recombinacién dentro del cromosoma huésped.

El término "célula manipulada" incluye una célula que ha sido modificada por ingenieria (por ejemplo, modificada por
medio de ingenieria genética) o modificada de tal manera que la célula tiene al menos una desaturasa de acido
graso, por ejemplo, Fad5-2, de tal manera que se produce un acido graso insaturado. La modificacién o tratamiento
por ingenieria genética de tales microorganismos puede ser de acuerdo con la metodologia descrita aqui incluyendo,
pero sin limitarse a, desregulacién de una ruta biosintética y/o sobreexpresion de al menos una enzima biosintética.
Una enzima "manipulada” (por ejemplo, una enzima biosintética "manipulada") incluye una enzima, cuya expresion o
produccién ha sido alterada o modificada de tal manera que se altera o modifica al menos un precursor, sustrato o
producto secuencia arriba o secuencia debajo de la enzima, por ejemplo, comparado con la correspondiente enzima
de origen natural o de tipo silvestre.

El término "sobreexpresado” o "sobreexpresion" incluye la expresidon de un producto génico (por ejemplo, una
desaturasa de acido graso) a un nivel mayor que aquella expresada antes de la manipulacion de la célula o en una
célula comparable que no ha sido manipulada. En una modalidad, la célula puede ser genéticamente manipulada
(por ejemplo, modificada por ingenieria genética) para sobreexpresar un nivel de producto génico superior a aquella
expresada antes de la manipulacion de la célula o en una célula comparable que no ha sido manipulada. La
manipulacion genética pude incluir, pero no se limita a, alterar o modificar secuencias reguladoras o sitios asociados
con la expresion de un gen particular (por ejemplo, por medio de la adicién de promotores fuertes, promotores
inducibles o promotores multiples o por medio de la remocién de secuencias reguladoras de tal manera que la
expresion es constitutiva), modificando la ubicacion cromosémica de un gen particular, alterando las secuencias de
acido nucleico adyacentes a un gen particular tal como un sitio de enlazamiento del ribosoma o terminador de la
transcripcion, incrementando el niumero de copias de un gen particular, modificando proteinas (por ejemplo,
proteinas reguladoras, supresores, reforzadores, activadores transcripcionales y similares) involucradas en la
transcripcion de un gen particular y/o la traduccion de un producto génico particular, o cualquier otro medio
convencional de desregulacién de la expresion de genes rutinario en el arte (incluyendo pero sin limitarse al uso de
moléculas antisentido de acido nucleico, por ejemplo, para bloquear la expresion de proteinas represoras).

En otra modalidad, la célula puede ser fisica o ambientalmente manipulada para sobreexpresar un nivel de producto
geénico superior a aquel expresado antes de la manipulacién de la célula o en una célula comparable que no ha sido
manipulada. Por ejemplo, una célula puede ser tratada con o cultivada en presencia de un agente conocido o que se
sospecha que incrementa la transcripcion de un gen particular y/o la traducciéon de un producto génico particular de
tal manera que se refuerzan o se incrementan la transcripcion y/o la traduccion. Alternativamente, una célula puede
ser cultivada a una temperatura seleccionada para incrementar la transcripcién de un gen particular y/o la traduccion
de un producto génico particular de tal manera que se refuerzan o se incrementan la transcripcion y/o la traduccion.

El término "desregulado” o "desregulacion” incluyen la alteracién o la modificacion de al menos un gen en una célula
que codifica una enzima en una ruta biosintética, de tal manera que se altera o modifica el nivel o la actividad de la
enzima biosintética en la célula. Preferiblemente, se altera o modifica al menos un gen que codifica una enzima en
una ruta biosintética de tal manera que se refuerza o incrementa el producto génico. La frase "ruta desregulada”
puede incluir también una ruta biosintética en la cual se altera 0 modifica mas de un gen que codifica una enzima en
una ruta biosintética de tal manera que se altera o modifica el nivel o actividad de mas de una enzima biosintética.
La habilidad para "desregular" una ruta (por ejemplo, para desregular simultaneamente mas de un gen en una ruta
biosintética dada) en una célula surge del fenédmeno particular de células en las cuales mas de una enzima (por
ejemplo, dos o tres enzimas biosintéticas) son codificadas por genes adyacentes entre si sobre una pieza contigua
de material genético llamada un "operon".

El término "operén” incluye una unidad coordinada de expresion génica que contiene un promotor y posiblemente un
elemento regulador asociado con uno o mas, preferiblemente al menos dos, genes estructurales (por ejemplo, genes
que codifican enzimas, por ejemplo, enzimas biosintéticas). La expresion de los genes estructurales puede ser
regulada en forma coordinada, por ejemplo, por medio del enlazamiento de proteinas reguladoras al elemento
regulador o por medio de anti-terminacién de la transcripcion. Los genes estructurales pueden ser transcritos para
producir un solo ARNm que codifica todas las proteinas estructurales. Debido a la regulacion coordinada de genes
incluidos en un operdn, a la alteracion o modificacion del promotor individual y/o del elemento regulador puede dar
como resultado una alteracion o modificacion de cada producto génico codificado por el operdn. La alteracién o
modificacién del elemento regulador puede incluir, pero no se limita a la remocién del promotor endégeno y/o del(de
los) elemento(s) regulador(es), afiadiendo promotores fuertes, promotores inducibles o promotores multiples o
removiendo secuencias reguladoras de tal manera que se modifica la expresién de los productos génicos,
modificando la ubicaciéon cromosémica del operdn, alterando las secuencias de acido nucleico adyacentes al operon
o dentro del operdn tal como un sitio de enlazamiento del ribosoma, incrementando el numero de copias del operén,
modificando proteinas (por ejemplo, proteinas reguladoras, supresores, reforzadores, activadores transcripcionales y
similares) involucradas en la transcripcion del operdn y/o la traduccidon de los productos génicos del operén, o
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cualquier otro medio convencional de desregulacion de la expresiéon de genes rutinario en el arte (incluyendo pero
sin limitarse al uso de moléculas antisentido de acido nucleico, por ejemplo, para bloquear la expresion de proteinas
represoras). La desregulacion también puede involucrar la alteracion de la regién de codificacién de uno o mas
genes para producir, por ejemplo, una enzima que sea resistente a la retroalimentacién o que tenga una actividad
especifica mayor o menor.

Se ha modificado por ingenieria genética una célula “recombinante” particularmente preferida de la presente
invencion para sobreexpresar un gen derivado de una planta o un producto génico o un gen derivado de un
microorganismo o producto génico. El término "derivado de una planta", "derivado de un microorganismo", o
"derivado de" por ejemplo, incluye un gen que se encuentra naturalmente en un microorganismo o una planta, por
ejemplo, una planta oleaginosa, o un producto génico (por ejemplo, Fad5-2) o que es codificado por un gen de una
planta o un gen de un microorganismo (por ejemplo, codificado por la SEQ ID NO: 5).

Las metodologias de la presente invencion se relacionan con células recombinantes que sobreexpresan al menos
una desaturasa de acido graso.

En otra modalidad, se ha modificado por ingenieria genética una célula recombinante de la presente invencion para
sobreexpresar una A5 desaturasa de Pythium irregulare (el producto génico Fad5-2) (por ejemplo, una desaturasa
de acido graso que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 o codificada por una molécula de acido
nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 5).

En otra modalidad, la invencién se caracteriza por una célula (por ejemplo, una célula microbiana) que ha sido
transformada con un vector que comprende una secuencia de acido nucleico para desaturasa de acido graso como
la expuesta en la SEQ ID NO: 5).

Otro aspecto de la presente invencion se relaciona con un método para modulacién de la producciéon de acidos
grasos que comprende el cultivo de células transformadas por las moléculas de acido nucleico de la presente
invencion (por ejemplo, una desaturasa) de tal manera que se presenta la modulacion de la produccion de acido
graso (por ejemplo, se mejora la produccién de acidos grasos insaturados). El método para cultivar células
transformadas por las moléculas de acido nucleico de la presente invencién (por ejemplo, Fad5-2) para modular la
produccién de acidos grasos es denominada aqui como "biotransformacion." Los procesos de biotransformacion
pueden utilizar células recombinantes y/o desaturasas descritas aqui. El término "proceso de biotransformacion”,
también denominado aqui como "procesos de bioconversion" incluyen procesos biolégicos que resultan en la
produccién (por ejemplo, transformacion o conversion) de cualquier compuesto (por ejemplo, sustrato, compuesto
intermedio o producto) que esta corriente arriba de una desaturasa de acido graso en un compuesto (por ejemplo,
substrato, compuesto intermedio, o producto) que esta corriente debajo de una desaturasa de acido graso, en
particular, un acido graso insaturado. En una modalidad, la invencién se caracteriza por un proceso de
biotransformacion para la produccion de un acido graso insaturado que comprende poner en contacto una célula que
sobreexpresa al menos una desaturasa de acido graso con al menos un sustrato apropiado bajo condiciones de tal
manera que se produce un acido graso insaturado y, opcionalmente, recuperar el acido graso. En una modalidad
preferida, la invencidén se caracteriza por un proceso de biotransformaciéon para la producciéon de acidos grasos
insaturados que comprende poner en contacto una célula que sobreexpresa Fad5-2 con un sustrato apropiado (por
ejemplo, un acido graso intermedio) bajo condiciones de tal manera que se produzca un acido graso insaturado (por
ejemplo, DHA, SDA, o GLA) y, opcionalmente, recuperar el acido graso insaturado. Las condiciones bajo las cuales
se produce un acido graso insaturado pueden incluir cualquiera de las condiciones que resultan en la produccion
deseada de un &cido graso insaturado.

La(s) célula(s) y/o enzimas utilizada(s) en la(s) reacciones de biotransformacion estan en una forma que le(s)
permite llevar a cabo su pretendida funcion (por ejemplo, la produccién de acidos grasos deseados). Las células
pueden ser células enteras, o pueden ser Unicamente aquellas porciones de las células necesarias para obtener el
resultado final deseado. Las células pueden ser suspendidas (por ejemplo, en una solucién apropiada tal como
soluciones o medios amortiguados), lavadas (por ejemplo, lavadas hasta quedar libres del medio de cultivo celular),
secadas con acetona, inmovilizadas (por ejemplo, con gel de poliacrilamida o carragenina kappa o sobre soportes
sintéticos, por ejemplo, perlas, matrices y similares), fijadas; entrecruzadas o permeabilizadas (por ejemplo, que
tengan membranas y/o paredes permeabilizadas de tal manera que los compuestos, por ejemplo, sustratos,
compuestos intermedios o productos puedan pasar mas facilmente a través de dicha membrana o pared). El tipo de
célula puede ser cualquier célula que pueda ser utilizada en los métodos de la invencién, por ejemplo, células
vegetales, animales, o microbianas.

Un aspecto importante de la presente invencion involucra el crecimiento de la planta recombinante o el cultivo de los
microorganismos recombinantes descritos aqui, de tal manera que se produzca un compuesto deseado (por
ejemplo, un acido graso insaturado deseado). El término "cultivo" incluye el mantenimiento y/o el desarrollo de un
microorganismo vivo de la presente invencion (por ejemplo, el mantenimiento y/o el desarrollo de un cultivo o cepa).
En una modalidad, se cultiva un microorganismo en medio liquido. En otra modalidad, se cultiva un microorganismo
en un medio solido o en un medio semisélido. En una modalidad preferida, se cultiva un microorganismo en un
medio (por ejemplo, un medio liquido estéril) que contiene nutrientes esenciales o benéficos para el mantenimiento
y/o el desarrollo del microorganismo (por ejemplo, fuentes de carbono o un sustrato de carbono, por ejemplo
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carbohidratos complejos tales como alubias o harina de granos, almidones, azlcares, alcoholes de azucar,
hidrocarburos, aceites, grasas, acidos grasos, acidos organicos y alcoholes; fuentes de nitrégeno, por ejemplo,
proteinas vegetales, peptonas, péptidos y aminoacidos derivados de granos, alubias y tubérculos, proteinas,
péptidos y aminoacidos derivados de fuentes animales tales como carne, leche y subproductos animales tales como
peptonas, extractos de carne e hidrolizados de caseina; fuentes de nitrdgeno inorganico tales como urea, sulfato de
amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y fosfato de amonio; fuentes de fdésforo, por ejemplo, acido fosférico,
sales de sodio y potasio de los mismos; elementos traza, por ejemplo, magnesio, hierro, manganeso, calcio, cobre,
zinc; sales de boro, molibdeno, y/o cobalto; asi como factores de crecimiento tales como aminoacidos; vitaminas,
promotores de crecimiento y similares).

Preferiblemente, se cultivan los microorganismos bajo un pH controlado. El término "pH controlado” incluye cualquier
pH que resulta en la produccién del producto deseado (por ejemplo, un acido graso insaturado). En una modalidad,
se cultivan los microorganismos a un pH de aproximadamente 7. En otra modalidad, se cultivan los microorganismos
a un pH entre 6,0 y 8,5. El pH deseado se puede mantener por medio de una cantidad de métodos conocidos por
aquellos capacitados en el arte.

Preferiblemente también, se cultivan los microorganismos bajo una aireacion controlada. El término "aireacion
controlada" incluye una aireacion suficiente (por ejemplo, con oxigeno) que resulta en la producciéon del producto
deseado (por ejemplo, un acido graso insaturado). En una modalidad, se controla la aireacion por medio de la
regulacion de los niveles de oxigeno en el cultivo, por ejemplo, regulando la cantidad de oxigeno disuelto en el
medio de cultivo. Preferiblemente, se controla la aireacion del cultivo por medio de la agitacion del mismo. La
agitacion puede ser proporcionada por una hélice o por un equipo similar de agitacion mecanica, revolviendo o
agitando el recipiente de cultivo (por ejemplo, un fermentador) o por medio de diferentes equipos de bombeo.
Adicionalmente se puede controlar la aireacion por medio del paso de aire estéril o de oxigeno a través del medio
(por ejemplo, a través de la mezcla de fermentacién). Preferiblemente también, se cultivan los microorganismos de
la presente invencién sin excesiva formacion de espuma (por ejemplo, a través de la adicion de agentes
antiespumantes).

Ademas, se pueden cultivar plantas o microorganismos bajo temperaturas controladas. El término "temperatura
controlada" incluye cualquier temperatura que resulte en la produccién del producto deseado (por ejemplo, un acido
graso insaturado). En una modalidad, las temperaturas controladas incluyen entre 15°C y 95°C. En otra modalidad,
las temperaturas controladas incluyen temperaturas entre 15°C y 70°C. Las temperaturas preferidas estan entre
20°C y 55°C, mas preferiblemente entre 30°C y 45°C o entre 30°C y 50°C.

Los microorganismos pueden ser cultivados (por ejemplo, mantenidos y/o cultivados) en medio liquido y
preferiblemente se cultivan, ya sea en forma continua o intermitente, por medio de métodos de cultivo
convencionales tales como un cultivo en reposo, cultivo en tubo de ensayo, cultivo con agitacidon (por ejemplo, un
cultivo con agitacion rotatoria, cultivo en un recipiente con agitacion, etc.), cultivo agitado aireado, o fermentacion. En
una modalidad preferida, se cultivan los microorganismos en matraces con agitacion. En una modalidad mas
preferida, se cultivan los microorganismos en un fermentador (por ejemplo, en un proceso de fermentacion). El
proceso de fermentacion de la presente invencion incluye, pero no se limita a, métodos de fermentacion por tandas,
alimentados por tandas y continuos. La frase "proceso por tandas" o "fermentacién por tandas" se refiere a un
sistema cerrado en el cual la composicion del medio, los nutrientes, aditivos suplementarios y similares se fijan al
comienzo de la fermentacion y no esta sometido a alteraciéon durante la fermentacion, sin embargo, deben hacerse
intentos para controlar factores tales como el pH y la concentracién de oxigeno para evitar una acidulacion excesiva
del medio y/o la muerte de los microorganismos. La frase "proceso por tandas alimentado" o fermentacién "por
tandas alimentada" se refiere a una fermentacién por tandas con la excepciéon de que se afiaden uno o mas
sustratos o suplementos (por ejemplo, afiadidos en incrementos o en forma continua) a medida que avanza la
fermentacion. La frase "proceso continuo" o "fermentacion continua" se refiere a un sistema en el cual se afiade un
medio de fermentacion definido en forma continua a un fermentador y se remueve simultaneamente una cantidad
igual de medio usado o "acondicionado", preferiblemente para la recuperacion del producto deseado (por ejemplo,
un acido graso insaturado). Se han desarrollado una variedad de tales procesos y son bien conocidos en el arte.

La frase "cultivo bajo condiciones de tal manera que se produzca un compuesto deseado (por ejemplo, un acido
graso insaturado, por ejemplo, DHA)" incluye el mantenimiento y/o el cultivo plantas o de microorganismos bajo
condiciones (por ejemplo, temperatura, presion, pH, duracién, etc.) apropiadas o suficientes para obtener la
produccién del compuesto deseado o para obtener rendimientos deseados del compuesto particular que esta siendo
producido. Por ejemplo, se continta el cultivo durante un periodo de tiempo suficiente para producir la cantidad
deseada de un acido graso insaturado (por ejemplo, DHA). Preferiblemente, se contintia el cultivo durante un
periodo de tiempo suficiente para alcanzar sustancialmente una produccién maxima del acido graso insaturado. En
una modalidad, se continua el cultivo aproximadamente durante 12 a 24 horas. En otra modalidad, se continta el
cultivo aproximadamente durante 24 a 36 horas, 36 a 48 horas, 48 a 72 horas, 72 a 96 horas, 96 a 120 horas, 120 a
144 horas, o mas de 144 horas. En otra modalidad, se continta el cultivo durante un periodo de tiempo suficiente
para alcanzar rendimientos en la produccion de acidos grasos insaturados, por ejemplo, se cultivan células de tal
manera que se produzcan al menos aproximadamente 15 a 20 g/L de acidos grasos insaturados, se produzcan al
menos aproximadamente 20 a 25 g/L de acidos grasos insaturados, se produzcan al menos aproximadamente 25 a
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30 g/L de acidos grasos insaturados, se produzcan al menos aproximadamente 30 a 35 g/L de acidos grasos
insaturados, se produzcan al menos aproximadamente 35 a 40 g/L de acidos grasos insaturados (por ejemplo,
aproximadamente al menos 37 g/L de acidos grasos insaturados) o se produzcan al menos aproximadamente 40 a
50 g/L de acidos grasos insaturados. En aun otra modalidad, se cultivan microorganismos bajo condiciones de tal
manera que se produzca un rendimiento preferido de acidos grasos insaturados, por ejemplo, un rendimiento dentro
de un rango expuesto mas arriba, en aproximadamente 24 horas, en aproximadamente 36 horas, en
aproximadamente 48 horas, en aproximadamente 72 horas, o en aproximadamente 96 horas.

En la produccién de acidos grasos insaturados, adicionalmente puede ser deseable cultivar células de la presente
invencién en presencia de sustratos biosintéticos de acido graso como suplemento. El término "sustrato biosintético
de acido graso como suplemento" incluye un agente o compuesto que, cuando se lo pone en contacto con una
célula o se lo incluye en el medio de cultivo de una célula, sirve para mejorar o incrementar la biosintesis de acido
graso insaturado. Se pueden afadir sustratos biosintéticos acido graso como suplemento en la forma de una
solucion concentrada o suspension (por ejemplo, en un solvente adecuado tal como agua o un amortiguador) o en la
forma de un sdlido (por ejemplo, en la forma de un polvo). Ademas, se pueden afiadir sustratos biosintéticos de
acido graso como suplemento de la presente invencion como una sola alicuota, en forma continua o intermitente
durante un periodo dado de tiempo.

La metodologia de la presente invencion puede incluir adicionalmente una etapa de recuperacion de un compuesto
deseado (por ejemplo, un acido graso insaturado). El término "recuperacion" de un compuesto deseado incluye
extraccion, cosecha, aislamiento o purificacion del compuesto a partir del medio de cultivo. La recuperacion del
compuesto se puede llevar a cabo de acuerdo con cualquier metodologia convencional de aislamiento o purificacion
conocida en el arte incluyendo, pero sin limitarse al tratamiento con una resina convencional (por ejemplo, una
resina de intercambio aniénico o catiénico, una resina de adsorcidn no idnica, etc.), el tratamiento con un adsorbente
convencional (por ejemplo, carbén activado, acido silicico, gel de silice, celulosa, alimina, etc.), alteracion del pH,
extraccion con solvente (por ejemplo, con un solvente convencional tal como un alcohol, acetato de etilo, hexano y
similares), dialisis, filtracion, concentracion, cristalizacion, recristalizacion, ajuste del pH, liofilizacién y similares. Por
ejemplo, se puede recuperar un compuesto del medio de cultivo removiendo primero los microorganismos del
cultivo. Se pasa luego el medio a través o sobre una resina de intercambio catidnico para remover cationes no
deseados y luego a través o sobre una resina de intercambio anidnico para remover aniones inorganicos no
deseados y acidos organicos que tienen una acidez mayor que la del acido graso insaturado de interés (por ejemplo,
DHA).

Preferiblemente, se "extrae", "aisla" o "purifica" un compuesto deseado de tal manera que la preparacion resultante
esté sustancialmente libre de otros componentes (por ejemplo, libre de componentes del medio y/o de subproductos
de la fermentacidn). La expresion "sustancialmente libre de otros componentes" incluye preparaciones del
compuesto deseado en las cuales se separa el compuesto (por ejemplo, purificado o parcialmente purificado) de los
componentes del medio o de los subproductos de la fermentacion del cultivo a partir del cual es producido. En una
modalidad, la preparacion tiene aproximadamente mas del 80% (en peso seco) del compuesto deseado (por
ejemplo, aproximadamente menos del 20% de los otros componentes del medio o subproductos de fermentacion),
mas preferiblemente aproximadamente mas del 90% del compuesto deseado (por ejemplo, aproximadamente
menos del 10% de los otros componentes el medio o subproductos de la fermentacién), ain més preferiblemente
aproximadamente més del 95% del compuesto deseado (por ejemplo, aproximadamente menos del 5% de los otros
componentes del medio o subproductos de fermentacién), y lo mas preferible aproximadamente mas del 98 - 99%
del compuesto deseado (por ejemplo, aproximadamente menos del 1 - 2% de los otros componentes el medio o
subproductos de la fermentacion). Cuando el compuesto deseado es un acido graso insaturado que ha sido
convertido en una sal, el compuesto esta preferiblemente libre adicionalmente (por ejemplo, sustancialmente libre)
de contaminantes quimicos asociados con la formacion de la sal. Cuando el compuesto deseado es un acido graso
insaturado que ha sido convertido en un alcohol, el compuesto esta preferiblemente libre adicionalmente (por
ejemplo, sustancialmente libre) de contaminantes quimicos asociados con la formacion del alcohol.

En una modalidad alternativa, el acido graso insaturado deseado no es purificado de la planta o el microorganismo,
por ejemplo, cuando la planta o el microorganismo no es biolégicamente peligroso (por ejemplo, seguro). Por
ejemplo, se puede usar la planta completa o el cultivo (o el sobrenadante del cultivo) como fuente del producto (por
ejemplo, el producto crudo). En una modalidad, se usa la planta o el sobrenadante del cultivo (o el sobrenadante del
cultivo) sin modificacion. En otra modalidad, se concentra la planta o el cultivo (o el sobrenadante del cultivo). En
aun otra modalidad, se pulveriza, seca, o liofiliza la planta o el cultivo (o el sobrenadante del cultivo).

B. Metodologias de produccién de alto rendimiento

Una modalidad particularmente preferida de la presente invenciéon es un método de producciéon de alto rendimiento
para la produccion de acidos grasos insaturados, por ejemplo, DHA, que comprende el cultivo de una planta o de un
microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce el acido graso insaturado con un rendimiento
significativamente alto. La frase "método de produccion de alto rendimiento”, por ejemplo, un método de produccion
de alto rendimiento para la produccion de un compuesto deseado (por ejemplo, para la produccién de un acido graso
insaturado) incluye un método que resulta en la produccion del compuesto deseado a un nivel que es elevado o esta
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por encima de lo usual para métodos de produccion comparables. Preferiblemente, un método de produccion de alto
rendimiento resulta en la produccién del compuesto deseado con un rendimiento significativamente alto. La frase
"rendimiento significativamente alto" incluye un nivel de produccién o rendimiento que es suficientemente elevado o
esta por encima de lo usual para métodos de producciéon comparables, por ejemplo, que esta elevado hasta un nivel
suficiente para una produccion comercial del producto deseado (por ejemplo, la produccion del producto a un costo
comercialmente viable). En una modalidad, la invencion se caracteriza por un método de producciéon de alto
rendimiento para la produccion de acidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo
manipulados bajo condiciones tales que se produce un acido graso insaturado con un nivel superior a 2 g/L. En otra
modalidad, la invencion se caracteriza por un método de produccion de alto rendimiento para la produccién de
acidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulados bajo condiciones tales
que se produce un acido graso insaturado con un nivel superior a 10 g/L. En otra modalidad, la invencion se
caracteriza por un método de produccion de alto rendimiento para la produccion de acidos grasos insaturados que
incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce un acido graso
insaturado con un nivel superior a 20 g/L. En aun otra modalidad, la invenciéon se caracteriza por un método de
produccién de alto rendimiento para la produccion de acidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta
0 microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce un &cido graso insaturado con un nivel
superior a 30 g/L. En aun otra modalidad, la invencidon se caracteriza por un método de producciéon de alto
rendimiento para la produccion de acidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o microorganismo
manipulados bajo condiciones tales que se produce un acido graso insaturado con un nivel superior a 40 g/L.

La invencion se caracteriza ademas por un método de produccion de alto rendimiento para la produccién de un
compuesto deseado (por ejemplo, para la produccion de un &cido graso insaturado) que involucra el cultivo de una
planta o microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce un nivel suficientemente elevado de
compuesto dentro de un periodo de tiempo comercialmente deseado. En una modalidad de ejemplo, la invencion se
caracteriza por un método de produccion de alto rendimiento para la produccion de acidos grasos insaturados que
incluye el cultivo de una planta o microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce un acido graso
insaturado con un nivel superior a 15 - 20 g/L en 36 horas. En otra modalidad, la invencién se caracteriza por un
método de produccién de alto rendimiento para la produccién de acidos grasos insaturados que incluye el cultivo de
una planta o microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce un acido graso insaturado con un
nivel superior a 25 - 30 g/L en 48 horas. En otra modalidad, la invencién se caracteriza por un método de produccion
de alto rendimiento para la produccion de acidos grasos insaturados que incluye el cultivo de una planta o
microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce un acido graso insaturado con un nivel superior
a 35 - 40 g/L en 72 horas, por ejemplo, superior a 37g/L en 72 horas. En otra modalidad, la invencion se caracteriza
por un método de produccion de alto rendimiento para la produccién de acidos grasos insaturados que incluye el
cultivo de una planta o microorganismo manipulados bajo condiciones tales que se produce un acido graso
insaturado con un nivel superior a 30 - 40 g/L en 60 horas, por ejemplo, superior a 30, 35 6 40 g/L en 60 horas. Los
valores y los rangos incluidos y/o intermedios dentro de los rangos expuestos aqui también se pretende que estén
incluidos dentro del alcance de la presente invencién. Por ejemplo, se pretende que la produccion de acido graso
insaturado en niveles de al menos 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 y 39 g/L en 60 horas esté incluida dentro del rango
de 30 - 40 g/L en 60 horas. En otro ejemplo, se pretende que rangos de 30 - 35 g/L o 35 - 40 g/L estén incluidos
dentro del rango de 30 - 40 g/L en 60 horas. Ademas, la persona experta se dara cuenta que el cultivo de un
microorganismo manipulado para lograr un nivel de produccion, por ejemplo, de "30 - 40 g/L en 60 horas" incluye el
cultivo del microorganismo durante periodos de tiempo adicionales (por ejemplo, periodos de tiempo superiores a 60
horas), resultando opcionalmente incluso en rendimientos mas altos del acido graso insaturado que esta siendo
producido.

IV. Composiciones

Las moléculas de acido nucleico para desaturasa y las proteinas de la invencién pueden ser utilizadas para producir
acidos grasos insaturados que pueden ser incorporados en composiciones. Las composiciones de la presente
invencion incluyen, por ejemplo, composiciones para uso como alimento para animales, composiciones para uso
como neutracéuticos (por ejemplo, suplementos dietéticos), y composiciones farmacéuticas adecuadas para
administracion.

Tales composiciones farmacéuticas tipicamente contienen un &acido graso insaturado y un portador
farmacéuticamente aceptable. Como se la utiliza aqui la expresién "portador farmacéuticamente aceptable" pretende
incluir todos y cada uno de los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y contra
hongos, agentes isotonicos y que retrasan la absorcion, y similares, compatibles con administracion farmacéutica. El
uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en el arte. Excepto en la
medida en que cualquier medio convencional o0 agente sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el
uso de los mismos en las composiciones. También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las
composiciones.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para que sea compatible con su pretendida ruta de
administracion. Los ejemplos de rutas de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo,
intravenosa, intradérmica, subcutanea; administracion oral (por ejemplo, inhalacion), transdérmica (topica),
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transmucosa, y rectal. Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacién parenteral, intradérmica, o
subcutanea pueden incluir los siguientes componentes: un diluyente estearil tal como agua para inyeccién, solucion
salina, aceites fijos, polietilén glicoles, glicerina, propilén glicol u otros solventes sintéticos; agentes antibacteriales
tales como alcohol bencilico o metil parabenos; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio;
agentes quelantes tales como el acido etilendiaminotetraacético; amortiguadores tales como acetatos, citratos o
fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. Se puede ajustar el pH con
acidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacién parenteral puede estar contenida
en ampolletas, jeringas desechables o viales de dosis multiples de vidrio o de plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (solubles en
agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones inyectables estériles o
dispersiones. Para administracion intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucién salina fisiolégica, agua
bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina amortiguada con fosfato (PBS). En todos
los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida hasta un grado en que salga facilmente por la jeringa.
Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe ser preservada contra la accion
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un medio solvente o
dispersidon que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilén glicol, y polietilén glicol, y
similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede ser mantenida, por ejemplo, por medio
del uso de un recubrimiento tal como lecitina, por medio del mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de una dispersion y por medio del uso de tensoactivos. La prevencién de la accion de los microorganismos
puede ser lograda por medio de diferentes agentes antibacteriales y contra hongos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, seria preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicion. La
absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede ser lograda por medio de la inclusién en la
composicion de un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden ser preparadas por medio de la incorporacién del compuesto activo (por
ejemplo, un LCPUFA, o un fragmento del mismo, producido por medio de moléculas de acido nucleico y de proteina
de la presente invencion) en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o con una combinacion de
ingredientes enumerada anteriormente, segun se requiera, seguido por esterilizacion por filtracion. Generalmente, se
preparan las dispersiones por medio de la incorporacion del compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un
medio basico de dispersion y los otros ingredientes requeridos a partir de aquellos enumerados anteriormente. En el
caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables, los métodos preferidos de preparacion son
secado al vacio vy liofilizacion que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional
deseado de una solucion estéril previamente filtrada del mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un portador comestible. Ellas pueden estar
incluidas en capsula de gelatina o comprimidas en tabletas. Para el propdsito de administracion terapéutica oral, se
puede incorporar el compuesto activo con excipientes y utilizarlo en forma de tabletas, pastillas, o capsulas. También
se pueden preparar composiciones orales utilizando un portador liquido para ser usadas como enjuague bucal, en
donde el compuesto en el portador liquido se aplica en forma oral y se lo mantiene un momento en la boca y se lo
expectora o se traga. Se pueden incluir agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles, y/o materiales
adyuvantes como parte de la composicion. Las tabletas, pildoras, capsulas, pastillas y similares pueden contener
cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa
microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidon o lactosa, un agente desintegrante tal
como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un
deslizante tal como didxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa sacarina; o un agente
saborizante tal como menta, salicilato de metilo, o saborizante de naranja.

Para administracion por inhalacion, se suministran los compuestos en forma de un aerosol a partir de un contenedor
o dispensador presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de carbono,
0 un nebulizador.

La administracion sistémica puede ser también por medio transdérmico o transmucosa. Para administracion
transdérmica o transmucosa, se utilizan penetrantes apropiados para la barrera que va a ser permeada en la
formulacion. Tales penetrantes son generalmente conocidos en el arte, e incluyen, por ejemplo, para administracion
transmucosa, detergentes, sales biliares, y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosa puede ser
lograda a través del uso de aerosoles nasales o supositorios. Para administraciéon transdérmica, se formulan los
compuestos activos en unglientos, balsamos, geles, o cremas como las generalmente conocidas en el arte.

Los compuestos también pueden ser preparados en la forma de supositorios (por ejemplo, con bases
convencionales para supositorios tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para
suministro rectal.

Los compuestos activos pueden ser preparados con portadores que protegeran al compuesto contra la eliminacion
rapida del organismo, tales como una formulacion de liberacidon controlada, incluidos implantes y sistemas de
suministro microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biocompatibles biodegradables, tales como acetato de
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vinilo etilénico, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones seran evidentes para aquellas personas capacitadas en el arte. Los materiales
también pueden ser obtenidos comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También se
pueden utilizar suspensiones liposomales (incluidos liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos
monoclonales para antigenos virales) como portadores farmacéuticamente aceptables. Estas pueden ser
preparadas de acuerdo con métodos conocidos por aquellos capacitados en el arte, por ejemplo, como se describe
en la Patente Estadounidense No. 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de dosis unitarias para facilidad
de administracion y uniformidad de la dosis. La forma de dosis unitarias como se la utiliza aqui se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para el individuo que va a ser tratado; cada unidad que
contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado
junto con el portador farmacéutico requerido. Las especificaciones de las formas de dosificacion unitaria estan
dictadas por y dependen directamente de las caracteristicas unicas del compuesto activo y del efecto terapéutico
particular que se pretende lograr, y por las limitaciones inherentes en el arte respecto a la formacién de compuestos
tales como un compuesto activo para el tratamiento de los individuos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se pueden determinar por medio de procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o en animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la
dosis letal para el 50% de la poblacion) y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacién). La
relacion de la dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion
LD50/ED50. Los compuestos que exhiben grandes indices terapéuticos son los preferidos. Aunque se pueden
utilizar compuestos que exhiben efectos secundarios toxicos, se debe tener cuidado al disefiar un sistema de
suministro que dirija tales compuestos al sitio del tejido afectado con el propésito de reducir el dafio potencial a las
células no infectadas y, por lo tanto, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos con cultivos celulares y estudios con animales pueden ser utilizados en
la formulacién de un rango de dosis para uso en humanos. La dosis de tales compuestos cae preferiblemente dentro
de un rango de concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede
variar dentro de este rango dependiendo de la forma de la dosis empleada y de la ruta de administracién utilizada.
Para cualquier compuesto utilizado en el método de la invencion, la dosis terapéuticamente efectiva puede ser
estimada inicialmente a partir de ensayos con cultivos celulares. Se puede formular una dosis en modelos animales
para lograr un rango de concentracion en el plasma circulante que incluya al IC50 (es decir, la concentracion de los
compuestos de prueba que logran una inhibicion media maxima de los sintomas) como se determina en el cultivo
celular. Tal informacion puede ser utilizada para determinar en forma mas precisa las dosis utiles en humanos. Los
niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, por medio de cromatografia liquida de alto rendimiento.

Como se define aqui, una cantidad terapéuticamente efectiva de proteina o de polipéptido (es decir, una dosis
efectiva) estda en el rango aproximadamente de 0,001 a 30 mg/kg de peso corporal, preferiblemente
aproximadamente de 0,01 a 25 mg/kg de peso corporal, mas preferiblemente aproximadamente de 0,1 a 20 mg/kg
de peso corporal, e incluso mas preferiblemente aproximadamente de 1 a 10 mg/kg, de 2 a 9 mg/kg, de 3 a 8 mg/kg,
de 4 a 7 mg/kg, o de 5 a 6 mg/kg de peso corporal. Es la persona capacitada se daran cuenta que ciertos factores
pueden influir sobre la dosis requerida para tratar efectivamente a un individuo, incluyendo pero sin limitarse a la
severidad de la enfermedad o el trastorno, tratamientos previos, el estado general de salud y/o la edad del individuo,
y otras enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento de un individuo con una cantidad terapéuticamente efectiva
de una proteina, polipéptido, o anticuerpo puede incluir un tratamiento Unico o, preferiblemente, puede incluir una
serie de tratamientos.

En un ejemplo preferido, se trata un individuo con un LCPUFA en el rango aproximadamente entre 0,1 a 20 mg/kg
de peso corporal, una vez por semana aproximadamente entre 1 a 10 semanas, preferiblemente entre 2 a 8
semanas, mas preferiblemente aproximadamente entre 3 a 7 semanas, e incluso mas preferiblemente
aproximadamente durante 4, 5, 6 6 semanas. Se apreciara también que la dosis efectiva de anticuerpo, proteina, o
polipéptido utilizada para el tratamiento puede ser incrementada o disminuida en el transcurso de un tratamiento
particular. Pueden haber cambios en las dosis y hacerse evidentes a partir de los resultados de los ensayos de
diagnostico como se describe aqui.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser colocadas en un contenedor, empaque, o dispensador junto con las
instrucciones para su administracion.

Se ilustra adicionalmente la invencién por medio de los siguientes ejemplos que no deben ser considerados como
limitantes.

Ejemplos

Material: Se adquirié el Pythium irregulare a partir de la American Type Culture Collection (12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland, 20852 EUA) y se lo cultivd en un medio (Weete, J. D., et al. (1997) Lipids 32: 839 - 845) a 24°C
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durante 7 dias. Después de eso se recolectd la biomasa por centrifugacion y se la utilizé para el aislamiento del
ARN.

Ejemplo 1: Construccion y seleccion de la biblioteca de ADNc

Se aisld el ARN total a partir de los materiales anteriores de acuerdo con Qiu y Erickson (Qiu, X. y Erickson, L.
(1994) Plant Mol. Biol. Repr. 12: 209 - 214). Se construyo la biblioteca de ADNc a partir del ARN total. Se sintetizé la
primera cadena del ADNc por medio de la transcriptasa inversa SuperScript Il de Gibco-BRL. Se sintetizé la segunda
cadena de ADNc por medio de una ADN polimerasa | de Stratagene. Después del fraccionamiento por tamafio, se
ligaron dos insertos de ADNc mayores a 1 kb dentro del doctor A Uni-Zap XR (Stratagene). Se empacaron luego los
ADN ~ recombinantes con extracto de empaque Gigapack Ill Gold (Stratagene) y se sembré sobre placas NZY. La
biblioteca resultante representd mas de 5 x 10° clones independientes. La seleccion de la biblioteca de ADNc se
realizé de acuerdo con métodos estandar (Sambrook, J, Fritseh, E. F Maniatis, T. (1989) Molecular cloning - A
laboratory manual. (Cold Spring Harbor, New York, EUA).

Ejemplo 2: RT-PCR

Se sintetiz6 una sola cadena de ADNc por medio de la transcriptasa inversa SuperScript Il (Gibco-BRL) a partir del
ARN total y se la utilizé luego como molde para la reaccion PCR con dos iniciadores degenerados (El iniciador hacia
adelante:

GCXCA/GAXGAXCAC/TCCXGGXGG y el iniciador inverso: ATXTG/TXGGA/GAAXAG/AG/ATGG/ATG). La
amplificacion por PCR consistié de 35 ciclos con 1 min a 94° C, 1,5 min a 55 °C y 2 min a 72 °C seguido por una
etapa de extension a 72 °C durante 10 min. Se aislaron los productos amplificados desde 800 pb hasta 1000 pb a
partir del gel de agarosa y se los purificd por medio de un kit (purificacion en el gel Qiaex Il, Qiagen), y

posteriormente se los cloné en el vector de coloracion TA pCR®2.1 (Invitrogen). Los insertos clonados fueron luego
secuenciados por medio de un Sistema Terminador del Ciclo de Secuenciacion PRISM DyeDeoxy (Perkin
Elmer/Applied Biosystems).

Ejemplo 3: Expresion de FAD5-2 en levadura

Se amplificdé el marco de lectura abierto de Fad5-2 por medio de PCR utilizando la enzima Precision Plus
(Stratagene) y cloné en un vector de clonacion TA (pGR®2.1, Invitrogen). Habiendo confirmado que los productos de
la PCR eran idénticos a los ADNc originales por medio de secuenciacion, se liberaron entonces los fragmentos por
medio de una digestion doble con BamHI-EcoRl y se los insertd dentro del vector de expresion de levadura pYES2
(Invitrogen) bajo el control del promotor inducible GAL1.

Se transformaron las cepas de levadura InvSc2 (Invitrogen) con las construcciones de expresion utilizando el
método de acetato de litio y se seleccionaron dos transformantes sobre placas con medio minimo que carecian de
uracilo (Gietz, D., et al. (1992) Nucleic Acids Res. 20: 1425; Covello, P. S. y Reed, D. W. (1996) Plant Physiol. 111:
223 - 226).

Se cultivaron primero los transformantes en medio minimo que carecia de uracilo y que contenia glucosa a 28°C.
Después de cultivar durante la noche, se centrifugan las células, se las lavd y resuspendié en agua destilada. Se
inoculd medio minimo que contenia 2% de galactosa, con o sin sustrato de acidos grasos 0,3 mM en presencia de
0,1 % de tergitol, con la suspension de células transformantes de levadura y se incub6 a 20°C durante tres dias, y
luego a 15 °C durante otros tres dias.

Ejemplo 4: andlisis del acido graso

Se cosecharon células de Pythium irregulare y de levadura y se lavd dos veces con agua destilada. Luego se
afadieron 2 mL de KOH metandlico (7,5% p/v de KOH en metanol al 95%) a los materiales y se sell6 la mezcla en
un tubo de vidrio para cultivo de 12 ml que fue calentado a 80°C durante 2 horas. Se afiadieron 0,5 mL de agua y se
extrajo la muestra dos veces con 2 mL de hexano para remover los lipidos no saponificables. Se acidulé luego el
resto de la fase acuosa por medio de la adiciéon de 1 mL de HCI 6 N y se extrajo dos veces con 2 mL de hexano. Se
combinaron las fases de hexano y se sec6 bajo una corriente de nitrégeno. Se afiadieron 2 mL de HCI metandlico 3
N (SUPELCO, Supelco Park, Bellefonte, PA 16823-0048) y se calento la mezcla a 80°C durante 2 horas. Después
de enfriar a temperatura ambiente, se afiadid 1 mL de NaCl al 0,9% y se extrajo la mezcla dos veces con 2 x 2 mL
de hexano. Se evaporé el hexano combinado bajo atmdsfera de nitrégeno. Se analizaron los ésteres metilicos de
acido graso resultantes (los FAME) por medio de GC y GC-MS de acuerdo con Covello & Reed (Covello, P.S. y
Reed, D.W. (1996) Plant Physiol. 111: 223 - 226).

Se llevo a cabo el analisis por GC/MS en modo El estandar utilizando un espectrémetro de masas Fisons VG TRIO
2000 (VG Analytical, RU) controlado por medio de un software Masslynx version 2.0, acoplado a un cromatégrafo de
gases GC Serie 8000. Se utilizé una columna DB-23 (30M x 0 - 256 mm de diametro interno, espesor de pelicula 0,25
mm, J&W Scientific, Folsom, CA) que fue programada a una temperatura de 180 °C durante 1 min, luego a 4°C /min
a 240 °C y mantenida durante 15 minutos, para el analisis FAME.
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Ejemplo 5: Transformacion de Brassica juncea y de linaza (Linum usitatissimum) y tratamiento con &cido graso
exégeno

Se utilizaron los hipocotiledones de plantulas de 5 - 6 dias de B. juncea y de linaza como explantes para inoculacion
con el Agrobacterium tumefaciens que hospeda vectores binarios con los ADNc de longitud completa bajo el control
de los diferentes promotores. Se utilizaron plantulas transgénicas de 20 dias para tratamiento con &cido graso
exogeno. Se dividieron las plantulas en tres partes: hojas, tallos y raices. Cada una fue cortada en piezas pequefias
y colocadas en una placa de titulacién de 24 pozos. A cada pozo se le afadieron 2 mL de sal de sodio al 0,05% de
los sustratos (NuCheck Prep Inc., Elysian, MN). Se incubé luego la placa a 24°C durante 4 h con agitacion suave.
Después de la incubacion, se lavaron los tejidos de la planta tres veces con agua y luego se los utilizé para el
analisis del acido graso.

Ejemplo 6: Perfil de acidos grasos de Thrauschytrium sp.

Pythium irregulare ha llamado recientemente la atencién cientifica dirigido a su habilidad para la produccion de los
LCPUFA por ejemplo DHA, AA, EPA y DPA. La Figura 8 muestra la composicion de acidos grasos de los lipidos
aislados de cultivos de 7 dias de Pythium irregulare. Como se muestra en la tabla, el microorganismo contiene un
amplio rango de poliacidos grasos insaturados, tanto de familias n-3 como n-6.

Ejemplo 7: identificacion de los ADNc que codifican para el "extremo frontal" de la desaturasa

Para identificar los genes que codifican para las desaturasas involucradas en la biosintesis de los LCFCTFA en
Pythium irregulare, se adoptd una estrategia de clonacion con base en la PCR. Se disefian dos iniciadores
degenerados para dirigir el motivo de enlazamiento del hemo de la extension del terminal N del dominio del tipo
citocromo ps en el extremo frontal de las desaturasas y el tercer motivo conservado de histidina en todas las
desaturasas microsomales, respectivamente. La razén fundamental detras del disefio es que las desaturasas
involucradas en la biosintesis de EPA y DHA en Pythium irregulare, deben tener una estructura primaria similar al de
los otros extremos frontales de las desaturasas, es decir la extension del terminal N del dominio del tipo del
citocromo s en la desaturasa. Se identificaron cuatro fragmentos de los ADNc de Pythium irregulare que codifican
las proteinas de fusién que contienen al dominio del tipo del citocromo s en el terminal N.

Para aislar clones de ADNc de longitud completa, se utilizaron los cuatro insertos como sondas para seleccionar las
bibliotecas de ADNc de Pythium irregulare, lo cual dio como resultado la identificacién de varios clones de ADNc en
cada grupo. La secuenciacion de todos esos clones identificd los cuatro ADNc de longitud completa que fueron
llamados como Fad4, Fad5, Fad5-2 y Fad6. El marco de lectura abierto de Fad5-2 de Pythium irregulare es de 1371
pb y codifica para 456 aminoacidos (Figura 1). Fad6 de Pythium irregulare es de 1383 pb de longitud y codifica para
460 aminoacidos (Figura 2). La comparacién secuencial de las dos secuencias de Pythium irregulare mostré una
similitud superior al 39% entre las proteinas deducidas (Figura 3).

Una busqueda por BLASTP™ de la base de datos de proteinas reveld los siguientes aciertos para cada una de las
cuatro proteinas, Fad4, Fad5, Fad5-2, y Fad6:

Fad 5-2 (456 residuos aminoacidos)

Blastp nr
Acceso No. Organismo Descripcion Longitud % de identidad
AB029311 Dictostelium Desaturasa de | 443 41
discoideum acido graso
AB022097 Dictostelium A5 desaturasa 445 39
discoideum de acido graso
AF067654 Mortierella alpina | A5 desaturasa 441 38
de acido graso
AF054824 Mortierella alpina | A5 desaturasa 441 38
microsomal
L11421 Synechocystis sp. | A6 desaturasa | 361 28
D90914

Fad 6 (459 residuos aminoacidos)

Blastp nr
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Acceso No. Organismo Descripcion Longitud | % de identidad

AF110510 Mortierella A6 desaturasa 437 38
alpina de acido graso

AB020032 Mortierella A6 desaturasa 437 38
alpina de acido graso

AF306634 Mortierella A6 desaturasa 437 38
isabelina de acido graso

AF307940 Mortierella A6 desaturasa 438 38
alpina de acido graso

AJ250735 Ceratodon A6 desaturasa 438 36
purpureus de acido graso

Ejemplo 8: Expresion de fad5-2 en levadura

Para confirmar la funcién de Fad5 y de Fad5-2, se transformé el Invsc2 de S. cerevisiae con plasmidos, que
contienen el marco de lectura abierto de los Fad5 y Fad5-2 respectivamente bajo el control del promotor inducible
por galactosa. Cuando fueron inducidos los transformantes de levadura por medio de galactosa en un medio que
contiene acido homo-gamma-linolénico (HGLA, 20:3 - 8; 11,14), se observé un pico extra en el cromatograma de los
FAME que se acumulan en los transformantes comparado con el control. Una comparacion del cromatograma con
aquella de los estandares reveld que el acido graso tenia un tiempo de retencion idéntico al del estandar de acido
araquidonico (AA, 20:4 - 5, 8, 11, 14). Para confirmar adicionalmente la regioquimica de los productos, los FAME
fueron analizados por medio de GC/MS. El espectro de masas del nuevo acido graso y el estandar de AA son
idénticos. Estos resultados demuestran que Fad5 y Fad5-2 convierten HGLA (20:3 - 8, 11, 13) en AA (20:4 - 5, 8, 11,
14) en levadura. Para estudiar adicionalmente la especificidad del sustrato de Fad5-2, el plasmido que contiene
Fad5-2 fue transferido en otra cepa de levadura AMY-2a donde se interrumpe olel, un gen para la A9 desaturasa. La
cepa es incapaz de crecer en medio minimo sin la suplementacion con mono-acidos grasos insaturados. En este
experimento, se cultivd la cepa en medio minimo suplementado con 17:1(10Z), un sustrato que no es de Fad5-2,
que permitié el estudio de la especificidad de la enzima hacia diferentes sustratos, especialmente monoinsaturados.
Se analizaron una cantidad de posibles sustratos incluyendo 16:1(92), 18:1(92), 18:1(112), 18:1(11E), 18:1(12E),
18:1(152), 18:2(9Z, 12Z), 18:3(9Z, 12Z, 15Z), 20:2(11Z, 14Z) y 20:3(11Z, 14Z, 17Z). Los resultados indicaron que
Fad5-2 podria desaturar acidos grasos insaturados con dobles enlaces A9 etilénicos y A11 etilénicos, asi como el
acido graso con un doble enlace A8 etilénico (20:3 - 8, 11, 14). Como se muestra en la Figura 4, convirtid
efectivamente Fad5-2 tanto en sustratos 18:1(9Z) como en sustratos 18:1(11Z) en sus correspondientes acidos
grasos A5 desaturados, 18:2 - 5, 9 (el tiempo de retencién 10,34 min) y 18:1 - 5, 11 (el tiempo de retencién 10,44
min), respectivamente. Fad5-2 también desatura acidos grasos trans tales como 18:1 (11E) y 18:1(12E).

La Figura 9 es una comparacion de la preferencia del sustrato Fad5-2 por sustratos de acido graso analizados en la
cepa de levadura AMY-2a. Las proporciones relativas de los sustratos y los productos acumulados son un indicador
util de la preferencia del sustrato de la enzima. Como se muestra en la Figure 9, Fad5-2 prefiere acidos grasos con
20 carbonos como sustratos, tales como 20:3(8Z, 11Z, 14Z), 20:3(11Z, 14Z, 17Z) y 20:2(11Z, 14Z). Mientras el acido
graso de cadena mas corta es un sustrato relativamente mas débil para la enzima en levadura.

Ejemplo 9: Expresién de Fad5-2 en B. juncea

Para determinar si Fad5-2 es funcional en cultivos oleaginosos y si su expresion tiene algun efecto sobre su
crecimiento y desarrollo, se transformaron B. juncea con un vector binario que contenia ADNc para Fad5-2 detras de
un promotor constitutivo (un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor en tandem). Se obtuvieron seis plantas
transgénicas primarias independientes y se determiné el perfil de acidos grasos de los lipidos de tejidos diferentes.
La Figura 5 muestra la composicion de acidos grasos de plantulas de tres semanas de edad de una linea Ty.
Comparado con el tipo silvestre, todos los tejidos de plantas transgénicas tienen un perfil alterado de acidos grasos
que contiene cuatro picos adicionales que fueron identificados como cuatro diferentes acidos grasos interrumpidos
por polimetileno A5 no desaturado (los A5-UPIFA), especificamente, acidos taxoleico (18:2 - 5, 9); efedrénico (18:2 []
5, 11); pinolénico (18:3 - 5, 9, 12), y coniferdénico (18:4 - 5, 9, 12, 15). Por lo tanto B. juncea, como la levadura, puede
expresar funcionalmente la A5 desaturasa de P. irregulare para convertir los sustratos endégenos 18:1 - 9; 18:1 - 11;
18:2 - 9, 12, y 18:3 - 9, 12, 15 a los correspondientes &cidos grasos A5 desaturados. Las raices produjeron la
cantidad mas alta de los A5 UPIFA, que representan mas del 20% de los acidos grasos totales, seguido por 6% en
tallos y 5% en hojas (Figura 5).
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En B. juncea no existe sustrato de acido homo-gamma-linolénico (20:3 - 8, 11, 14) disponible. Por lo tanto, para
examinar si la planta transgénica puede producir AA, se suministré en forma exdégena el sustrato 20:3(8, 11, 14). En
este experimento, se aplicaron tanto de tipo Silvestre como transgénicos con una solucién acuosa de homo-gammat]
linolenato sédico. Se encontré que los sustratos aplicados en forma exégena fueron facilimente absorbidos por las
raices, tallo, y hojas de plantas transgénicas y convertidos en AA en las plantas (Figura 6).

No hubo un efecto fenotipico observable sobre el crecimiento y desarrollo en la B. juncea transgénica, aunque los
A5-UPIFA se acumularon en todas las partes de la planta. El crecimiento y diferenciacion de los tejidos vegetativos
tales como las hojas, tallos, y raices fueron indistinguibles de los correspondientes de tipo silvestre.

Para producir acidos grasos A5 desaturados en semillas, se transformaron B. juncea con la construccion que
contiene el ADNc para Fad5-2 detras de un promotor heterélogo especifico de la semilla (promotor de napina de B.
napus). El andlisis de acidos grasos de semillas transgénicas mostré que habia dos nuevos acidos grasos que
aparecen en el cromatograma de gases de transgénicos comparado con el control de tipo silvestre (Figura 7).
Fueron identificados como el acido taxoleico (18:2 - 5, 9) y los acidos pinolénicos (18:3 - 5, 9, 12). Juntos, estos
acidos grasos representan 9,4 % de los acidos grasos de la semilla. La acumulacion de los A5-UPIFA no tiene un
efecto significativo sobre el contenido de acido oleico comparado con el control no transformado.

Ejemplo 10: Expresion de fad5-2 en linaza

Para producir acidos grasos A5 desaturados en semillas de linaza, se transformo el linaza con Fad5-2 bajo el control
de dos promotores especificos de la semilla, un promotor heter6logo de napina de B. napus, y un promotor
enddégeno de linaza. Como se muestra en la Figura 26, las plantas transgénicas que contienen al promotor de
napina produjeron un acido graso A5-desaturado, acido taxoleico en semillas en un nivel de menos del 1% de los
acidos grasos totales. Mientras que las plantas transgénicas que contenian al promotor especifico de la semilla de
linaza produjeron tres acidos grasos A5 desaturados: acido taxoleico, pinolénico, y coniferonico. De estos, el
taxoleico (18:2 - 5, 9) era el mas abundante y representé mas del 9% de los acidos grasos totales en un linea élite
(FN-10-1), seguido por los &cidos coniferdnico y pinolénico. Sorprendentemente, la acumulacién de acidos grasos
A5 desaturados en semillas transgénicas tiene un impacto significativo sobre la composicién de otros acidos grasos,
especialmente el nivel de acido oleico. La acumulacion de los A5-UPIFA estaba acompafiada por un enorme
aumento de los acidos oleicos en ambos tipos de plantas transgénicas que expresan desaturasa de Fad5-2 bajo el
control de los diferentes promotores. El contenido de acido oleico en plantas transgénicas con los promotores
especificos de la semilla de linaza y de napina, en promedio, alcanzé 44,7% y 24,3% de los acidos grasos totales,
respectivamente, con relacién al control no transformado de 17,4%.

Equivalentes

Aquellos capacitados en el arte se daran cuenta que, o seran capaces de determinar utilizando Unicamente
experimentacion de rutina, muchos equivalentes a las modalidades especificas de la invencién descritas aqui.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Bioriginal Food & science Corp. et al.

<120> FAD4, FAD5, FAD5-2, Y FAD6, NUEVOS MIEMBROS DE LA FAMILIA DE LA DESATURASA DE ACIDO
GRASO Y USOS DE LOS MISMOS

<130> BNZ-001PC
<140> PCT/IB01/02346
<141> 2001-09-28
<150> 60/236.303
<151> 2000-09-28
<150> 60/257.562
<151>2001-06-12
<160> 10

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211> 1560
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ey

- 220

caa
GlIn
235

agc
ser

tgg
Trp

ttc
Phe

&y

tac
TYyr

. 315

ctc
Leu
330

tag
Trp

gt
va

tac
Tyr

atg
Met

27

acg
Thr

cac
His

ctc
Leu

gct
Ala

cac
His
395

aag
Lys

gat
Asp

cac
H1s

atc
Ile

gt
va
300

gcg
Ala

gt
va

oty

gca
Ala

tcc
ser
380

aty

ctg
Leu

gac

AsSp

gcc
Ala

ttt
Phe

atg
Met
205

cac
His

gt
va

ccg
Pro

cag
GIn

Tttt
Phe
285

gt
Va

agc
ser

ctc
Leu

ctc
Leu

ace
Thr
365

‘aag

Lys

gt
va

ctg
Leu

cCccC
Pro

gcc
Ala
gce
Ala

‘190

atc
Ile

cat
HisS

agc
ser

gac
ASp

aag
LysS
270

sty

ctc
Leu

cca
Pro
tac
Tyr
aag
Lys
350
atg
Met

gac
Asp

acg
Thr

ctc
Leu

tcg

Ser

ttt
Phe
175

cag
Gln

&ty

ccg
Pro

&y

gtc
val
255

cgc
Arg

ttc
Phe

cgc

‘Arg

atg
Met

atg
Met
335

ctg
Leu

ttc
Phe

gc
A1g

ccc
Pro

gtc
val

ttc
Phe
160

gtg

va

tcg
Ser

gcc
Ala

tac

Tyr

aag
LyS
240
ttt
Phe

tgg
Trp

atg
mMet

aag
Lys

tac

Tyr
320

gt
va

ttc
Phe

att
Ile

gtc
val

atg
Met
400

432
480
528
576
624 '

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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aac aac acg cgc aag gag gtg gag gcg gag gcg tcc aag tct ggc gcc 1248
Asn Asn Thr Arg k5§ Glu val Glu Ala 213 A1g Ser Lyg ser g?y gla
‘ 415

gtg gtc aag tca gtc ccg ctc gac gac tgg gcc gtc gtc cag tgc cag 1296
val val Lys 255 val Pro Leu Asp 232 Trp Ala val val GIn Cys GIn
- 430

~acc tcg gtg aac tgg agc gtc'g?c tcg tgg tfc tgg aat cac ttt tcc 1344
Thr Ser ng Asn Trp Ser Vval 24% Ser Trp Phe Trp Asn His Phe Ser :
‘ 445

g?c g?c ctc aac cac cag att gag cac cac ctg ttc ccc ggr ctc agc 1392
Gly Gly Leu Asn His GIn Ile Glu His His Leu Phe Pro Xaa Leu Ser
450 455 460

cac gag acg tac tac cac att cag gac gtc ttt cag tcc acc tgc gec 1440
His Glu Thr Tyr Tyr His Ile GIn Asp val Phe Gln Ser Thr Cys Ala

465 470 475 480
gag tac g?c gtc ccg tac cag cac gag cct tcg ctc tgg acc gcg tac 1488
Glu Tyr Gly val Pro Tyr GIn His Glu Pro Ser Leu Trp Thr Ala Tyr
485 , 490 495
tgg aag atg ctc gag cac ctc cgt cag ctc g?c aat gag gag acc cac 1536
Trp Lys Met Leu Glu His Leu Arg Gln Leu Gly Asn Glu Glu Thr His .
500 505 510
gag tcc tgg cag cgc gct gcc tga ' 1560
Glu Sser Trp GIn Arg Ala Ala * '
515
<210> 2
<211> 519
<212> PRT
<213> Thraustochytrium sp.
<220>
<221> VARIANTE
<222> 462
<223> xaa = Gly
<400> 2

R AVAV 2

met Thr val Gly Tgr Asp Glu Glu Ile Pgo phe Glu GIn val Q;g‘A]a

1 1

His Asn LyS ;50 Asp Asp Ala Trp ggs Ala Ile His Gly ggs val Tyr

Asp val ;gf Lys Phe Ala Ser XST'His pro Gly Gly ﬁgp Ile Ile Leu

Leu Ala Ala Gly Lys Glu gTa Thr val Leu Tyr gau Thr Tyr His val
50 5 :

egg Gly val ser Asp 98a val Leu Arg Lys Tyr Arg ITe Gly Lys Leu

Pro Asp Gly GlIn g;y Gly Ala Asn Glu ;55 Glu Lys Arg Thr bgu Ser

Gly Leu Ser Ser Ala Ser Tyr Tyr Thr Trp Asn Ser Asp Phé Tyr Arg

: 100 105 110

val Met Arg Glu Arg val val Ala Arg Leu Lys Glu Arg Gly Lys Ala
_ 115 120 125

Arg Arg Gly Gly Tyr Glu Leu Trp Ile Lys Ala Phe Leu Leu Leu val
130 135 140

Gly Phe Trp Ser Ser Leu Tyr Trp Met Cys Thr Leu Asp Pro Ser Phe

145 150 155 160

Gly Ala Ile Leu Ala Ala Met Ser Leu Gly val phe Ala Ala pPhe val

165 ' 170 175
Gly Thr Cys Ile GIn His Asp Gly Asn His Gly Ala Phe Ala Gln Ser

28



10

180

Arg Trp val Asn
195
Ser Gly Met Thr
210

Thr Asn Leu Ile
225
Lys Met Asp Thr

ser Thr Tyr Pro
260

Tyr His Arg Phe

. 275

Thr Ile Asn Lys

- 290

Arg Leu Phe GIn

305

val Ala Arg Phe

Ala Leu Pro Cys
- 340

Ala Ile Ala His

355

val Asn His Ile

_ 370

Lys Gly Thr Met

385

Asn Asn Thr Arg

val val Lys Ser

- 420

Thr Ser val Asn
435

Gly Gly Leu Asn

450
His Glu Thr Tyr
465
Glu Tyr Gly val

Trp LYsS Met Leu

: 500

Glu Ser Trp Gin
515

<210> 3
<211> 1320
<212> ADN

<213> Thraustochytrium sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)...(1320)
<400> 3

Lys
Trp
Glu
Lys
245
Met
Gln
val
Ile
Trp
325
Tyr
Phe
Ile
Ala
Lys
405
val
Trp
His
TYyr
Pro
485
Glu

Arg

val
Glu
Glu
230
Leu
Met
His
val
AsSp
310
Ile
Met
Thr
Glu

Pro

.390

Glu
Pro
ser
Gln
His
470
Tyr
His

Ala
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Ala
Phe
215
Glu
Ala
Arg
Ile
Thr
295
Ala
Met
Gln
Cys
Gly
375
Pro
val
Leu
val
Ile
455
Ile
Glin
Leu

Ala

Gly
200
GIn
Asn
ASp
Leu
Tyr

280
GlIn

‘Glu

Lys
Gly
Gly
360
val
Lys
Glu
ASp
Gly
440
Glu
Gln
His

Arg

185
Trp

His
Gly
GIn
His
265
Gly
Asp
Cys
Ala
Pro
345
Glu
ser
Thr
Ala
Asp
425
Ser
His
ASp
Glu

GlIn
505

29

Thr
val
Leu
Glu
250
Pro
Pro

val

‘Arg

Leu
330
Trp
val

Tyr
Met
Glu
410
Trp
Trp
His
val

Pro

490
Leu

Leu
Leu
G1n
235
Ser
Trp
Phe
Gly
Tyr
315
Thr
His
Leu
Ala
His
395
Ala
Ala
Phe
Leu
Phe
475
ser

Gly

ASp
Gly
220
Lys
Asp
His
Ile
val
300
Ala
val
Gly
Ala

Ser

380
Gly

Ser
val
Trp
Phe
460
Glin

Leu

ASN'

Met
205
H1s
val
Pro
GIn
Phe
285
val
Ser
Leu
LLeu
Thr
365
Lys
val
Lys
val
AsSn
445
Pro
ser
Trp

Glu

190
Ile
His
Ser
ASp
Lys
270
Gly
Leu
Pro
Tyr
Lys
350
Met
AsSp
Thr
Ser
GIn
430
His
Xaa
Thr
Thr

Glu
510

Gly

Pro

Gly

val

255

Arg

Phe

Arg

Met
Met
335
Leu
Phe
Ala
Pro
Gly
415
Cys
Phe
Leu
cys
Ala

495
Thr

Ala
Tyr
LysS
240
Phe
Trp
Met
Lys
Tyr
320
val
Phe
Ile
val
Met
400
Ala
Gln
ser
ser
Ala
480
Tyr

His



atg
Met

ga
G'lg

tac
Tyr

ttg

oty

gc
A1

gac
Asp

acc

aag
Lys

aac
Asn

gcg
Ala
35

gag

Sty

&y
20

acg
Thr

g9g9c¢

agc
ser

gac
Asp

aac
Asn

gag

gag
Glu

aag
Lys

tTtt
Phe

gcc
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ety

€99
Arg

aag
Lys

ggc

cgc
Arg

aaa
Lys
cac
His

40

gtg

agc
Ser

ac
Thr
25

ccg
Pro

gac

30

gcg

Ala

10

att
Ile

3ty

gcg

gc
Ala

ctg
Leu

&

acg

cgc
Arg

atc
Ile

tcg
ser

cag

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile
45

gcg

atg
Met

ety

30

atc
Ile

tac

acg
Thr
15

gtc
val

daac
Asn

cqgc

gcc
Ala

ctg
Leu

ttc
Phe

gag

48

96

144

192



Leu

ttt
Phe
.65

aag
LysS

gcg
Ala

ctc
Leu

cgc
Arg

tcc
ser
145

att
Ile

tcg
ser

tac
Tyr

agc
Ser

aac
Asn
225
aag
Lys

Tttt
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

oty
305

ctc

Thr
50

cat

His

ctg
Leu

cgg
Arg

gtc
val

gtc
val
130
aag
Lys

gcg
Ala

ttc
Phe

ety

aag
Lys
210
acg
Thr

ccg
Pro

gcg
Ala

cac
HI1sS

atc
Ile
290

tac
TYr

g9g9c¢

Glu

cag
Gln

gat
Asp

cgc
Arg

gcce
Ala
115

gt
va

gcc
Ala

cag
Gln

acg

Thr

gtc
val

1195

cac
His

ctg
Leu

gga
Gly

cccC
Pro

ccg
Pro
275

ttc
Phe

tcg
ser

tgc

Gly

cgg
Arg

gcg
Ala

gac
Asp
100
gag
Glu

gag
Glu

tcg
ser

&ty

ggc
Gly
180

&ty

cac
His

ccc

Pro

tcg
Ser

gtc
val
260

cgc

Arg

acg
Ala

ccg
Pro

att

Glu

tcc
Ser

tcc
ser
85

gcc
Ala

ety

atc
Ile

cccC
Pro

cgc
Arg
165

gtc
val

tgc
cys

gcc
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
245

tcg
Ser

tac
Tyr

cgc
Arg

3y

tac

Ala

ey
70

aag

Lys

atg
Met

tac
Tyr

gt
va

acc
Thr
150
tgc
Cys

atc
Ile

ety

gca
Ala

gtc

val
230

ctg
Leu

tgc
Cys

atg
Met

tac
Tyr

acc
Thr
310

att

Gly
55

‘aag

Lys

gt
Va

acg
Thr

Tttt
Phe

gcg
Ala
135

tcg
Ser

ggc
Gly

tgg
Trp

atg

Met.

oo d
Pro
215

gcc
Ala

acg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

att
Ile
295

tcg
ser

ttc
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val

gcce
Ala

cgc
Arg

gac
Asp
120

ctc
Leu

ctc
Leu

tag
Trp

ctc
Leu

agc
Ser
200

aac
Asn

Tttt
Phe

ctc
Leu

ctc
Leu

cgc
Ar
28

ey

gtc
val

ctg

Asp

gac
Asp

tcg
Ser

gac
Asp
105

ccg
Pro

ttc
Phe

gt
va

gtc
val

gac
Asp
185

099

cgc
Arg

aac
Asn

tag
Trp

atc
Ile
265
acc
Thr

tag
Trp

ety

cag

Ala

aag
Lys

cag
Arg
90

tac
Tyr

tcg
ser

gcg
Ala

ctg
Leu

atg
Met
170

gac
Asp

cac
His

ctc

Leu _1

gag
Glu

ctg
Leu
250

2y

aag
Lys

ttc
Phe

atg
Met

ttc
31

Thr

tac
Tyr
75

ttc
Phe

gcg
A1a

atc
Ile

ctc
Leu

ggc
&y
155
cac
His

cgag
Arg

tac
Tyr

gag
Glu

cgc
Arg
235

cgc
Arg

ctt
teu

cgg
Arg

tcg
Ser

tac
Tyr
315

gcc

Gln
60

ctc
Leu

tcg
ser

gcc
Ala

ccg
Pro

tcg
ser
140

gt
va

gag
Glu

atg
Met

tag
Trp

cac
His
220

gtc
val

gt
va

&ty

cac
Hi1s

ctc
Leu
300

ctg
Leu

gtc

Ala

aag
Lys

gcc
Ala

ttt
Phe

cac
His
125

ttc
Phe

gt
va

atg
Met

tgc
Cys

aag
Lys
205

gat
Asp

gt
va

cag
Gln

tgg
Trp

atg
Met
285

atg
Met

tgc
Cys

agc

Tyr

tcg
ser

daa
Lys

cgc
Arg
110

atg
Met

tgg
Trp

atg
Met

ggc
Gly

gag
Glu
190

dac
Asn

gtc

val

cgc
Arg

acg
Thr
270

gag
Glu

ggc
Gly

tcg
ser

cac

Arg

ctg
Leu

gag
Glu
a5

gag
Glu

att
Ile

ctc
Leu

aac
AsSn

cac
His

175

ttc
Phe

cag
Gln

gat

Asp.

aag
Lys

tac
Tyr
255

ctc
Leu

ttc
Phe

gct
Ala

ttc
Phe

acg

Glu

ccg
Pro
80

cag
GIn

gag
Glu

tac
Tyr

atg .

Met

ey
160

ey

ttc
Phe

cac
His

ctc
Leu

gtc
val
240

ctc
Leu

tac
Tyr

gtc
val

ctc
Leu

&
320

cac

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008



Leu

ctg
Leu

gcc
Ala

tgg
Trp

acg
Ala
385

ttc
Phe

gtc
val

gcc
Ala

<210> 4
<211>4

Gly

ccg
Pro

gac
Asp

atg
Met
370

ccg
Pro

aag
Lys

tcg
ser

gac
Asp

39

<212> PRT
<213> Thraustochytrium sp.

Cys

gt
Va

cac
His
355

tcg
ser

cag
GlIn

cgc
Arg

acc
Thr

acc
Thr
435

Ile

‘acc

Thr
340

acg
Thr

aac
Asn

ttc
Phe

cac
His

acc
Thr
420

aag
Lys

Tyr
325

aac
Asn

at
va

ctg
Leu

cgc
Arg

aac
Asn
405

Tttt
Phe

aag
Lys

Ile

ccg
Pro

aac
Asn

dacC

Asn-

ttc
Phe
390

ctc
Leu

gcc
Ala

cag
Gln

'Phe

gag
Glu

att
Ile

Tttt
Phe
375

aag
Lys

ccg

‘Pro

aat

Asn

gac
Asp
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Leu

gac
Asp

agc
Ser
360

cag
G1ln

gaa
Glu

tac
Tyr

ctt
Leu

Gln

cag
GIn
345

acc
Thr

atc
Ile

atc
Ile

tac
Tyr

tat
Tyr
425

Phe
330

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

agt
Ser
gac
Asp
410

tcc
Ser

32

Ala

cac
His

tcc
ser

cac
His

cct

Pro
395

ctg
Leu

tcC
331

val

tag
Trp

tag
Trp

cac
His
380
cgc
Arg

cCccC
Pro

oty

Ser

ctc
Leu

ctc
Leu
365

ctc
Leu

gtc
val

tac
Tyr

cac
His

gag
Glu
350

gtc
val

ttc
Phe

gag
Glu

acg
Thr

tcg.

ser
430

Thr
335

tac
Tyr

acg
Thr

cCcC
Pro

gcc
Ala

agc
Ser

. 415

gtc
val

tag
Trp

acg
Thr

ctc
Leu
400

gcg
Ala

&y

1056

-1104

1152
1200
1248
1296

1320



TNTTWIN i

Met
1
Glu
Tyr
L.eu
- Phe
65
LyS
Ala
Leu
Arg
Ser
145
Ile
Ser
Tyr
ser

ASn
225
LyS
Phe
Leu
Trp
Gly
305
Leu
Leu
Ala
Trp
Ala
385
Phe
val

Ala

<210> 5

Gly
Ala
ASp
Thr
50

H1s
Leu
Arg
val
val
130
Lys
Ala
Phe
Gly
Lys

210
Thr

Pro
Ala
His
Ile
290
Tyr
Gly
Pro
Asp
Met
370
Pro
Lys
Ser

Asp

<211> 1371
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<220>

Lys
Asn
Ala
Glu
Gln
Asp
Arg
Ala
115
val
Ala

Gln

Thr

val
195
H1s

Leu

Gly
Pro
Pro
275
Phe
Ser
Cys
val
His
355
ser
Glin
Arg

Thr

Thr

435

Gly
Gly
Thr
Gly
Arg
Ala
ASp
100
Glu
Glu
ser
Gly
Gly
180
Gly
His

Pro

Ser’
val
260
Arg
Ala
Pro
I1é
Thr
340
Thr
ASn

Phe

His

Thr
420
Lys

Ser
Asp
Asn
Glu
ser
Ser
Ala
Gly
Ile
Pro
%
val

Cys

Glu
Lys
Phe
Ala
Gly
70

Lys
Met
Tyr
val
Thr
150
Cys
Ile

Gly

Ala Ala

Leu

Leu
245
ser
Tyr
Arg
Gly
TYyr
325
ASn
val
Leu
Arg

Asn
405

Phe Ala

Lys Glin

val
230
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Gly
Arg
Lys
Gly
55

Lys
val
Thr
Phe
Ala
135
ser
Gly
Trp
Met
Pro
215
Ala

Leu Ala

Cys
Met

Leu

Leu

Tyr Ile
295

Thr ser

310

Ile Phe

Pro Glu

Asn Ile

Asn

Phe

Leu
Leu
Arg
280
Gly
val
Leu
Asp

ser

Arg
Lys
His
val
Ala
Glu
Arg
AS
120
Leu
Leu
Trp
Leu
Ser
200
ASh

Phe

Trp

Ile

Ser
Thr
25

Pro
ASp
AsSp

ser

Ala
Ile
Gly

Ala

LysS:

Arg

- 90

Asp
105

p Pro

Phe
val
val
Asp
185
Gly
Arg

Asn

Leu

Tyr
ser
Ala
Leu
Met
170
Asp
His
Leu

Glu

250

265

Thr
Trp
Gly
GIn
Gln

Gly
Lys
.Phe
Met

Phe

Arg
Leu
Arg
ser

Ty

Ala
Leu
Gly
Thr
TYr
Phe
Ala
Ile
Leu
Gly
155
His
Arg
Tyr
Glu

Arg
235

val
Gly
His

Leu

Arg
Ile
ser
GIn
60

Leu
ser
Ala
Pro
ser
140
val
Glu
Met
Trp
His
220
val

Gln
Trp

Met

Glu
Glu
Ile
Ala
Lys
Ala
Phe

Met Th
Gly va

Ile As

r Ala
1 Leu

n Phe

Tyr Arg Glu

Ser Leu Pro

Lys Gl
Arg GI

© 110

His
125
Phe
val
Met
Cys
LysS
205
Asp

val

Met Il

80
u Gln

u Glu

e Tyr

Trp Leu Met

Met Asn Gly

Gly Hi

160
s Gly

175
Glu Phe Phe

190
Asn Gl

n His

val Asp Leu

Arg Lys val

ATa Tyr

255

Thr Leu

270

285

300

315

330

345

360

375

Phe Lys

390

Leu Pro

Asn

Asp

GIn
Glu
Tyr

Leu

Thr
Ile
Ile
Tyr
Tyr

Leu
Lys
Glu
Ser

ASp

Ala
His
ser
His

Pro

r Leu
val
Trp
Trp

His

Met
Cys
Ser
Leu

Leu

Gly Ala

Glu Phe

ser Phe

His Thr

335

Glu Tyr

350

365

- 380

395

410

425

33

Ser

Leu

val

Arg
Pro

Gly

Leu
val
Tyr

His

val Thr

Phe Pro
Glu Ala
Thr Ser

415

Ser val

430

240

Leu
Tyr

val

Leu

Gly
320
His

Ala

Trp

Thr
Leu
400
Ala

Gly



<221> CDS
<222> (1)...(1368)

<400> 5

atg
Met
1

cac

His

gac
Asp

gtc
val

ccg
Pro
65

aag
Lys

ttcC
Phe

aat
Asn

acc
Thr

aac
Asn

gt
va

ctg
Leu
50

ttc
Phe

ctc
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu

gag
Glu

acg
Thr

acc
Thr
35

cac
His

tcg
ser

gt
va
aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

gcc
Ala
20

gag
Glu

tcc
ser

daac
Asn

gaa
Glu
100

cca
Pro

9¢g
Ala

aag
Lys

tgg
Trp

9?;

cgc
Arg

&y
85

tgc
Cys

‘aag

Lys

agt
ser

agc
Ser

gcg
Ala

cgt
Arg

gcc
Ala
70

tac
Tyr
tcg
Ser

cg
21 a
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gac
Asp

acg
Ala

gac
Asp

gaa
Glu
55

gac
Asp

9ag
Glu

gag
Glu

C
A

tag
Trp

aag
LysS
40

tgc
Cys

aag
Lys

ttc
Phe

cgc
Arg

ttc
Phe

ttc

. Phe

gt
va
25

cac
His

acg
Thr

atc
Ile

ccg
Pro

ot
va
105

gcg
Ala

34

acg
Thr
10

atc
Ile

ccg
Pro

gac
Asp

ttg
Leu

gt

va

90

gce
Ala

3ty

tgg
Trp

atc
Ile

ety

ac
Thr

gcc
Ala
75

ttc
Phe

gag
Glu

ctc
Leu

cag
GIn

cgc
Arg

ggc
Gly

ttc
Phe
60

aag
Lys

aag
Lys

tac
Tyr

tag
Trp

gag
Glu

oty

agc
Ser
45

tac
Tyr

tac
Tyr

ccg
Pro

ttt
Phe

cgc
Arg

gtc
val

gag
Glu
30

gag
Glu

tcg
ser

aag
Lys

gac
Asp

aag
LyS
110

atg
Met

gcc
Ala
15

gt
Va

ctc
Leu

tac
TYyr

atc
Ile

tcg
ser
95

acg
_Thr

gt
va

aag
Lys

tac
Tyr

atc
Ile

cac
H1s

ey
80

&y

aac
Asn

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

336

384



gt
va

cct
Pro
145

ttc
Phe

ca
/g\'l a

atg
Met

gtt
val

ctc
.Leu
225

gt
va

tac

Tyr

ttc
Phe

tcg
Ser
cgc
Arg
305

tgg
Trp

ttc
Phe

&

gtc
val

ctc
Leu

ttc
Phe
130

3ty

cag
GIn

tgc
Cys

gac
Asp

gt
va
210
ccg
Pro

ctg
Leu

&ty

gt
va

gac

-ASp

290

atc
Ile

ety

aacC
Asn

gat
Asp

aag
Lys
370

tgc
Cys

115

gc
A1g

aac
AsSn

tcg

ser

tag
Trp

195
&y

gtc
val

ctg
Leu

gt
va

tcg
Ser
275

tag
Trp

tac
Tyr

gt
va

ttc
Phe

gcg
Ala
355

tcg
Ser

&ty

tc
3a1

gt
va

ctg
Leu

gcc
Ala

tac
TYyr

cca
Pro

165

agc

.Ser

180
ttc
Phe

cac
His

gac
Asp

ccg
Pro

ctg

Leu
260

ctc
Leu

gt
va

atc
Ile

ttt
Phe

cag
GIn
340

ccg
Pro

tcg
ser

gc
$H

agc
ser

gct
Ala

cac
His

Tttt
Phe

axc

Ile

245
Ny

acg
Thr

caa
Gln

ccg
Pro

ttc
Phe
325

gt
va

tcg
Ser

gt
va

ctc
Leu

gcg
Ala
gcg
Ala
150
tto
Leu

cca
Pro

ety

atc
Ile

gag
Glu
230

tac

Tyr

ctc
Leu

aac
Asn

atg
Met

ttg
Leu
310

ctc
Leu

agc
ser

gcc
Ala

gac
Asp

aac
Asn

ES 2367182 7T3

ctc
Leu
135

cag
Gln

ctg

Leu

gcg
Ala

gcc
Ala

tac
Tyr
215
agc
ser

aag
Lys

aag
Lys

2y

atc

Ile
295

gcg
Ala

gce
Ala

cac
His

gag
Glu

tac
Tyr
375

tac
Tyr

120

acg
Ala

tac
Tyr

cac
His

atg
Met

agc
Ser
200

acg
Thr

gac
Asp

ttc
Phe

ttc
Phe

ccg
Pro
280

ttc
Phe

tgg
Trp

gag
Glu

gtc
val

tac
Tyr

gc
Ala

gt
va

tag
Trp

185 .

atg
Met

aac
Asn

gt
va

cag
Gln
cgc
Ar

265

gt
va

gcc

Ala

ctc
Leu

ttc
Phe

tcg
ser

345

gtc
val
360

gcg
Ala

cag
Gln

&ty

cac
His

gt
va

atg
Met

tgg
Trp

atg

-Met

170
cag
GIn

gt
va

gtc

val

cgc
Arg
cac

His
250

-atc
g Ile

cgt
Arg

aag
Lys

aag
LYys

acc
Thr
330

acc
Thr

gac
Asp

&ty

acc
Thr

35

2ty

Q?C
153

cac
His

atc
Ile

tcg
Ser

acg
Ala

cgc
Arg
235

atc
Ile

cag
Gln

gt
va

acg
Ala

atc
Ile
315

aca
Thr

gag
Glu

gag
Glu

tcg
Ser

cac
H1s

atg
Met
140

gt
va

gac
Asp

atc
Ile

tgg
Trp

ety
220

atc
Ile

tac
Tyr

gac
Asp

aac
Asn

ttce
Phe
300

acg
Thr

&y

tgc
Cys

tag
Trp

ccg
Pro
380

cac
‘His

125

aat
Asn

9t

va

tcg
Ser

ety

ttg
Leu
205

gcg
Ala

gt
Va

ctg
Leu

gt
va

ccg
Pro
285

tag
Trp

ccg
Pro

tgg
Trp

gag
Glu

gcg
Ala
365

ctc
Leu

ttg
Leu

ttc
Phe

tcg
ser

gt
Arg
190

aac
Asn

gac
Asp

cac
His

cCa
Pro

ttc
Phe
270

cac

His

acg
Thr

tcg
ser

tac
Tyr

tac
TYyr
350

atc
Ile

acg
Ala

tac
Tyr

ctc
Leu

&y

cac.

His
175

&ty

cag
Gln

ccg
Pro

cgc
Arg

ccg
Pro
255

gag
Glu

ccg
Pro

ttc
Phe

acg
Thr

ctc
Leu
335

ccg
Pro

tcg
ser

9cg

Ala

ccg
Pro

atc
Ile

gtc
val
160

gcg
Ala

gt
va

cac
H1s

gat
Asp

cag
Gln
240

ctc
Leu

acg
Thr

gt
va

tac
Tyr

ttc
phe
320

acg
Ala

tgc
Cys

cag

GIn

ttc
Phe

ggc
Gly

432

480

528 -

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



385

atc
Ile

tgc
cys

gco
Ala

aag
Lys

<210>6

tca
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro
450

<211> 456
<212> PRT
<213> Thraustochytrium sp.

<400> 6

cag
GIn

aag
Lys

ctc
Leu
435

gt
va

tac
Tyr

tac
Tyr
420

acg
Ala

gag
Glu

cac
His
405

aac
Asn

cac
His

atc
Ile

390
tac
Tyr

atc
Ile

ttc
Phe

cac
His

cct
Pro

aag
Lys

aag
Lys

atg
Met
455

ES 2367182 7T3

9cg
Ala

tac
Tyr

cac
His
440

&ty

atc
Ile

acg
Thr
425
ctg
Leu

taa
*

gcg
Ala
410

gt
va

aag
Lys

36

395
ccg
Pro

ctg
Leu

aac
AsSn

atc
Ile

ccg

Pro

atg
Met

atc
Ile

acg
Thr

&1y
445

atc
Ile

ttc
Phe
430

gag
Glu

gac
Asp
415

acc

Thr

ctc
Leu

400
gt
va
gag
Glu

ggc
Gly

1248

1296

1344

1371



Met
His
Asp
val
Pro
65
Lys
Phe
Asn
val
Pro
145
Phe
Ala
‘Met
val
Leu
225
val
Tyr
Phe
Ser
Arg
305
Trp

Phe

Gly Asp
val Lys

Thr
Asn
val
Leu
Phe
Leu
TYyr
Leu
Phe
130
Gly
GlIn
Cys
Asp
val
210
Pro
Leu
Gly
val
Asp
290
Ile
Gly

AsSD

Glu
Thr
Thr
35

His
Ser
val
Lys
Asp
115
Ala
ASN
Ala
Ser
Trp
195
Gly
val
Leu
val
ser
275
Trp
Tyr
val

Phe

Ala

355

370

Leu Cys

385

Ile Ser

Cys Lys

Ala Leu

Lys Pro

ser
Gly
Gln

Lys

Lys
Ala
Glu
ser
Asn
Gly
Glu
100
Pro
val
val
Leu
ser
180
Phe
His
AsSp
Pro
Leu
.260
Leu
val
Ile
Phe

Gln

340
Pro

Ser
Ala,
Tyr

Tyr

420

Leu

435

450

<210>7

<211> 1380
<212> ADN
<213> Thraustochytrium sp.

<220>

val

Ala

Glu

Ala
5

Lys
Trp
Gly
Arg
Gly
85

Cys
Lys
Ala
Tyr
Pro
165
ser
Ala
His
Phe
Ile
245
Gly
Thr
Gln
Pro
Phe

325
val

ser

Ser

Ala:

Arg
Ala
70

Tyr
Ser
Ala
Ala
Ala
150
Leu
Pro
Gly
Ile
Glu
230
TYyr
Leu
Asn
Met
Leu
310
Leu

ser

ASp
Ala
Asp
Glu
SS

Asp
Glu
Glu
Ala
Leu
135
Gln
Leu
Ala
Ala
Tyr
215
Ser
Lys
Lys
Gly
Ile
295
Ala
Ala

His

ser Ala Glu

val
Leu
His
405
Asn
His

Ile

ASp
AsSn
390
Tyr
Ile
Phe

His

TYyr
375

Tyr

Pro
Lys
Lys
Met

455.
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Glu
Trp
Lys
40

Cys
Lys
Phe
Arg
Phe
120
Ala

Tyr

His

Met
Ser
200
Thr
ASp
Phe
Phe
Pro
280
Phe
Trp
Glu

val

val
360
Ala
Gln
Ala
Tyr
His
440
Gly

Phe
val
25

His
Thr
Ile
Pro
val
105
Ala
Tyr
Ala
val
Trp
185
Met
Asn
val
Gln
Arg
265
val
Ala
Leu
Phe

ser

345

Gly

His
val
Ile
Thr

425
Leu

Thr
Ile
Pro
Asp
Leu
val
Ala
Gly
Met
Trp
Met

170
Gln

val
val
Arg
His
250
Ile
Arg
Lys
Lys
Thr
330
Thr

Asp
Gly
Thr
Ala
410
val

Lys

37

Trp
Ile
Gly
Thr
Ala
75

Phe
Glu
Leu
Gly
Gly
155
H1s
Ile
sSer
Ala
Arg
235
Ile
Gln
val
Ala
Ile
315
Thr
Glu

Glu
ser
His
395
Pro
Leu

Asn

GIn
Arg
Gly
Phe
60
Lys
Lys
Tyr
Trp
Met
140
val
Asp
Ile
Trp
Gly
220
Ile
Tyr
Asp
Asn
Phe
300
Thr
Gly-

Cys

Trp
Pro
380
His
Ile
Pro

Met

Glu
Gly
Ser
45

Tyr
Tyr
Pro

Phe

val
Glu
Glu
Ser
Lys
Asp
Lys

110

Arg
125
Asn

val

Ser
Gly
Leu
205
Ala
val
Leu
val
Pro
285
Trp
Pro
Trp

Glu

Ala
365
Leu
Leu
Ile
Thr

Gly
445

Met
Glu
Phe
Ser
Ar
190
Asn
Asp
His
Pro
Phe
270
His
Thr
ser
Tyr
Tyr
350
Ile
Ala
Tyr
Ile
Phe

Ala
val
Leu

Tyr

1le

ser
Thr
val
Leu
Gly

His
175

g Gly

Gln
Pro
Arg
Pro
255
Glu
Pro
Phe
Thr
Leu

335
Pro

Lys
Tyr
Ile
His
Gly
Gly
ASn
Phe
Ile
val
160
Ala
val
His
ASp
Gln
240
Leu
Thr
val
Tyr
Phe
320
Ala

cys

ser GIn

Ala Phe

Pro Gly

400

Asp val
415
Thr Glu

430

Glu

Leu Gly



<221> CDS
<222> (1)...(1380)
<400>7

atg
Met
1

atc
Ile

aag
Lys

atg
Met

cac
His
65
gt
va

gag
Glu

cgt
Arg

gc
Ala

ctc
Leu
145

gtc

gt
va

cgc
Arg

gtc
val

ctc
Leu
50

ccg
Pro

gac
Asp

gag
Glu

cgt
Arg

ctc
Leu
130

tcg
ser

gcc

gac
Asp

9ag
Glu

tac
Tyr
35

acg
Thr

tcc
ser

gaa
Glu

cgc
Arg

ctg
Leu
115

tac
Tyr

atg
Met

ggc

ctc

Leu.

cac
H1sS
20

gac
ASp

cag
GIn

tcg
ser

acc

Thr.

gcg
Ala
100_

cgc
Arg

tac
Tyr

gcg
Ala

gtg

aag
LyS
5
gcg
Ala

atc

Ile:

cc
g'l a

gcg
Ala

tcc
ser
85

cgc
Arg

gtc
val

gcg
Ala

atc
Ile

att

cct
Pro

acg
Thr

tcc
ser

ey

ctc
Leu
70

aag
Lys

cgc
Arg

aag
Lys

tgg
Trp

tgc
cys
150

atg

ety

cCccC
Pro

aag
LyS

gag
Glu

55
aag

LyS

gcc
Ala

gtc
val

aag
LysS
135

ttc
Phe

g9g
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gt
va

gcg
Ala

tag
Trp

40
gac
Asp

ctg
Leu

gag
Glu

| cgc
Arg
aag
Lys
120

ctc
Leu

ttc
Phe

ctc

aag
Lys

acc
Thr
25

gac
Asp

gcc
Ala

ctc
Leu

atc
Ile

atc
Ile
105

ety

gt
va

ttc
Phe

ttc

cgc
Arg
10

acyg
Ala

tcg
ser

acg
Thr

gag
Glu

gag
Glu
90

aac
Asn

atg
Met

agc
Ser

aac
Asn

tac

38

ctg
Leu

tgg
Trp

cac

His

gac
Asp

cag

‘Gln

75
&

gag
Glu

oty

acg
Thr

agt
ser
155

cag

gt
Va

atc
Ile

ccg
Pro

gce
Ala
60

ttc
Phe

gag
Glu

ttc
Phe

ctc
Leu

ttc
Phe
140

ttc
Phe

cag

agc
Ser

gt
va

&y
45

ttcC
Phe

tac
Tyr

ccg
Pro

atc
Ile

tac

Tyr

125
&y

gcc
Ala

tcc

tag

Trp

att
Ile

"~ 30

ety

gcg
Ala

gtc
val

acg
Ala

gcg
Ala
110

gac
Asp

atc
Ile

atg
Met

gga

aag
Lys

15
C@C
His

tcc
Ser

gtc
val

oty

agc
ser
95

tcc

Ser

gcc
Ala

gcg
Ala

tac
Tyr

tgg

gag
Glu

cac
H1s

gt
Va

tTtC
Phe

‘gac

ASp
80

gac
Asp

tac
Tyr

agc
ser

gt
va

atg
Met
160

ctg

48
96
144
192
240
288
336
384
432
480

528



val

gcq
Ala

aac
Asn

cag
GIn

cac
His
225

atg
Met

tcg
Ser

ccg
Pro

tac
Tyr

gac
Asp
305

9cg
Ala

ttc
Phe

agt
ser

gac
Asp

gta
val
+ 385

cac
His

ctc
teu

ggc

Ala

cac
His

ctt
Leu

tgg
Trp
210

agc
ser

ccg
Pro

acg
Ala

ctg
Leu

gt
va

.290

2y

atc
Ile

ctc
Leu

att
Ile

ttc
phe
370

ttc
Phe

ctg
Leu

atc
Ile

ttc

Gly

gac
Asp

atc
Ile
195

tgg
Trp

gcce
Ala
ctg

Leu

cac
His

ctg
Leu
275

ttc
Phe

ccg
Pro

ccg
Pro

atg
Met

&ty
355

tgg
Trp
atg
Met
Tttc
Phe

aag
Lys

tag

val

ttc
Phe

180

ggc
Gly

aag
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

Q?C
Gly
260
ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

tac
Tyr

Q?C
Gly
340
cac

His

cag
GIn

gac
Asp

ccg
Pro

tcg
ser
420

gag

Ile
165

ttg
Leu

tgc
cys

aac
Asn

gac
Asp
gcg
Ala
245

ccg

Pro’

ctc
Leu

aag
Lys

ttcC
Phe

Met

cac
His

ctc
Leu

aag
LysS

gag

Glu
230

tag
Trp

ttc
Phe

gcg
Ala

ttc
Phe

g¢g
Ala
310

tgc
Cys

325

cag
GIn

aacC
Asn

ctg
Leu

tgg
Trp

ctc
Leu
405

cta
Leu

ggc

aca
Ala

&ty

cag
Gln

ttc
Phe
390

gt
va

tgc
Cys

atc

ES 2367182 7T3

Gly

aac
AsSn

gt
va

cac
His
215

ey

tct
Sser

ttc
Phe

cgc
Arg

tcg
Ser
295

ey

aac
Asn

tcc
Ser

atg
Met
gt

va

375
acc
Thr

ccg
Pro

aag
LyS

tac

Leu

cag
Gln

gg9c
ety
200
aac

Asn

ttc
Phe

aag
Lys

atc
Ile

cta
Leu
280
ttc
Phe

ctg
Leu

atg
Met

tgc
Cys

tcg
ser
360

acc
Thr

&ty

cgc
Arg

Glu

gag

Phe

gt
Va
185

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile

a
h

cgc
Arg
265

agc
ser

&

atc
Ile

agc
Ser

ggc
ly
345
gt
va’

acg
Thr

ggc
&y
cac
HIs
ttc

Phe
425

gtc
39

Tyr
- 170

1tgc
Cys

gce
Ala

cac
His

oy

atg
Met
250

aac
Asn

tgg

Trp

atc
Ile

gt
va

ctg
Leu
330

ttg
Leu

tac
Tyr

acg
Thr

ttg
Leu

aac
Asn
410

gac
Asp

gtg

Gln

Glu

tag
Trp

cac
His

gac

ASp
235

gcg
Ala

cag
GIn

ctc
Leu

ttc
Phe

cac
His
315

£ttt
Phe
ctc
Leu

gag
Glu

cgc
Arg

aac
Asn
395

ttg
Leu

atc
Ile

gac

GIn

aac
Asn

cag
Gln

gcg
Ala
220

ccg
Pro
cgc
Arg

gcg
A]a

gcg
Ala
gac
AS

300
tac
Tyr'

gag
Glu

ctg
Leu

cgce
ATg

aac
Asn
380

tac
Tyr

cca
Pro

ccg
Pro

cac

Ser

cgc
Arg

&y
205

gt
va

ga'c
Asp

aag
Lys

ttc
Phe

cag
GIn
285

aag

p LyS

atc
Ile

&ty

gcg
Ala

gaa
Glu
365

atc
Ile

cag
Gln

aag
Lys

Ttc

Phe

ctg

Gly

acg
Thr
190

ttc
Phe

ccg
Pro

atc
Ile

cg
21 a

cta
Leu
270

tcg
ser

gtc
val

tag
Trp

gt
Va

ctg
Leu
350

acc

Thr

cgc
Arg

atc
Ile

gtc
val

cac
His
430

9cg

Trp
175

ctc
Leu

agc
Ser

aac
ASn

gac
Asp

ttc
Phe
255

tac
Tyr

ttc
Phe

gag
Glu

cag
Gln

gca
Ala
335

gt
va

aag
Lys

gcg
Ala

gac
Asp

aac
Asn
415

gag
Glu

gac

Leu

ggc
Gly

at

‘Va

ctg
Leu

acc
Thr
240

gag
Glu

ttc
Phe

ttc
Phe

ttc
Phe

ctc
Leu
320

tac
Tyr

ttc
Phe

ccg
Pro

tcg
ser

cat
His
400

gt
Va

acc
Thr

atc

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Gly Phe Trp Glu Gly Ile Tyr Glu val val Asp His Leu ATa Asp Ile
435 440 445 :

agc aag gaa ttc atc acc gag ttc cca gcg atg taa ) _ 1380
ser L)S/(s) Glu pPhe 1le Thr G}LSJ Phe Pro Ala Met * :
4 4 .

<210> 8

<211> 459

<212> PRT

<213> Thraustochytrium sp.
<400> 8

40



Met
Ile
Lys
Met
His
val

Glu
Arg
Ala
Leu
145
val

Ala
Asn
GIn
His
225
Met
Ser
Pro
Tyr
Asp
305
Ala
Phe
ser
ASp
val

385
His

Leu

Gly Phe Trp Glu Gly Ile Tyr Glu
435 440

val
Arg
val
Leu
50

Pro
Asp
Glu
Arg
Leu
130
Ser

Ala

His

Leu
Trp
210
Ser
Pro
Ala
Leu
val
290
Gly
I]e
Leu
Ile
Phe
370
Phe
Leu

Ile

ASp
Glu
Tyr
35

Thr
sSer
Glu
Arg
Leu
115
Tyr
Met
Gly
Asp
Ile
195
Trp
Ala
Leu
His
Leu

275
Phe

Pro

Pro
Met
Gly
355
Trp
Met
Phe

Lys

Leu
His
20

Asp
Gln
Ser
Thr
Ala
100
Arg
Tyr
Ala
val

Phe

180

Gly
Lys
LYyS
Leu
Gly
260
Leu
Thr
Glu
Tyr
Gly
340
H1s
Gln
ASp
Pro

ser
420

Lys
)

Ala
Ile
Ala
Ala
ser
85

Arg
val
Ala
Ile
Ile
165
Leu
Cys
Asn
AsSp
Ala
245
Pro
Leu
Glu
Lys
Phe
325
Gln
Ash
Leu
Trp
Leu

405
Leu

Pro
Thr
ser
Gly
Leu
70

Lys
Arg
Lys
Trp
Ccys
150
Met
His
Leu
LysS
Glu
230
Trp
Phe
Ala
Phe
Ala

310
cys

‘Ala

Gly
GIn
Phe
390
val

Cys

ES 2367182 7T3

Gly
Pro
Lys

Glu
55

LyS.
Ala

Glu
val
Lys
135
Phe
Gly
ASnh
val
His
215
Gly
Ser
Phe
Arg
Ser
295
Gly
Asn
ser
Met
val
375
Thr
Pro

Lys

val
Ala
Trp
40

ASp
Leu
Glu
Arg
LysS
120
Leu
Phe

Leu

.GIn

Gly
200
Asnh
Phe
LysS
Ile

Leu
280

Phe.

Leu

‘Met

cys
Ser
360
Thr
Gly
Arg

Glu

LysS
Thr
25

ASp
Ala
Leu
Ile
Ile
105
Gly
val
Phe
Phe
val
185
Asn
Leu
Ile
Glu
Arg
265
ser
Gly
Ile
Ser
Gly
345
val
Thr
Gly
His

Phe
425

Arg
10

Ala
ser
Thr
Glu
Glu
90

Asn
Met
Ser
Asn
Tyr
170
Cys
Ala
His
Gly
Met
250
Asn
Trp
Ile
val
Leu
330
Leu
Tyr
Thr
Leu
ASn

410
Asp

val val

ser Lys Glu Phe Ile Thr Glu Phe Pro Ala

<210>9

450

<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

455

41

Leu
Trp
His
AsSp
GIn
Gly
Glu
Gly
Thr
Ser
155
GIn
Glu
Trp
His
ASp
235
Ala
Gln
Leu
Phe
His
315
Phe
Leu
G]p
Arg
Asn
395
Leu

Ile

Asp
Met

val
Ile
Pro
Ala
60

Phe
Glu
Phe
Leu
Phe
140
Phe
Gln
ASn
Gln
Ala
220
Pro
Arg
Ala
Ala
ASp
300
Tyr
Glu
Leu
Arg
ASn
380
Tyr
Pro

Pro

His

Ser
val
Gly
Phe
Tyr
Pro
Ile
Tyr
125
Gly
Ala
Sser
Arg
Gly
205
val
Asp
Lys
Phe
GIn
285
Lys
Ile
Gly
Ala
Glu
365
Ile
Gln
LysS
Phe

Leu
445

Trp
Ile
Gly
Ala
val
Ala
Ala
110
Asp
Ile
Met
Gly
1%
Phe
Pro
Ile
Ala
Leu
270
ser
val
Trp
val
Leu

350
Thr

-Arg

.I1e

val

His
430

Ala

Lys
15

His
ser

val

Gly

ser
95
ser

Ala.

Ala
Tyr
Trp

175
Leu

Ser

Asn
ASp
Phe
255
Tyr
Phe
Glu
GIn
Ala
335
val
Lys
Ala
Asp
AsSn

415
Glu

Asp

Glu
His
val
Phe
ASp
80
ASp
Tyr
Ser
val
Met
160
Leu
Gly
val
Leu
Thr
240
Glu
Phe
Phe
Phe
Leu
320
Tyr
Phe
Pro
ser
His
400
val

Thr

Ile
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<223> Primer

<221> caracteristica nueva
<222> 3,8, 11, 18, 21
<223>n=A,T,CoG
<400> 9 23

gcncaganga ncactccngg ngg
<210> 10

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Iniciador

<221> caracteristica nueva

<222>3,7,14
<223>n=A,T,CoG
<400> 10 25

atntgtngga gaanagagat ggatg
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula aislada de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste de:

(a) una molécula aislada de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO:
5, o un complemento de la misma;

(b) una molécula aislada de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 6, o un complemento de la misma; y

(c) una molécula aislada de &cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos 98% idéntica a la secuencia completa de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, o un
complemento de la misma, en donde el polipéptido tiene una actividad de A5 desaturasa.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, en donde la molécula de desaturasa codificada por dicha
molécula de acido nucleico comprende al menos un motivo representado por los residuos aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste de los residuos 40 - 45 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 171 - 176 de la SEQ
ID NO: 6, los residuos 208 - 213 de la SEQ ID NO: 6, y los residuos 395 - 400 de la SEQ ID NO: 6.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, en donde la molécula de desaturasa codificada por dicha
molécula de acido nucleico comprende al menos un motivo de enlazamiento de hemo o un motivo de histidina que
tiene al menos dos residuos aminoacidos de histidina.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en donde la molécula de acido nucleico codifica una
molécula de acido graso A5-2 desaturasa capaz de convertir 20:4(n-3) a acido eicosapentaendico (EPA) (20:5(n-3))
0 20:3(n-6) a acido araquidonico (AA) (20:4(n-6)).

5. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1.
6. El vector de la reivindicacion 5, en donde el vector es un vector de expresion.
7. Una célula huésped que comprende al vector de expresién de la reivindicacion 6.

8. La célula huésped de la reivindicacion 7, en donde la célula se seleccionada del grupo que consiste de una célula
vegetal, una célula microbiana, y una célula animal.

9. la célula huésped de la reivindicacion 8, en donde la célula vegetal es una célula obtenida de un cultivo de
semillas oleaginosas seleccionado del grupo que consiste de lino (Linum sp.), Brassica napus, Brassica juncea,
colza (Brassica sp.), soja (Glycine y Soja sp.), girasol (Helianthus sp.), algodén (Gossypium sp.), maiz (Zea mays),
olivo (Olea sp.), cartamo (Carthamus sp.), cacao (Theobroma cacoa), y cacahuete (Arachis sp.).

10. La célula huésped de la reivindicacién 8, en donde la célula microbiana se seleccionada del grupo que consiste
de Thraustochytrium, Pythium, Schizichytrium, y Crythecodinium.

11. Un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste de:
a) un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6;

b) un polipéptido aislado codificado por una molécula de acido nucleico que consiste de la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 5, en donde el polipéptido tiene una actividad de A5 desaturasa; y

c) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 98% idéntica a la
secuencia entera de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, en donde el polipéptido tiene una actividad de A5 desaturasa;

12. Un método para producir el polipéptido de acuerdo con la reivindicaciéon 11 que comprende el cultivo de la célula
huésped de la reivindicacién 7 para producir el polipéptido.

13. El polipéptido de la reivindicacion 11, en donde el polipéptido comprende al menos un motivo representado por
los residuos aminoacidos seleccionados del grupo que consiste de los residuos 40 - 45 de la SEQ ID NO: 6, los
residuos 171 - 176 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 208 - 213 de la SEQ ID NO: 6, y los residuos 395 - 400 de la
SEQ ID NO: 6.

14. El polipéptido de la reivindicacién 11, en donde el polipéptido comprende al menos uno de un motivo de
enlazamiento de hemo o un motivo de histidina que tiene al menos dos residuos aminoacidos de histidina.

15. El polipéptido de la reivindicacién 11, en donde el polipéptido es una molécula de acido graso A5-2 desaturasa

capaz de convertir 20:4(n-3) al acido eicosapentaendico (EPA) (20:5(n-3)) o 20:3(n-6) al acido araquidonico (AA)
(20:4(n-6)).
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16. Un método para producir un acido graso insaturado que comprende el cultivo de la célula de la reivindicacion 7
bajo condiciones tales que se produzca el acido graso insaturado.

17. Un método para producir un acido graso insaturado que comprende transfectar o transformar una célula con la
molécula aislada de &cido nucleico de la reivindicacion 1 y cultivar la célula bajo condiciones de tal manera que se
produzca el acido graso insaturado.

18. Un método para producir un acido graso insaturado que comprende poner en contacto una composiciéon que
contiene al menos un sustrato de desaturasa con al menos un polipéptido aislado de la reivindicacion 11 bajo
condiciones de tal manera que se produzca el acido graso insaturado.

19. Un método para mejorar la produccion de un acido graso insaturado que comprende cultivar la célula de la
reivindicacion 7, de tal manera que se produzca la modulacion de la produccion de un acido graso insaturado.

20. Un método para producir una célula capaz de generar un acido graso insaturado que comprende introducir en
dicha célula la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en donde la molécula de acido nucleico codifica una
desaturasa que tiene una actividad de catalizar la formacién de un doble enlace en una cadena de acilo graso.

21. El método de cualquiera de la reivindicaciones 16 - 20, en donde el acido graso insaturado se selecciona del
grupo que consiste del acido gamma linoleico (GLA) (18:3(6, 9, 12)), acido estearidénico (SDA) (18:4(6, 9, 12, 15)),
acido araquidonico (AA) (20:4(5, 8, 11, 14)) y acido eicosapentaendico (EPA) (20:5(5, 8, 11, 14, 17)).

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 16 - 20, que comprende ademas recuperar el acido graso
insaturado.

23. El método de cualquiera de las reivindicaciones 16, 17 6 19 - 20, en donde la célula se selecciona del grupo que
consiste de una célula vegetal, una célula animal y una célula microbiana.

24. El método de la reivindicacion 23, en donde la célula vegetal es de una planta de semillas oleaginosas.

25. El método de la reivindicacion 24, en donde la planta de semillas oleaginosas se selecciona del grupo que
consiste de linaza (Linum sp.), colza (Brassica sp.), soja (Glycine y Soja sp.), girasol (Helianthus sp.), algoddn
(Gossypium sp.), maiz (Zea mays), olivo (Olea sp.), cartamo (Carthamus sp.), cacao (Theobroma cacoa), y
cacahuete (Arachis sp.).

26. El método de la reivindicacion 19, en donde se mejora la produccion del acido graso insaturado.

27. A composicion que comprende al polipéptido de la reivindicacion 11.

28. Una composicion que comprende la célula producida por medio del método de la reivindicacion 20.

29. La composicion de la reivindicacion 27 6 28 para uso como un suplemento dietético.

30. La composicion de la reivindicacion 27 6 28 para uso como alimento para animales.

31. La composicion de la reivindicacion 27 para uso en el tratamiento de un paciente que tiene un trastorno, en
donde el trastorno se selecciona opcionalmente del grupo que consiste de estrés, diabetes, cancer, trastornos
inflamatorios, y trastornos cardiovasculares.
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ATGACCGAGAAGGCGAGTGACGAGTTCACGTGGCAGGAGGTCGCCAAGCACARCACGGCCA
AGAGCGCGTGGGTGATCATCCGCGGCGAGGTGTACGACGTGACCGAGTGGGCGGACAAGCAC
CCGGGCGGCAGCGAGCTCATCGTCCTGCACTCCGGTCGTGAATGCACGGACACGTTCTACTCG
TACCACCCGTTCTCGAACCGCGCCGACAAGATCTTGGCCAAGTACAAGATCGGCAAGCTCGTG
GGCGGCTACGAGTTCCCGGTGTTCAAGCCGGACTCGGGCTTCTACAAGGAATGCTCGGAGCGC
GTGGCCGAGTACTTTAAGACGAACAATCTGGACCCAAAGGCGGCGTTCGCGGGTCTCTGGCG
CATGGTGTITCGTGTTCGCGGTCGCCGCGCTCGCGTACATGGGCATGAATGAGCTCATCCCTGG
AAACGTGTACGCGCAGTACGCGTGGGGCGTGGTGTTCGGTGTCTTCCAGGCGCTGCCATTGCT
GCACGTGATGCACGACTCGTCGCACGCGGCATGCTCGAGCAGCCCAGCGATGTGGCAGATCA
TCGGTCGTGGTGTGATGGACTGGTTCGCTGGCGCCAGCATGGTGTCGTGGTTGAACCAGCACG
TTGTGGGCCACCACATCTACACGAACGTCGCGGGCGCGGACCCGGATCTCCCGGTCGACTTTG
AGAGCGACGTGCGCCGCATCGTGCACCGCCAGGTGCTGCTGCCGATCTACAAGTTCCAGCACA
~ TCTACCTGCCACCGCTCTACGGCGTGCTGGGCCTCAAGTTCCGCATCCAGGACGTGTTCGAGA
CGTTCGTGTCGCTCACGAACGGCCCGGTGCECTGTGAACCCGCACCCGGTGTCGGACTGGGTGC
AAATGATCTTCGCCAAGGCGTTCTGGACGTTCTACCGCATCTACATCCCGTTGGCGTGGCTCA
AGATCACGCCGTCGACGTTCTGGGGCGTGTTTTTCCTCGCCGAGTTCACCACAGGTTGGTACCT
CGCGTTCAACTTCCAGGTGAGCCACGTCTCGACCGAGTGCGAGTACCCGTGCGGTGATGCGCC
GTCGGCCGAGGTCGGTGACGAGTGGGCGATCTCGCAGGTCAAGTCGTCGGTGGACTACGCGC
ACGGCTCGCCGCTCGCGGCGTTCCTCTGCGGCGCGCTCAACTACCAGGTGACCCACCACTTGT
ACCCGGGCATCTCACAGTACCACTACCCTGCGATCGCGCCGATCATCATCGACGTGTGCAAGA
AGTACAACATCAAGTACACGGTGCTGCCGACGTTCACCGAGGCGCTGCTCGCGCACTTCAAGC
ACCTGAAGAACATGGGCGAGCTCGGCAAGCCCGTGGAGATCCACATGGGTTAA

Fig.1A

MTEKASDEFTWQEVAKHNTAKSAWVIIRGEVYDVTEWADKHPGGSELIVLHSGRECTDTFYSYH
PFSNRADKILAKYKIGKLVGGYEFPVFKPDSGFYKECSERVAEYFKTNNLDPKAAFAGLWRMVEV
FAVAALAYMGMNELIPGNVYAQYAWGVVFGVFQALPLLHVMHDSSHAACSSSPAMWQIIGRGV
MDWFAGASMVSWLNQHVVGHHIYTNVAGADPDLPVDFESDVRRIVHRQVLLPIYKFQHIYLPPL
YGVLGLKFRIQDVFETFVSLTNGPVRVNPHPVSDWVOMIFAKAFWTFYRIYIPLAWLKITPSTFWG
VFFLAEFTTGWYLAFNFQVSHVSTECEYPCGDAPSAEVGDEWAISQVKSSVDYAHGSPLAAFLCG

ALNYQVTHHLYPGISQYHYPATAPIIIDVCKKYNIKYTVLPTFTEALLAHFKHLKNMGELGKPVEIH
MG

Fig.1B

45



ES 2367182 7T3

ATGGTGGACCTCAAGCCTGGAGTGAAGCGCCTGGTGAGCTGGAAGGAGATCCGCGAGCACGC
GACGCCCGCGACCGCGTGGATCGTGATTCACCACAAGGTCTACGACATCTCCAAGTGGGACTC
GCACCCGGGTGGCTCCGTGATGCTCACGCAGGCCGGCGAGGACGCCACGGACGCCTTCGCGG
TCTTCCACCCGTCCTCGGCGCTCAAGCTGCTCGAGCAGTTCTACGTCGGCGACGTGGACGARA
CCTCCAAGGCCGAGATCGAGGGGGAGCCGGCGAGCGACGAGGAGCGCGCGCGCCGCGAGCG
CATCAACGAGTTCATCGCGTCCTACCGTCGTCTGCGCGTCAAGGTCAAGGGCATGGGGCTCTA
CGACGCCAGCGCGCTCTACTACGCGTGGAAGCTCGTGAGCACGTTCGGCATCGCGGTGCTCTC
GATGGCGATCTGCTTCTTCTTCAACAGTTTCGCCATGTACATGGTCGCCGGCGTGATTATGGGG
CTCTTCTACCAGCAGTCCGGATGGCTGGCGCACGACTTCTTGCACAACCAGGTGTGCGAGAAC
CGCACGCTCGGCAACCTTATCGGCTGCCTCGTGGGCAACGCCTGGCAGGGCTTCAGCGTGCAG
TGGTGGAAGAACAAGCACAACCTGCACCACGCGGTGCCGAACCTGCACAGCGCCAAGGACGA
GGGCTTCATCGGCGACCCGGACATCGACACCATGCCGCTGCTGGCGTGGTCTAAGGAGATGG
CGCGCAAGGCGTTCGAGTCGGCGCACGGCCCGTTCTTCATCCGCAACCAGGCGTTCCTATACT
TCCCGCTGCTGCTGCTCGCGCGCCTGAGCTGGCTCGCGCAGTCGTTCTTCTACGTGTTCACCGA
GTTCTCGTTCGGCATCTTCGACAAGGTCGAGTTCGACGGACCGGAGAAGGCGGGTCTGATCGT
GCACTACATCTGGCAGCTCGCGATCCCGTACTTCTGCAACATGAGCCTGTTTGAGGGCGTGGC
ATACTTCCTCATGGGCCAGGCGTCCTGCGGCTTGCTCCTGGCGCTGGTGTTCAGTATTGGCCAC
AACGGCATGTCGGTGTACGAGCGCGAAACCAAGCCGGACTTCTGGCAGCTGCAGGTGACCAC
GACGCGCAACATCCGCGCGTCGGTATTCATGGACTGGTTCACCGGTGGCTTGAACTACCAGAT
CGACCATCACCTGTTCCCGCTCGTGCCGCGCCACARACTTGCCAAAGGTCAACGTGCTCATCAA
GTCGCTATGCAAGGAGTTCGACATCCCGTTCCACGAGACCGGCTTCTGGGAGGGCATCTACGA
GGTCGTGGACTCACCTGGCGGACATCAGCAAGGAATTCATCACCGAGTTCCCAGCGATGTAA

Fig.2 A

MVDLKPGVKRLVSWKEIREHATPATAWIVIHHKVYDISKWDSHPGGSVMLTQOAGEDATDAFAVFE
BPSSALKLLEQFYVGDVDETSKAEIEGEPASDEERARRERINEFIASYRRLRVKVKGMGLYDASAL
YYAWKLVSTFGIAVLSMAICFFFNSFAMYMVAGVIMGLFYQQSGWLAHDFLENQOVCENRTLGNL
IGCLVGNAWQGF SVOWWKNKHNLHHAVPNLHSAKDEGF IGDPDIDTMPLLAWSKEMARKAFES .
AHGPFFIRNQAFLYFPLLLLARLSWLAQSFFYVFTEFSFGIFDKVEFDGPEKAGLIVHY IWQLAIPYF
CNMSLFEGVAYFLMGQASCGLLLALVFSIGHNGMSVYERETKPDFWQLOVTTTRNIRASVFMDW
FTGGLNYQIDHHLFPLVPRANLPKVNVLIKSLCKEFDIPFHETGFWEGIYEVVDHLADISKEFITEFP

AM
Fig.2B
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MTEKASDE ---FTWOEVAKHNTAKSAWVI IRGEVYDVTEWADKHPGGSEL
OO X 1
IVLHSGRECTDTFYSYHPFSNRADKILAKYKIGKLVGGYEFP&E:;;bSG
LT-QAGEDATDAFAVFHP--SSALRLLEQFYVGDVDETSKAEIEGEPASD

FYRECSERVAEYFKT-NNLDPRAAFAGL~~-—~———~ WRMVFVFAVAALA

EERARRERINEFIASYRRLRVKVKGMGLYDASALYYAWKLVSTFGIAVLS

YMGMNELIPGNVYAQY-AWGVVFGVFQALPLLHV
~-MAICFFF--NSFAMYMVAGVIMGLFYQQSGW-
QIIGRGYMDWFAGASMVSWLNQEVVGHHIYTNVAGADPDLPVDFESDVRR

NLIGCL&GNAWQGFSVQWWKN LHHAVPNLHSAKDEGFIGDPDIDTMP

IVHRQVLL-====—mwwe PIYKFQHIYLP-PLYGVLGLKFRIQDVFETFV
LLAWSKEMARKAFESAHGPFFIRNQAFLYFPLLLLARLSWLAQSFFYVFT
SLTNGPVRVNPHPVSDWVQMIFAKAFWTFYRIYIPLAWLKITPSTFWGVF
EFSFGIFDKVEFDGPEKAGtI-VHYIWQLAIPYFCNMSL—FEGVAY-——F
FLAEFTTGWYLAFNFQVSHVSTECEYPCGDAPSAEVGDEWAISQVKSSVD

LMGOASCGLLLALVF SIGH-NGMSVYERETKP--~—- DFWQL?QVTTTRN

YAHGSPLAAFLCGALNYQVTHHLYPGISQYHYPATAPIIIDVCKKYNIKY

I-RASVFMDWFTGGLNYQIDHHLFPLIVPRENLPKVNVLIKSLCKEFDIPF
S

TVLPTFTEALLAHFKHLKNMGELGKP--VEIHMG 456

HE-TGFGEGI---YEVVDHLADISKEFITEFPAM 4595

Fig.3
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Tabla 2. Perfiles de acido graso de Pythium irregulare (% en peso)

16:0 16:1 18.0 18:1 18:2 18:3 18:3 20:4 20:5

(LA} (GLAY  (ALA) (MM} (EPA)

16.2 .55 0.9 8.9 153 <01 <01 . 89 20.3
Fig.8
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Tabla 3. Conversion de acidos grasos exégenos en levadura AMY-2apfad5-2-

Sustrato Acumuiiacién Producto Acumulacién

del sustrato del producto

(% en peso) (% en peso)
16:1{92) C 244 16:2{52,92) 0.47
18:192) 1.88 18:2152,92) 1.26
18:111Z) T 6.15 18:2(15Z2,11Z) 0.85
18:1(11E) 4.57 18:2(5Z,11F) 0.08
18:1(12€) 4.77 18:2(5Z,12E) 0.09
18:1152) 455 18:2(52,157) 0
18:219Z2,127Z) 3.59 18:3(5Z,92,122) 0.09
18:3(9Z,122,152) 30.71 18:4152,9Z,127,157) 0.07
20:2MZ,14Z) 8.59 20:3(5Z2,11Z2,142) 2.08
20:3{8Z,11Z,142) 14.54 20:4(5Z,8ZN1Z142) 3.68
20:3(012,142,172) 2.29 20:415ZNZ2AZ2,17Z) 1.08

Fig.9

Tabla 4. Acumulacion de los A5-UPIFA en semillas de linaza transgénica que expresan
Fad5-2 bajo el control de los promotores especificos de napina (Napina) y de semilla de
linaza (Cnl). Los niveles de acido graso se muestran como el porcentaje en peso de los
acidos grasos totales

Acidos 18:1 18:2  18:2 18:3 18:3 18:4

grasos ] 5.9y 9120 (59,121 (91215 (5912,15)
Tipo Silvestre 17.4 0 14.9 0 56.6 0
Cni-5-2 19.9 6.8 7. 0.5 55.6 0.7
Cnl-10-1 291 93 5.1 0.4 47.6 0.4
Cni-15-3 23.9 7.1 7.1 0.4 51.6 0.5
Napina-5-4 41.0 04 75 0 421 0
Napina-6-1 46.7 03 53 0 39.1 0
Napina-12-3 463 - 0.6 53 0 393 0

Fig.10
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Este listado de referencias citado por el solicitante es Unicamente para conveniencia del lector. No forma parte del
documento europeo de la patente. Aunque se ha tenido gran cuidado en la recopilacién, no se pueden excluir los
errores o las omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patente citados en la descripcién

« WO 9846765 A [0009] - US 5721137 A, Frascotti [0084]
« WO 9846764 A [0009] - US 4522811 A [0122]

« WO 0020602 A [0009] « WO 1B0102346 A [0154]
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